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Abstract. Stem cells have great potential in cellular therapies, tissue enginee-
ring, and regenerative medicine. Three-dimensional culture methods, as oppo-
sed to traditional monolayer cultures, enhance cellular interactions and more
accurately mimic in vivo cellular behavior. This project evaluated the dimensi-
ons (height and radius) of micropillars in a device for culturing cellular sphe-
roids, developed in Grasshopper for Rhinoceros® after additive manufacturing.
Dimensional variations, conformity with software specifications, and the fidelity
of the designed geometry were analyzed. To this end, three molds with identi-
cal dimensions were printed and examined using micro-computed tomography.
The results indicated variations in the dimensions of the designed micropillar
compared to the printed one. It is concluded that adjustments to the radius and
height parameters in the software will be necessary to ensure greater accuracy
of the printed piece.
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Resumo. As células-tronco possuem grande potencial em terapias celulares,
engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Métodos de cultivo tridimen-
sionais, em contraste com os tradicionais de monocamada, aprimoram as
interagoes celulares e mimetizam de forma mais fiel o comportamento celular in
vivo. Este projeto avaliou as dimensdes (altura e raio) de micropinos em um dis-
positivo para cultivo de esferoides celulares, desenvolvido no Grasshopper do
Rhinoceros®, apds impressdo aditiva. Foram analisadas as variacoes dimen-
sionais, a conformidade com as especificacoes do software e a fidelidade da
geometria projetada. Para isso, trés moldes com dimensoes idénticas foram im-
pressos e examinados por microtomografia computadorizada. Os resultados in-
dicaram variagées nas dimensoes do micropino projetado em compara¢do com
o impresso. Conclui-se, portanto, que serd necessdrio ajustar os parametros de
raio e altura no software para garantir maior precisdo da peca impressa.
Palavras chaves: célula tronco; impressdo aditiva; microtomografia.

1. Introducao

As células-tronco (CTs) apresentam um enorme potencial para uso em terapias celulares,
engenharia de tecidos e medicina regenerativa, além de aplicacdes nas dreas farmacéutica
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e biotecnoldgica. Elas sdo capazes de se auto-renovar e de se transformar em tipos celu-
lares especializados, dependendo da fonte de onde sdo isoladas. Contudo, a utilizagcdo de
CTs em aplicacoes clinicas requer uma grande quantidade e alta qualidade de células. Isso
torna necessario expandir as CTs em larga escala e garantir uma diferenciacao eficiente e
uniforme em células funcionais derivadas [McKee and Chaudhry 2017].

Os métodos tradicionais de cultivo celular in vitro, predominantemente basea-
dos em monocamadas, estdo sendo contrastados com sistemas celulares que permitem a
organiza¢do tridimensional das células. Nesses sistemas, as interagoes entre as células
sdo aprimoradas, aumentando as chances de formacdo de microambientes que mimeti-
zam ou se assemelham a distribui¢do natural tridimensional dos tecidos. A disposi¢ao
das células em trés dimensdes também resulta em uma dispersdo de for¢as mecanicas
que influenciam sua morfogénese. Em outras palavras, o comportamento fisiologico
de um grupo de células é determinado nao apenas pelo tipo celular em questdo, mas
também pela organizagdo espacial dessas células, bem como pela distribui¢do das zonas
de comunica¢do em suas superficies [Teixeira et al. 2023].

A tomografia computadorizada é uma técnica ndo invasiva que possibilita a
visualizacdo interna de um objeto sob andlise, exposto a uma fonte de radiacdo ioni-
zante, como raios X, gama ou néutrons, sem exigir preparacdes fisicas ou quimicas
da amostra. Essa técnica € aplicada em diversas dreas da ciéncia, incluindo medi-
cina, biologia, e industria. A microtomografia computadorizada, por sua vez, permite
uma diferenciagdo interna de estruturas com uma precisdo que varia de micrometros a
nanometros [Alves 2012].

Com base nisso, o objetivo deste projeto € avaliar as dimensdes (altura e raio) de
micropinos de um dispositivo para cultivo de esferoides celulares desenvolvido e para-
metrizado na extensdo Grasshopper do software de modelagem Rhinoceros® (Robert Mc-
Neel & Associates, Seattle, USA), ap6s a sua fabricagao por manufatura aditiva. Pretende-
se verificar se ocorreram variacdes de dimensdes com o processo de impressao, se as di-
mensoes estdo de acordo com as especificadas no software e se a geometria hexagonal da
base do micropino foi fielmente reproduzida. Para isso, foram impressos trés moldes com
as mesmas dimensdes e todas as imagens foram capturadas pelo microtomégrafo.

2. Materiais e métodos

2.1. Obtencao do modelo STL do micromolde para o cultivo celular

A primeira etapa consistiu no desenvolvimento dos dispositivos para cultivo celular
no software Rhinoceros. Os moldes que foram impressos sdo compostos por uma
porcao cilindrica onde micropinos foram posicionados. Esses micropinos apresentam
uma geometria dividida em duas partes: uma superior, em formato de hexdgono, e
uma inferior, em forma de semiesfera, no qual as células-tronco serdo acomodadas.
Os micropinos estio distribuidos de forma organizada na por¢do cilindrica, garantindo
que nao haja sobreposicdo entre eles, conforme ilustrado na Figura 1A do fluxograma.
Esses dispositivos foram impressos no equipamento Connex350 que utiliza a tecnologia
Polyjet, utilizando o material resina VeroClear.
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Figura 1. Fluxograma da obtencao do modelo.

ApOs a criagdo e parametrizagdo do micromolde no Grasshopper, eles foram im-
pressos usando tecnologia PolyJet e o material escolhido foi a resina rigida VeroClear
(Fig.1B). Como o objetivo do trabalho consiste em verificar a precisdo da impressao com
relacdo a0 modelo computacional, optou-se pelo uso do microtomégrafo SkyScan 1272
(Fig.1C) para a obtencdo do modelo STL dos micromoldes impressos. Os parametros para
a aquisi¢ao das imagens no microtomoégrafo foram: energia de 70 kV, corrente de 140 pA
e filtro de aluminio de 0,5 mm. A Figura 1D mostra o dispositivo apds reconstru¢iao 3D
no software NRecon do microCT.

O modelo em STL gerado foi aberto no software Rhinoceros 7 para a anélise das
dimensodes de altura e raio da semiesfera dos micropinos do dispositivo, conforme mos-
trado na Fig.1E. Essas dimensdes foram escolhidas porque influenciam diretamente no
desenvolvimento dos esferoides celulares. O raio e a altura dos micropinos determinam
o volume do microambiente onde os esferoides se formam; micropinos maiores resultam
em esferoides maiores, enquanto micropinos menores podem restringir o crescimento,
levando a esferoides menores [Di Caprio and Burdick 2023]. Além disso, a geometria
dos micropinos afeta a difusao de nutrientes e oxigénio. Esferoides maiores podem
ter um nucleo central com menor acesso a nutrientes e oxigénio, podendo resultar em
um nucleo necrético, enquanto esferoides menores tendem a ter uma distribui¢do mais
uniforme desses elementos [Decarli et al. 2022]. Para uma visualizagdo mais clara,
ampliamos a por¢do superior do molde. Além disso, cortamos na altura dos micropinos
para conferir a forma¢do do hexagono. Esses resultados estdo mostrados nas Figuras 2A
e 2B, respectivamente.
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Figura 2. (A) Imagem Ampliada. (B) Imagem cortada na altura dos micropinos.

2.2. Método

Para verificar se as dimensdes foram preservadas ou se é necessario realizar corre¢des
no Grasshopper para atender as especificacdes previamente estabelecidas pelo usudrio
no software, foi realizada uma sobreposi¢ao dos dois modelos: o criado no Grasshopper
(na cor verde) e a imagem obtida pelo microtomégrafo (na cor marrom), como mostra a
Figura 3. Essa sobreposi¢do permitiu a interse¢@o na altura exata do raio da semiesfera,
possibilitando a medi¢do dos valores impressos.

. B

Figura 3. (A) Sobreposicao vista superior. (B) Sobreposicao vista lateral.

Para verificar as medidas dos raios, foi criado um plano de interse¢do na altura
do raio da semiesfera, utilizando como base o0 modelo do Grasshopper. Em seguida, uti-
lizamos o comando “meshintersect”, que mostra a intersecao de duas malhas no plano,
como apresentado na Figura 4A. Além disso, para verificar a altura dos micropinos, a
malha foi cortada (Fig.4B). Com o recurso Gumball ativado, foi utilizado o comando “li-
near dimension”, comecando a medi¢ao no centro da semiesfera e terminando, de forma
perpendicular, na parte superior do molde, como mostra a Figura 4B.

4
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Figura 4. (A) Comando de intersecao.(B) Resultado do comando no plano criado.

Para calcular a média das medidas (raio e altura) , foram selecionados nove mi-
cropinos aleatérios, conforme mostrado na Figura 5.

Figura 5. Semiesferas selecionadas para calcular a média dos seus raios a altu-
ras.

Na Figura 6A, pode-se observar que toda a interse¢do € formada por pontos. Para
isso, utilizamos o comando ”Curve 3 Points”’para criar uma circunferéncia a partir de trés
pontos da interse¢do, conforme mostrado na Figura 6B, permitindo assim determinar o
valor do raio.

ApOs esses procedimentos, é possivel verificar o valor do raio da esfera em
milimetros (mm) com o comando ‘“Radial Dimension” como mostra a Figura 7.

5
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Figura 6. (A) Intersecao formada por pontos. (B) Circunferéncia obtida a partir
dos pontos selecionados.

RO.24

Figura 7. Dimensao do raio da semiesfera em mm.

3. Resultado e discussao

O dispositivo foi projetado para cultivo celular, e as dimensdes do raio e da altura dos
micropinos sdo importantes para essa finalidade. Para avaliar a precisdo da impressao
dos modelos em resina VeroClear, utilizou-se um microtomdgrafo para medir essas di-
mensdes. Os resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas abaixo.

A Figura 10 apresenta a tabela criada no software Excel que contém os resultados
das medi¢Oes dos raios e suas respectivas médias.

1 0,22 0,22 0,23
2 0,21 0,21 0,21
3 0,23 0,23 0,24
4 0,22 0,22 0,2
5 0,2 0,21 0,22
6 0,24 0,23 0,24
7 0,21 0,22 0,21
8 0,22 0,22 0,23
9 0,22 0,22 0,21
Média 0,22 0,22 0,22

Figura 8. Valores dos raios (mm).
Considerando que o raio previamente definido no Grasshopper € 0,25. Logo:

6
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0,25 0,22
100% =z

0,22 x 100
0,25

22
- L8
v= 025 %

Portanto, houve uma perda de 12% na impressao.

Posteriormente, o mesmo foi feito com a altura dos micropinos, e a Figura 9 for-
nece esses valores.

1 1,09 1,1 1,09
2 11 1,1 11
3 1,11 1,11 1,12
4 1,12 1,13 1,11
5 1,1 1,11 1,12
] 1,13 1,12 1,11
7 1,13 1,13 1,12
8 1,14 1,13 1,13
9 1,11 1,1 11
Média 1,11 1,11 111

Figura 9. Valores das aulturas (mm).

Considerando que a altura previamente definida no Grasshopper é 1,0. Logo:

1,0 1,11
100% =z
1,11 x 100
N 1,0

11

= — =111
T=15 %

?

Analisando os resultados acima, podemos concluir que a impressdao nao ocorreu
conforme o esperado. Primeiramente, observamos que o hexdgono do micropino nao foi
formado. Além disso, houve uma perda no processo de impressdo: a dimensdo esperada
do raio era de 0,25 mm, mas a média das medi¢des foi de 0,22 mm, resultando em uma

7
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reducdo de 12%. Além disso, houve um aumento ndo esperado da altura do micropino,
que obteve um ganho de 11%.

Um dos motivos para explicar a reducdo do raio e a ndo formacao do hexagono
apds a impressao do micromolde € o tipo de resina que foi utilizado. A resina Ve-
roClear é constituida por polimetilmetacrilato, amplamente conhecido como acrilico
[Stratasys 2024]. E comum haver problemas na impressao, sendo a contragdo (ou enco-
lhimento) do material um dos mencionados [Portela 2019]. O encolhimento de acrilatos
e metacrilatos ocorre durante a polimerizacdo devido a substitui¢do de conexdes de longa
distancia via forca de Van der Waals. Essas substituicdes sdo responsaveis pelo enco-
lhimento geral do material, o que pode gerar acimulo de tensdo interna, resultando em

defeitos ou alteracdes dimensionais [Liqcreate ].

O controle das dimensdes de altura e raio do micropino € importante para oti-
mizar as condi¢Oes experimentais em estudos de cultivo celular 3D. Essas dimensdes
influenciam no volume do microambiente celular que pode comprometer a formagao
dos esferoides. Micropinos maiores, com raios acima de 300 micrometros, facilitam
a formacdo de esferoides maiores, mas podem comprometer a difusdo de nutrientes e
oxigénio, o que leva a formacao de nicleos necréticos e morte celular.Em contraste, mi-
cropinos menores, com raios na faixa de 100 a 300 micrémetros, embora restrinjam o
crescimento dos esferoides, promovem uma distribuicio mais uniforme de nutrientes e
oxigénio, prevenindo a necrose central e garantindo a viabilidade celular em toda a estru-
tura [DeCarli et al. 2021].

Uma das possiveis causas do aumento da altura do micropino apds a impressao
pode ser por conta das configura¢des da impressora, ou por conta da deformacao do ma-
terial durante a impressao.

4. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, observa-se uma perda de precisdao nas medidas durante
a impressdo do molde. Portanto, é necessario ajustar as especificacdes no software para
garantir a exatiddo das dimensdes apds a impressao do modelo. Além disso, um dos
objetivos era a impressdao do hexdgono, o qual ndo foi registrado na impressao, conforme
ilustrado na Figura 2, podendo, portanto, concluir que o geometria dos micropinos poderia
ser simplificada, ou seja, deixd-la em formato cOnico, otimizando assim os comandos
utilizados no Grasshopper.
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