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RESUMO

A técnica de Bioimpresséo 3D para a engenharia de tecidos vem sendo constantemente estudada e gerando resultados
diferentes devido a gama de aplicabilidade da técnica. Para uso desta tecnologia, é necesséario o estudo e analises de
matrizes como a exemplo de hidrogéis, que sdo viaveis para utilizacdo em conjunta com células para se criar a biotinta
usada na bioimpressao, verificando suas propriedades fisico-quimicas, viabilidade celular e propriedades mecanicas
para a aplicac@o desejada. A partir disto, o intuito deste trabalho é de analisar estas propriedades tendo como foco o a
matriz de acido hialurdnico (AH) em diferentes concentracdes, durante a confeccdo da biotinta para a bioimpresséo 3D
para futura aplicagdo em engenharia de tecidos.

PALAVRAS-CHAVE: Acido hialurdnico; Bioimpress&o; Biotinta, Engenharia de Tecidos.
1. INTRODUCAO

Na engenharia de tecidos, uma técnica que vem ganhando destaque com seus avangos recentes e
diversos estudos é a implementacédo da bioimpressé@o 3D!.Esta tecnologia permite variacdo de parametros
para as mais diversas aplicacdes na area da salde e da bioregeneracdo e mimetizagdo de tecidos com a
ajuda de hidrogéis capazes de simular um ambiente viavel para as células e que possam se diferenciar em
um tecido vivo. Tal técnica gera produtos dos quais precisam passar por estudos e analises, quimicas,
mecanicas e biolégicas, para verificacdo de diversos aspectos para saber se a aplicacdo de um
determinado hidrogel com células (chamado de biotinta) € compativel com o tecido que se deseja regenerar
ou mimetizar, para que seja utilizado tanto os par@dmetros corretos com a matéria prima correta para
producdo do hidrogel e da biotinta2.

Na engenharia de tecidos, uma técnica que vem ganhando destaque com seus avangos recentes e
diversos estudos é a implementacédo da bioimpressédo 3D!.Esta tecnologia permite variagdo de parametros
de producdo dos scaffolds, estruturas utilizadas para o crescimento celular, para as mais diversas
aplicagBes na area da salde e da medicina regenerativa. Os moldes produzidos por meio dessa técnica
visam a mimetizacdo dos tecidos, utilizando biopolimeros termoplasticos e hidrogéis capazes de simular o
ambiente natural das células, para que essas possam posteriormente até se diferenciar em um tecido
similar ao in vivo. Os materiais utilizados para a sintese dos produtos dessa técnica precisam passar por
estudos e analises fisico-quimicas, mecénicas e bioldgicas, a fim de verificar diversos aspectos para saber
se a aplicacdo de um determinado biomaterial é compativel com o tecido que se deseja regenerar ou
mimetizar. Além disso, no caso dos hidrogéis utilizados para a impressdo em conjunto com as células
(biotintas) é necessario um rigoroso ajuste de parametros, para que no final se tenha um scaffold viavel2.

O é&cido hialurbnico (AH) vem sendo amplamente estudado devido a sua viscoelasticidade,
facilidade de gelificacdo e suas propriedades biol6gicas para uma gama de aplicacdes na biomedicinas.
Este estudo teve como objetivo produzir scaffolds com diferentes concentracdes de HA por bioimpresséo
3D para avaliar a printabilidade desses hidrogeéis, analisando suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas
e bioldgicas, verificando como a concentragdo de AH interfere nestas propriedades e na sua capacidade de
producdo de scaffolds com células viaveis para aplicagdo em futuros estudos de engenharia tecidual.

2. METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho foi dividida em quatro etapas: preparagéo do hidrogel, preparacdo da
biotinta impresséo dos scaffolds por bioimpressdo 3D e por fim, a caracterizacdo dos biomateriais,
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O hidrogel foi preparado inicialmente utilizando o AH dissolvido em &gua ultrapura sob constante
agitacdo até completa dissolu¢do. Em seguida, foi adicionado o metacrilato na solu¢do e o seu pH foi
ajustado para 8 gotejando uma solucdo de 5 M NaOH. Com o pH ajustado, a solucdo foi deixada em um
shaker agitando overnight a 4°C e retirado para lavagem com &lcool etilico, com auxilio de uma centrifuga
para retirar o metacrilato que néo reagiu da solucdo. Apds a lavagem, o precipitado formado foi congelado a
-80 °C por no minimo 2 horas e entdo levados a um liofilizador por 10 horas para finalizar a producéo do AH
metacrilato (AHMA).

Para confeccao da biotinta, o AHMA liofilizado, foi pesado para concentracdes diferentes (1,5; 3; 4,5
e 6% p/v) e dissolvido em Phosphate-Buffered Saline (PBS) em um ambiente estéril dentro de uma seringa
para criar um meio compativel e viavel para as células. Posteriormente, estas foram suspendidas em
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), misturadas aos hidrogéis, dando origem as biotintas. Foi
utiizado 0,05% do fotoiniciador Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate (LAP) para cada
concentracao de biotinta e em seguida foi levado para a bioimpressao para obtencao dos scaffolds.

Para realizar a bioimpressao das biotintas de AHMA, a impressora utilizada neste estudo foi a
Octopus da empresa 3D Biotechnology Solutions (3DBS). Foram impressos scaffolds cilindricos de 13 mm
de didametro, 4 mm de altura e 80% de preenchimento. Estes foram impressos em placas de petri e placas
de 6 pocos estéreis, através de uma agulha de 0,7 mm e expostos a uma luz UV por 5 minutos para
fotocuragdo. Apds o término da exposi¢édo da luz UV, os scaffolds foram submetidos ao teste mecéanico por
compresséo, reolégico e biolégico.

Para andlise mecéanica, foram analisados o comportamento da curva tenséo x deformacdo de cada
scaffold nas diferentes concentragfes, através de um texturdmetro da marca Brookfield CT3 para avaliar
como o aumento da concentracdo de AHMA pode alterar este pardmetro. Este ensaio foi realizado
utilizando uma célula de carga de 1000g e 0,01 mm/s de velocidade. A andlise reoldgica, foi realizada um
rebmetro da marca Haake Rheotest (Medingen 2.1) para verificar a viscosidade da biotinta com a variagcao
de sua concentracdo utilizando o modelo de Ostwald-de Waele. Para analise biolégica foram utilizadas
5x104 células/mL células tronco murinas GFP, analisadas por microscopia 10 dias apés a impressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a curva tensdo x deformacéo obtida pelo teste de compresséo para cada scaffold
impresso. E notério o aumento de tensdo necesséaria para ruptura do scaffold com o aumento de
concentracdo de cada AHMA feito. Desta forma, a concentracdo de 6% de AHMA foi a que apresentou
maior valor de tens&o por conta do aumento do teor de HA na formulacdo. Essas curvas séo caracterizadas
por uma regido eldstica linear e plastica ocasionada pelo aumento da tensdo sem grande incremento na
deformacéo.

Figura 1: Curvas de tensao x deformac¢é&o dos scaffolds com diferentes concentracbes de AHMA.
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Na Figura 2 tem-se as curvas da viscosidade x taxa de cisalhamento das diferentes formulagfes

estudadas. Nota-se que quanto maior a concentracao, mais viscoso o hidrogel tende a ficar mantendo sua
taxa de cisalhamento semelhante para todas as concentracdes.
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Figura 2: Curvas de viscosidade x taxa de cisalhamento dos hidrogéis com diferentes concentracdes de
AHMA.
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Na Figura 3 é mostrada as células (pontos luminosos) distribuidas na biotinta, demonstrando a sua
viabilidade para as concentragdes de 1,5 a 6% como biotintas para aplicagdo na bioimpresséo 3D.

Figura 3: Visualizagédo do L929 dentro do AHMA nas concentracdes 1,5% (a), 3% (b), 4,5% (c) e 6% (d).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados gerados se mostraram favoraveis para futuros estudos acerca da viabilidade e
aplicabilidade do AHMA na engenharia de tecidos, por conta do aumento da resisténcia por compressao e
viabilidade celular em concentragbes mais altas como mostrado nos resultados. A partir disto, é possivel
estender ainda mais o nivel do estudo, aumentando tanto o nimero de dias para o teste biolégico, quanto a
concentracao para encontrar um limite de viabilidade que propicie o aumento nas propriedades mecénicas,
mas que néo inviabilize o crescimento celular dentro da biotinta.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao CNPq, CAPES e FIOCRUZ pela oportunidade das bolsas. Ao SENAI
CIMATEC pela disponibilizacdo da infraestrutura. E a equipe pela ajuda com a realizac&o deste trabalho.

5. REFERENCIAS

'CHOI, G; CHA, H.J. Recent advances in the development of nature-derived photocrosslinkable
blomaterlals for 3D printing in tissue engineering. Biomaterials Research, 2019.

% DING,Yan; ZHANG,Xu; MI,Chen; QI,Xin; ZHOU, Jing; WEI,Dai. Recent advances in hyaluronic acid-
based hydrogels for 3D bioprinting in tissue engineering applications. Smart Materials in
Medlcme Volume 4,pag 59-68,2023.

¥ HACHET, Emily; BERGHE, H.V.D; BAYMA, Eric, et al. Design of Biomimetic Cell-Interactive
Substrates Using Hyaluronic Acid Hydrogels with Tunable Mechanical Properties. Biomacromolecules
2012.

ISSN 0805-2010 — Anudrio de resumos expandidos apresentados no VIIl SAPCT - SENAI CIMATEC, 2023



