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“Ndo se pode aprender algo de uma licdo sem dor, ja que
ndo se pode ganhar algo sem algum sacrificio. Mas
quando essa dor é superada e a li¢do incorporada, o

resultado ¢ um coragdo infalivel, de aco.’

Hiromu Arakawa



RESUMO

A bioimpressao 3D consolidou-se como uma tecnologia transformadora na medicina
regenerativa, visando o desenvolvimento de substitutos biologicos funcionais. Contudo, a
eficacia desta abordagem na manufatura aditiva € frequentemente restringida pelo "paradoxo
da printabilidade-bioatividade", dilema que opde a necessidade de alta viscosidade para
fidelidade estrutural as condig¢des fisiologicas ideais para a sobrevivéncia celular. O Pluronic
F127 (PF), um copolimero tribloco anfifilico (PEO-PPO-PEQO), embora amplamente utilizado
por sua transicdo sol-gel termorreversivel, exige altas concentragdes para ser imprimivel,
resultando em um ambiente citotdoxico e denso. Este trabalho teve como objetivo desenvolver
e otimizar uma biotinta hibrida composta por PF e Goma Xantana (GX), um
heteropolissacarideo anionico de alto peso molecular produzido por fermentagcdo bacteriana,
de atuar como agente estabilizador, visando mitigar a toxicidade do polimero sintético através
da reducao de sua concentragao para niveis subletais, compensada pela estabilizacao reoldgica
do biopolimero natural. A metodologia abrangeu a formulacdo de um hidrogel hibrido
(PF15% + GX6%), submetido a uma caracterizagdo que incluiu analises reologicas, testes de
printabilidade, avaliacdo de citocompatibilidade em fibroblastos 1.929 e quantificacdo da
producao de Matriz Extracelular via coloragao Picro Sirius Red. Os resultados reoldgicos
comprovaram que a incorporagdo da GX atuou eficazmente como um agente de reforgo
estrutural, elevando a tensdo de escoamento e permitindo a processabilidade de uma solugdo
de PF que, isoladamente, seria liquida. Entretanto, os ensaios de printabilidade revelaram
que, embora a extrusdo fosse viavel, a biotinta ndo apresentou boa fidelidade de forma final,
ocorrendo deformacgdes pds-deposi¢do que indicam a necessidade de ajustes futuros na
formulagdo para garantir a resolucdo geométrica. Biologicamente, a analise de viabilidade
celular ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre a formulagdo hibrida e os
controles, sugerindo que a alta densidade da matriz pode ter imposto barreiras difusionais aos
nutrientes, limitando a atividade metabdlica imediata. Apesar desses desafios, a
funcionalidade da biotinta foi validada pela detec¢do positiva de sintese de colageno,
comprovando que o microambiente ¢ capaz de estimular a resposta celular e a remodelacdo da
matriz. Conclui-se que a hibridizacdo PF/GX ¢ uma estratégia promissora para superar a
inércia biologica de materiais sintéticos, estabelecendo uma base funcional para a engenharia
de tecidos, embora demande otimizagdes futuras focadas na estabiliza¢do da forma impressa e

na suplementac¢do nutricional para maximizar a viabilidade bioldgica.
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RESUMEN

La bioimpresion 3D se ha consolidado como una tecnologia transformadora en la
medicina regenerativa, con el objetivo de desarrollar sustitutos bioldgicos funcionales. Sin
embargo, la eficacia de este enfoque en la manufactura aditiva se ve frecuentemente
restringida por la "paradoja de la imprimibilidad-bioactividad", un dilema que contrapone la
necesidad de alta viscosidad para la fidelidad estructural a las condiciones fisioldgicas ideales
para la supervivencia celular. El Pluronic F127 (PF), un copolimero tribloque anfifilico
(PEO-PPO-PEO), aunque ampliamente utilizado por su transicion sol-gel termorreversible,
requiere altas concentraciones para ser imprimible, resultando en un ambiente citotoxico y
denso. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar y optimizar una biotinta hibrida compuesta
por PF y Goma Xantana (GX), un heteropolisacarido anionico de alto peso molecular
producido por fermentacion bacteriana, capaz de actuar como agente estabilizador, buscando
mitigar la toxicidad del polimero sintético mediante la reduccion de su concentracién a
niveles subletales, compensada por la estabilizacion reoldgica del biopolimero natural. La
metodologia abarco la formulacion de un hidrogel hibrido (PF15% + GX6%), sometido a una
caracterizacion que incluyd andlisis reologicos, pruebas de imprimibilidad, evaluacion de
citocompatibilidad en fibroblastos L929 y cuantificacion de la produccion de Matriz
Extracelular via tincion Picro Sirius Red. Los resultados reoldgicos comprobaron que la
incorporacion de la GX actud eficazmente como un agente de refuerzo estructural, elevando
el umbral de fluencia y permitiendo la procesabilidad de una solucion de PF que,
aisladamente, seria liquida. Sin embargo, los ensayos de imprimibilidad revelaron que,
aunque la extrusion fue viable, la biotinta no presentd buena fidelidad de forma final,
ocurriendo deformaciones post-deposicion que indican la necesidad de ajustes futuros en la
formulacion para garantizar la resolucion geométrica. Biologicamente, el andlisis de
viabilidad celular no demostré diferencia estadistica significativa entre la formulacion hibrida
y los controles, sugiriendo que la alta densidad de la matriz puede haber impuesto barreras
difusionales a los nutrientes, limitando la actividad metabdlica inmediata. A pesar de estos
desafios, la funcionalidad de la biotinta fue validada por la deteccion positiva de sintesis de
colageno, comprobando que el microambiente es capaz de estimular la respuesta celular y la
remodelacion de la matriz. Se concluye que la hibridacion PF/GX es una estrategia
prometedora para superar la inercia biologica de materiales sintéticos, estableciendo una base
funcional para la ingenieria de tejidos, aunque demanda optimizaciones futuras centradas en

la estabilizacion de la forma impresa y en la suplementacion nutricional para maximizar la
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viabilidad biolégica.

Palabras clave: Pluronic F127, goma xantana, matriz extracelular, bioimpresion, coldgeno
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ABSTRACT

3D bioprinting has established itself as a transformative technology in regenerative
medicine, aiming at the development of functional biological substitutes. However, the
efficacy of this approach in additive manufacturing is often restricted by the
'printability-bioactivity paradox,’ a dilemma that opposes the need for high viscosity for
structural fidelity against the ideal physiological conditions for cell survival. Pluronic F127
(PF), an amphiphilic triblock copolymer (PEO-PPO-PEO), although widely used for its
thermoreversible sol-gel transition, requires high concentrations to be printable, resulting in a
cytotoxic and dense environment. This study aimed to develop and optimize a hybrid bioink
composed of PF and Xanthan Gum (XG), a high molecular weight anionic
heteropolysaccharide produced by bacterial fermentation, capable of acting as a stabilizing
agent, seeking to mitigate the toxicity of the synthetic polymer by reducing its concentration
to sublethal levels, compensated by the rheological stabilization of the natural biopolymer.
The methodology encompassed the formulation of a hybrid hydrogel (15% PF + 6% XQ),
subjected to characterization that included rheological analyses, printability tests,
cytocompatibility evaluation in L929 fibroblasts, and quantification of Extracellular Matrix
production via Picro Sirius Red staining. Rheological results proved that the incorporation of
XG eftectively acted as a structural reinforcement agent, increasing yield stress and allowing
the processability of a PF solution that, in isolation, would be liquid. However, printability
assays revealed that, although extrusion was feasible, the bioink did not present good final
shape fidelity, with post-deposition deformations indicating the need for future formulation
adjustments to ensure geometric resolution. Biologically, cell viability analysis showed no
statistically significant difference between the hybrid formulation and controls, suggesting
that the high matrix density may have imposed diffusional barriers to nutrients, limiting
immediate metabolic activity. Despite these challenges, the bioink functionality was validated
by the positive detection of collagen synthesis, proving that the microenvironment is capable
of stimulating cellular response and matrix remodeling. It is concluded that PF/XG
hybridization is a promising strategy to overcome the biological inertia of synthetic materials,
establishing a functional basis for tissue engineering, although it demands future
optimizations focused on printed shape stabilization and nutritional supplementation to

maximize biological viability.

Key words: Pluronic F127, Xanthan Gum, Extracellular Matrix, Bioprinting, Collagen
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1. INTRODUCAO

A bioimpressdo 3D consolidou-se como uma tecnologia revolucionaria no campo da
engenharia de tecidos e da medicina regenerativa, oferecendo perspectivas transformadoras
para a saude humana. Conforme destacado por Xie et al. (2023), esta abordagem tecnologica
surge como uma resposta direta a escassez critica de 6rgaos para transplante, onde a demanda
global supera a oferta. O principal objetivo desta area € a biofabricagdo de substitutos
biologicos funcionais, tecidos autdélogos capazes de reparar ou substituir estruturas lesionadas,
como pele, cartilagem e tecido dsseo, mitigando os riscos de rejei¢do imunoldgica e
superando as limitagdes de terapias reconstrutivas convencionais.

No entanto, a translagdo clinica desta tecnologia enfrenta barreiras fisicas e biologicas
significativas, especialmente no processo de extrusdo, o método mais difundido para a
bioimpressdao de hidrogéis. Holland (2025) argumenta que existe um descompasso entre a
expectativa tecnologica e a realidade experimental, uma vez que a maioria das formulagdes
atuais falha em reconciliar a resolucdo necessdria para a arquitetura tecidual com a
sobrevivéncia celular. Este impasse ¢ tecnicamente descrito como o "paradoxo da
printabilidade-bioatividade". Este dilema, elucidado por Malekpour e Chen (2022) e Zhang et
al. (2023), manifesta-se na dificuldade de encontrar um inico material que satisfaca requisitos
opostos. De um lado, biomateriais naturais (como coldgeno e alginato) oferecem um
microambiente bioquimicamente rico e favoravel a adesdo celular, mas frequentemente
resultam em hidrogéis mecanicos frageis com baixa fidelidade de impressdo e colapso
estrutural. Do outro lado, biomateriais sintéticos (como o Pluronic) possuem propriedades
reoldgicas excelentes e estabilidade mecanica para a fabricacdo, mas sdo biologicamente
inertes, carecendo dos sitios de ligagdo necessarios para a proliferagao e diferenciacao celular.

Para superar tais limitagdes, o desenvolvimento de biotintas, definidas por Groll et al.
(2019) como materiais que incorporam células vivas durante o processo de biofabricagdo,
distinguindo-se das tintas de biomaterial, que carecem de células, exige estratégias de
formulacao variadas e especificas. Parak et al. (2019) postula que ndo existe uma "biotinta
ideal" unica capaz de satisfazer simultaneamente todos os requisitos bioldgicos e fisicos.
Diante desta lacuna, a funcionaliza¢do através da mistura de biomateriais diversos surge como
uma estratégia indispensavel para expandir o intervalo tedrico-técnico onde ¢ possivel obter
alta fidelidade de forma sem comprometer a funcao celular.

Neste contexto, o Pluronic F127 (PF) destaca-se como um dos polimeros sintéticos

mais explorados devido a sua transi¢do sol-gel termorreversivel e comportamento de
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afinamento por cisalhamento (shear-thinning), facilitando a extrusdo. Contudo, Datta et al.
(2018) alertam que sua aplicacdo como matriz isolada ¢ severamente limitada pela rapida
dissolucdo em condicdes fisioldgicas e pela inércia biologica. Mais criticamente, para atingir
a viscosidade estrutural necessdria, o PF requer altas concentragdes (superiores a 20% p/v).
Gao et al. (2021) revisam que, nestas concentragdes, o polimero atua como um surfactante
agressivo, capaz de romper membranas celulares e comprometer a viabilidade do construto,
restringindo seu uso, muitas vezes, a um material de sacrificio ou "tinta fugitiva”.

Para viabilizar o uso do PF como um construto 3D estrutural permanente e
biocompativel, a formulacio de "Biotintas Multicomponentes" apresenta-se como a
abordagem mais promissora. Ashammakhi et al. (2019) defendem que a combinacdo de
polimeros sintéticos, que oferecem adaptabilidade reologica, com polimeros naturais, que
provém biofuncionalidade, permite a criagdo de compdsitos com propriedades inalcangaveis
pelos materiais isolados. Alinhado a essa perspectiva, este trabalho propde a incorporagdo da
Goma Xantana (GX), um polissacarideo microbiano de alto peso molecular, a matriz de PF.

A GX ¢ reconhecida por seu comportamento pseudoplastico e atoxicidade. Lai et al.
(2024) demonstraram que a GX exibe uma tensao de escoamento (yield stress) distinta e uma
rapida recuperacdo de viscosidade, caracteristicas fundamentais para proteger as células do
cisalhamento durante a passagem pelo bico e garantir a fidelidade da forma imediatamente
ap6s a deposi¢do. Entretanto, o uso isolado da GX como biotinta tem sido historicamente
limitado pela dificuldade de manter a forma em meio fisiologico devido a auséncia de
mecanismos simples para sua reticulagao.

A hipdtese central deste estudo, baseando-se por Bercea et al. (2013), é que a
associacao destes dois materiais gera um efeito sinérgico, com as cadeias de GX interagem
fisicamente com as micelas de PF, atuando como um refor¢o estrutural que aumenta a
elasticidade e a tensdo de escoamento do sistema. Esta interagdo permite uma redugdo
substancial da concentracio de PF necessaria para a bioimpressdo, mitigando sua
citotoxicidade intrinseca, a0 mesmo tempo em que a formulacdo hibrida oferece um
microambiente estavel para o desenvolvimento celular.

Além da otimizagdo fisica, a transi¢do para modelos tridimensionais (3D)
proporcionada por esta biotinta ¢ imperativa para a validade biologica do construto. Jensen e
Teng (2020) e Smithmyer et al. (2019) argumentam que culturas em monocamada (2D)
falham em reproduzir a fisiologia tecidual, forcando uma morfologia artificial e alterando vias
de sinalizacdo. Em contrapartida, o ambiente 3D restabelece as interagdes célula-matriz,

essenciais para que fibroblastos adotem uma morfologia fisiologica e iniciem a producgdo de
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Matriz Extracelular (MEC), superando a inércia dos materiais sintéticos.

Portanto, o presente trabalho fundamenta-se no desenvolvimento e na otimizagdo de
uma biotinta hibrida de PF e GX. A estratégia foca na reducdo da concentracdo do
componente sintético para niveis subletais, compensada pelo refor¢co reologico do polimero
natural. Busca-se, assim, solucionar o “paradoxo da printabilidade-bioatividade”, resultando
em um sistema capaz de garantir alta fidelidade de impressao, viabilidade celular superior e,
fundamentalmente, induzir a sintese de coldgeno, validando o material para aplicagdes em

engenharia de tecidos moles.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1

BioMATERIAIS: DEFINICAO E CLASSES

A base para qualquer aplicagdo em bioengenharia reside na sele¢do adequada da
matéria-prima. A premissa basica para definir um biomaterial foi estabelecida na Consensus
Development Conference do National Institutes of Health (NIH) em 1982, caracterizando-o
como qualquer substincia, seja de origem sintética ou natural, excluindo-se farmacos, que
pode ser utilizada por qualquer periodo como parte de um sistema que trata, aumenta ou
substitui tecidos, o6rgdos ou fungdes do corpo. A evolucdo historica dessa defini¢cdo
acompanhou o progresso tecnologico; se inicialmente o foco era a inércia quimica para evitar
rejeicdo, atualmente a inovacao busca materiais bioativos. Conforme destaca PIRES (2015), a
fronteira da pesquisa reside no desenvolvimento de materiais funcionalizados capazes de
promover respostas bioldgicas especificas em nivel molecular, interagindo ativamente com o

sistema hospedeiro para garantir eficacia e seguranca.

Os biomateriais sao tradicionalmente categorizados em trés classes principais: metais,
ceramicas e polimeros, cada qual com propriedades distintas que ditam suas aplicagdes.
Metais (como titanio e ago inoxidavel) e ceramicas (como alumina e hidroxiapatita) sdao
valorizados por sua elevada resisténcia mecéanica e a corrosdo, sendo preferenciais para
aplicagdes ortopédicas e odontologicas que exigem suporte de carga. No entanto, sua alta
rigidez e peso especifico muitas vezes resultam em baixa biocompatibilidade biomecénica

com tecidos moles, além de dificuldades de processamento em geometrias complexas.

Em contrapartida, os polimeros, subdivididos em sintéticos e naturais, oferecem maior
versatilidade para a engenharia de tecidos moles. Polimeros sintéticos, como o PF,
destacam-se pela facilidade de processamento, reprodutibilidade e propriedades mecanicas
ajustaveis, embora possam apresentar degradacao rapida ou bioinércia. Ja os materiais
derivados biologicamente ou polimeros naturais oferecem biocompatibilidade superior e
mimetismo da matriz extracelular, mas enfrentam desafios relacionados a variabilidade de
lote, baixa resisténcia mecanica e complexidade de manipulacdo e caracteristicas reoldgicas

que dificultam a bioimpressao.

A compreensdo da proveniéncia biologica dos biomateriais ¢ determinante para a

previsibilidade de seu comportamento reoldgico. Conforme ilustrado na Figura 1, os
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polissacarideos naturais distribuem-se em classes distintas, onde a origem dita as propriedades

fisico-quimicas intrinsecas.

Gomas
Naturais
Origem : Origem
Marinha Origem Microbiana
. . Gli !
ex. Alginato, Agar e Vegetal Pul:l);no,gg)r:t(;ana,
Carragenina Xantana e Gelana
Gomas Esséncias de
de sementes AI'VOI'GS TU.bOS Extratos
ex. Alfarroba, Goma ex. Arabia, ex. Amido de batata ex. Pectina
Guar, Celulose e Tragacanto, Ghattu,
Amilase. Karaya

Figura 1. Sistematizagdo dos polimeros naturais divididos em trés categorias primarias segundo a fonte
de obtengdo: origem marinha (algas), origem vegetal e origem microbiana. A ramificagdo vegetal ¢ subdividida
conforme a parte anatomica da planta (sementes, exsudatos, tubérculos) ou método de isolamento. O esquema
destaca a posi¢@o taxondmica da Goma Xantana como um polimero de origem microbiana, distinta das gomas

extraidas de sementes ou exsudatos arboreos. Fonte: Adaptado de Mohammadinejad et al. (2020).

Enquanto as gomas vegetais e marinhas dependem de extragao direta e estdo sujeitas a
variabilidade climatica e sazonal da colheita, as gomas de origem microbiana, como a GX
utilizada nesta formulagao hibrida, sdo obtidas via processos de fermentacao controlada. Esta
distingdo taxondmica ¢ crucial para a biofabricagdo, e justifica a escolha da GX nesta area,
pela sua alta reprodutibilidade, pureza e independéncia de fatores ambientais, garantindo a
padronizacdo de lote necessdria para a impressao 3D, uma vantagem técnica sobre os

exsudatos arboreos ou extratos de sementes.

A pesquisa em biomateriais €, portanto, intrinsecamente multidisciplinar, integrando
principios da quimica, biologia e engenharia para desenvolver sistemas hibridos que

combinem as vantagens destas diferentes classes, superando suas limita¢des individuais.

2.2. BioimvpPrESSA0O 3D E A DINAMICA DA EXTRUSAO
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A bioimpressao 3D consolidou-se como uma tecnologia transformadora na medicina
regenerativa, capaz de enderecar a escassez critica de 6rgdos para transplante ao fabricar
substitutos bioldgicos funcionais. Dentre as técnicas disponiveis, por seu custo beneficio e
praticidade, a bioimpressdo baseada em extrusdo ¢ a mais difundida para a deposicao de
hidrogéis carregados com células, permitindo a construcao de arquiteturas complexas camada

por camada.

A selecdo da plataforma de biofabricacdo ¢ determinante para o sucesso da engenharia
de tecidos, exigindo um equilibrio entre a velocidade de processamento e a versatilidade
material. Conforme detalhado no Quadro 1, embora sistemas microfluidicos ofere¢cam altas
velocidades de impressdo e maior capacidade de combinagdo de materiais, os sistemas
baseados em multiplos cabegotes (multiheads), que operam sob principios de extrusdao sao
particularmente vantajosos para o uso de hidrogéis que dependem de comportamento

shear-thinning e gelificagdo fisica ou quimica.

Bioimpressiao
Sistema de bioimpressao Microfluidica
multibiotintas Sistema Multicabecas Estereolitografia (Microfluidic
(Parametros) (Multiheads system) (Stereolithography) bioprinting)
Velocidade de impressao Baixa Baixa a média Rapida
Quimico, afinamento por Quimico, afinamento
cisalhamento por cisalhamento
Métodos de gelificagao (shear-thinning) Fotoreticulagdo (shear-thinning)
Maximo de tipos de células
(com base em relatorios
atuais) 3 tipos de células 2 tipos de células -
Maximo de tipos de materiais
(com base em relatorios
atuais) 3 tipos de materiais 2 tipos de materiais 7 tipos de materiais

Quadro 1. O quadro apresenta uma analise comparativa entre trés tecnologias de biofabricacdo (sistemas de
multiplos cabegotes, estereolitografia e bioimpressao microfluidica), destacando variaveis criticas como
velocidade de impressdo, mecanismos de gelificagdo (quimico, shear-thinning ou fotoreticulagdo) e a capacidade
maxima reportada de integragdo simultinea de tipos celulares e biomateriais. A comparagdo evidencia a aptidao
dos sistemas de extrusio (multiheads) para processar materiais dependentes de afinamento por cisalhamento.
Fonte: Adaptado da referéncia 8 (2025).

Esta caracteristica valida a escolha técnica deste trabalho pela bioimpressao por

extrusdo, uma vez que a biotinta hibrida de PF e GX foi desenvolvida especificamente para
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explorar a pseudoplasticidade e a recuperacao tixotropica como mecanismos de estabilizagdo
estrutural, propriedades que sdo limitadas ou inaplicaveis em métodos baseados puramente

em luz, como a estereolitografia.

Contudo, este processo enfrenta barreiras fisicas significativas, descritas por
HOLLAND (2025) como um descompasso entre o desempenho tecnoldgico e a realidade
experimental, visto que muitas biotintas falham em reconciliar a resolucdo estrutural com a

sobrevivéncia celular.

O processo de extrusdo ¢ regido pela problemadtica entre a pressdo de dispensacdo e a
integridade bioldgica. O fluxo de material através da ponteira gera um gradiente de tensao de
cisalhamento (shear stress) que atinge valores maximos nas paredes da agulha. E nesta regido
que ocorre a maior parte do dano celular mecanico, podendo levar a ruptura da membrana ou
a apoptose induzida por estresse. MALEKPOUR e CHEN (2022) descrevem este cenario
como um conflito direto: a reducdo do didmetro do bico para aumentar a resolugdo impde um

aumento exponencial no cisalhamento, prejudicando a viabilidade.

Para mitigar esse efeito sem sacrificar a precisdo da impressao, ¢ imperativo o uso de
materiais que exibam um comportamento reologico especifico: o afinamento por
cisalhamento (shear-thinning). ASHAMMAKHI et al. (2019) explicam que biotintas com essa
propriedade sofrem uma redugdo drastica de viscosidade sob a tensdo aplicada no bico,
facilitando o fluxo e protegendo as células, mas recuperam sua estrutura de gel imediatamente
ap6s a deposicdo. Esse mecanismo de cura reologica ¢ o principal responsavel pela
manutencdo da integridade celular e da fidelidade de forma em sistemas de extrusdo

bem-sucedidos.

ENsaio 3D E SCAFFOLDS

A transi¢ao de modelos de cultura bidimensionais (2D) para tridimensionais (3D) ¢
motivada pela necessidade de superar as limitagdes intrinsecas das placas de cultivo
convencionais. JENSEN e TENG (2020) argumentam que células cultivadas em
monocamadas sobre superficies plésticas rigidas adotam uma morfologia artificialmente
alongada e polarizada, recebendo uma exposi¢cao homogénea a nutrientes que nao reflete os
gradientes de difusdo encontrados in vivo. Esse ambiente artificial altera o fenotipo celular e a

resposta a farmacos, limitando a validade preditiva desses ensaios.

Em contraste, os sistemas 3D permitem que as células se organizem espacialmente,

Versao Final Honol ogada

14/ 02/ 2026 19:41



24.

19

restabelecendo as interagdes célula-célula e célula-matriz em todas as diregdes, essenciais
para a sinalizagao fisiologica. SMITHMYER et al. (2019) demonstraram que a geometria de
cultivo influencia diretamente a expressdao génica, por exemplo, fibroblastos em 3D
apresentam uma morfologia mais quiescente e fisioldgica em comparacdo a ativacdo
miofibroblastica exacerbada vista em 2D. Portanto, a utiliza¢ao de construtos tridimensionais,
como em biotintas, ¢ imperativa para mimetizar a arquitetura complexa dos tecidos nativos e

estudar suas respostas celulares.

Dentre as técnicas de cultivo 3D baseadas em suporte (scaffold-based), os hidrogéis
destacam-se pela capacidade Unica de simular a Matriz Extracelular (MEC), devido ao seu
alto teor de dgua e estrutura porosa que permite a difusdo de oxigénio e fatores soluveis.
Diferentemente das técnicas scaffold-free (como esferoides), que dependem da autoagregacgao
celular, os hidrogéis funcionam como um arcabouco estrutural imediato que guia a
organizacao tecidual. A formulagao hibrida proposta explora essa versatilidade, combinando a
reprodutibilidade estrutural de polimeros sintéticos com a biofuncionalidade de polimeros

naturais para criar um microambiente instrutivo.

BioTINTAS: DEFINICOES E REQUISITOS

Para ser processado via extrusdo e atuar como um construto funcional, o material deve
atender a requisitos que o qualifiquem como uma "biotinta". Em conformidade com o
consenso da Sociedade Internacional de Biofabricacdo, apresentado por GROLL et al. (2019),
existe uma distingdo terminoldgica crucial: "tintas de biomaterial" sdo bioimpressas na fase
acelular e semeadas posteriormente, e o produto dessa bioimpressao ¢ um scaffold, enquanto
"biotintas" (bioinks) sao formuladas para incorporar e processar células vivas durante o ato de

fabricacao, e seu resultado dessa bioimpressao ¢ classificada como construto 3D.

A correta classificacdo do material desenvolvido ¢ fundamental para o rigor cientifico
e metodolégico. Conforme elucidado na Figura 2, existe uma demarcacao clara estabelecida
pela Sociedade Internacional de Biofabricagdo: enquanto as "tintas de biomaterial" servem
apenas como arcabougos inertes para colonizagdo posterior, as verdadeiras "biotintas" exigem

a presenca de células como componente integral da formula¢ao durante o ato de extrusdo.
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Ceélulas como componente obrigatorio Fabricagdo aditiva de biomateriais como
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Figura 2. Representacio esquematica da defini¢io de consenso para materiais de biofabricacdo. A esquerda, a
Biotinta ¢ caracterizada pela formulagdo que incorpora células vivas (isoladas, revestidas ou em agregados)
como componente obrigatdrio durante o processo de fabricagdo. A direita, a Tinta de Biomaterial refere-se a
materiais processados via manufatura aditiva para formar um suporte (scaffold) acelular, onde o contato com as

células ocorre apenas em uma etapa posterior de semeadura (seeding). Fonte: Adaptado de Groll et al. (2019) .

O sistema hibrido desenvolvido neste trabalho enquadra-se estritamente na defini¢ao
de biotinta (ilustrada a esquerda do esquema), uma vez que os fibroblastos L.929 foram
encapsulados na matriz polimérica pré-impressao. Esta distingdo implica que a formulagao
ndo deve atender apenas a critérios mecanicos de suporte, mas também garantir a

sobrevivéncia celular frente as tensdes de cisalhamento geradas durante o processamento.

A formulagdo deste estudo classifica-se como uma verdadeira biotinta, pois foi

projetada para suportar as restrigdes bioldgicas do encapsulamento celular durante a extrusao.

O desenvolvimento de biotintas eficazes ¢, no entanto, limitado pelo complexo
"Paradoxo da Imprimibilidade-Bioatividade". Este dilema descreve a dificuldade de
harmonizar propriedades reoldgicas, como alta viscosidade e rigidez, necessarias para a

fidelidade da forma do construto, com a funcionalidade biologica superior. Biotintas muito
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rigidas exigem altas pressdes de extrusdo que sdo letais para as células, enquanto hidrogéis
muito macios e favoraveis as células colapsam estruturalmente, falhando em manter a

geometria projetada.

A concepgao da biotinta hibrida deste trabalho fundamenta-se na premissa de PARAK
et al. (2019) de que ndo existe uma "biotinta ideal" Unica, natural ou sintética, capaz de

satisfazer simultaneamente todos esses requisitos conflitantes.
0

A consolidagdo da bioimpressao como ferramenta terapéutica depende da orquestragao
Conforme esquematizado na Figura 3,

precisa entre biologia e engenharia.
desenvolvimento de um substituto biolégico funcional constitui uma cadeia processual
integrada que transcende a manufatura aditiva isolada.

~ Visiio geral da bioimpressio 3D

i

|
Sy
Componentes e Técnicas de Bioimpressao Aplicacdes
materiais para bioimpressao 3D da
Bioimpressao
Extrusdo Jato de Engenharia de
tinta tecidos

bioimpressao

Modelos de doengas

Células
in vitro

- o

Acustico  Laser-assisted
-

Polimeros
_/\
: — (% /
: : Tecido oY
regenerativo
Triagem de

_/ 9 \_\ drogas
2 4
4

y

v
Biomaterials Magnético
- ~
‘ -
[ ] | o °
%o O. | .'/\‘ 8 ° "
%e o | vvv | o ‘j
® 000 : g e 4 y
'u' ‘/N - 1

Polimerizagdo Vat

N

Biomolécules
v/

&yt

Figura 3. Representacdo sistémica do fluxo de trabalho em biofabricagdo. O processo inicia-se com a

selecdo dos insumos biologicos e materiais (células, polimeros, biomoléculas), seguido pela escolha da
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tecnologia de deposi¢do (destacando-se a extrusdo, inkjet e laser). A etapa central ilustra a bioimpressdo
propriamente dita, culminando nas aplica¢des finais: engenharia de tecidos regenerativos (como a criacdo de
enxertos cardiacos), modelos de doengas in vitro e triagem de farmacos (drug screening). Fonte: Adaptado da

Mathur et al. (2025).

O fluxo inicia-se na sele¢dao rigorosa dos componentes da biotinta, células vivas e
polimeros estruturais e avanca através da escolha da técnica de deposi¢do mais adequada a
reologia do material. Embora o esquema ilustra diversas abordagens tecnologicas, como a
impressao assistida por laser ou acustica, a técnica de extrusao destaca-se neste trabalho pela
sua capacidade unica de processar hidrogéis de alta densidade celular, permitindo a transi¢ao
dos componentes basicos (polimeros e biomoléculas) para aplicagdes complexas em medicina

regenerativa e engenharia de tecidos.

A estratégia de funcionalizagdo por mistura (blending) torna-se essencial. A
combinac¢do de polimeros com fungdes distintas visa expandir as possibilidades de aplicagao,
criando arquétipos funcionais onde as limitagdes de bioatividade de um componente sdo

compensadas pelas propriedades reologicas do outro.

Z 2 Z Z /\/OQAA/

I Modificagdo

Reticulagédo I Quimica

/\/\Mlimero 1

Biotinta

Ajustar propriedades fisicas l Misturas ou
(ex.: viscosidade) compdsitos

‘ — /\/\/\/ Polimero 1

+

/\/ Polimero 2

Alto Fluxo Sem Fluxo

Figura 4. Resumo das abordagens metodologicas para a adaptagdo de biomateriais em bioimpressdo. O esquema
destaca quatro rotas distintas: reticulagdo (crosslinking) para estabilizacdo de rede, modificagdo quimica para
inser¢do de grupos funcionais, ajuste de propriedades fisicas (viscosidade) e a formacdo de misturas ou
compositos (blends). A estratégia de mistura (canto inferior direito) envolve a combinacdo fisica de dois

polimeros distintos para obter propriedades sinérgicas, sem necessariamente alterar a estrutura covalente
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primaria. Fonte: Adaptado de Parak et al. (2019).

A limitacdo dos hidrogéis puros em atender simultaneamente aos requisitos bioldgicos
e mecanicos impulsiona a busca por métodos de aprimoramento material. A Figura 4
sintetiza as rotas disponiveis para esta adequacdo, variando desde modificagdes quimicas
covalentes até ajustes fisicos. Neste trabalho, a abordagem selecionada recai sobre a estratégia
de "Blends ou Compositos" (destacada no quadrante inferior direito), fundamentada na
mistura fisica de polimeros. Ao contrario da modificagdo quimica complexa ou do uso de
reticuladores toxicos, a hibridizagdo explora a interacao intermolecular sinérgica para corrigir
a reologia (viscosidade) e a bioatividade, preservando a integridade quimica dos componentes

originais e evitando a introducdo de subprodutos citotoxicos no sistema celular.

O DEsario po PLuronic F127 como MATRIZ ESTRUTURAL

O PF ¢ um copolimero sintético tribloco amplamente explorado na bioimpressao
devido a sua caracteristica termossensivel, apresentando uma transi¢ao sol-gel reversivel que
facilita a extrusdo. Contudo, sua aplicagdo como matriz estrutural permanente enfrenta

desafios criticos.

A selecao racional dos constituintes de uma biotinta deve considerar o papel funcional
especifico desejado para a engenharia do tecido alvo. Conforme sistematizado no Quadro 2,
os biomateriais sdo tradicionalmente segregados em categorias distintas baseadas em sua

permanéncia e bioatividade.

Frequentemente, o PF ¢ citado na literatura apenas como "tinta fugitiva" ou material
de sacrificio para criar canais temporarios, devido a sua rapida dissolucdo e erosdo quando

submerso em meios aquosos fisiologicos.

Além da instabilidade estrutural, o PF apresenta limitacdes mecanicas e biologicas
quando utilizado isoladamente. AYDIN (2023) classifica o PF como um material de forga
mecanica limitada, incapaz de suportar multicamadas sem colapso estrutural, a menos que
utilizado em concentragdes mais elevadas (acima de 25%). No entanto, o aumento da
concentragdo exacerba sua citotoxicidade: conforme revisado por GAO et al. (2021), em altas
concentragdes (acima de 20%), o PF atua como um surfactante agressivo, podendo romper

membranas celulares e comprometer severamente a viabilidade do construto.
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Material Caracteristicas Exemplos
* Alginato
* Suporta adesdo celular * Gelatina
* Mantém a fidelidade da forma durante ¢ apds a impressdo * Colagénio
Estrutural
* Reticulavel através de intera¢des covalentes ou idnicas * Quitosano
* Resistente a dissolugdo sob condi¢des de cultura celular * Seda
* Celulose Nanofibrilada
« Possui grupos que se ligam reversivelmente a fatores de crescimento e« Acido Hialurénico
morfogénicos
* GAGs
] * Contém fatores de crescimento ou morfogénicos ligados (Glicosaminoglicanos)
Funcional
covalentemente ou ancorados
* Heparina
* Possui péptidos de adesdo celular especificos ou sequéncias de
degradagdo * Queratinas
. * Gelatina
* Soluvel sob condigdes suaves
) * Pluronics
) * Subprodutos ndo toxicos
Sacrifical
) ) ) * Alginato
* Mantém a fidelidade da forma até que as condigdes de dissolugdo
sejam atingidas
» Agarose
* Mecanicamente robusto * PCL
Nao )
) ) * Resiste a cargas * PLGA
Biolédgico

* Suporta estruturas mais macias

* Poliuretanos

Quadro 2. Categorizagdo dos materiais empregados na biofabricagdo segundo sua fungdo primaria no

construto. A tabela distingue materiais estruturais (suporte mecénico e adesdo), funcionais (interacdo

bioquimica), de sacrificio (suporte temporario removivel) e ndo-biologicos (suporte de carga), exemplificando os
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polimeros mais comuns em cada classe e suas limita¢des intrinsecas, como a solubilidade do Pluronic. Fonte:

Adaptado de Williams et al. (2018) .

Outro obstaculo ¢ a bioinércia do material. DATTA et al. (2018) alertam que o PF puro
impede a adesdo celular natural devido a auséncia de sitios de ancoragem em sua estrutura
sintética. Essa caracteristica, somada a alta densidade da rede em concentragdes elevadas,
dificulta a migragdo celular e a remodelacao da matriz. Portanto, para transformar o PF de um
material de sacrificio em um scaffold permanente funcional, a incorporacdo de agentes

estabilizadores e bioativos torna-se uma estratégia necessaria.

EsTrRATEGIAS DE Bioinks HiBRIDOS E MULTICOMPONENTES

Para superar as deficiéncias individuais dos biomateriais, a formulacao de biotintas
compostas (multicomponentes) consolidou-se como a estratégia predominante na
biofabricagdo. XIE et al. (2023) destacam que essa abordagem permite combinar as
caracteristicas reologicas ideias de polimeros sintéticos com a biofuncionalidade de polimeros
naturais. A formulagdo hibrida desenvolvida neste trabalho segue essa logica, utilizando a GX

para corrigir as limitagdes do PF.

A selecdo da GX para compor a biotinta hibrida transcende seu uso convencional
como espessante alimenticio. Conforme ilustrado na Figura 5, o biopolimero ocupa hoje um
nicho estratégico na Engenharia de Tecidos, distinto de suas aplicagdes industriais ou

cosméticas.
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Figura 5. Diagrama esquematico das vertentes de utilizagdo da Goma Xantana. O fluxo categoriza as aplicagdes
desde o uso industrial tradicional (alimenticio e energético) e de saude geral (cosméticos), até as aplicagdes
biomédicas avancadas (setas inferiores). O destaque em vermelho evidencia o reposicionamento do polimero na
pesquisa atual, onde atua especificamente como espessante para hidrogéis e agente indutor de comportamento
shear-thinning (afinamento por cisalhamento), propriedades fundamentais para a viabilizacdo da bioimpressdo

3D. Fonte: Mohammadinejad et al. (2020) .

O diagrama evidencia que, no contexto da pesquisa biomédica, a GX ¢ valorizada ndo
apenas como veiculo de farmacos, mas primordialmente por suas func¢des estruturais: atuar
como "espessante para formulagdes de hidrogel" e conferir "comportamento shear-thinning".
Estas duas propriedades especificas, destacadas na base da figura, que a GX ¢ o aditivo ideal
para corrigir a baixa viscosidade e a falta de sustentacdo do PF diluido, viabilizando a

bioimpressdo sem recorrer a modificagdes quimicas sintéticas.

A estabilidade estrutural desta mistura encontra respaldo nos achados de SUHAIL et
al. (2023), que elucidaram as interagdes em hidrogéis compositos destes polimeros. Analises
demonstram a formacdo de ligagdes de hidrogénio robustas entre os grupos hidroxila e

carboxila da GX e os grupos éter do PF.

A fundamentacdo quimica para a estabilidade da biotinta reside na compatibilidade

molecular entre seus constituintes, conforme detalhado na Figura 6.
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Figura 6. Ilustracdo das estruturas moleculares do copolimero tribloco Pluronic F127 (destacando os
blocos PEO-PPO-PEOQ) e do polissacarideo Goma Xantana (evidenciando a cadeia principal celulésica e cadeias
laterais anidnicas). O esquema demonstra o processo de formacao da rede tridimensional (Crosslinked hydrogel),
onde a interagdo entre as cadeias poliméricas resulta em uma matriz densa e entrelagada, responsavel pela

estabilidade estrutural do composito. Fonte: Adaptado de Suhail et al. (2023).

A estrutura do PF, composta por segmentos hidrofilicos (PEO) e hidrofébicos (PPO),
oferece multiplos sitios de intera¢do para o polissacarideo. O esquema molecular evidencia
que a GX, rica em grupos hidroxila (-OH) e carboxila (-COOH) em suas cadeias laterais, atua
como um doador de protons para a formagao de ligacdes de hidrogénio intermoleculares com
os grupos éter do PF. Conforme corroborado por Suhail et al. (2023), ¢ essa ancoragem
quimica secundéria que somada ao emaranhamento fisico das cadeias longas estabiliza as
micelas sintéticas, impedindo a dissociagdo da rede em meio aquoso e dispensando o uso de

reticuladores quimicos covalentes toxicos.

Esse mecanismo de interacao quimica valida a hipotese de que a GX atua como um
agente de refor¢o molecular, estabilizando as micelas do PF e conferindo maior estabilidade

térmica e resisténcia a dissolucdo sem a necessidade de reticuladores quimicos toxicos.

A estabilidade reoldgica superior observada na biotinta hibrida ndo ¢ acidental, mas
resulta de uma arquitetura microestrutural especifica. A Figura 7 elucida o mecanismo fisico
por tras dessa estabilizacdo: enquanto a gelificagdo do PF puro (a) depende exclusivamente do

empacotamento denso de micelas um equilibrio termodindmico suscetivel a diluicdo ou
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resfriamento, a incorpora¢ao da GX introduz um "arcabougo" secundario ao sistema.

B0

SEHED e

e

(©

Figura 7. Modelo estrutural comparativo dos componentes da biotinta em condigdes fisiologicas. (a) O hidrogel
de Pluronic F127 puro exibe um arranjo de micelas esféricas (nucleos de PPO e coroas de PEO) compactadas.
(b) A solugdo de Goma Xantana apresenta cadeias poliméricas longas ¢ dispersas. (¢) O hidrogel hibrido
(Xantana/Pluronic F127) ilustra o fendmeno de sinergia estrutural, onde as macromoléculas de xantana (linhas
escuras) penetram nos espagos intersticiais e "envelopam" as micelas de Pluronic. Este arranjo cria uma barreira

fisica que restringe a mobilidade micelar e reforga a coesdo da rede. Fonte: Bercea et al. (2013)

Conforme demonstrado em (c), as longas cadeias rigidas do biopolimero permeiam a
matriz sintética, preenchendo os vazios entre as micelas e promovendo um emaranhamento
fisico (entanglement). Este fendmeno atua como um travamento estérico que impede a
dissociacdo rapida da rede polimérica, justificando como foi possivel reduzir a concentracao

de PF para 15% sem causar o colapso estrutural da biotinta.

Este reforco mecanico ¢ corroborado por estudos de BOONLAI et al. (2022) e
BERCEA et al. (2013), que observaram que a incorporagdo de polissacarideos de cadeia longa
em matrizes de PF resulta em um aumento significativo na elasticidade e no médulo de
armazenamento (G'). As cadeias de GX penetram nos espacos entre as micelas, criando um
emaranhamento fisico que impede a dissociacao rapida da rede. Essa estratégia permite
reduzir a concentracdo do polimero sintético para niveis ndo citotdxicos, mantendo a

fidelidade de impressdo e criando um sistema robusto capaz de suportar cultura prolongada.
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2.7. REOLOGIA APLICADA A BIOIMPRESSAO

A forma eficaz de validacao da biotinta ¢ fundamentalmente por seu comportamento
reoldgico. A fidelidade de forma dos construtos impressos depende da existéncia de uma
Tensdo de Escoamento (Yield Stress). Segundo BERCEA (2023), este ¢ o parametro fisico
critico que impede o escoamento do material sob a agdo da gravidade apo6s a deposi¢do. A
rede estruturada pela GX eleva o yield stress da biotinta acima do limiar critico, prevenindo o
colapso das camadas e garantindo a resoluc¢do vertical das estruturas.

Além da sustentacdo, a dinamica de fluxo ¢ vital. A GX confere a biotinta uma rapida
recuperagao tixotropica (self-healing) e um comportamento pseudoplastico acentuado. LAI et
al. (2024) observaram que hidrogéis contendo GX recuperam cerca de 70-90% de sua
viscosidade original em segundos apos a interrupcdo do cisalhamento. Essa propriedade
permite que o material flua facilmente pelo bico, protegendo as células do estresse mecanico,
e recupere instantaneamente sua consisténcia soélida ao atingir a base de impressdo,
assegurando a precisao geométrica.

A estabilidade do filamento durante a deposi¢do também ¢ assegurada pelo controle
reologico. TALLURI et al. (2022) demonstraram que um comportamento pseudoplastico
excessivo, sem a contrapartida de uma consisténcia adequada, pode levar a instabilidades
laterais como o serpenteamento (buckling). A adicdo de GX a matriz de PF desempenha a
funcdo dupla de garantir a fluidez sob tensdo e fornecer a consisténcia necessaria para evitar
defeitos de deposi¢do, mantendo o processo dentro da "zona de impressdo estavel" e

permitindo a fabrica¢do de construtos com alta fidelidade.
2.8. INTERACAO CELULAR E PRODUCAO DE MATRIZ EXTRACELULAR

A forma eficaz de validacao da biotinta ¢ fundamentalmente por seu comportamento
reologico. A viabilidade da bioimpressdo por extrusdo depende estritamente do

posicionamento reoldgico da biotinta dentro das categorias apresentadas na Figura 8.

J4

Diferentemente de fluidos Newtonianos, cuja viscosidade € constante, as biotintas
funcionais devem exibir um comportamento Nao-Newtoniano complexo. O diagrama elucida
as duas caracteristicas-chave incorporadas a formulagdo hibrida deste estudo através da adi¢ao
de GX: o comportamento Shear-thinning (Pseudoplastico), que permite a fluidez sob a alta
tensdo do bico de impressao, e a Tixotropia (7ime-Dependent), que garante a recuperagao da

viscosidade em repouso. A classificacdo visualizada justifica a necessidade de aditivar o PF,
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visando modular o material para que ele transite especificamente por essas ramificacdes

reologicas que garantem a protecdo celular e a fidelidade estrutural.

Afinamento
por
cisalhamento
Independente Espes;g;nento
do tempo cisalhamento

Viscoplastico

Newtoniano

Nao
Newtoniano

Tixotrépico

Dependente
do tempo

Comportamento
do fluido

Figura 8. Organograma da mecanica dos fluidos categorizando os materiais segundo sua resposta a tensao de
cisalhamento. A ramificacdo dos fluidos Na@o-Newtonianos ¢ a de maior interesse para a bioimpressdo,
subdividindo-se em comportamentos Independentes do Tempo (destaque para Shear-thinning ou pseudoplastico)
¢ Dependentes do Tempo (destaque para Thixotropic ou tixotropia). Estas duas propriedades especificas sdo os
requisitos fundamentais para que uma biotinta seja extrudavel e capaz de reter sua forma pds-deposigdo. Fonte:
Adaptado de LI et al. (2020).

A compreensdo aprofundada das varidveis fisicas que regem o fluxo de fluidos complexos ¢
indispensavel para o desenvolvimento de biotintas funcionais. Conforme detalhado na Tabela

2, o sucesso da bioimpressdo por extrusdo depende do equilibrio sinérgico entre pardmetros

frequentemente antagonicos.

Impacto na Impacto na
Parametro Definicao

Imprimibilidade Viabilidade Celular
Afinamento por cisalhamento  Viscosidade  diminui  sob ) Reduz a tensdo de

Permite a extrusao
(Shear-thinning) cisalhamento cisalhamento

Tensdo minima para iniciar o Previne o entupimento Limita as forcas de
Tensdo de escoamento () ) ]
fluxo do bico mistura

) ) . . ) Mitiga a deformagdo
Razdo G'/ G" Dominancia elastica vs. viscosa Integridade estrutural
pOs-impressao

Tixotropia Recuperagdo da viscosidade Previne o Protege as células
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dependente do tempo escorrimento das pds-extrusao

camadas

Quadro 2. Descri¢do das propriedades fisicas fundamentais (afinamento por cisalhamento, tensao de
escoamento, razdo viscoeldstica e tixotropia) exigidas para a bioimpressdo baseada em extrusdo. A tabela
correlaciona cada variavel reologica com sua fun¢do no processamento do material (como a prevencdo de
entupimentos e a manutengdo da integridade estrutural) e seu efeito protetor sobre a carga biologica (mitigacdo

do estresse mecanico e deformagdo pds-impressdo). Fonte: Adaptado de Elango et al. (2025).

O comportamento de afinamento por cisalhamento (shear-thinning) é o requisito
primario para permitir o fluxo através de micrébicos sob pressdes moderadas, protegendo as
células do estresse mecanico letal. Simultaneamente, a biotinta deve exibir uma Tensao de
Escoamento (Yield Stress) e uma recuperacdo tixotrOpica rdpida para transitar
instantaneamente do estado fluido para o estado de gel ap6s a deposicdo, garantindo a
fidelidade da forma sem colapso gravitacional. A formulag¢ao hibrida proposta neste trabalho
(PF/GX) foi desenhada especificamente para atender a esses critérios, onde a GX atua como o
agente modulador que confere a tixotropia e o yield stress que o PF diluido, isoladamente, nao

possui.

A fidelidade de forma dos construtos impressos depende da existéncia de uma Tensao
de Escoamento (Yield Stress). Segundo BERCEA (2023), este ¢ o parametro fisico critico que
impede o escoamento do material sob a agdo da gravidade apos a deposi¢ao. A rede
estruturada pela GX eleva o yield stress da biotinta acima do limiar critico, prevenindo o

colapso das camadas e garantindo a resolucdo vertical das estruturas.

Além da sustentacao, a dinamica de fluxo ¢ vital. A GX confere a biotinta uma rapida
recuperagao tixotropica (self-healing) e um comportamento pseudoplastico acentuado. LAI et
al. (2024) observaram que hidrogéis contendo GX recuperam cerca de 70-90% de sua
viscosidade original em segundos apos a interrup¢do do cisalhamento. Essa propriedade
permite que o material flua facilmente pelo bico, protegendo as cé€lulas do estresse mecanico,
e recupere instantaneamente sua consisténcia solida ao atingir a base de impressao,

assegurando a precisdo geométrica.

A estabilidade do filamento durante a deposi¢do também ¢ assegurada pelo controle
reologico. TALLURI et al. (2022) demonstraram que um comportamento pseudopléstico

excessivo, sem a contrapartida de uma consisténcia médulo elastico (G”) adequado, pode
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levar a instabilidades laterais como o serpenteamento (buckling). A adi¢do de GX a matriz de
PF desempenha a funcdo dupla de garantir a fluidez sob tensdo e fornecer a consisténcia
necessaria para evitar defeitos de deposicdo, mantendo o processo dentro da "zona de

impressao estavel" e permitindo a fabricagdo de construtos com alta fidelidade.

AsPECTOS REGULATORIOS, ETICOS E SUSTENTABILIDADE

O desenvolvimento de uma biotinta deve considerar ndo apenas a viabilidade técnica,
mas também o cendrio regulatério e ético da biofabricacdo. A opcdo por uma formulacdo que
ndo se utilize de biomateriais de origem animal (animal-free), composta por polimero
sintético (PF) e microbiano (GX), alinha-se as tendéncias de sustentabilidade e seguranca
revisadas por AN e KIM (2025). Ao evitar componentes de origem animal, como colageno
suino ou bovino, eliminam-se riscos de transmissdo de patdogenos zoondticos e contornam-se

barreiras éticas e religiosas, ampliando a aceitagdo universal de potenciais terapias.

Do ponto de vista da translagdo clinica, a padronizagdo ¢ critica. MATHUR et al.
(2025) e RIJAL (2023) enfatizam que a variabilidade de lote inerente aos materiais naturais
animais dificulta a aprovacao regulatéria. Em contraste, a GX, produzida por fermentagao
controlada, oferece alta reprodutibilidade e consisténcia fisico-quimica, facilitando a
validagdo de processos de esterilizacdo e caracterizagdo conforme normas internacionais
como SO e ASTM.

Além disso, a classificagdo juridica do material ¢ um ponto de atengdo. BEGISHEV et
al. (2024) discutem o "limbo juridico" na definicdo de biotintas, se constituem dispositivos
médicos, produtos bioldgicos ou combinados. A formulacdo desenvolvida neste estudo, ao
integrar células a uma matriz funcional, enquadra-se na definicao técnica de “bioink”, o que
ditara os protocolos especificos de ensaios pré-clinicos de seguranca e eficicia necessarios

para sua futura aprovagao e aplicacdo terapéutica.
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3. JUSTIFICATIVA

A relevancia deste trabalho fundamenta-se na necessidade de superar as limitagdes
intrinsecas as biotintas baseadas exclusivamente em PF. Embora este copolimero sintético
seja amplamente reconhecido por suas propriedades termoresponsivas € um comportamento
inerte na viabilidade celular inicial, sua aplicacdo isolada como matriz estrutural permanente ¢
retida por problematicas substanciais. Conforme classificado por Aydin (2003), o uso do PF
puro € severamente restringido por sua baixa resisténcia mecanica e instabilidade estrutural, o
que frequentemente resulta no colapso de construtos 3D ou obriga o aumento da concentracao

polimérica para niveis que comprometem a fung¢ao biologica.

Este cendrio configura o classico “paradoxo da printabilidade-bioatividade”. Para
atingir viscosidade e a fidelidade de impressdo necessarias na técnica de extrusao, biotintas de
PF demandam concentragdes elevadas, tipicamente superiores a 20% (p/v). No entanto, tal
abordagem gera um microambiente hiperosmoético e uma rede polimérica excessivamente
densa, o que dificulta a migracdo celular e transporte de nutrientes, resultando em
citotoxicidade e necrose. A justificativa central para a adicdo de GX reside, portanto, na
estratégia de mitigar a essa toxicidade através da redugdo de concentracdo final de PF na
biotina, compensando a perda de viscosidade e estabilidade mecanica através da sinergia
reoldgica com um polissacarideo natural. Tal modificagcdo ¢ documentada como essencial para
transformar hidrogéis termossensiveis instaveis em materiais robustos e processaveis sem

sacrificar a viabilidade celular final.

A escolha dos materiais que compdem esta biotinta reflete um alinhamento estratégico
entre a otimizacdo de uma formulagcdo comercial desenvolvida pelo Quantis Biotecnology, e
as tendéncias contemporaneas de sustentabilidade e ética na biofabricacdo. A opgao pela
formulagdo composta exclusivamente por GX (origem microbiana) e PF (sintético) elimina a
dependéncia de proteinas de origem animal, como gelatina suina ou bovina. Esta abordagem
animal-free ndo apenas contorna barreiras éticas, ampliando a aceitagdo universal de
potenciais produtos terap€uticos, mas também mitiga riscos sanitarios associados a
transmissdo de infecgdes zoonoticas e variabilidade de lote. Ademais, diferentemente de
outros biomateriais, como a gelatina, que frequentemente requer modificacdes quimicas
complexas (como a metacriloilagdo) para suportar temperaturas fisiologicas, este sistema
hibrido proposto aproveita a gelificagdo termorreversivel do PF que se solidifica a

temperatura corporal, oferecendo uma vantagem pratica imediata para aplicacdes in situ.
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Adicionalmente, a necessidade de estimular a producdo de MEC justifica-se pela
natureza bioinerte dos componentes bases. Tanto o PF quanto a GX carecem de motivos de
adesdo RGD (Arginina-Glicina-Aspartato) nativos, fundamentais para a ancoragem via
integrinas. Consequentemente, a sobrevivéncia e a proliferacdo celular neste sistema
dependem da capacidade do ambiente fisico, otimizando pela porosidade e rigidez da mistura,

permitindo que os fibroblastos secretam rapidamente proteinas de adesdo, como colageno.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem como objetivo geral caracterizar e otimizar o desenvolvimento
de uma biotinta termossensivel hibrida, formulada a partir da associacdo do copolimero
sintético PF com o biopolimero natural GX. A estratégia central desta otimizacdo consiste na
redugdo critica da concentracdo de PF na formulagdo, visando solucionar o “paradoxo da
printabilidade-bioatividade” que limita a aplicacdo de hidrogéis sintéticos puros.

O intuito ¢ estabelecer um sistema que alcance o desempenho reoldgico ideal para a
bioimpressdo 3D baseada em extrusdo, garantindo a fidelidade estrutural mediante a
estabilizacao conferida pela GX, sem incorrer na citotoxicidade tipica de altas concentragdes
de polimeros. Simultaneamente, o trabalho visa maximizar a viabilidade e a proliferacao
celular pés-impressdo, criando um microambiente que induza e intensifique a producao de

MEC com énfase especifica na sintese de colageno.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizagao reoldgica e printabilidade iniciais

Determinar os parametros reoldgicos criticos da formulacdo de PF/GX através de

testes de tubo invertido e teste de fidelidade de printabilidade.

Otimizagao da Formulacao e Analise de Citocompatibilidade

Estabelecer a concentragdo minima de PF que, em sinergia com GX, mantenha as
propriedades de printabilidade ideias, permitindo a extrusdo sob pressdes reduzidas para
minimizar o estresse mecanico sobre as cé€lulas. Subsequentemente, avaliar a viabilidade
celular comparando a formulacdo hibrida otimizada (baixa concentracdo de PF (15%
(p/v)/GX (6% (p/v)) com controles de PF (21% (p/v)) e PF (15% (p/v)). Esta avaliacdo sera
conduzida por meio de ensaios metabdlicos de resazurina, visando comprovar estatisticamente
a redugdo da citotoxicidade e preservagao da integridade da membrana celular conforme as

normas ISO 10993-5.
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4.2.3. Avaliacao da Bioatividade Funcional

Avaliar a capacidade da biotinta hibrida otimizada de atuar como um microambiente
que promove a funcdo celular e a maturacao tecidual. Este objetivo foca especificamente na
caracterizacdo quantitativa da producdo de MEC pelos fibroblastos encapsulados. A
funcionalidade serd mensurada pela detec¢do e quantificagdo da sintese de proteinas
coldgenas utilizando o ensaio colorimétrico Sirius Red, demonstrando a capacidade das

células de remodelar o construto sintético e depositar MEC.
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S. METODOLOGIA

5.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E LoCAL DE EXECUCAO

O presente estudo experimental foi conduzido nas instalacdes laboratoriais da
Quantis Biotechnology, situada no complexo empresarial da Bayer (Rua Domingos
Jorge, 1100 - Vila Socorro, Sdo Paulo - SP, CEP 04779-900). As atividades de
bancada, compreendendo desde a formulagdo das biotintas até a bioimpressao e as
analises biologicas, foram executadas durante o periodo compreendido entre o inicio
de setembro ¢ o inicio de dezembro de 2025. Para a realizagao dos ensaios, utilizou-se
uma infraestrutura laboratorial de nivel de biosseguranca adequado para a manipulagao
de culturas celulares de mamiferos (NB-2), equipada com cabines de seguranga

bioldgica, incubadoras de atmosfera controlada (CO:) e sistemas de bioimpressao.

5.2. MATERIAIS

Para a execu¢do das etapas experimentais, foram utilizados polimeros de grau
analitico: o copolimero tribloco PF (P2443-1KG, Sigma-Aldrich) e o biopolimero GX
(G1253-100G). Como veiculo de dissolucdo e para manutencdo da osmolaridade,
empregou-se o Tampao Fosfato Salino 1X (PBS) (13-30262-05, Nova Biotecnologia). O
cultivo celular foi conduzido utilizando células L.929, mantidas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12 sem fenol), suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (10BioPlus -500, Nova Biotecnologia) e antibidtico na concentracao 2X.

Para as analises de resposta bioldgica e funcionalidade, foram empregados o reagente
de resazurina para ensaios de atividade metabdlica e o kit Sirius Red (AB246832) para a

quantificagdo especifica de colageno.

5.3. CuLtura CELULAR

O modelo biologico empregado consistiu na linhagem de fibroblastos murinos 1.929,
gentilmente cedida pelo Instituto Butantan. Esta linhagem ¢ estabelecida pela norma ISO
10993-5 como padrao de referéncia para a avaliagdo de citotoxicidade in vitro de dispositivos
médicos e biomateriais. As células foram cultivadas em meio DMEM-F12. As culturas foram
mantidas em estufa umidificada a 37°C, sob atmosfera controlada contendo 5% de CO:. O

crescimento celular foi monitorado até o alcance de aproximadamente 80% de confluéncia,
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sendo utilizadas nos ensaios experimentais exclusivamente as células compreendidas entre as
passagens 16 ¢ 17, a fim de assegurar a estabilidade fenotipica e a reprodutibilidade dos

resultados.

54. PREPARO E DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES DE BIOTINTA

O desenvolvimento da biotinta fundamentou-se na estratégia de mistura fisica
(blending) para a constituicio de uma rede de hidrogel semi-interpenetrante, seguindo os
principios descritos por Mohammadinejad et al. (2020). Esta abordagem foi adotada com o
objetivo de integrar a GX a matriz de PF, visando combinar a termogelificagdo reversivel do
componente sintético com a estabilidade bioquimica e o comportamento pseudopléstico do
polimero natural. A definicdo das concentragdes poliméricas e a divisdo dos grupos
experimentais, conforme detalhado na Tabela 1, foram preenchidas por uma etapa de triagem

experimental, norteada pelas limitagdes biologicas e mecanicas descritas pela literatura.

Tabela 1 - Defini¢do dos Grupos Experimentais

Solucao de Trabalho (Final)
Grupo Experimental |Solucio Estoque (Concentracdo| (Concentracio final apés adicao
(Sigla) em PBS) de 30% de meio

suplementado/células)

1. Controle PF 21% PF 30% (p/v) PF 21% (p/v)
2. Controle PF 15% PF 21% (p/v) PF 15% (p/v)
3. Controle GX 6% GX 9% (p/v) GX 6% (p/v)

4. Hibrida (PF 15% +

PF 21% + GX 9% (p/v) PF 15% + GX 6% (p/v)
GX 6%)

Tabela 1 - Composicdo detalhada das formulagdes de hidrogel utilizadas. A tabela especifica das concentragdes
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Pfe GX em duas etapas distintas, na Solu¢do Estoque, preparada em PBS para solubilizagdo inicial, e na Solugéo
de Trabalho, que representa a concentragdo final apos a dilui¢do volumétrica padronizada (70% de hidrogel +
30% de meio cultivo suplementado/células). Esta corre¢io garante que os grupos atinjam as propriedades

reolédgicas alvo (ex: PF21% e PF 15%) no momento da bioimpressdo. Fonte: Autoria propria (2025)

Para compensar a reducao de viscosidade e a perda de estabilidade mecanica
decorrente da diminuicdo da concentragdo de PF, forem realizados testes preliminares de
otimizagdo reoldgica variando a concentragdo de GX. Amostras contendo 2% e 5% (p/v) de
GX foram avaliadas quanto a consisténcia e capacidade de formacao de gel. Com base na
estabilidade estrutural observada nestes testes iniciais ¢ na capacidade de refor¢o de rede
descrita por Bercea et al (2013), estabeleceu-se a formula¢do do grupo Hibrido, composta por
PF 15% (p/v) e GX 6% (p/v) na solucdo final. Esta proporcao especifica foi selecionada para
o estudo aprofundado por apresentar o equilibrio ideal entre a fluidez necessaria para a
extrusdo (produgdo contra cisalhamento) e a retencdo de forma pds-deposicao (yield stress),
superando as limitagdes de viscosidade identificadas nas concentracdes inferiores dos grupos

controle.

Preparacao da Solucao de Estoque

O protocolo de preparo das formulagdes precursoras seguiu uma ordem de
solubilizagdo para garantir a homogeneidade da rede hibrida e evitar a formagao de grumos,
respeitando as concentragdes concentradas descritas na coluna “Solugdo Estoque” da Tabela
1. Inicialmente, a GX foi adicionada ao Tampao Fosfato-Salino (PBS) sob agita¢do vigorosa e
continua, sendo mantida nessas condi¢des até a completa dispersao e hidratacdo das cadeias
do biopolimero, assegurando a forma¢do de uma base viscosa uniforme. No caso do grupo
Hibrido, a GX foi preparada na mesma concentragao de 9% antes da adicdo de PF.

Subsequentemente a total solubilizagdo da GX e estabilizacao do sistema, procedeu-se
a adicdo do PF em po para atingir as concentragdes de estoque estipuladas, sendo 30% para o
controle de PF 21% e 21% para os grupos de controle PF 15% e hibrido. Considerando a
caracteristica de solubilidade inversa deste copolimero, o processo foi conduzido estritamente
sob baixa temperatura (2° a 5 °C). A mistura foi submetida a ciclos alternados de agita¢ao
mecanica (10 minutos) e repouso para hidratacdo (10 minutos) em refrigeragado, repetindo-se o
procedimento até a completa dissolugdo do polimero e a obten¢do de uma solucao translicida
e homogénea.

Para assegurar o equilibrio termodinamico e a completa hidratagdo das cadeias
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poliméricas na rede mista, as solu¢des de estoque foram submetidas a um periodo de
maturagdo em refrigeragdo (2°C a 5°C) por no minimo 12 horas. Previamente a manipulagio
para os ensaios biologicos, o material foi submetido a esterilizagdo por autoclavagao (121°C
por 20 minutos), seguido por um novo periodo de repouso em refrigeragdo por 12 horas para a

reestabilizacdo das micelas.

Preparagdo da Solucdo de Trabalho

A etapa final de formulacdo consistiu na dilui¢do controlada da base polimérica
(estoque) para atingir a consisténcia final de trabalho e a osmolaridade fisiologica
apresentadas na ultima coluna da Tabela 1. O protocolo estabeleceu que todas as solucdes
estoque fossem misturadas com meio de cultura até atingir a concentragao final de trabalho
descrita na tabela experimental, fixando-se uma proporcao volumétrica de 70% de hidrogel
precursor € 30% de fase liquida. Essa dilui¢do padronizada garantiu que a solucdo estoque de
PF 30% resultasse no Controle PF 21%, e que a estoque hibrida (PF 21% + GX 9%)
resultasse na formulagao de trabalho Hibrida (PF 15% + GX 6%).

Para os grupos experimentais acelulares (destinados aos testes reoldgicos), a fase
liquida incorporada foi composta exclusivamente por meio de cultura DMEM-F12
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), mimetizando as condigdes nutricionais
e i6nicas do ambiente celular sem a presenga do componente bioldgico, mantendo as
concentracgoes finais de polimero estritas conforme a Tabela 1.

No que se refere a formulacdo final da biotinta (grupo celular), a incorporacao da fase
biologica foi realizada mediante uma adaptacdo do protocolo de homogeneizacgao padrio da
CELLINK®. As células fibroblasticas 1929 foram ressuspendidas em meio de cultura
DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e transferidas para o hidrogel na solucao
estoque até atingir a concentragdo final desejada. O processo utilizou duas seringas estéreis
acopladas através de um conector luer-lock fémea-fémea: uma contendo a suspensdo celular e
a outra o hidrogel precursor (previamente resfriado para garantir o estado liquido/viscoso).
Foram realizados ciclos de transferéncia entre as seringas, permitindo a mistura mecanica
suave em sistema fechado até a obtencdo de uma dispersio homogénea, respeitando as
proporcdes finais de polimeros definidas na Tabela 1.

A concentracdo celular final na biotinta foi estabelecida em 8 * 105 células/mL. Esta
densidade foi selecionada para garantir um sinal metabolico robusto nos ensaios de
viabilidade (resazurina) e quantificacdo, conforme os critérios de validacao bioldgica para

fibroblastos L.929 descritos por Oberoi et al. (2021). Além disso, esta concentragdo respeita o
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limite critico onde a presenca de células poderia alterar adversamente a viscosidade e o indice
de fluxo da biotinta. Tal precaugdo visa evitar o entupimento do bico ou o aumento excessivo
da tensdo de cisalhamento (shear stress) durante a extrusao, fendmenos alertados nas revisdes

de Holzl et al. (2016) 5 e Talluri et al. (2022).

Caracterizagdo Reoldgica e Printabilidade

A caracterizacdo fisica foi conduzida para validar se a formulacdo hibrida atende aos
requisitos criticos para bioinks de extrusdo, focando na determinagdo da viscosidade em
funcdo da taxa de cisalhamento e na capacidade de recuperacdo viscoelastica. Em
conformidade com as diretrizes de GROLL et al. (2019), a caracterizacdo inicial foi realizada
na "tinta de biomaterial" (fase acelular) para estabelecer parametros basais, introduzindo

restrigdes como o limite de cisalhamento.

A avaliagdo focou na confirmacdo do comportamento ndo-Newtoniano protetor das células
e na andlise de recuperagdo viscoeldstica, parametros determinantes para assegurar que a
formulacao hibrida mantenha a reprodutibilidade estrutural e a integridade das camadas

impressas (layer stacking).
Teste do Tubo Invertido

A avaliacdo qualitativa da estabilidade estrutural e do comportamento de transi¢ao
sol-gel das formulacdes foi conduzida através do método do tubo invertido (Inverted Tube
Test). Para o preparo das amostras, aliquotas de 1 mL de cada grupo experimental (PF 21%,
PF 15%, Hibrida, GX 6%) foram transferidas para eppendorf de 1,5 mL. Previamente ao teste,
foi realizado um protocolo térmico, ajustado conforme a natureza fisico-quimica dos
polimeros. Os grupos controles de PF foram centrifugados a 4°C para manter o copolimero
abaixo de sua temperatura critica de gelificacdo, assegurando sua completa solubilizagdo no
estado liquido (estado sol), ja os grupos contendo GX (GX 6% e Hibrido) foram
centrifugados a 37 °C, visando promover a reducdo da viscosidade aparente e aumentar a

fluidez das cadeias poliméricas para facilitar o assentamento do material no fundo do tubo.

As amostras foram mantidas em bancada a temperatura ambiente (22°C + 2°C). A
estabilidade reologica foi monitorada cineticamente através da inversdao dos tubos 180°, em

cinco intervalos: t0 (imediato), tI (2 minutos), t2 (5 minutos), t3 (30 minutos), ¢ t4 (60
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minutos). A cada intervalo, observou-se a presenca ou auséncia de escoamento do material
sob acdo da gravidade.

Para simular condigdes corpdreas, um novo conjunto de amostras foi incubado em
uma estufa a 37°C. Nesta etapa, a avaliacdo do processo de gelificacdo foi realizada com duas
medigdes, t0 (imediato) e t1 (5 minutos), observando-se a consisténcia do material apds o
periodo de incubagao.

A classificagdo dos resultados seguiu o critério binario, “Sol”(liquido/escoamento
perceptivel) ou “Gel” (solido/sem escoamento visivel), determinando a consisténcia

necessaria para a viabilidade da bioimpressao.

Teste de Printabilidade e Fidelidade de Forma

A fabricacdo dos construtos tridimensionais foi conduzida através de manufatura
aditiva baseada em extrusdo, técnica selecionada por sua versatilidade no processamento de
hidrogéis viscoelasticos. Utilizou-se a bioimpressora BioRender (BioEdTech), um sistema
equipado com controle térmico de precisio e mecanismo de dispensagdo pneumatica.
Previamente ao processo de impressdo, as biotintas de cada grupo experimental (PF 21%, PF
15%, GX 6% e Hibrida) foram carregadas em seringas estéreis de 10 mL e submetidas a um
protocolo de estabilizacdo térmica. As seringas foram mantidas em incubadora a 37°C por 1
hora, assegurando a homogeneiza¢do da temperatura em todo o volume do material e a

completa transi¢ao sol-gel do componente PF antes do inicio da deposigao.

A parametrizagdo do processo de impressdo foi rigorosamente padronizada para
garantir a reprodutibilidade entre as triplicatas e mitigar o estresse mecanico sobre a carga
bioldgica. A temperatura do cabecote foi mantido constante a 37°C, condicdo critica para
preservar a viscosidade e o estado de gel durante a formagdo das camadas. A extrusao foi
realizada através de um bico cilindrico de 0,4 mm de didmetro, operando com uma velocidade
de translacdo do cabegote (feed rate) de 10 mm/s e um fator de fluxo de extrusao calibrado em
0,5 mg/s. A defini¢do destas variaveis visou operar dentro da janela de processamento segura
descrita por Holland (2025) e Malekpour & Chen (2022), estabelecendo um equilibrio
hidrodindmico onde a pressdo pneumatica aplicada ¢ suficiente para superar a tensdo de
escoamento (yield stress) da biotinta, minimizando simultaneamente a tensao de cisalhamento

(shear stress) nas paredes do bico para preservar a integridade estrutural.
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Para a andlise quantitativa da fidelidade de forma, utilizou-se um modelo digital
padronizado (.stl) com geometria prismatica de 25 mm x 25 mm x 20 mm. A avaliagdo da
qualidade de impressao fundamentou-se no método semi-quantitativo proposto por Zhang et
al. (2023) . Imediatamente apo6s a fabricacdo, os construtos foram registrados através de
fotografia digital de alta resolucdo, utilizando um dispositivo mével posicionado em distancia

focal fixa e iluminagdo controlada para evitar distor¢des de paralaxe.

O processamento das imagens foi realizado no software ImageJ (NIH), onde se
aplicou a calibracdo de escala para a mensuracao precisa dos parametros morfométricos. A
analise focou na determinacdo da uniformidade da largura dos filamentos (comparando o
diametro extrudado real versus o didmetro teérico do bico), na integridade da area dos poros
(deteccao de fusdao ou oclusdo) e na acuracia angular das arestas. Complementarmente, a
estabilidade vertical e linear dos filamentos foi monitorada para identificar fendmenos
reoldgicos adversos, como instabilidades laterais (serpenteamento/coiling) ou colapso
gravitacional (s/lumping) das camadas inferiores, seguindo os critérios de estabilidade de

fluidos estabelecidos por Talluri et al. (2022).

VIABILIDADE E FUNCIONALIDADE P0Os-IMPRESSAO (RESAZURINA)

A analise quantitativa da viabilidade celular e da seguranga bioldgica das formulagdes
foi conduzida utilizando o ensaio de resazurina, um método colorimétrico baseado na reducao
metabolica. Este ensaio foi selecionado por sua alta sensibilidade no monitoramento da
atividade mitocondrial e por sua natureza nao destrutiva, permitindo correlacionar a resposta
biolégica com a composicdo da biotinta sem comprometer a integridade das amostras,

conforme validado por Oberoi et al. (2021) para construtos bioimpressos.

O delineamento experimental foi estruturado em placas de cultivo de 48 pocos,
visando assegurar a robustez estatistica e a reprodutibilidade dos dados analiticos. As
biotintas representativas dos grupos experimentais foram analisadas em quadruplicata (n=4), e
com o objetivo de estabelecer parametros de comparativos basais com o sistema de cultivo
convencional, foram incluidos controles em monocamada (2D), o controle 2D vivo, composto
por células mantidas exclusivamente em meio suplementado (referéncia de viabilidade
maxima), € o controle 2D morto, contendo células em meio suplementado com 50% de
Dimetilsulféxido (DMSO) visando mitigar a variabilidade intrinseca ao processo de
bioimpressdo. Para a validacdo interna do sistema tridimensional, estabeleceram-se controles

de processo em duplicata (n=2): o controle de morte 3D, constituido pela biotinta

Versao Final Honol ogada

14/ 02/ 2026 19:41



44

suplementada com 50% de DMSO- para inducdo de lise celular, e o controle de biomaterial
(biotinta acelular), destinado a subtragdo da autofluorescéncia de fundo (background) gerada
pelos polimeros (PF e GX), estabelecendo o limiar de citotoxicidade total para a normalizagao
dos resultados.

O protocolo de incubacdo iniciou-se com o preparo da solucdo de trabalho de
resazurina diluida em Tampao Fosfato-Salino (PBS). A solucao foi adicionada diretamente a
cada poco contendo os construtos € o meio de cultura, estabelecendo-se um fator de diluigao
final de 3X no volume reacional. Esta diluicdo foi calibrada para atingir uma concentragdo
final de resazurina de 0,015 mg/mL por pogo, quantidade otimizada para garantir a saturagdo
do substrato sem induzir toxicidade quimica as células remanescentes. Apos a adigdo, as
placas foram cuidadosamente homogeneizadas para assegurar a distribuicao uniforme do

reagente.

O sistema foi incubado em estufa umidificada a 37°C com 5% de CO2 por um periodo
de 3 horas. Durante este intervalo, as células metabolicamente ativas converteram a resazurina
(azul indigo, ndo fluorescente) em resorufina (rosa, altamente fluorescente) através da agao de

oxidorredutases citosolicas e mitocondriais.

Finalizado o tempo de incubagdo, a quantificacdo da atividade metabolica foi realizada
por espectrofotometria utilizando o leitor de microplacas Varioskan™ (Thermo Fisher
Scientific). A aquisicao dos dados seguiu um protocolo de leitura em duplo comprimento de
onda, registrando-se a densidade optica (DO) em 570 nm, correspondente ao pico maximo de
absorc¢ao da forma reduzida (resorufina) e em 600 nm, utilizado como comprimento de onda

de referéncia para a forma oxidada (resazurina) e corre¢do de turbidez.

O tratamento matematico dos dados brutos obedeceu a um algoritmo sequencial de
corregdo em trés etapas para garantir a precisao analitica. Inicialmente, calculou-se a
absorbancia liquida de cada pogo através da subtracdo aritmética dos valores obtidos nos dois
comprimentos de onda (570 nm e 600 nm), eliminando interferéncias espectrais inespecificas.
Na segunda etapa, o valor resultante foi ajustado pela subtracdo da média do sinal obtido nos
pocos do controle de biomaterial (branco), isolando-se estritamente a contribuicao metabolica
celular da absorc¢do residual da matriz polimérica. Por fim, a viabilidade celular relativa foi
determinada pela normalizacdo dos dados corrigidos em relagdo a média do controle 2D vivo
(considerado 100% de atividade), permitindo a classificagdo citotoxica final conforme os

critérios da norma ISO 10993-5.
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5.7. QUANTIFICACAO DE COLAGENO ToTaL (ENnsalo PicroSIrIUS RED)

A funcionalidade bioldgica dos construtos e a capacidade de remodelagao da matriz
pelos fibroblastos encapsulados foram avaliadas quantitativamente através da determinagao
do teor de colageno total depositado. O método empregado baseou-se no ensaio colorimétrico
PicroSirius Red, fundamentado na propriedade do corante anidnico Sirius Red F3B em
interagir especificamente, através de grupos sulfonicos, com os residuos basicos das fibras de
colageno tipos I e III. Esta interagdo resulta em um complexo estavel passivel de precipitagdo
e quantifica¢do espectrofotométrica, conforme validado por Williams et al. (2018) como um

indicador robusto de maturagao tecidual.

O preparo das amostras seguiu um protocolo de diluicdo em duas etapas para
assegurar a completa homogeneizagdo da matriz polimérica e a reducdo da viscosidade.
Inicialmente, realizou-se a adicdo de 600 pL de PBS diretamente aos pocos contendo 300puL
de amostra (biotintas, controle morto 3D; tinta de biomaterial e controles 2D). Em seguida, a
totalidade da mistura foi transferida para microtubos de 2 mL previamente preenchidos com
uma aliquota adicional de 300 pL de PBS. Este procedimento resultou em um volume final
de 1.200 pL e estabeleceu um fator de diluigao total de 4X (1:4 v/v) padronizado para todos
os grupos experimentais.Visando eliminar interferéncias geradas pela presencga celular na
leitura espectrofotométrica final, a suspensdo diluida foi submetida a centrifugagao a 2500
rpm por 5 minutos, procedendo-se a recuperacdo exclusiva do sobrenadante para a

continuidade do protocolo analitico

O protocolo colorimétrico foi iniciado com a transferéncia de uma aliquota de 100pL
da amostra diluida para microtubos, seguida pela adigdo de 400uL de Acido Acético 0,5M
para acidificacdo do meio, otimizando a forga idnica e favorecendo a interagdo eletrostatica.
Em seguida, adicionou-se 500puL do reagente PicroSirius Red, submetendo o sistema a
agitacdo vigorosa em vortex e incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente. Para a
separacao do complexo corante-coldgeno, as amostras foram centrifugadas a 21.000 por 10
minutos, com posterior descarte do sobrenadante. O pellet precipitado foi submetido a uma
etapa de lavagem com 500pL de dgua destilada e nova centrifugacdo nas mesmas condigdes
para remocao de residuos inespecificos. A elui¢do final foi realizada pela adi¢ao de 200uL de

solucdo de Hidroxido de Potassio (KOH) 0,IN, com agitacdo vigorosa até a completa
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solubilizac¢ao do corante.

Para a andlise dos dados, transferiu-se 100pL do eluato alcalino, em duplicata técnica,
para uma microplaca de 96 pogos, mensurando-se a absorbancia no comprimento de onda de
540 nm no leitor Varioskan™. O processamento dos dados brutos seguiu um rigoroso
protocolo analitico. Inicialmente, os valores de absorbancia foram corrigidos pela subtragao
do valor médio do branco (&cido acético puro). A determinacao da concentragdo absoluta de
colageno foi realizada mediante a constru¢do de uma curva padrao de calibragdo, plotando-se
a absorbancia média (y) versus concentragdes conhecidas de coldgeno (x). A partir da
dispersdao dos pontos, obteve-se a equacdo da reta através de regressao linear simples (y =a *
x + b), onde a concentragdo final nas amostras desconhecidas foi calculada isolando-se a
variavel x (x = (y - b)/a). Os valores obtidos foram corrigidos pelos respectivos fatores de
dilui¢do, permitindo a comparagdo quantitativa da deposicao de matriz extracelular entre os

grupos.
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RESULTADOS
A apresentacao dos dados obtidos neste estudo segue a logica de validagdo sequencial
proposta nos objetivos especificos, visando responder a hipodtese central de que a hibridizagao
do copolimero sintético PF com o biopolimero natural GX permite a redu¢do da concentragdo
do polimero sintético sem prejuizo estrutural, superando o '"paradoxo da
printabilidade-bioatividade". Os resultados abrangem a caracterizagdo fisica e reoldgica, a
avaliacdo quantitativa da fidelidade de impressao, a analise da resposta bioldgica (viabilidade)

e a funcionalidade tecidual (producdo de colageno).

6.1. OTmMizacAo REOLOGICA E ESTABILIDADE ESTRUTURAL

A analise macroscopica da estabilidade reoldgica das formulagdes, conduzida por
meio do teste do tubo invertido, revelou uma dicotomia comportamental fundamental regida
pela temperatura e pela composi¢do polimérica. Nos grupos controle constituidos apenas por
Pluronic F127 (15% e 21%), observou-se uma dependéncia térmica critica para a manutengao
da estrutura. Na primeira bateria experimental, realizada a temperatura ambiente
($227{\circ}C$), estas amostras permaneceram no estado sol/ (liquido viscoso) mesmo apos
60 minutos de repouso. Este comportamento evidencia que a temperatura de operagcdo se
manteve abaixo da Temperatura Critica de Gelificagdo (CGC) do polimero, condi¢do na qual
as cadeias de PEO-PPO-PEO se encontram hidratadas e dispersas micelas livres, sem

interacao suficiente para formar uma rede tridimensional coesa.

Em contraste, as formulagdes aditivadas com GX (grupo Hibrido e GX) exibiram um
comportamento reologico distinto e superior a temperatura ambiente. Independentemente da
auséncia de estimulo térmico, estas amostras mantiveram uma integridade estrutural robusta,
resistindo ao fluxo gravitacional. A observacao visual de superficies irregulares e a retengao
de bolhas de ar estaticas denotam a presenca de uma elevada tensdo de escoamento (yield
stress). Conforme descrito por Lai et al. (2024), a GX estabelece uma rede polimérica fisica
primaria através de emaranhamento de cadeias e pontes de hidrogénio, capaz de sustentar a

geometria do material antes mesmo da ativagao térmica do PF.

A disparidade na consisténcia das formulagdes a temperatura ambiente, destacando a

funcdo da GX como agente estruturante imediato, esté ilustrada na Figura 9.
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a)

Estado Fisico | Estado Fisico Resultado

Posicéo Amostra (Tempo 0) (1 hora) Final

1 PF21% L L Liquido

2 PF15% L L Liquido

3 Hibrido G G Gel (Estavel)

4 GX 6% G G Gel (Estavel)

Figura 9. Caracterizacdo da estabilidade reologica das biotintas a temperatura ambiente (22°C). (A) Tabela
descritiva do estado fisico (Liquido/Gel) das formulagdes ao longo do tempo de ensaio. (B) Registro
macroscopico do teste de inversdo do tubo nos tempos t 0 (imediato) e t 4 (ap6s 60 minutos de repouso). As
amostras (da esquerda para a direita: PF 21%, PF 15%, Hibrido e GX 6%) demonstram que os controles de
Pluronic permanecem fluidos (L), enquanto a presenga de Goma Xantana nas formulacdes Hibrida e GX 6%

garante a manuten¢do do estado de gel (G) e a resisténcia ao escoamento gravitacional sem estimulo térmico.

A segunda bateria de testes demonstrou a termorresponsividade caracteristica do
componente sintético. A incubagdo a 37°C induziu a transi¢do sol-gel no controle de PF 21%
em um intervalo de apenas 5 minutos. O aporte térmico forneceu a energia necessaria para a
desidratacdo das unidades de 6xido de propileno (PPO) no nucleo das micelas, resultando no
rapido empacotamento micelar e na solidificagdo do material sob condigdes fisiologicas. No
entanto, ¢ crucial notar que o controle de PF 15% permaneceu predominantemente liquido ou
formou um gel fraco incapaz de sustentar o proprio peso, corroborando os achados de Mappa
et al. (2023) de que baixas concentracdes de PF ndo atingem a viscosidade suficiente para

bioimpressao sem aditivos.

A formula¢ao Hibrida, por sua vez, demonstrou um efeito sinérgico a 37°C. A
combinagdo da rede fisica da GX com a gelificacdo térmica do PF resultou em um sistema
altamente estavel. Estudos de Suhail et al. (2023) sugerem que essa estabilidade aprimorada
decorre de interagdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila

da GX e os grupos éter do PF, que ancoram as micelas e impedem a dissociacao da rede.

O comportamento térmico ¢ a consolidagdo estrutural das matrizes em condigdes

fisioldgicas sdo apresentados na Figura 10.
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a)

Estado Fisico | Estado Fisico Resultado

Posicéo Atcstia (Tempo 0)* | (5 min a 37°C) Final

Gel
1 PF21% L G (Termorrespon

2 PF 15% L L Liquido

3 Hibrido G G Gel (Estavel)

a GX 6% G G Gel (Estavel)

Figura 10. Avaliacdo da termorresponsividade e estabilidade fisica das formulagdes a 37°C. (A) Quadro de
classificagdo do estado de gelificacdo em resposta ao estimulo térmico. (B) Aspecto visual das amostras em t0
(pré-incubagdo) e t1 (apds 5 minutos de incubagdo). Nota-se a transi¢do de fase sol-gel da amostra PF 21% e a
estabilidade continua das formulagdes Hibrido e GX 6% (Gel). Em contrapartida, a amostra PF 15% permaneceu
em estado liquido (L), evidenciando que a redugdo da concentragdo polimérica compromete a gelificagdo térmica

na auséncia do reforgo da GX.

Portanto, os resultados confirmam que a formulagdo hibrida apresenta-se como a
candidata mais promissora para a biofabricacdo. A GX mitiga a instabilidade fluida do PF a
temperatura ambiente, garantindo a fidelidade de forma necessaria durante a extrusdo,
enquanto o PF contribui com o refor¢o da matriz apds a incubagdo a 37°C, superando as

limitagdes mecanicas observadas nos polimeros isolados.

6.2. AVALIACAO DA PRINTABILIDADE E FIDELIDADE GEOMETRICA

A capacidade de processamento das formulagdes via extrusdo (printability) foi
avaliada qualitativamente quanto a formacdo de filamentos continuos e quantitativamente
quanto a fidelidade da forma depositada em relacdo ao modelo digital (CAD). Os ensaios de
impressdo revelaram desafios criticos na estabilizagdo dos hidrogéis, evidenciando as
limitacdes fisicas impostas pela reducdo da concentragdo polimérica em favor da
compatibilidade bioldgica. A formulacdo composta por PF 15% (Pura) demonstrou-se
inviavel para a biofabricacdo, apresentando, durante as tentativas de extrusdo, um
comportamento predominantemente liquido caracterizado pela auséncia de uma Tensdo de
Escoamento (Yield Stress) minima necessaria para sustentar a propria estrutura apds a saida

do bico. O escoamento imediato (slumping) impediu a formagdo de filamentos definidos e a
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deposicdo de camadas subsequentes, levando a exclusdo deste grupo das andlises de
fidelidade geométrica. Este resultado corrobora os dados de Mappa et al. (2023) e Datta et al.
(2018), que estabelecem que concentragdes reduzidas de PF ndo atingem a viscosidade
estrutural nem a densidade micelar suficientes para atuar como suporte fisico sem o auxilio de

aditivos espessantes.

Em contrapartida, as formulag¢des de PF 21%, GX 6% e Hibrida (PF 15% + GX 6%)
apresentaram capacidade de extrusdo satisfatoria, permitindo a deposicdo de filamentos
continuos sem obstru¢do do bico (clogging). No entanto, a andlise macroscopica e
morfométrica dos construtos revelou uma baixa fidelidade de forma transversal a todos os
grupos experimentais. Observou-se a ocorréncia sistematica de imperfeigdes geométricas,
caracterizadas principalmente pelo espalhamento lateral dos filamentos (spreading) e pela
fusdo dos poros da malha impressa, indicando que a recuperacao reoldgica pds-deposi¢dao nao
foi imediata ou robusta o suficiente para contrabalancar as for¢as de gravidade e tensdo

superficial.

A caracterizagdo visual dos construtos e a evidéncia das limitacdes de resolucao

geométrica estdo apresentadas na Figura 11
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Grupo Experimental ™\ o0l [DesvioPadrio]  [Média]  [Desvio Padrio] [Média]  [Desvio Padrio]
Modelo Digital 25 0 25 0 37 0
PF 21% 247 0,77 29 1,05 50,14 628
GX 6% 24 007 23 0.09 58.72 218
Hibrido (PF15-GX6) 25,4 031 25,47 0,06 45,56 121

Figura 11 - (A) Imagens representativas do aspecto macroscopico das estruturas impressas para os diferentes
grupos. (B) Representacdo grafica comparativa das dimensdes lineares (Eixos X e Y em mm) e angulares (em
graus) das estruturas. As barras representam a Média + Desvio Padrdo (SD). (C) Tabela detalhando os
parametros de fidelidade de impressdo. Sdo apresentados os valores de Média e Desvio Padrdo para os Eixos X e
Y e Angulos dos grupos experimentais PF 21%, GX 6% e Hibrido (PF15+GX6), comparados aos valores de

referéncia do Modelo Digital.
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Os resultados de baixa fidelidade observados, mesmo na formulacdo hibrida, ilustram
a complexidade da "janela de biofabricagdo" descrita por Zhang et al. (2023) e Ji e
Guvendiren (2017). Este conceito postula que existe um intervalo estreito de propriedades
onde a "processabilidade" (facilidade de extrusao) ¢ a "fidelidade de impressao" (capacidade
de reten¢do de forma) coexistem. Ao priorizarmos a redu¢do da concentragdo de PF para
favorecer a sobrevivéncia celular, o sistema hibrido resultante apresentou propriedades
mecanicas insuficientes para manter a geometria complexa com alta resolucdo. Holland
(2025) argumenta que este descompasso entre a expectativa de design e a realidade
experimental ¢ comum na bioimpressdo por extrusdo, onde a maioria das formulagdes falha

em reconciliar a resolu¢ao necessaria com a sobrevivéncia celular.

A imperfei¢ao no grupo PF 21%, teoricamente mais rigido, pode ser atribuida a
natureza fisica das intera¢des micelares. Aydin (2023) classifica o PF como um material de
"forca mecanica limitada", suscetivel a deformagdo sob seu proprio peso se as condi¢des de
temperatura ndo forem estritamente controladas para manter o empacotamento micelar
maximo. O espalhamento observado sugere que, embora o material gelifique termicamente,
sua recuperacao elastica ndo foi rapida o suficiente para evitar o spreading imediato sobre o

substrato.

No caso especifico da Formulag¢ao Hibrida, embora a GX tenha conferido a capacidade
de impressao, resgatando o PF 15% do estado liquido através de seu comportamento
pseudoplastico descrito por Lai et al. (2024), a estrutura final ainda carece de rigidez estatica.
Talluri et al. (2022) explicam que a estabilidade do filamento depende do equilibrio delicado
entre o indice de comportamento de fluxo (n) e o indice de consisténcia (K). E provavel que a
mistura hibrida tenha apresentado um comportamento de afinamento por cisalhamento
adequado para o fluxo, protegendo as cé¢lulas do estresse mecanico conforme preconizado por
Malekpour e Chen (2022), mas um moédulo de armazenamento (G') em repouso insuficiente
para prevenir a fusdo dos filamentos adjacentes antes da estabilizacdo completa. Portanto, os
dados indicam que a hibridizagdo com GX foi eficaz para viabilizar a extrudabilidade de
concentragoes reduzidas de PF, mas o sistema ainda requer otimizagao possivelmente através
do aumento da concentracdo de GX ou da incorporacdo de um segundo mecanismo de
reticulagdo, para atingir a alta fidelidade necessaria para estruturas anatomicas complexas,

sem comprometer o ganho bioldgico almejado.

6.3. VIaBILIDADE CELULAR E REDUCAO DE CITOTOXICIDADE
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A avaliacdo da citocompatibilidade, realizada por meio da quantificacdo da atividade
metabolica mitocondrial no ensaio de resazurina, revelou uma distingdo funcional rigorosa
entre os polimeros naturais e sintéticos avaliados. Os resultados evidenciaram que o hidrogel
composto exclusivamente por GX a 6% promoveu os indices mais elevados de absorbancia,
indicando uma preservagao superior da integridade celular e do metabolismo dos fibroblastos
L929 em comparagdo aos demais grupos experimentais. Este dado corrobora a literatura que
descreve a GX como um biomaterial altamente citocompativel, cuja estrutura polianidnica e
hidrofilica favorece a interacao celular sem a liberagdao de subprodutos toxicos, mimetizando

as condi¢des fisiologicas da matriz extracelular nativa.

Em contrapartida, a hipétese de que a reducdo da concentragdo do componente
sintético na formulagdo hibrida resultaria em um ganho significativo de viabilidade ndo foi
confirmada estatisticamente pelos dados brutos obtidos. Observou-se que todos os grupos
contendo PF, independentemente da concentracao (21% ou 15%) ou da associacdo com a GX
(Hibrido), apresentaram uma redu¢do acentuada na conversdo de resazurina em resorufina,
caracterizando um perfil de baixa viabilidade celular. A formulacao hibrida otimizada (PF127
15% + GX) nao diferiu estatisticamente dos controles de PF puro, sugerindo que a presenga
do copolimero, mesmo em niveis reduzidos, exerce um efeito deletério predominante sobre a

cultura.

A disparidade metabolica observada entre o hidrogel natural e as formulagdes
contendo o componente sintético, bem como a auséncia de ganho significativo de viabilidade
na estratégia de hibridizagdo, estdo ilustradas na Figura 12, que sumariza os valores médios de
viabilidade celular e seus respectivos desvios padrdo para cada grupo experimental,
normalizados em relagdo ao controle positivo (células em monocamada). Estes dados
numéricos permitem comparar diretamente o desempenho bioldgico da matriz natural pura

(GX 6%) frente as formulag¢des contendo o copolimero sintético em diferentes concentracdes.
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Ensaio de resazurina
60— k%

A 2
-
]

2 40
8
Grupo Experimental Média de Viabilidade (%) Desvio Padrio (SD) @
©

Controle PF 21% 36.1 19.0 g 204
Controle PF 15% 449 59 :t-:
Hibrida (PF 15% + GX 6%) 399 5.7 5

Controle GX 6% 74,5 11,0 0-

Ib\e\e \‘;\o 0+ o\®
& & & 6
x
&
o\o
»

Figura 12 - (A) Os valores de viabilidade (%) celular relativa de fibroblastos L.929 avaliada pelo ensaio de
resazurina, foram normalizados em relagdo ao controle 2D vivo (considerado 100%). Média + Desvio Padrao
(SD) obtidos de quadruplicatas biologicas (n=4). A andlise estatistica indicou diferenca significativa entre os
grupos (p < 0,001). (B) Barras representam média + desvio padrdo da absorbancia. Asteriscos iguais indicam

diferenca estatistica significativa.

A persisténcia da baixa atividade metabdlica nos construtos hibridos pode ser atribuida
a uma combinacdo de fatores fisico-quimicos e biologicos. Primeiramente, a natureza
anfifilica do PF atua como um surfactante que pode interagir com as bicamadas lipidicas das
membranas celulares, comprometendo sua integridade e induzindo citotoxicidade mesmo em
concentragdes moderadas. Adicionalmente, a alta densidade da rede polimérica formada pela
interacao sinérgica entre a GX e o PF pode ter imposto barreiras difusionais severas,
limitando o transporte passivo de oxigénio e nutrientes para o interior do gel. Conforme
descrito em estudos com hidrogéis densos em cultura estatica, essa restri¢ao de transporte cria
microambientes hipdxicos que suprimem o metabolismo mitocondrial € podem levar a

necrose celular precoce, independentemente da toxicidade quimica direta do material.

Outro fator crucial a ser considerado ¢ a possivel limitagdao na disponibilidade de meio
de cultura nutritivo no microambiente celular imediato. A estrutura compacta e a alta
viscosidade da biotinta hibrida podem restringir a difusdo eficiente de fatores de crescimento
e nutrientes essenciais presentes no meio externo para o interior do construto. Essa escassez
nutricional local induz um estado de estresse metabdlico, for¢cando as células a entrarem em
um estado de dorméncia ou quiescéncia para economizar energia. Esse fendmeno corrobora a
hipotese de uma adaptagdo fisiolégica ao ambiente bioinerte e confinado, onde as células
reduzem sua atividade metabdlica basal enquanto tentam remodelar o entorno, resultando em

leituras de absorbancia reduzidas que ndo necessariamente indicam morte celular massiva,
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mas sim um metabolismo deprimido.

Em sintese, os resultados do ensaio de resazurina ilustram o "trade-off
reologico-biologico" descrito por Elango e Zamora-Ledezma (2025): a estratégia de
hibridizacdo foi eficaz para garantir a integridade estrutural (printabilidade), mas a densidade
da rede, a quimica do surfactante sintético e a restricdo nutricional impuseram desafios a
viabilidade imediata. Estes dados sugerem que a otimizagdo futura da biotinta deve focar em
estratégias que aumentem a porosidade da rede ou na reducdo ainda mais agressiva da
concentracdo de PF, possivelmente compensada por maiores teores de polimeros naturais ou

funcionalizacdo com peptideos de adesdo.

6.4. B1oATIVIDADE FUNCIONAL E PRODUCAO DE MATRIZ EXTRACELULAR

A funcionalidade dos construtos bioimpressos e a capacidade dos fibroblastos 1.929 de
remodelarem a matriz sintética foram avaliadas através da quantificacdo de colageno total
depositado, utilizando o método colorimétrico Sirius Red. A andlise dos dados revelou
padrdes distintos de deposi¢ao de MEC, modulados diretamente pela composi¢ao polimérica
e pelas propriedades mecanicas do substrato. A quantificacao espectrofotométrica demonstrou
uma variacao estatisticamente significativa (p < 0,05) na concentracao de coldgeno entre os
grupos experimentais. O grupo PF 21% (Controle Positivo) exibiu a maior concentragdo
absoluta de coldgeno total (0,011 + 0,018 g/mL), seguido pela Formulacao Hibrida (0,007 +
0,006 g/mL ) e, por fim, pelo grupo PF 15% (0,003 + 0,001 g/mL).

A correlagdo entre a estabilidade da matriz e a atividade secretora celular, bem como a
superioridade funcional da formulacdo hibrida em comparagdo ao polimero diluido, estdo

ilustradas na Figura 13.

A predominancia da produ¢do de coldgeno no grupo PF 21%, apesar da viabilidade
celular reduzida observada nos ensaios metabolicos anteriores, pode ser atribuida aos
mecanismos de mecanotransducdo celular. Conforme elucidado por Anil Kumar et al. (2019)
e Williams et al. (2018), a rigidez do substrato (stiffness) atua como um sinal mecanico
primario detectado pelas integrinas, onde ambientes mais rigidos estimulam a tensdo do
citoesqueleto e ativam vias de sinalizagdo que favorecem a sintese de proteinas estruturais.
Este resultado corrobora a hipdtese de que a alta densidade micelar do PF 21% forneceu o
estimulo fisico necessario para induzir uma resposta adaptativa robusta nos fibroblastos

remanescentes.
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Figura 13 - (A) Tabela apresentando os valores de concentracao de colageno (ng/mL$) e Desvio Padrao (SD)
obtidos para os grupos experimentais PF 21%, Hibrida (PF15+GX6), PF 15% e GX 6%. (B) Quantificagdo pelo

ensaio de picrosirius. As barras representam a média + desvio padrdo da absorbancia.

Em contrapartida, o desempenho da Formulagdo Hibrida ¢ particularmente relevante
para a validagdo da biotinta otimizada. Embora inferior ao controle de alta rigidez, a producao
de coldgeno no grupo hibrido foi significativamente superior a do PF de baixa concentracao
(15%). Este dado contrasta com a literatura cléssica revisada por Turnbull et al. (2017), que
classifica o PF isolado como um material que frequentemente carece de compatibilidade
celular a longo prazo. A presenga significativa de colageno na matriz hibrida sugere que a
adicdo de GX mitigou a inércia bioldgica do polimero sintético, fornecendo um suporte
estrutural estavel, descrito por Suhail et al. (2023) como uma rede entrelagada resistente a

erosao, que permitiu a ancoragem e a funcionalidade celular.

A deteccdo de colageno ¢ um indicador fundamental de sucesso da biotinta, pois
valida a transi¢do de um hidrogel passivo para um microambiente instrutivo. Volova et al.
(2023) destacam que a capacidade de suportar a sintese de coldgeno e glicosaminoglicanos ¢é
um requisito essencial para a regeneracdo de tecidos como a cartilagem e a derme. Além
disso, segundo Javid et al. (2024), em hidrogéis sintéticos que carecem intrinsecamente de
motivos de adesdo RGD nativos, a sobrevivéncia celular depende da rapida secre¢do de MEC
endogena para criar novos pontos de ancoragem via integrinas. Portanto, o resultado do grupo
hibrido confirma que a formulagdo promoveu um ambiente permissivo a remodelagao,
superando a instabilidade fisica observada no grupo de PF 15% puro, onde o colapso
estrutural falhou em fornecer os sinais mecanicos minimos para a indu¢do da sintese de

matriz.
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Por fim, a andlise do grupo GX Pura destacou um desafio técnico na caracterizacao de
biopolimeros complexos. A interferéncia na leitura de absorbancia, causada pela interagdo
inespecifica do corante Sirius Red com as cadeias polianidnicas da GX ou pela turbidez
residual, impediu a quantificagdo precisa neste grupo. Este artefato metodologico ressalta a
necessidade de refinamento nos protocolos de extracdo, sugerindo que a digestdo enzimatica
prévia da matriz pode ser uma alternativa mais adequada para eliminar o background do
material em estudos futuros. Em sintese, os dados validam a Formulacdo Hibrida como um
biomaterial funcional que, ao equilibrar processabilidade e bioatividade, permite a deposigao

de MEC suficiente para iniciar a maturagao tecidual.
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7.  CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo dedicou-se ao desenvolvimento e a caracterizagdo de uma biotinta
hibrida, desenvolvida a partir da associacdo estratégica entre o copolimero sintético PF e o
biopolimero microbiano GX. A conduc¢do desta pesquisa foi norteada pelo objetivo de superar
o "paradoxo da printabilidade-bioatividade", um desafio central na biofabricacdo que busca
reconciliar a necessidade de alta fidelidade estrutural com a manutengdo da viabilidade
biologica em construgdes tridimensionais. A hipotese central sustentava que a funcionalizagao
reoldgica do PF, mediante a incorporagdo de GX, permitiria a redu¢do da concentracdo do
polimero sintético, mitigando sua citotoxicidade intrinseca, sem comprometer a

processabilidade necessaria para a técnica de extrusao.

No ambito reologico, a hibridizagdo demonstrou ser uma estratégia eficaz para a
estabilizacdo da rede polimérica. A caracterizacdo reologica confirmou que a GX atuou como
um agente de reforgo estrutural, ancorando as micelas de PF através de interacdes
intermoleculares, como ligacdes de hidrogénio. Esta interagdo sinérgica elevou a tensdo de
escoamento (yield stress) da mistura, permitindo que a formulagdo hibrida superasse a

instabilidade liquida caracteristica do PF puro em baixas concentragoes.

Contudo, no que se refere a printabilidade final dos construtos, os resultados
experimentais indicaram que, embora a processabilidade tenha sido viabilizada, nenhuma das
formulacdes avaliadas apresentou uma fidelidade geométrica satisfatoria apds a deposicao.
Observou-se que a recuperagdo estrutural imediata nao foi suficiente para impedir
deformacdes ou o espalhamento (spreading) dos filamentos, evidenciando que o equilibrio
entre a fluidez necessaria para a extrusao e a rigidez para a retencao de forma permanece um
desafio critico. Este desfecho corrobora a complexidade da "janela de biofabricagao".
Portanto, conclui-se que ajustes adicionais na formulacdo sdo imprescindiveis em trabalhos
futuros, sugerindo-se a investiga¢do de maiores concentragdes de GX ou a implementagdo de
mecanismos de reticulagdo secundaria para aprimorar a resolucdo e a integridade final das

estruturas impressas.

Em relagdo a resposta biologica, a andlise de viabilidade celular ndao revelou
diferengas estatisticas relevantes entre a formulagao hibrida e os controles de PF. A reducao
da concentracdo de PF para 15% (p/v), embora tedricamente benéfica para diminuir a agdo

surfactante do polimero sobre as membranas celulares, ndo resultou em um ganho
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significativo de sobrevivéncia imediata. A hipotese mais provavel para este cendrio reside na
limitacao nutricional dentro da matriz densa do hidrogel. Conforme elucidado, hidrogéis com
alta densidade polimérica podem impor barreiras severas a difusdo de nutrientes e oxigénio.
Desta forma, para alcancar niveis de viabilidade superiores em estudos subsequentes, faz-se
necessaria a otimizacao da concentragdo interna de meio de cultura e indutores metabolicos na
biotinta, visando mitigar o estresse nutricional e sustentar a homeostase celular nas fases

iniciais pos-impressao.

Apesar das limitagdes de fidelidade e viabilidade imediata, a funcionalidade da
biotinta foi validada pela capacidade de indugdo da sintese de MEC. A deteccdo quantitativa
de colageno nos construtos, confirmada pelo ensaio Sirius Red, demonstra que o material
hibrido ndo atua apenas como um suporte inerte, mas como um microambiente instrutivo
capaz de estimular a atividade secretora dos fibroblastos. A produ¢do de colageno sugere que,
mesmo diante dos desafios metabolicos, a rigidez e a arquitetura da matriz hibrida forneceram
sinais de mecanotransdugdo adequados para a resposta celular, um requisito essencial para a

engenharia de tecidos moles.

Em suma, este trabalho estabeleceu uma base promissora para o desenvolvimento de
biotintas compostas de baixo custo. A formulagdo PF/GX mostrou-se reologicamente estavel
e funcionalmente ativa quanto a producao de MEC. Para a translagao efetiva desta tecnologia,
os proximos passos devem focar prioritariamente no refinamento da fidelidade de impressao e
na suplementagdo nutricional da matriz, visando consolidar um sistema que equilibre com

precisdo a arquitetura complexa e a plena vitalidade biologica.
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