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Resumo 

  

Modelos animais têm sido utilizados em ensaios experimentais com o objetivo de 

aumentar o conhecimento que se tem acerca de potenciais fármacos e contribuir para 

encontrar respostas para questões biológicas e biomédicas que vão surgindo. No entanto, 

urge uma preocupação com o bem-estar dos animais utilizados nestes ensaios, e a 

crescente consciência do conceito “Direitos dos Animais” veio aumentar o foco sobre 

questões éticas. 

Os modelos animais são, ao momento, considerados inadequados para fazer uma 

previsão fiel da toxicidade e eficácia dos fármacos a ser estudos, conduzindo a uma 

necessidade iminente da utilização de novas estratégias in vitro na fase pré-clínica com 

capacidade de representar melhor as condições in vivo e facilitar na investigação 

sistematizada de candidatos a novos medicamentos. 

Os avanços recentes na bioimpressão 3D têm demonstrado a manipulação precisa 

de células e biomateriais, tornando-a uma tecnologia promissora na construção de 

modelos in vitro de tecidos/órgãos e dispositivos na triagem de medicamentos. 

Modelos in vitro de tecidos/órgãos são plataformas úteis com potencial para 

facilitar ensaios clínicos na descoberta e desenvolvimento de fármacos. O objetivo 

principal ao desenvolver modelos tridimensionais é reproduzir funções fisiologicamente 

relevantes que normalmente requerem sistemas mais complexos. Tecidos/órgãos 

bioimpressos revelam grande potencial na triagem de novos compostos ou em estudos de 

toxicidade, já que a complexidade espacial e química inerente a tecidos e órgãos nativos 

pode ser recriada. 
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Abstract 

Animal models have been used in experimental trials to increase knowledge about 

potential drugs and help to find answers to emerging biological and biomedical questions. 

However, a concern for the welfare of the animals used in these trials is urgent, and the 

growing awareness of the concept "Animal Rights" has increased the focus on ethical 

issues. 

Animal models are currently considered inadequate to accurately predict the 

toxicity and efficacy of the drugs to be studied, leading to an imminent need for the use 

of new in vitro strategies in the pre-clinical phase with the capacity to better represent in 

vivo conditions and facilitate systematic research of candidates for new drugs. 

Recent advances in 3D bioprinting have demonstrated the precise manipulation of 

cells and biomaterials, making it a promising technology for building in vitro models of 

tissues/organs and devices in drug screening. 

In vitro tissue/organism models are useful platforms with the potential to facilitate 

clinical trials in drug discovery and development. The main objective in developing three-

dimensional models is to reproduce physiologically relevant functions that normally 

require more complex systems. Bioprinted tissues/organs show great potential in 

screening new compounds or in toxicity studies, as the spatial and chemical complexity 

inherent in native tissues and organs can be recreated. 
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I. Introdução 

Durante o processo de desenvolvimento de um novo medicamento, recorre-se a 

ensaios de eficácia in vitro, para selecionar os fármacos mais eficazes, e a ensaios de 

toxicidade in vitro para excluir compostos com toxicidades inaceitáveis, auxiliando na 

otimização do menos tóxico. Estes ensaios in vitro reduzem o número de compostos a 

serem testados no processo subsequente (Peng et al., 2017). 

O processo de lançamento de um novo fármaco para o mercado é, essencialmente, 

composto por duas fases: a fase pré-clínica e a fase clínica. (Amir-Aslani & Mangematin, 

2010)  

A fase pré-clínica envolve a identificação e validação do alvo terapêutico e do 

composto molecular a ser estudado, bem como o desenvolvimento pré-clínico, onde são 

realizados ensaios in vivo, e estudado o perfil farmacológico e toxicológico do potencial 

fármaco. Na fase clínica desenvolve-se o fármaco após a sua aprovação na fase pré-

clínica, incluindo ensaios em humanos, onde são estudados o perfil de eficácia e 

segurança do medicamento, efeitos adversos, farmacocinética e farmacodinâmica. 

(Grabowski, Vernon, & DiMasi, 2002). Na fase pré-clínica os modelos animais são 

frequentemente utilizados para prever a biodisponibilidade, eficácia e segurança do 

composto molecular, no entanto, diferenças entre espécies podem levar à disparidade quer 

na expressão de enzimas metabólicas e transportadores, (Jones et al., 2016; Musther, 

Olivares-Morales, Hatley, Liu, & Rostami Hodjegan, 2014; Peters, Jones, Ungell, & 

Hatley, 2016), quer na antecipação da eficácia e segurança de novos medicamentos 

(Massa et al., 2017), o que resulta numa previsão deficiente do impacto que o novo 

fármaco irá ter no organismo humano.  

Atualmente, há um crescente reconhecimento de que os modelos animais não são, 

muitas vezes, preditivos da toxicidade dos fármacos em humanos, devido, 

essencialmente, às disparidades na expressão genética (Kolesky, Homan, Skylar-Scott, & 

Lewis, 2018). Existem também preocupações éticas associadas aos modelos animais que 

conduzem à necessidade de criar novas estratégias, que não só colmatem as disparidades 

nos resultados dos ensaios clínicos, como também minorem a dependência que existe nos 

modelos pré-clínicos (Nguyen, Jr, Lee, Biology, & Lilly, 2017).  

Torna-se, portanto, fulcral integrar estratégias no início do processo de descoberta 

e desenvolvimento de medicamentos, (Rosen & Abribat, 2005) de modo a que 
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consigamos predizer fielmente a biodisponibilidade do medicamento, através de veículos 

com maior grau de semelhança aos humanos, e consequentemente a sua toxicidade. 

Uma vez que o desenvolvimento clínico em si contribui para quase 60% do custo 

total, bem como a maior parte do tempo do ciclo de descoberta, reduzir a percentagem de 

vieses dos candidatos a medicamentos nessa fase constitui o maior desafio e oportunidade 

para pesquisa e desenvolvimento farmacêutico (Paul et al., 2010). 

Os avanços na impressão tridimensional (3D) permitem que o conjunto direto de 

células e materiais de matriz extracelular originem modelos celulares in vitro na biologia 

3D, o estudo patogénico de doenças e a descoberta de novos medicamentos (Zhao et al., 

2014). A impressão 3D de tecidos e/ou órgãos (Bioprinting 3D) é uma área emergente de 

pesquisa que consiste na construção de tecidos ou órgãos com arquitetura hierárquica 

(Gungor-Ozkerim, Inci, Zhang, Khademhosseini, & Dokmeci, 2018), e que pode ser 

considerada como recurso alternativo à experimentação animal, não só pela redução dos 

custos dos ensaio pré-clínicos, mas mais importante, pela precocidade com que se 

consegue prever o poder toxicológico de um composto (Peng et al., 2017). 
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II. Desenvolvimento 

1. Bioprinting 3D 

O Bioprinting 3D surgiu da interseção entre química, biologia e tecnologia (Parak 

et al., 2019). 

O termo impressão tridimensional (3D) foi definido pela International Standard 

Organization (ISO) como: “construção de objetos através da deposição de um material 

usando uma cabeça de impressão, bocal ou outra tecnologia de impressora” (Jamróz, 

Szafraniec, Kurek, & Jachowicz, 2018). 

O Bioprinting consiste no posicionamento sincronizado de biomateriais e células 

vivas, aglomeradas camada por camada de modo a fabricar construções 3D (Ozbolat, 

2015). É uma técnica de alta precisão na colocação espacial e temporal de células vivas, 

proteínas, ADN, fármacos, fatores de crescimento e outras substâncias bioativas, com o 

objetivo de orientar a construção e formação de novos tecidos. (Peng et al., 2017) 

O processo de Bioprinting 3D é composto por três fases distintas. A primeira fase 

corresponde à fase de pré-processamento e inclui todos os detalhes de planeamento que 

antecedem a produção do tecido a imprimir. A fase de pré-processamento inclui imagens 

- obtidas através de Tomografia Computorizada (TC), Ressonância Magnética (RM), etc. 

– que auxiliam na análise da estrutura anatómica do tecido alvo e tradução dos dados de 

imagem de um projeto para bioprinting. (Campbell, Williams, Ivanova, & Garrett, 2012) 

Nesta primeira fase são, também, utilizados programas de software especializados que 

transformam dados de imagem em camadas transversais à escala pretendida, para que o 

dispositivo de bioprinting tenha a capacidade de os unir camada por camada (Figura 1). 

(Campbell et al., 2012).  

A segunda fase é a fase de processamento, que engloba todas as etapas envolvidas 

na construção e fabrico real do tecido a imprimir. A complexidade desta fase surge 

aquando da seleção do modelo específico para impressão e da formulação dos 

biomateriais a utilizar. Cada escolha tem um impacto significativo no produto final, e tem 

o potencial para alterar a interação dos componentes individuais, afetando o resultado 

final (Y. S. Zhang et al., 2017).  

Por último, a fase pós-processamento engloba todas as etapas prévias à maturação 

do tecido bioimpresso e utilização in vivo. A maturação do tecido ocorre, na maioria das 

aplicações do Bioprinting 3D, dentro de um biorreator. O biorreator utilizado tem de ter 

a capacidade de recriar adequadamente o ambiente in vivo para vários tipos de tecido, de 
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modo a que não haja perda de viabilidade tecidual durante o período de maturação. 

(Bishop et al., 2017) 

Em suma, bioprinting é uma técnica de construção de materiais biofuncionais 

impressos camada por camada em substratos, quando incorporados em biomateriais 

compatíveis (Arslan-Yildiz et al., 2016). O processo refere-se a células de impressão e 

padronização, ou outras entidades biológicas, depositadas num substrato ou tecido através 

de um sistema de dispensa automatizado, garantindo que vários tipos de células se 

mantenham unidas quando dispensados em materiais biocompatíveis, formando 

estruturas funcionais tridimensionais. (Derby, 2012; Malda et al., 2013). Biomateriais 

compostos por células, material de estrutura base e outros componentes necessários são 

chamados de “bioink” (Marga et al., 2012).  

Um dos principais objetivos do bioprinting é utilizar células vivas e biomateriais 

para gerar tecidos 3D que sintetizem aspetos-chave da arquitetura e função de um tecido 

ou órgão nativo. Com condicionamento in vitro ou in vivo adequado, as células dentro 

dessas estruturas podem responder a sinais solúveis e mecânicos estabelecendo interações 

célula-célula e matriz celular que mimetizam alguns aspetos do tecido nativo (Griffith, 

Wells, & Stolz, 2014) 
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Figura 1 – Esquema do processo de Bioprinting 3D.  Adaptado de Bishop et al (2017) 
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1.1 Modelos de Bioprinting 3D 

O sucesso da engenharia tecidual depende essencialmente da capacidade de 

formular estruturas 3D complexas que se assemelhem fielmente aos tecidos vivos nativos. 

Portanto, as estratégias utilizadas para projetar e criar arquitetura e topografia das 

camadas de biomaterial são um aspeto vital da engenharia funcional de tecidos e órgãos. 

Estruturas funcionais podem ser construídas seguindo uma abordagem vertical ou 

horizontal (Lu, Li, & Chen, 2013).  

Segundo o método de deposição e padronização de materiais biológicos, existem 

três tipos principais de modelos de Bioprinting 3D, são eles o Bioprinting a jato ou 

gotículas, por extrusão e a laser. A Figura 2 mostra os três principais modelos de 

Bioprinting 3D, bem como a sua aplicação na construção de tecidos na descoberta e 

desenvolvimento de medicamentos (Jamróz et al., 2018). Estes modelos podem ser 

utilizados de forma isolada ou em conjunto de modo a alcançar a construção de tecido ou 

órgão vivo pretendidos. (Ashley N. Leberfinger, Dino J. Ravnic, Aman Dhawan, 2017) .  

 

 

 

1.1.1 Bioprinting a Jato 

Bioprinting a Jato, também conhecido como Bioprinting por Gotículas é a técnica 

de bioprinting mais utilizada, quer em aplicações biológicas, quer não-biológicas 

(Murphy & Atala, 2014). Deriva das impressoras convencionais de jato de tinta 

bidimensionais (2D). Nesta técnica de bioprinting sem contacto, a reconstrução da 

Figura 2 – Principais modelos de Bioprinting 3D e aplicações na Descoberta e Desenvolvimento 

de Medicamentos. Adaptado de Gungor-Ozkerim et al., (2018) 

Triagem de 

Medicamentos 
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imagem é baseada na criação e posicionamento preciso de gotículas de bioink num 

substrato, controlado por computador (Satpathy et al., 2018b; Saunders & Derby, 2014 ). 

A bioink presente nos cartuchos de impressão é composta por biomateriais, como células 

vivas, ADN, RNA, etc. 

Neste modelo de bioprinting, cada gota de bioink contém entre 104-304 células e 

podem ser formadas a partir de duas estratégias: impressão contínua a jato (piezoelétrico) 

e impressão por controlo de gotículas (térmico) (Figura 3) (Katja Hölzl et al., 2016). 

Na impressão por controlo de gotículas a cabeça de impressão é aquecida com o 

objetivo de produzir pulsos de pressão que impulsionam as gotículas a sair do bocal. O 

aquecimento local origina uma bolha na câmara de bioink e ejeta uma pequena gota (X. 

Zhang & Zhang, 2015). 

Na impressão piezoelétrica, existe um cristal piezoelétrico, que, em resposta à 

tensão aplicada, induz uma rápida alteração de forma, criando uma onda acústica dentro 

da cabeça de impressão. Esta onda acústica ajuda a fracionar o líquido na cabeça de 

impressão em muitas gotículas e a sua ejeção em intervalos regulares (Tekin, Smith, & 

Schubert, 2008). A combinação de múltiplos ejetores acústicos no formato de uma matriz 

ajustável, facilita a impressão, simultânea, de diferentes tipos de células e biomateriais 

(Tasoglu & Demirci, 2013). 

As vantagens da impressão a jato de tinta incluem: baixo custo, devido à 

semelhança da impressora com uma convencional; alta velocidade de impressão, 

conferida pela capacidade de realizar vários trabalhos paralelos; e, alta viabilidade celular 

(entre 80% a 90%) (Mandrycky, Wang, Kim, & Kim, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Das & Basu, 2019)

Figura 3  – Bioprinting a Jato. Adaptado de Das & Basu ( 2019) 
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1.1.2   Bioprinting por extrusão 

O bioprinting baseado em extrusão utiliza um sistema robótico controlado por 

computador na distribuição contínua de filamentos de bioink. (Ozbolat & Hospodiuk, 

2016)  

Neste modelo de bioprinting, a bioink é colocada em seringas de plástico 

descartável e é dispensada pneumática ou mecanicamente (em pistão ou parafuso 

rotativo) sob substratos estéreis (Matai, Kaur, Seyedsalehi, McClinton, & Laurencin, 

2020). A bioink é pressionada na forma de filamentos cilíndricos carregados de células 

que, posteriormente são depositados nas estruturas 3D desejadas. A deposição contínua 

confere maior integridade estrutural durante a construção rápida (H. Cui, Nowicki, Fisher, 

& Zhang, 2017). 

O modelo de bioimpressão por extrusão permite a impressão de células vivas em 

posições específicas do tecido ou órgão alvo, encapsulando-as simultaneamente num 

hidrogel. Existe na opção de sistema pneumático, de pistão e parafuso (Figura 4), e é 

considerado o modelo atual mais promissor na construção de tecido 3D ou órgãos de 

tamanho e forma clinicamente relevantes (Pati, Gantelius, & Svahn, 2016).  

Os sistemas de extrusão atuais têm algumas diferenças entre si (Khalil e Sun, 

2007). Bocais pneumáticos alimentados por gases comprimidos suportam maior 

viscosidade, mas têm dificuldade em controlar precisamente a massa depositada. Os 

bocais à base de parafusos podem imprimir sem ar de entrada e são muito mais baratos, 

mas apresentam problemas na dispensa a alta viscosidade. 

Este modelo de bioprinting apesar de permitir a impressão de maior variedade de 

materiais, expõe as células encapsuladas a elevadas pressões, podendo reduzir a 

viabilidade celular (Khalil & Sun, 2007; Murphy & Atala, 2014).
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1.1.3. Bioprinting a Laser 

O Bioprinting assistido por laser utiliza uma fonte de laser pulsado, uma camada 

de absorção e uma camada onde são posicionadas múltiplas células e componentes 

biológicos, que posteriormente serão impressos sob uma superfície estéril, formando 

tecidos ou órgãos vivos em 3D (Figura 5) (Catros et al., 2011). 

A camada composta por material biológico engloba uma faixa que contém uma 

camada de absorção de energia na parte superior e uma camada de bioink suspensa na 

parte inferior. Durante a impressão, um pulso laser focado é aplicado de modo a estimular 

uma pequena área da camada de absorção. Este laser pulsado vaporiza uma parte da 

camada do doador, criando uma bolha de alta pressão na interface da camada de bioink e 

estimulando a bioink que está suspensa (Mandrycky et al., 2016). A gota de bioink que 

está suspensa é recolhida no substrato recetor e, posteriormente, cruzada com outras.  

Comparativamente à impressão a jato, a impressão assistida por laser consegue 

evitar o contato direto entre o dispensador e a bioink. Este método de impressão sem 

contato evita que as células sofram stress mecânico, originando elevada viabilidade 

celular (geralmente superior a 95%). Outra vantagem, do bioprinting a laser é que este 

também tem a capacidade de imprimir materiais altamente viscosos e maior variedade de 

bioink. Apesar destas características serem altamente promissoras, este modelo apresenta 

algumas limitações como o facto dos efeitos colaterais da exposição celular a energia 

laser ainda não serem totalmente compreendidos e o custo dos díodos de laser com alta 

resolução e intensidade, comparativamente a outros modelos de bioprinting, limitando a 

adoção da técnica (Mandrycky et al., 2016).  

 

Bioink 

… 
Figura 4 – Bioprinting  de Extrusão. Adaptado de Das & Basu ( 2019) 
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1.1.4 Outras Técnicas: Bioprinting por Estereolitografia 

Embora os três métodos de impressão referidos anteriormente sejam os mais 

comumente utilizados, continuam a ser investigadas novas metodologias de impressão e 

a incorporar novas modificações nos modelos já existentes.  

Uma dessas modificações foi introduzida no bioprinting de extrusão pneumática, 

que em vez se ser impresso o tecido diretamente, Miller et al. (2012) utilizaram uma 

seringa controlada pneumaticamente para imprimir vidro de açúcar derretido com o 

formato de uma rede vascular desejada. Uma vez impressa, esta rede vascular foi 

incorporada numa grande variedade de hidrogéis, sendo dissolvida e formando canais 

abertos dentro dos tecidos que intersetava. Esta abordagem comprometeu a capacidade 

de colocar cuidadosamente a deposição celular dentro da matriz, em contrapartida 

permitiu a construção de uma rede vascular com uma complexidade não atingida até então 

num tecido sintético. 

A estereolitografia foi também modificada de modo a que fosse possível 

bioimprimir (Figura 6) (Gou et al., 2014). Como o bioprinting a laser, as bioimpressoras 

de estereolitografia utilizam luz pra solidificar seletivamente a bioink num processo de 

camada por camada. (Gauvin et al., 2012). 

O método de bioimpressão por estereolitografia recorre à fotopolimerização, 

processo no qual uma luz ultravioleta (UV) ou laser é direcionado num padrão definido 

sobre uma camada de polímeros em estado líquido, cruzando-os e formando uma camada 

rígida. (Guvendiren, Molde, Soares, & Kohn, 2016) Como a polimerização é feita camada 

por camada, a superfície de impressão pode ser de dimensão reduzida na solução de 

Figura 5 -  Bioprinting a Laser.  Adaptado de Das & Basu ( 2019) 
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polímeros, permitindo vários ciclos da construção de uma estrutura tridimensional. 

(Guvendiren et al., 2016) 

 O bioprinting por estereolitografia consegue imprimir modelos com padrões mais 

complexos projetados num plano de impressão, num tempo de impressão menor ou igual 

aos modelos mais comuns. Como resultado, a impressora só precisa de um ponto móvel 

vertical, simplificando o controlo sobre a impressora (Gauvin et al., 2012). 

 

Figura 6 – Bioprinting por Estereolitografia. Adaptado de Mandrycky et al., (2016) 



Biomateriais 

21 

2 Biomateriais 

As células do corpo são reguladas por uma série de microambientes internos, 

envolvendo fluidos biológicos e matrizes extracelulares. Materiais adequados com 

propriedades miméticas das matrizes extracelulares nativas permitem que as células 

maturem, proliferem, comuniquem e transformem naturalmente in vivo, e podem ser 

usadas como matrizes ideais para uma ampla gama de aplicações biomédicas e 

farmacêuticas (Liu et al., 2018; Rabelink et al., 2017). 

A bioimpressão de tecidos envolve, frequentemente, a utilização de materiais com 

propriedades bem definidas como veículo para o crescimento celular. Deste modo, a 

engenharia de materiais pode ser aplicada para modular interações célula-biomaterial. No 

entanto, a principal função dos materiais bioimprimíveis não é, apenas, a gestão de 

interações especificas com uma célula ou tecido, mas também fornecer suporte para 

formação de tecidos. (Hamidi, Azadi, & Rafiei, 2008) 

A seleção dos biomateriais depende de uma variedade de fatores, entre os quais, 

o tipo de impressão, tecido de interesse e processo biológico a modelar.  Para construir 

modelos de tecido in vitro para modelagem de doenças e desenvolvimento de 

medicamentos é, ainda, necessário desenvolver materiais com elevada sintonia nas 

propriedades mecânicas, químicas e biológicas de modo a recapitular a composição da 

proteína, assim como o ambiente do tecido nativo (X. Ma et al., 2018).  

Os biomateriais podem ser de origem natural ou sintética. Materiais naturalmente 

derivados são atraentes devido à complexidade dos seus constituintes biofísicos e 

bioquímicos que mimetizam de perto a matriz extracelular nativa. Essas propriedades 

miméticas intrínsecas facilitam a adesão celular, a proliferação, a diferenciação, a 

migração e a biocompatibilidade (Vernetti et al., 2017). No entanto, apesar da vantagem 

inerente da biocompatibilidade e, muitas vezes, bioatividade, é difícil adaptar a estrutura, 

propriedades reológicas e o comportamento durante a impressão  (Kolesky et al., 2018). 

Em contrapartida, os materiais sintéticos são altamente definidos e são facilmente 

reprodutíveis para controlar um ampla variedade de propriedades, incluindo a taxa de 

degradação, sensibilidade celular, resistência mecânica e estrutural (Vernetti et al., 2017). 
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2.1 Bioink 

Simplificadamente, bioink é o material que é impresso em camadas durante o 

processo de bioprinting. A seleção da bioink adequada é um passo fundamental para um 

bioprinting bem-sucedido. As bioink são formadas por biomateriais naturais e sintéticos 

com variadas propriedades, como por exemplo a biocompatibilidade, garantindo a 

impressão e funcionalidade a longo prazo após a deposição (X. Ma et al., 2016), 

nomeadamente material celular, aditivos (fatores de crescimento, moléculas 

sinalizadoras, etc.), e uma estrutura de suporte. (Bishop et al, 2017) 

As propriedades da bioink exigidas dependem da estratégia de impressão e do tipo 

de tecido alvo. A impressão a jato de tinta requer baixas viscosidades e baixa 

condutividade térmica de modo a evitar a obstrução do bocal e danos térmicos, 

respetivamente (Chimene, Lennox, Kaunas, & Gaharwar, 2016). Contrariamente ao 

bioprinting a jato, a impressão por extrusão e o bioprinting a laser apresentam melhor 

tolerabilidade para maiores viscosidades. (Chimene et al., 2016; Malda et al., 2013)  

Relativamente à concentração da bioink, deve haver um equilíbrio entre o 

fornecimento de propriedades estruturais básicas sem comprometer a viabilidade celular, 

permitindo, assim, a migração e difusão celular. (Panwar & Tan, 2016) 

No Bioprinting 3D são comummente utilizadas duas classes de bioinks. A 

primeira classe é constituída por polímeros cicatrizáveis, que podem ser extrudados 

através de um processo térmico e utilizados na construção da estrutura do tecido ou órgão 

(Park, Jang, Lee, & Cho, 2016). Após a construção das estruturas, as células são semeadas 

para que maturem e multipliquem, originando construções teciduais ou utilizadas como 

suporte para o implante de outras células (M. O. Wang et al., 2014). A segunda classe 

engloba materiais com capacidade para armazenar uma grande quantidade de água 

(superior a 99%) e fornecer um ambiente favorável para as células (Melchels et al., 2012). 

À segunda classe de materiais pertencem os hidrogéis, que podem ser usados 

isoladamente ou em conjunto com outros componentes, como fármacos e biomoléculas, 

e têm como principal função encapsular células vivas (Figura 7) (Kaigler, Silva, & 

Mooney, 2013). As biomoléculas utilizadas em conjunto com o hidrogel podem ser 

fatores de crescimento, geralmente referidos como grupo de proteínas ou hormonas 

esteroides, que estimulam a diferenciação celular, proliferação, sobrevivência e 

regeneração do tecido (Gungor-Ozkerim et al., 2018). 
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Em suma, o material utilizado como bioink é fundamental para o fornecimento de 

um conjunto de atributos bioquímicos (ou seja, quimiocinas, fatores de crescimento, 

fatores de adesão ou proteínas de sinalização) e físicos (tais como, fluxo intersticial, 

propriedades mecânicas e estruturais da matriz extracelular) que promovam um ambiente 

favorável à sobrevivência celular, motilidade e diferenciação (Griffith & Naughton, 

2002). 

 

 

Figura 7 – Processo formação bioink.  Adaptado de Gungor-Ozkerim et al., (2018) 

 

 

2.1.1. Polímeros 

Polímeros são macromoléculas compostas por moléculas de menores dimensões 

e idênticas, conexas por ligações covalentes (Causa et al., 2006). Os monómeros, 
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moléculas de baixa massa molecular, geram a macromolécula polimérica através de 

reações de polimerização. 

Os polímeros podem ser divididos em grupos naturais e sintéticos de acordo com 

sua origem.  

Os polímeros naturais, também chamados de biopolímeros, possuem diferentes 

propriedades e vantagens relacionadas com a sua composição físico-química, podendo 

estas ser ajustadas ao tipo de tecido e células-alvo (Puppi et al., 2012). A maioria dos 

polímeros naturais é solúvel em água e dotada de algumas propriedades biológicas e 

fisiológicas comuns, nomeadamente serem flexíveis como tecidos e órgãos moles, fáceis 

de encapsular e realizar transplante celular, e fáceis de manusear e remodelar (X. Wang, 

2019). Nos biopolímeros há a necessidade de planear cuidadosamente a estrutura do 

tecido ou orgão, de modo a que as células tenham espaço suficiente para proliferar e 

migrar (Guvendiren & Burdick, 2013), tendo também em consideração as propriedades 

reológicas, como a viscosidade e a porosidade (Malda et al., 2013). Os polímeros naturais 

têm a vantagem de mimetizar com maior precisão o microambiente natural das células, 

no entanto a variabilidade presente num lote é muito maior, dificultando a 

reprodutibilidade do ensaio (Case, Lobo, & Ginestra, 2019). 

Atualmente, o bioprinting utiliza uma enorme variedade quer de polímeros 

naturais quer de semissintéticos, como colagénio e fibrinogénio (Walters & Stegemann, 

2014), gelatina (Malda et al., 2013) , alginato (Jeon & Alsberg, 2013) e membranas 

poliméricas (Matriz extracelular – MEC - contendo proteínas como fibronectina, laminina 

e colagénio) (Poldervaart et al., 2014). 

Durante o processo de bioimpressão de órgãos 3D, os diferentes polímeros têm 

funções distintas. A maioria dos polímeros naturais, que são utilizados como os principais 

integrantes da bioink, têm as seguintes funções: (1) fornecer células e agentes de suporte, 

como matriz extracelular; (2) construir redes vasculares, neurais e linfáticas como 

substratos semipermeáveis para nutrientes, gases (por exemplo, oxigénio), metabolitos e 

sinal biológico; (3) orientar histogénese homogénea e heterogénea, e organogénese de 

forma predefinida; e (4) promover a maturação de tecidos e órgãos em condições 

bioquímicas e biofísicas específicas. (Liu et al., 2018) 

Os polímeros sintéticos são polímeros naturais com variações na sua síntese. Estas 

variações visam, por exemplo, resolver o problema da reprodutibilidade do ensaio, pois 

os polímeros sintéticos caracterizam-se por apresentar estrutura e composição exatas 

entre amostras.
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As propriedades dos polímeros sintéticos dependem de muitos fatores, como 

condições de processamento, pesos moleculares, distribuições de monómeros, cadeia 

estrutural (por exemplo, tamanho, geometria, intra/interligações e ramificação), e a 

presença de aditivos (X. Wang, 2019). São exemplo de polímeros sintéticos a 

policaprolactona, polietilenoglicol e derivados, ácido polilático, ácido laticoglicólico e 

ligações peptídicas (Case, Lobo, & Ginestra, 2019). 

Os polímeros sintéticos são utilizados com os seguintes objetivos: (1) melhorar o 

manuseio multicelular ou alocar no espaço mimetizando as unidades naturais; (2) 

melhorar as propriedades mecânicas da rede vascular e neural; (3) controlar (ou 

completar) funções extras, como por exemplo limitar o suporte e proteger invólucros (Liu 

et al., 2018). 

 

 

2.1.1.1 Hidrogel  

Hidrogel é considerado como a base da impressão celular. É composto por redes 

de polímeros 3D constituídos por hidrossóis ricos em água (Lei & Wang, 2016). Os 

hidrogéis farmacêuticos são classificados de acordo com a via de administração, o tipo 

de fármaco, farmacocinética, etc. (Malda et al., 2013). São projetados para imitar o 

ambiente extracelular dos tecidos do corpo, podendo absorver milhares de vezes o seu 

peso seco em água (De Beer et al., 2019; Worthington et al., 2017).  

Os hidrogéis são produzidos a partir de uma variada gama de elementos, como 

por exemplo colagénio, fibrina, alginato, entre outros. Têm capacidade de serem 

impressos isoladamente para semear células ou podem ser bioimpressos com células já 

suspensas na matriz de hidrogel. (Weems et al., 2020) 

Esta categoria de bioink desempenha um papel fundamental no bioprinting. O 

hidrogel não só contacta diretamente com as células fornecendo suporte estrutural, como 

também define as propriedades físico-químicas da bioink (Mandrycky et al., 2016). 

Com exceção dos tipos de tecidos mais rígidos, como osso e dentes, hidrogéis 

podem conceder características elásticas através da manipulação química, densidade da 

reticulação e concentração de polímeros, mimetizando o comportamento elástico da 

maioria dos tecidos moles do corpo (Gu et al., 2015). 

Para manter a viabilidade celular e as interações célula-célula, alguns materiais de 

hidrogel podem ser adicionados à tinta. Hidrogéis também podem funcionar como 

substratos e estrutura (Saunders & Derby, 2014). Os hidrogéis têm propriedades químicas 
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e físicas especiais, e podem ser degradados in vivo algum tempo após o enxerto. (Gu et 

al., 2015) 

Hidrogéis produzidos a partir de blocos de construção sintéticos ainda não 

promovem interações celulares, no entanto, essa limitação pode ser colmatada utilizando 

modelos que estimulem a adesão celular (Kolesky et al., 2018). 

As características físicas e biológicas únicas dos hidrogéis, juntamente com a 

enorme diversidade, conduziram a que, estes, representassem um excelente candidato 

para os sistemas de veiculação de agentes terapêuticos (Malda et al., 2013). 

 

 

2.1.2. Células 

A célula é a unidade básica e fundamental de todo e qualquer organismo. É a base 

dos tecidos e dos órgãos, e para os replicar fielmente a uma escala macro, as células 

utilizadas no bioprinting devem ter a capacidade de proliferar. A seleção das células para 

a bioimpressão deve ter em consideração dois fatores essenciais: o poder de imitar o 

estado fisiológico das células in vivo, e a capacidade de manter e desenvolver funções in 

vivo em microambientes otimizados (Murphy & Atala, 2014). 

Os tecidos fabricados são construídos por células primárias funcionais, em 

conjunto com células de suporte (H. Cui et al., 2017; X. Zhang & Zhang, 2015) ou células-

tronco para maior diferenciação (Duarte Campos et al., 2013; F. Xu et al., 2011).  

Nem todos os tipos de células têm capacidade de se regenerar após dano (por 

exemplo, células do músculo cardíaco), no entanto, as células estaminais têm a 

capacidade de proliferar e diferenciar nos tipos de células desejadas, tornando-se, 

portanto, a fonte celular mais promissora (Guillemot, Mironov, & Nakamura, 2010; 

Ozbolat, 2015). 

A impressão direta de células estaminais aumenta rapidamente a complexidade do 

bioprinting, uma vez que vários tipos de células incorporadas dentro do mesmo hidrogel 

precisam de ser impressas em paralelo (Bishop et al., 2017). O alinhamento em tempo 

real e o controlo das etapas de impressão utilizando várias bioink celulares apresenta 

maior risco de introduzir um erro no processo de impressão, devido ao maior número de 

trocas entre tintas/células (Mandrycky, Wang, Kim, & Kim, 2016a). A impressão com 

células estaminais reduz o número total de bioink em cada processo e, consequentemente, 

o risco de erro. Por sua vez, a utilização de células estaminais no bioprinting adiciona o 

seu próprio conjunto de complicações. Para tentar colmatar estas complicações, há a 
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necessidade de adicionar fatores de crescimento e pequenas moléculas sinalizadoras para 

orientar a diferenciação específica do tecido alvo e em diferentes estadios de maturação. 

A escolha da origem das células-tronco, modelo de bioprinting, seleção da estrutura 

suporte, aditivos e forças mecânicas aplicadas pode influenciar a diferenciação de células 

estaminais em direção a um tecido alvo específico (Irvine & Venkatraman, 2016). Sem 

este tipo de abordagem a cultura pós-impressão torna-se mais difícil, especialmente 

quando a vascularização é desejada (Mandrycky et al., 2016). 

Os três tipos de células estaminais mais utilizadas no bioprinting 3D são 

embrionárias, mesenquimais e pluripotentes, que variam na sua potência celular, ou seja, 

a capacidade de se diferenciar, na capacidade de gerar imunotolerância e na sua 

acessibilidade (Yamanaka, 2012; Gao et al., 2016).  

Um dos benefícios de utilização de células estaminais no bioprinting é a 

capacidade que estas têm de induzir  tolerância imune e expandir-se uma vez incorporadas 

no tecido alvo (Irvine & Venkatraman, 2016). 

As bioinks de células são produzidas em formas e tamanhos variados, com 

complexidade geométrica, de modo a gerar construções multifacetadas de tecido 

mimético 3D. (Guillemot et al., 2010; Ozbolat, 2015) Esta característica camaleónica das 

células estaminais sustenta a tese de que são uma mais-valia na impressão de órgãos e 

tecidos para criar tecidos 3D novos e funcionais. 
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3. Bioprinting 3D na Área Farmacêutica 

Os tecidos e órgãos humanos são compósitos imensamente complexos, compostos 

por matriz extracelular, células e uma vasculatura rica que remove resíduos e fornece os 

nutrientes de suporte à sua função (Stock & Vacanti, 2001). 

O bioprinting 3D possui uma vasta aplicabilidade em diversas áreas, como a 

engenharia de tecidos e medicina regenerativa, transplantes, investigação no âmbito da 

oncologia e desenvolvimento de medicamentos (Peng, Unutmaz, & Ozbolat, 2016). 

Na última década, a utilização de modelos 3D in vitro aumentou 

significativamente, como resultado do desenvolvimento de novas tecnologias que 

auxiliam e/ou substituem o uso de animais na experimentação científica (Kim, Lee, & 

Suh, 2008). Tornou-se, portanto, perentório explorar, na sua plenitude, a importância das 

células cultivadas nos modelos 3D (Eglen & Randle, 2015). 

Recentemente, houve um enorme progresso na bioengenharia de tecidos e órgãos 

no âmbito do desenvolvimento de novos modelos 3D, aplicando-os em ensaios pré-

clínicos, estudos toxicológicos e como modelos representativos da fisiologia humana 

(Pati et al., 2016). Embora para diferentes finalidades, a tecnologia bioprinting 3D tem 

sido utilizada no fabrico de uma grande variedade de tecidos e órgãos, entre os quais osso, 

cérebro, tecido cancerígeno, tecido cardíaco, cartilagem, fígado, rim, pulmão, pele, redes 

vasculares, etc. (Ozbolat, Peng & Ozbolat, 2016). 

Em suma, a construção de modelos in vitro de tecido humano a três dimensões, 

que mimetizam os tecidos in vivo, permitiria o desenvolvimento de medicamentos 

(Clotworthy, 2012), ensaios cosméticos (Adler et al., 2011), modelação de doenças e, 

eventualmente, reparação de tecidos e órgãos (Bishop et al., 2017). 

 

 

3.1. Vantagens e Desvantagens da Técnica 

No processo de bioimpressão, existem três características essenciais a ter em conta 

– Matriz Extracelular, células e vasculatura - enquanto é controlada com precisão a 

composição do tecido, a microarquitetura e a geometria (Kolesky et al., 2018), o que torna 

este, um processo com elevada exigência e minúcia. Contudo, apesar da minuciosidade 

exigida no processo de construção de tecidos e órgãos a três dimensões, o Bioprinting 3D 

consegue apresentar elevada precisão e exatidão, alta resolução na deposição de células e
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tem a capacidade de realizar várias culturas celulares em simultâneo organizadas 

espacialmente e com baixo risco de contaminação cruzada (Peng et al., 2017).  

Segundo Pati et al. (2016), o Bioprinting 3D apresenta vantagens como: 

- Produção automatizada e reprodutível de construções teciduais; 

- Criação de um microambiente específico para células; 

- Construção de arquitetura específica do tecido; 

- Avaliação de fármacos em modelos específicos; 

- Incorporação de microfluidos com estrutura 3D; 

- Construção de tecidos vascularizados; 

- Viabilidade e funcionalidade celular; 

- Possibilidade de construção de interfaces tecido-tecidos. 

Existem, ainda, outros benefícios que podem ser alcançados com a utilização do 

Bioprinting 3D. A aplicação, a curto prazo, que mais beneficiaria desta tecnologia seria 

o desenvolvimento de fármacos (reduzindo, assim, a necessidade de modelos animais), 

uma vez que os ensaios pré-clínicos poderiam ser realizados nos órgãos 3D. A vantagem 

que a bioimpressão 3D oferece, é que permite reprogramar as próprias células de um 

indivíduo, usando-as para gerar organoides bioimpressos avaliando a potência e eficácia 

de um fármaco. Deste modo, o uso potencial em órgãos humanos representaria um 

método mais ético do que o uso de animais para ensaios farmacológicos, mais eficiente e 

confiável. Esta estratégia também permitiria mitigar a reação de determinados indivíduos 

a um medicamento através da análise da incidência de reações adversas e elevadas 

dosagens, podendo esta ser ajustada ao efeito terapêutico necessário (Vermeulen, 

Haddow, Seymour, Faulkner-Jones, & Shu, 2017). 

Não obstante, tendo em conta a complexidade e especificidade dos nichos 

celulares 3D, a criação de construtos biomiméticos com simulação topológica e mecânica 

adequada ainda é um desafio significativo ao fabrico destes modelos tridimensionais 

(Peng et al., 2017). Além disso, devido à complexidade da configuração específica 

necessária ao fabrico dos órgãos, os modelos de cultura 3D podem não ser todos 

adequados para a realização de ensaios de fármacos rotineiros, pela indústria farmacêutica 

(Kostadinova et al., 2013; Messner, Agarkova, Moritz, & Kelm, 2013). 
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Atualmente, apenas alguns modelos humanos de cocultura 3D estão disponíveis 

para aplicação em ensaios farmacológicos (Khetani et al., 2013). Embora tenham havido 

muitos avanços na descoberta e desenvolvimento de fármacos nos últimos anos, para 

além dos já referidos, ainda existem vários desafios que inibem o desenvolvimento 

farmacêutico, como por exemplo, o elevado custo e tempos de ciclo longos (H. Cui et al., 

2018). 

Apesar dos seus benefícios, os modelos 3D ainda acarretam algumas limitações 

(Eglen & Randle, 2015). Uma das principais limitações surge com a incorporação de 

múltiplos tipos de células, resultando numa maior heterogenia e variabilidade de dados. 

Em segundo lugar, algumas matrizes extracelulares naturalmente derivadas apresentam 

variações significativas de propriedades biológicas, entre diferentes lotes, originando 

resultados experimentais inconsistentes (Eglen & Randle, 2015). Embora as matrizes 

sintéticas apresentem desempenhos mais consistentes, a baixa biocompatibilidade limita 

a sua utilização (Hoque, Chuan, & Pashby, 2012). 

As limitações do bioprinting mais importantes estão associadas à necessidade de 

uma rede vascular para manter a viabilidade celular dentro do tecido bioimpresso ou 

órgão (Gu et al., 2015), a complexidade dos tecidos nativos (Vukicevic, Mosadegh, Min, 

& Little, 2017), a viscosidade do material (Y. S. Zhang et al., 2017), e, finalmente, as 

bioink disponíveis no mercado. Uma bioink  ideal deve ser fortemente biocompatível, 

com parâmetros reológicos apropriados, integridade arquitetónica e garantir um equilíbrio 

entre viabilidade celular e funcionalidade após a bioimpressão (Chung et al., 2013). 

Todavia, dentro das referidas, a principal limitação da cultura 3D é a fraca 

vascularização, que desempenha um papel proeminente na determinação do 

comportamento celular devido ao transporte limitado de oxigénio, nutrientes, fármacos e 

fatores intercelulares ao longo da estrutura 3D (Villasante & Vunjak-Novakovic, 2015). 

Finalmente, os modelos funcionais de tecido 3D não têm a capacidade de formar 

arquiteturas hierárquicas e ordenadas, e estruturas que recapitulem a organização de 

tecidos nativos a partir de células cultivadas in vitro. (Asthana & Kisaalita, 2013). Para 

superar as deficiências dos modelos 3D, essas comunicações celulares devem ser 

estabelecidas de forma biomimética, proporcionando às células humanas o nicho 

específico, fornecendo características topológicas adequadas e estimulando tensões 

mecânicas como in vivo. Entre vários métodos desenvolvidos para projetar sistemas de 

cultura 3D, a bioimpressão oferece grande potencial para imitar as comunicações in vivo 

célula-célula e célula-matriz (Peng et al., 2016).
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Em suma, os ensaios de toxicidade e eficácia in vitro são desafiadores e têm 

dificuldade em prever com precisão os resultados in vivo, pois ainda não conseguem 

mimetizar, com precisão, condições fisiológicas in vivo de sistemas de órgãos complexos, 

não fornecendo, portanto, resultados realistas (H. Cui et al., 2018). 

 

 

3.2    Descoberta e Desenvolvimento de Fármacos 

Embora construções de tecidos 3D bioimpressos tenham várias vantagens e 

ensaios exploratórios tenham mostrado resultados encorajadores para testes 

farmacêuticos, as aplicações de pesquisa industrial de bioimpressão 3D no processo de 

descoberta e desenvolvimento de medicamentos devem ser ponderadas (Ozbolat et al., 

2016).  

Matrizes 3D com microarquiteturas bem definidas e distribuição celular 

semelhante a tecidos permitiria excelentes interações célula-célula e célula-MEC, 

(Pampaloni, Reynaud, & Stelzer, 2007; Peng et al., 2017) e, consequentemente, mostrar 

uma resposta semelhante aos compostos medicamentosos como tecidos nativos.  

Os avanços na impressão 3D permitiram, até ao momento, a produção direta e 

rápida de estruturas que imitam morfologia e algumas características específicas do 

tecido. Uma vez construído, o tecido bioimpresso partilha muitas características com o 

tecido nativo, incluindo densidade celular semelhante ao tecido, presença de múltiplos 

tipos de células e aspetos arquitetónicos e funcionais chave. Assim, os tecidos 

bioimpressos 3D podem ajudar a acelerar o processo de descoberta de medicamentos, 

permitindo o teste de novos e promissores fármacos em tecidos humanos funcionais e de 

otimização do medicamento em desenvolvimento  (Pati et al., 2016). 

Vários tecidos bioimpressos com diferentes células, MEC e arquiteturas foram 

construídos para explorar o potencial para atuar como modelos in vitro em ensaios de 

eficácia, toxicidade, quimioterapia ou quimiorresistência. No entanto, apenas algumas 

construções foram implementadas comercialmente para testar a eficácia e a toxicidade 

dos fármacos. Um modelo farmacológico in vitro ideal para ensaios de fármacos deve 

combinar arquitetura biomimética com aspetos finais mensuráveis para quantificar a 

eficácia do fármaco. (Peng et al., 2017) 
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3.2.1 Veiculação de fármacos 

A veiculação de fármacos pressupõe a utilização de dispositivos ou meios que 

auxiliem um fármaco a atingir o alvo terapêutico. 

O Bioprinting 3D por ser altamente controlado, desde a bioimpressão de camada 

de suporte (andaimes) à deposição controlada no tempo e no espaço da bioink e ao 

tamanho dos órgãos impressos, e tem a capacidade de auxiliar na veiculação controlada 

de medicamentos. O bioprinting a jato ou por gotículas é útil em estudos que envolvem a 

administração de medicamentos em determinada concentração de gradientes (E. D. Miller 

et al., 2011). Da mesma forma, para a veiculação de elementos genéticos, como ADN, ou 

oligonucleótidos, a bioimpressão a jato térmica é preferível, dado que garante alta 

eficiência na transferência genética, formando poros transitórios na membrana, sem 

causar danos celulares significativos (Owczarczak, Shuford, Wood, Deitch, & Dean, 

2012). 

O processo de impressão a jato térmico interrompe temporariamente as 

membranas celulares criando poros transitórios, que permitem a entrada de plasmídeos 

de ADN. Esta técnica é relativamente inócua dado que os poros fecham a tempo de manter 

a viabilidade celular. Os poros são formados pelo stress provocado pelo calor na 

membrana, causando uma microdisrupção temporária, permitindo que células e 

plasmídeos genéticos passem pelos canais durante o processo de bioimpressão. Os 

plasmídeos são assim transferidos para as células e, posteriormente, gotículas contendo 

células geneticamente modificadas são veiculadas a locais-alvo dentro de uma matriz 3D 

(Chang, Nam, & Sun, 2008; X. Cui, Dean, Ruggeri, & Boland, 2010; Owczarczak et al., 

2012). 

 

 

3.2.2. Seleção do Alvo Terapêutico 

No processo de bioprinting 3D, o primeiro passo na escolha do órgão ou conjuntos 

de órgãos a imprimir é a seleção do alvo(s) terapêutico(s); o segundo passo é estabelecer 

a viabilidade do modelo 3D o mais precocemente possível no ciclo de desenvolvimento. 

Esta etapa também requer um alvo medicamentoso essencial cuja associação com a 

doença pode ser validada, por exemplo, por biomarcadores, particularmente úteis no 

estudo de doenças do sistema nervoso central ou oncologia (Satpathy et al., 2018a). 

Atualmente, a identificação e validação do alvo terapêutico e, posterior seleção é 

baseada em evidências genéticas de indivíduos com alterações a nível de ganho ou perda 
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de função, bem como efeitos biológicos observados após modulação farmacológica em 

modelos animais.  

A modulação farmacológica de alvos em modelos animais, frequentemente gera 

efeitos que diferem das respostas humanas devido à variabilidade entre as espécies. 

Experiências comuns in vitro  utilizando linhas de células humanas também não 

recapitulam a resposta in vivo (Monie & Bhatia, 2015), daí a necessidade de introduzir o 

Bioprinting 3D neste género de estudos. 

O Bioprinting 3D tem a capacidade de mimetizar estados fisiológicos com 

complexidades nativas e relevância clínica, o que pode auxiliar na identificação e 

validação dos potenciais alvos terapêuticos, juntamente com o seu mecanismo de ação, 

bem como o estudo da correlação de alvos com biomarcadores (Hong, Lee, Hwang, Shin, 

& Park, 2016).  

 

 

3.2.3. Avaliação da Eficácia 

O Bioprinting 3D pode ser utilizado no fabrico de modelos de tecidos e órgãos 3D 

com o objetivo de realizar ensaios de eficácia in vitro na fase “hit-to-lead”, ou como 

complemento ou alternativa na otimização in vivo do fármaco com maior potencial. 

Linhas celulares de origem humana, células-tronco ou células primárias podem ser 

utilizadas em ensaios de eficácia, juntamente com uma matriz extracelular ajustada para 

mimetizar condições in vivo. Contudo, são necessários tecidos fisiológicos bioimpressos 

ou modelos com patologia com relativa estabilidade para obter dados repetitivos e 

robustos (Peng et al., 2017).  

O objetivo quando se constrói um modelo de estudo de eficácia bem-sucedido é 

criar um modelo que expresse as principais características de determinada doença. Por 

exemplo, os modelos de quimioterapia são de preferência criados pela bioimpressão, uma 

vez que as interações célula-célula e célula-MEC desempenham papéis importantes no 

desenvolvimento do tumor e metástase. Até ao momento, foram bioimpressos modelos 

complexos de cocultura para investigar angiogénese e respostas imunológicas locais, o 

que essencialmente melhora a previsão de propriedades quimioterapêuticas dos 

compostos em teste (Y. S. Zhang et al., 2016). 
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Atualmente, com exceção de alguns modelos tumorais com monotipos celulares 

ou células heterogéneas impregnadas em camadas estruturais (Zhao et al., 2014), relatos 

de bioimpressão de outros modelos de doença são raros. Por outro lado, para a fase de 

otimização do composto líder, os construtos surgem como complemento extremamente 

económico e altamente eficiente, comparando com os modelos clássicos da doença in 

vivo. As principais vantagens incluem a redução dos custos associados aos animais e 

compostos, a eliminação de preocupações éticas decorrentes do uso animal, tempos mais 

curtos necessários para propriedades de expressão de doenças, que não são fielmente 

replicadas pelos modelos animais e menor variação de dados. De momento,  ainda é 

necessário obter aprovações regulamentares relevantes para modelos in vitro 3D serem 

utilizados como substitutos de modelos in vivo animais e um grande número de estudos 

exploratórios e confirmatórios ainda devem ser realizados (Monie & Bhatia, 2015). 

 

 

3.2.4. Análise da Toxicidade 

A maior limitação dos modelos atuais quanto aos ensaios retrospetivos de 

toxicidade in vitro na segurança dos fármacos é, principalmente, que o curto tempo de 

cultura de sistemas simples de culturas celulares monocamada, não reflete com precisão 

a complexa fisiologia de um órgão-alvo (Messner et al., 2013). A falta de sistemas in vitro 

que identifiquem eficientemente a toxicidade dos órgãos ainda constitui um dilema na 

indústria farmacêutica. É de conhecimento comum que a causa mais frequente para a 

rejeição de fármacos é a toxicidade hepática. No entanto, a maioria dos estudos 

publicados utiliza culturas de monocamadas e monotipos de linhas celulares 

transformadas como hepatócitos primários como substitutos hepáticos em ensaios in vitro 

de hepatotoxicidade (Yoon No & Lee, 2015).  

Inicialmente, eram realizados ensaios básicos de toxicidade in vitro de potenciais 

moléculas, bem como ensaios quanto à segurança, à medida que se avançava do processo 

de descoberta para o desenvolvimento de medicamentos. Contudo, a elevada percentagem 

de vieses pré-clínicos e clínicos enfatizou a necessidade da aplicação precoce de 

avaliações toxicológicas. A realização precoce de ensaios toxicológicos englobava tanto 

os ensaios in vitro  preditivos como retrospetivos (King et al., 2013), realizados em 

modelos monocamada (modelos a duas dimensões). Estes ensaios in vitro em modelos 

monocamada envolveram um grande investimento por parte da indústria farmacêutica, 

no entanto continuaram a obter uma elevada taxa de falha toxicológica pré-clínica, 
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permanecendo ainda um desafio prever a toxicidade in vitro em modelos pouco 

complexos permanece ainda um desafio (Waring et al., 2015). 

A lesão hepática induzida por fármacos, incluindo toxicidade idiossincrática e 

hepatocarcinogénese, são mediadas por interação entre os diferentes tipos de células que 

residem no fígado; assim, a toxicidade hepática precisa não pode ser prevista usando a 

cultura de células monocamada (Kostadinova et al., 2013) 

A melhoria das previsões de toxicidade de medicamentos com base em dados in 

vitro não depende apenas do sistema e de melhores leituras, mas também dos modelos 

utilizados para gerar esses dados. Houve então a necessidade de recorrer a modelos 3D in 

vitro, que revelaram maior biomimetria toxicológica em fármacos do que os modelos 2D 

tradicionais (Skardal, Devarasetty, Soker, & Hall, 2015).  

Embora nem todos os ensaios de toxicidade in vitro tenham necessidade de 

modelos 3D para melhorar a previsibilidade, o rastreio toxicológico in vitro prematuro 

melhora significativamente a capacidade de filtrar e rejeitar precocemente compostos 

com elevada toxicidade (King et al., 2013). 

Após a identificação dos órgãos-alvo e a margem de segurança através de ensaios 

in vivo, os ensaios retrospetivos específicos de toxicidade in vitro do órgão-alvo são 

importantes para a otimização do fármaco com maior potencial. Ao contrário dos modelos 

preditivos de ensaio de toxicidade in vitro, o modelo retrospetivo de ensaio de toxicidade 

in vitro requer um maior grau de traços biomiméticos, ou seja, maior semelhança aos 

órgãos nativos (Peng et al., 2017). 

Atualmente, estão disponíveis alguns sistemas humanos de cocultura 3D de 

substitutos hepáticos, com o objetivo de serem utilizados em ensaios de segurança de 

fármacos e todos mostram melhor previsibilidade do que os sistemas de monocamadas 

2D (Skardal et al., 2015). Até ao momento já foram desenvolvidos modelos 3D do 

coração, rins e pele, os principais órgãos alvo de efeitos colaterais induzidos por fármacos 

(Astashkina, Mann, & Grainger, 2012). Além da relevância biológica validada, a 

configuração técnica dos modelos 3D precisa de ser compatível com testes de nível 

industrial, incorporando automatização, facilidade de utilização e reprodutibilidade dos 

modelos. Até ao momento, os modelos 3D bioimpressos têm a capacidade de enfrentar 

estes desafios e, portanto, devem ser utilizados em ensaios retrospetivos de toxicidade in 

vitro de compostos (Nguyen et al., 2016; Vaidya, 2015). 
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3.2.5. Ensaios de Alto Rendimento 

Ensaios de Alto Rendimento são processos automatizados que visam avaliar 

rapidamente a atividade biológica ou bioquímica de amostras de grande dimensão de 

compostos durante o processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos. 

No processo de descoberta de fármacos, ensaios de alto rendimento são utilizados 

na seleção de um elevado número de compostos. Esta seleção é realizada com recurso à 

vinculação de enzimas, recetores e canais de iões com base em atividades potenciais e 

funcionais, que se unem ao alvo molecular desejado. (Peng et al., 2017). O Bioprinting 

3D vem trazer uma inovação aos ensaios de alto rendimento, auxiliando nas triagens 

paralelas para estudos de eficácia e toxicidade numa microplataforma de suporte, como 

por exemplo um microtecido ou micromatriz celular dentro de micropoços de placas. 

Ensaios de Alto Rendimento têm a capacidade de realizar vários ensaios em simultâneo 

para diferentes alvos, compostos e doses, sem contaminação cruzada, e requer apenas 

uma pequena quantidade de fármaco. A limitação deste tipo de ensaio surge quando há a 

necessidade de recriar o ambiente in vivo e recapitular reações in vivo. Ensaios de alto 

rendimento apresentam baixa fidelidade na recriação de microambientes, resultando no 

descontrolo do processo de desenvolvimento. Atualmente os microensaios mais comuns 

em plataformas de ensaios de alto rendimento são os sistemas de cultura celular 2D, no 

entanto espera-se que estes sejam substituídos por microensaios 3D por apresentarem 

maior fidelidade (Gidrol et al., 2009).   

Um modelo avançado de pulmão 3D foi projetado através da bioimpressão, para 

ser utilizado em ensaio de alto rendimento para avaliação de segurança e testes de eficácia 

(Golbamaki & Benfenati, 2016). O principal componente da bioimpressora foi a unidade 

de processo composta por três secções de trabalho e equipada com cabeças de impressão 

que permitiam a impressão simultânea de até três biomateriais ou células diferentes. O 

método de bioimpressão permitiu uma construção automatizada e reprodutível, criando 

camadas celulares finas e homogéneas essenciais para uma barreira de tecido ar-sangue, 

ideal para a aplicação pretendida (Alqahtani, 2017).  

Com o intuito de avaliar os efeitos crónicos de diferentes fármacos através de alto 

rendimento, cada unidade num microórgão 3D deve estar ligada a um fluxo independente 

no biorreator. Na descoberta de medicamentos, ensaio de alto rendimento juntamente com 

microensaios 3D bioimpressos podem ser utilizados para analisar a eficácia e a toxicidade 

in vitro. Para acelerar a autenticação ou otimização do potencial fármaco, o ensaio de alto 

rendimento pode ser usado em ensaios de eficácia in vitro com triagem de fenótipo 
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funcional baseado em células. Estes microensaios com modelos 3D em conjunto com os 

de alto rendimento devem ser realizados o mais cedo possível no processo, de modo a 

selecionar o fármaco com maior potencial mais cedo.  

 

 

3.2.6 Absorção, Distribuição, Metabolismo e Excreção (ADME) 

A farmacocinética inclui as etapas de absorção (A), distribuição (D), metabolismo 

(M) e excreção (E), englobando todo o processo de veiculação de fármacos administrados 

e metabolitos. As propriedades ADME dos fármacos devem ser analisadas no período de 

descoberta pré-clínico. Embora os ensaios in vivo ADME ainda sejam realizados em 

animais, modelos biomiméticos in vitro para ensaios ADME são úteis para promover a 

procura de substâncias terapêuticas, especialmente explorando o papel dos metabolitos 

na eficácia ou toxicidade dos fármacos (Chang, Emami, Wu, & Sun, 2010). 

Durante o processo de descoberta de medicamentos, devem estar disponíveis 

dados precisos sobre propriedades ADME que auxiliam na seleção dos candidatos com 

potencial. Propriedades ADME fracas, como má absorção, baixa biodisponibilidade e 

metabolismo de primeira passagem elevado, contribuem para o fracasso de muitos 

candidatos a medicamentos nas fases iniciais do processo de desenvolvimento  (Kaitin, 

2008).  

A avaliação precoce da farmacocinética diminui consideravelmente a 

probabilidade de falha dos compostos em ensaios clínicos (Ghosh, Lawless, Waldman, 

Gombar, & Fraczkiewicz, 2016), pois não só ajuda na seleção de bons candidatos a 

medicamentos, como também fornece  informação essencial para formas de dosagem 

adequadas e formulação (Alqahtani, 2017). Na prática, os vieses obtidos a partir de perfis 

farmacocinéticos deficientes aparentam ter diminuído nos últimos anos devido, em parte, 

à melhor caracterização pré-clínica da farmacocinética e mecanismo de ação do fármaco 

(Paul et al., 2010). 

A previsibilidade dos parâmetros farmacocinéticos em humanos pode ser 

melhorada pela utilização de modelos in vitro produzidos através de células humanas 

(Waring et al., 2015). Para isso, é essencial que os modelos in vitro mimetizem o 

comportamento farmacocinético do metabolismo humano perante um fármaco, quando 

integrados em ensaios de segurança, eficácia e toxicidade. Assim, a bioimpressão 3D de 

diferentes células relacionadas com o metabolismo de células nativas conseguiria prever 

eficientemente a farmacocinética nos órgãos-alvo. (Peng et al., 2017)
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4. Aplicações em Farmacotoxicologia: Órgãos 3D 

De modo a prever a segurança de determinados fármacos em humanos, a próxima 

geração de sistemas in vitro precisa de replicar com maior semelhança a estrutura 3D, 

bem como o processo completo da função tecidual. Além disso, é necessário que os 

modelos 3D sejam favoráveis às mesmas leituras fenotípicas complexas que atualmente 

são utilizadas in vivo, incluindo análises bioquímicas e histologia (Nguyen et al., 2017).  

Toxicocinética é a fase que indica acerca da cinética no organismo de substâncias 

tóxicas e metabolitos resultantes. Enquanto a toxicocinética é uma parte intrínseca de um 

estudo in vivo animal, ao desenvolver uma abordagem alternativa com base em estudos 

in vitro, a toxicocinética torna-se um primeiro passo absolutamente crucial e 

indispensável na tradução das observações in vitro para a situação humana in vivo. (Adler 

et al., 2011) 

Os órgãos sólidos mais afetados pela toxicidade sistémica são o fígado e o rim, 

enquanto a pele também é um alvo chave de toxicidade tópica após a exposição química 

(Nguyen et al., 2017). 

 

 

4.1. Fígado  

O fígado, o maior órgão interno do corpo, realiza inúmeras funções, incluindo 

metabolismo, desintoxicação, homeostase, síntese proteica e produção de bílis (Kashte, 

Maras, & Kadam, 2018). 

A lesão hepática induzida por fármacos ainda é a principal causa de insuficiência 

hepática aguda e de medicamentos retirados do mercado (Kaplowitz, 2005). Estudos em 

modelos animais pré-clínicos não conseguem prever na sua totalidade a toxicidade dos 

fármacos em humanos devido a variações específicas das espécies entre funções 

hepatocelulares humanas e animais (Pritchard et al., 2003). Modelos hepáticos humanos 

in vitro utilizados atualmente para prever a toxicidade induzida por fármacos incluem 

microssomas, linhas celulares, secções hepáticas e hepatócitos primários (Hewitt et al., 

2007). Microssomas são usados em ensaios de alto rendimento para avaliar enzimas 

metabolizadoras de fármacos, mas não possuem suporte celular (Kostadinova et al., 

2013).
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Uma vez que o fígado desempenha o papel principal na biotransformação de 

fármacos, e é um importante órgão-alvo na toxicidade por eles induzida, a maioria dos 

sistemas in vitro incorpora células hepáticas ou tecidos.(Van Midwoud, Verpoorte, & 

Groothuis, 2011)  

Considerando o papel central que o fígado apresenta no processamento 

xenobiótico e arquitetura estruturada de tecidos, não é surpresa que o fígado seja um foco 

do Bioprinting para aplicações toxicológicas (Nguyen et al., 2017). A tecnologia de 

bioprinting tem sido usada para fabricar tecidos hepáticos que retiveram os metabolismos 

de fármacos, glicose e lipídios. O tecido hepático bioimpresso exibiu expressão de 

transportadores de fármacos hepáticos e enzimas metabólicas durante várias semanas 

(Kizawa, Nagao, Shimamura, Zhang, & Torii, 2017). 

Foi possível, até ao momento, investigadores criarem um tecido hepático 

compartimentado, composto por hepatócitos humanos primários, células estrelares 

hepáticas e células endoteliais usando uma plataforma de bioprinting  (Nguyen et al., 

2016). As células progenitoras mantiveram a capacidade de formar células hepáticas 

produtoras de albumina após serem bioimpressas, sugerindo que o processo de construção 

não afetou processos de diferenciação. Considerando evidências recentes que mostram 

que coculturas de tecido in vitro 3D podem melhorar a formação de hepatócitos 

diferenciados mais maduros (Takayama et al., 2013), tecidos hepáticos bioimpressos 

podem finalmente auxiliar em ensaios farmacotoxicológicos (X. Ma et al., 2016). 

 

 

4.2 Rim 

Os rins desempenham um papel primordial no metabolismo e na eliminação de 

uma variedade de fármacos, com o túbulo proximal sendo exposto a altas concentrações 

de metabolitos hidrofílicos reativos, tanto na superfície luminal, após a filtração do 

plasma no glomérulo, como na superfície basolateral, após a absorção nos capilares 

peritubulares. Devido à ação de transportadores xenobióticos renais, expressos no 

epitélio, os compostos farmacêuticos podem acumular-se e concentrar-se no túbulo 

proximal (King et al., 2017). 

Modelos in vitro de tecido renal assumem-se importantes na descoberta e 

desenvolvimento de medicamentos, tendo em conta que a nefrotoxicidade é uma 

preocupação significativa relativamente a muitos fármacos. Dados de desenvolvimento 
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de fármacos mostram que a nefrotoxicidade está associada a uma taxa de falha de 2% dos 

fármacos na fase pré-clínica e provocam cerca de 20%  dos vieses na fase clínica 

(Harrison, 2016).  

Em virtude da exposição a altas concentrações de xenobióticos filtrados e da sua 

elevada função metabólica e de transporte, o segmento de túbulos proximais é o mais 

afetado pela toxicidade renal. O túbulo proximal do rim está associado à maioria das 

lesões induzidas por fármacos e tem recebido atenção para a construção de modelos 3D. 

A preservação dos processos de transporte, polaridade e recetores é importante para a 

padronização de modelos in vitro. Até ao momento, foi possível aplicar o modelo de 

bioprinting por extrusão para criar túbulos proximais num modelo in vitro. Após duas 

semanas num meio de cultura, observou-se o desenvolvimento de células renais primárias 

em estruturas glomerulares e tubulares (Figura 8) (Homan et al., 2016). A bioink utilizada 

para construir este modelo era composta por gelatina/fibrina, ácido hialurónico e glicerol. 

O modelo de perfusão 3D bioimpresso mostrou morfologia epitelial, bem como 

interrupção dose dependente na barreira epitelial com um tratamento com ciclosporina A, 

um fármaco conhecido pela sua nefrotoxicidade. (King et al., 2017). Para além da 

ciclosporina A, o modelo mostrou utilidade na análise de toxicidade, dose dependente, de 

fármacos como cisplatina e resazurina. (Satpathy et al., 2018a) 

 

 

 

(Ali et al., 2019) 

 

4.3 Pele 

A pele é o maior órgão do corpo, com uma estrutura complexa de várias camadas 

e que protege os músculos, ossos, ligamentos e órgãos internos subjacentes. Serve como 

Figura 8 – (A) Corte Histológico de rim nativo; (B1) Corte Histológico de rim bioimpresso 1 semana em 

meio de cultura; (B2) Corte histológico de rim bioimpresso 2 semanas em meio de cultura. Barra de 

Escala: 50 µm. Adaptado de Ali et al (2019) 

A B1 – 1 semana de cultura B2 – 2 semanas de cultura 
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primeira linha de defesa para qualquer estímulo externo (Vijayavenkataraman et al., 

2016). A sua estrutura com padrão laminar, composta pela epiderme, derme e hipoderme, 

é parte integrante da função–barreira para proteção, termorregulação, sensação, 

homeostase e imunidade (Tarassoli et al., 2018).  

A produção de pele in vitro é um procedimento complexo e lento que nem sempre 

é uniforme. No entanto, a bioimpressão 3D vem alterar este panorama de produção lenta 

e desigual, permitindo a deposição cada vez mais controlada e precisa das células numa 

estrutura de tecido predefinida. Os principais passos na bioimpressão envolvem a escolha 

do modelo mais adequado de bioprinting e da estrutura tecidual, a seleção da bioink, a 

definição dos tipos e densidades celulares e, finalmente, a junção de todas estas etapas de 

modo a obter um tecido viável e funcional. (Vultur, Schanstra, & Herlyn, 2016)  

Recentemente, foi utilizada a combinação do bioprinting a jato e o bioprinting por 

extrusão para recriar um modelo de espessura total e com arquitetura semelhante à pele 

nativa (Nguyen et al., 2017; Vijayavenkataraman et al., 2016). O modelo construído era 

formado por multicamadas compostas por fibroblastos, queratinócitos e um hidrogel à 

base de colagénio como componente estrutural (Satpathy et al., 2018a). Ambos os tipos 

de células mostraram manter a viabilidade e a proliferação, e produziram uma estrutura 

estratificada (Figura 9). A exposição de construções multicamadas bioimpressas à 

interface ar-líquido tem sido utilizada para promover o amadurecimento e estratificação 

do tecido, que é confirmado pela expressão de biomarcadores específicos da pele (Lee et 

al., 2014).  

Os modelos de pele 3D provaram ser válidos tanto em termos de arquitetura 

quanto na sua aplicabilidade em testes de toxicidade na pele (Nguyen et al., 2017), através 

de microambientes que caracterizam o cancro de pele, estudando a proliferação celular, 

metástases e testes de fármacos quimioterapêuticos (Vultur et al., 2016).  

Atualmente, as aplicações dermatológicas incluem modelos de pele 3D no teste 

de novos tratamentos biológicos para condições como psoríase, eczema (Lee et al., 2014), 

pele atópica e vitiligo (Supp & Boyce, 2005), bem como o estudo dos mecanismos de 

doenças de pele (Hou et al., 2017), substituindo modelos de pele animal.(Vultur et al., 

2016)
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(Groeber, Holeiter, Hampel, Hinderer, & Schenke-Layland, 2011) 

  

 

4.4 Intestino 

A via oral é a via mais comum para a administração de medicamentos, e além da 

absorção e do metabolismo de primeira passagem, o intestino é alvo de toxicidade  aparte 

do alvo terapêutico para compostos como antiinflamatórios não esteroides (Boelsterli, 

Redinbo, & Saitta, 2013), quimioterapia e, indiretamente, como local de interações 

medicamentosas (Bentz et al., 2013; Peters et al., 2016). Modelos animais são 

frequentemente utilizados para estimar a biodisponibilidade, no entanto, as diferenças 

entre espécies podem levar à disparidade na expressão de enzimas metabólicas e 

transportadores, resultando numa má previsão clínica (Peters et al., 2016) 

Através do bioprinting, foi construído tecido intestinal tridimensional composto 

por enterócitos e miofibroblastos com arquitetura e função para modelar o intestino 

nativo. A análise histológica do tecido intestinal 3D demonstra um epitélio polarizado 

com junções apertadas e tipos especializados de células epiteliais e expressa enzimas 

CYP450 funcionais (Figura 10). (Madden et al., 2018). O modelo intestinal 3D revelou 

estabilidade na arquitetura e função tecidual superior a 2 semanas em cultura, sugerindo 

que o modelo pode ser adequado para estudos prospetivos de fármacos. (Peters et al., 

2016) Os tecidos intestinais 3D desenvolveram função de barreira fisiológica, sendo 

possível distinguir entre compostos de alta e baixa permeabilidade. A caracterização 

bioquímica e histológica demonstrou que os tecidos intestinais 3D criaram lesões de 

resposta à toxicidade e inflamação induzidas por compostos (Figura 10 B,C), tornando o 

modelo compatível com ensaios pré-clínicos existentes e que pode ser implementado 

Figura 9 - Coloração histológica da pele in vivo (A) e estrato epidérmica/dérmica construida in vitro (B). 

Barra de escala é igual a 20 μm. (Groeber, Holeiter, Hampel, Hinderer, & Schenke-Layland, 2011) 
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como ponte adicional aos ensaios clínicos, aumentando a segurança e a eficácia no 

desenvolvimento de medicamentos (Madden et al., 2018). Esses dados combinados com 

a viabilidade a longo prazo sugerem que o modelo intestinal 3D pode ser aplicado para 

caracterizar outras classes conhecidas de fármacos com toxicidade conhecida fora do alvo 

terapêutico no intestino, como quimioterapia (Aprile, Rihawi, De Carlo, & Sonis, 2015), 

para avaliar vias inflamatórias e modelar doenças crónicas, como doença inflamatória 

intestinal, doença de Crohn e colite ulcerosa (Aprile et al., 2015; Boelsterli et al., 2013)  

A disponibilidade sistémica, a eficácia reduzida e os efeitos fora do alvo 

continuam a ser desafios para uma previsão clínica bem-sucedida dos medicamentos 

candidatos e contribuindo para o aparecimento de vieses no processo e desenvolvimento 

de medicamentos, destacando a necessidade de melhores ferramentas pré-clínicas para 

modelar a função intestinal in vitro (Alqahtani, Mohamed, & Kaddoumi, 2013; Jones et 

al., 2016).  

 

 

 

4.5 Vascularização  

As redes vasculares são componentes essenciais na distribuição de fármacos no 

organismo humano, tendo, por isso, um papel predominante na descoberta de 

medicamentos através de modelos 3D. (Datta, Ayan, & Ozbolat, 2017) 

Até ao momento, o maior desafio para traduzir a bioimpressão em laboratório para 

construir tecidos funcionais envolve a bioimpressão de redes vasculares. Para manter as 

funções metabólicas, os tecidos ou órgãos nativos requerem a suplementação de 

nutrientes e oxigénio adequados, trocas gasosas e remoção de resíduos metabólicos, todos 

necessários para a maturação do tecido projetado (Kinstlinger & Miller, 2016) e para 

Figura 10 – (A)Corte Histológico do epitélio intestinal 3D; (B,C)Corte histológico epitélio intestinal 3D 

após exposição a doses tóxicas de indometacina (Madden et al., 2018) 

A B C 
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manter a viabilidade e funcionalidade do órgão ou tecido. (Leijten et al., 2016) Sem rede 

vascular, os tecidos projetados não terão nutrientes suficientes, resultando na formação 

de um tecido incompleto ou necrose do mesmo. (Malda et al., 2013) 

As construções vasculares através do bioprinting envolvem duas abordagens 

principais, que são o fabrico direto de construções ocas e a bioimpressão indireta com 

bioinks “fugitivas”, ou seja, facilmente removidas (J. Ma, Wang, & Liu, 2018). A 

bioimpressão indireta é realizada através da deposição de uma estrutura cilíndrica de 

bioink “fugitiva”, seguida da bioimpressão de hidrogel. (Ji & Guvendiren, 2017)  A bioink 

utilizada na construção dos vasos em si, visa manter a biocompatibilidade e estabilidade 

a longo prazo, e é constituída por células-tronco e MEC composta por uma mistura de 

gelatina e fibrinogénio (Kolesky et al., 2018).  

Na construção de tecidos e órgãos tridimensionais biomiméticos na triagem de 

medicamentos e estudos biológicos, os vasos sanguíneos devem ser projetados integrando 

os construtos, de modo a mimetizar o processo de administração de medicamentos in vivo 

(Massa et al., 2017). A rede vascular deve estar presente numa fase precoce do 

desenvolvimento do tecido 3D de modo a prevenir a morte do tecido e permitir a fixação 

e crescimento do endotélio. À medida que o desenvolvimento se inicia, as estruturas 

vasculares devem assumir todas as funções que ocorrem no desenvolvimento in vivo, não 

só, as já referidas, função barreira seletiva de resíduos e nutrientes como também reações 

inflamatórias, coagulação e outras funções homeostáticas. (Michiels, 2003) 

O uso da impressão 3D para desenvolver redes vasculares permite a produção de 

construções com canais permeáveis, locais de anastomose viáveis e controlo rigoroso 

sobre materiais matriciais, colocação celular e geometria vascular.  

Embora as tecnologias de bioimpressão 3D não tenham atingido as capacidades 

de resolução ou manuseio de células necessárias para imprimir todas as pequenas e 

intrincadas redes, a tecnologia está a melhorar rapidamente. (Paulsen & Miller, 2015) A 

impressão 3D é um processo altamente adaptável que permite aos cientistas controlar 

cada elemento dentro do volume de construção, o que é incrivelmente valioso para o 

desenvolvimento de modelos in vitro consistentes para doenças vasculares ou ensaios de 

desenvolvimento de fármacos. (Paulsen & Miller, 2015) 
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5. Perspetivas futuras 

A bioimpressão 3D de modelos de tecidos e órgãos é uma área de pesquisa 

vibrante na qual vários resultados pioneiros foram obtidos nos últimos anos. A gama de 

técnicas de bioimpressão 3D disponíveis tem o potencial de facilitar o desenvolvimento 

de modelos realistas de tecidos/órgãos. Investigadores têm aplicado a tecnologia de 

bioprinting a jato em terapias genéticas baseadas em células para mostrar que a 

transferência de genes para células é possível, juntamente com a entrega precisa de células 

modificadas para um determinado alvo, produzindo assim células geneticamente 

modificadas que se adaptam a determinada aplicação (T. Xu et al., 2009). 

Nos próximos anos, espera-se que o bioprinting 3D avance para colmatar as 

necessidades de aplicações específicas, como modelos de triagem 

farmacêutica/toxicológica. A bioimpressão tem o potencial de revolucionar a forma como 

os fármacos são testados, bem como reduzir o custo e o tempo de descoberta de 

medicamentos, permitindo a identificação rápida de potenciais candidatos ou substâncias 

tóxicas aos tecidos humanos. A maioria dos resultados publicados foram nos estágios 

iniciais do desenvolvimento de tecidos/órgãos. Apenas alguns estudos investigaram 

minuciosamente os parâmetros do processo para derivar previsões ou estratégias de 

otimização de forma sistemática.(Pati et al., 2016) 

Comparando perfis genómicos com amostras clínicas e testando a resposta a 

agentes terapêuticos com efeitos clínicos comprovados, será possível avaliar a capacidade 

de tradução in vivo, incluindo a capacidade de modelar o resultado da variação genética 

nos desfechos. Além disso, cada tecido isolado é apenas uma peça do quebra-cabeças. 

Encontrar estratégias para construir redes complexas de múltiplos tipos de tecidos e 

órgãos com vasculatura completa e permeável em meios de cultura controlados e que 

mimetizam com exatidão o meio in vivo constitui ainda um desafio.  

Para a aplicação bem-sucedida de tecidos e órgãos como modelos in vitro, a 

padronização e otimização do processo de impressão em relação ao produto final são 

necessárias, além de cumprir com as boas práticas de fabrico (GMP). Por isso, há uma 

grande necessidade de estudos orientados para a compreensão das relações estruturais e 

do funcionamento dos parâmetros do processo dos construtos impressos. Além disso, os 

esquemas de fabrico modernos contam com modelagem matemática e simulações de 

computador para otimizar o design do processo e fazer previsões. (Catros et al., 2011) O 

desempenho e a função dos construtos teciduais podem ser previstos e, portanto, 
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melhorados, antes de imprimir usando simulações de computador. No entanto, essa 

abordagem precisa de mais atenção para ser específica na utilização de tecidos/órgãos 

3D. As células-tronco têm um papel essencial na construção de tecido 3D porque 

oferecem grande potencial para a criação de construções complexas. (Marga et al., 2012) 

No entanto, existem vários problemas a ser resolvidos antes que as células-tronco possam 

ser realmente utilizadas no bioprinting 3D, como a otimização do microambiente celular, 

estimulação celular e estabilidade mecânica para imitar o ambiente in vivo num patamar 

mais realista. (Pati et al., 2016) 

Embora a impressão 3D ainda esteja na sua infância dentro do setor farmacêutico, 

a transição para quatro dimensões (4D) pode ocorrer de antemão. A utilização de 

medicamentos altamente controlados, estudados com recurso aos órgãos tridimensionais, 

pode fornecer uma terapia mais direcionada e personalizada para as necessidades de cada 

indivíduo, iniciando uma revolução digital no fornecimento de medicamentos e cuidados 

de saúde.  

O desenvolvimento de formas farmacêuticas complexas e o recurso a abordagens 

inovadoras no fabrico de órgãos 3D como meio de investigação são temas com o apoio 

da Food and Drugs Administration, pelo que a adoção de tecnologias tão inovadoras na 

área da saúde, como o Bioprinting 3D, pode estar para breve. Atualmente, as limitações 

técnicas e do controlo de qualidade são as restrições dominantes que dificultam a 

aplicação do bioprinting 3D. Espera-se que, uma vez estabelecida uma plataforma de 

impressão ideal, será uma questão de tempo até que as impressoras 3D sejam utilizadas 

pela indústria farmacêutica, iniciando uma nova era de saúde digital. (Trenfield et al., 

2019) 

O trabalho futuro deve focar-se em reter a complexidade do tecido, incorporando 

tipos de células adicionais, como células imunes ou células cancerígenas, e utilizando 

material saudável e doente de dadores (Fatehullah, Tan, & Barker, 2016; VanDussen et 

al., 2015). Esta complexidade permitirá uma melhor compreensão do impacto que cada 

tipo de célula terá no fenótipo de cada doença, bem como melhorar a caracterização dos 

candidatos para intervenção terapêutica e, ao mesmo tempo, replicar com maior pormenor 

os tamanhos de características finas de algumas estruturas teciduais, alcançar uma 

composição tecidual mais completa validando a aplicação destes sistemas nos ensaios de 

toxicologia e modelagem de doenças. (King et al., 2017)(Nguyen & Pentoney, 2017)
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6. Conclusão 

O Bioprinting 3D é uma tecnologia em constante evolução, que tem progredido 

significativamente ao longo dos anos, criando tecidos in vitro 3D que imitam com elevada 

proximidade a arquitetura e a função de tecido nativos. Embora as técnicas descritas ainda 

estejam numa fase precoce de desenvolvimento, oferecem grande potencial para superar 

muitos desafios associados à produção de tecidos e órgãos complexos, revelando-se 

ferramentas promissoras na progressiva substituição dos modelos utilizados nos ensaios 

atuais, muitas vezes enganosos, baseados em tecidos com complexidade medíocre ou 

modelos animais.  

Até ao momento, estruturas 3D obtidas a partir do bioprinting 3D apenas são 

utilizados na triagem de medicamentos como um complemento aos processos padrão 

envolvidos na descoberta e desenvolvimento de medicamentos.  

As limitações do bioprinting mais importantes estão associadas à necessidade de 

uma rede vascular complexa que consiga manter a viabilidade celular dentro do 

tecido/órgão bioimpresso, a complexidade dos tecidos nativos, a resolução de pequenos 

vasos e características finas dos tecidos, as bioink disponíveis no mercado. Todavia, 

dentro das referidas, a principal limitação da cultura 3D é a fraca vascularização, que 

desempenha um papel proeminente na determinação do comportamento celular devido 

ao transporte limitado de oxigénio, nutrientes, fármacos e fatores intercelulares ao longo 

da estrutura 3D. 

Eficiência, reprodutibilidade e padronização são a base das limitações do 

bioprinting 3D. Ainda é necessário reproduzir sistemas tecidos/órgãos complexos 

eventualmente interligados, bem como modelos vasculares in vitro completos. Por este 

motivo, embora promissores, ainda é cedo para concluir que os modelos bioimpressos 

podem substituir modelos animais.   

Desde o seu surgimento, o bioprinting 3D progrediu imenso em direção ao 

objetivo da impressão funcional de tecidos. Apesar dos desafios tem demonstrado 

claramente que a bioimpressão é digna de investigação. Mais tempo, esforço e 

experiência multidisciplinar vão ser necessários para cumprir o potencial clínico dessa 

tecnologia. A bioimpressão tem potencial para desempenhar um papel fundamental na 

medicina regenerativa personalizada e na Indústria Farmacêutica como alternativa aos 

modelos animais. 
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