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com microalgas, utilizando bioimpressao 3D com
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INTRODUGAO:

O processo de ossificacdo se inicia quando artérias comecam a penetrar no
pericondrio e avancam dentro da cartilagem calcificada, pois esse processo estimula as células
osteoprogenitoras no pericondrio a se diferenciarem em osteoblastos, assim mudando a
nomenclatura do pericondrio em peridsteo. Com o surgimento de capilares na matriz calcificada
préximas aos periosteos, inicia a troca de tecido cartilaginoso por tecido 6sseo depositado pelos
osteoblastos, criando os centros de ossificacdo primarios, os quais se espalham para realizar a
ossificacdo em direcdo as extremidades (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

Para suprir essa demanda de oxigénio, surgiu a ideia de realizar a bioimpressao de
células osteoblastos juntamente com microalgas, pois sdo capazes de realizar fotossintese e
liberar O2 no meio. Maharjan et al. (2021) fez um estudo envolvendo o crescimento de células
cancerigenas do figado, hepatomas, (HepG2) junto com microalgas. Nesse estudo, foi mostrado
gue os scaffolds de HepG2 que estavam em contato com as microalgas ficaram mais viaveis e
com maior densidade celular, provando que a oxigenac¢do dada pelas algas no periodo que
permaneceram em contato foi suficiente para a proliferacdo e sobrevivéncia das células

hepatomas.

METODOLOGIA:

Bioimpresséo
Para a bioimpressado de ambas as células, foi utilizado a Allevi 2 (Allevi) e o programa

Repetier para desenvolver os G-codes usados para a impressao.

Bioimpressado das microalgas Chlamydomonas reinhardtii
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Para a impresséo e imobilizacdo das microalgas, foi utilizado como biotinta (Bioink) o
hidrogel alginato, o qual foi produzido utilizando os parametros usados por THAKARE et al.,
2021. Os parametros utilizados para a impressao das microalgas com o alginato foram: altura
da camada de 3mm, velocidade da impresséo de 700mm/s e pressao de 35psi. Nos scaffolds
impressos com as microalgas, o nimero de células utilizadas foi 5x10° células/ml. Apds o
crosslinking, o constructo era mantido em meio tris-acetato-fosfato (TAP) junto com meio
Minimo Essencial modificado (Alpha-MEM) na propor¢cdo 1:1 e mantido na estufa em 37°C e
5% de CO2.

Bioimpressao das células MC3T3-E1

Para a impressdo das células pré osteoblastos MC3T3-E1, foi utilizado como biotinta
(Bioink) o hidrogel gelatina metacrilato (GelMA). Esse hidrogel foi produzido usando PBS como
solvente, 10% do volume final de GelMA (Allevi) e 0,5% do volume final de LAP (Allevi). Os
parametros utilizados para a impresséo das células com o GelMA foram: altura da camada de
3mm, velocidade da impressao de 700mm/s e presséo de 10psi. Nos scaffolds impressos com
a MC3T3-E1, o numero de células utilizadas foi 5x10° células/ml. A imobilizacdo das células foi
feita filtrando o GelMA através de um filtro de seringa e adicionado 10uL de uma mistura
contendo 100uL de soro fetal bovino (FBS) e 4uL de antibiético. Depois, o GelMA e a solugéo
sdo misturados com as células imersas em meio Alpha-MEM. Apo6s o crosslinking, o constructo
era mantido em meio tris-acetato-fosfato (TAP) junto com meio Minimo Essencial modificado

(Alpha-MEM) na proporcédo 1:1 e mantido na estufa em 37°C e 5% de CO2.
Crosslinking do alginato

O processo de ligamento quimico das moléculas do alginato foi feito através de uma
solucao de 100mM de CaClz. Apds a impressdao, a solucdo era despejada sobre o scaffold e

mantida por 4 minutos e retirada logo em seguida.
Crosslinking do alginato

O processo de ligamento quimico das moléculas do GelMA foi feito através da exposi¢ao

do construto em luz Ultravioleta (UV) na intensidade de 100% por 20 segundos.
Ensaio de MTT

Os scaffolds foram expostos aos conservantes foi mensurado por um ensaio usando um
sal de tetrazolio amarelo (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio ou MTT).
Essa técnica é usada para avaliar a atividade metabdlica das células, proliferacdo e

citotoxicidade, utilizando a reducdo do MTT em cristais de formazam roxos pela atividade
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metabdlica mitocondrial das células. Depois de 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento, o meio de
cultura foi aspirado, e foi adicionado o MTT (0,5mg/ml em PBS) nos constructos e incubadas
por 2 horas em atmosfera umidificada contendo 5% CO2 a 37°C. O MTT foi aspirado e foi
adicionado 200uL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada pogo para dissolver o MTT. A placa de
12 pocos foi colocada no shaker a 2000RPM por 20 minutos. O conteddo presente nos po¢os
foi transferido para uma placa de 96 pocos para realizar a leitura da absorbancia. A absorbancia
foi determinada em 570nm usando um leitor espectrofotdmetro de placas multipocos (F5

Microplate Reader, Molecular Probes).
Teste de sobrevivéncia

O teste de sobrevivéncia das microalgas celular foi feito em 72 horas, o qual foi semeado
6.10° células em 15 pocos. Em 3 pocos as microalgas foram cultivadas em meio TAP e nos
demais pocos com meio TAP/Alpha-MEM na proporcao 1:1. A placa foi deixada na estufa por

72 horas a 37°C em com atmosfera de 5% de CO:..

Esse teste também foi feito com as células MC3T3-E1, no qual foi feito em 72 horas, o
gual foi semeado 6.10° células em 3 pocos que possuiam meio TAP/Alpha-MEM na proporgéo

1:1. A placa foi deixada na estufa por 72 horas a 37°C em com atmosfera de 5% de COz-.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Bioimpressao dos dois tipos celulares

Nas primeiras tentativas de impressao, houve morte celular
relacionada com contagem celular e tempo de impress&do. A medida e
gue eram feitas novas impressdes, o numero de células que
sobreviviam ao processo de impressdo aumentava, sendo possivel

visualiza-las no microscépio 6tico, demonstrado na imagem ao lado.

Fonte: Foto autoral 1
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Crosslinking dos hidrogeis

O processo de ligacdo quimica de ambos os hidrogeis ndo houve complicacdo, mantendo
a integridade dos materiais ap0s a bioimpressédo, mantendo o formato original do scaffold.

Teste de sobrevivéncia nas microalgas

Nos poc¢os que continham
apenas o meio TAP, houve uma
grande proliferacdo celular,
causando uma confluéncia de
quase 100% do poco, nos
demais pocos houve morte
celular, como demonstrado na
imagem ao lado. A hipdtese
levantada foi que os antibiéticos

usados no meio Alpha-MEM = &
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poderiam interferir no
Fonte: Foto autoral 2

crescimento celular das algas, e

através de artigos cientificos, comprovaram que os dois tipos de antibiéticos usados no meio

interferiam negativamente em 90% na taxa de crescimento (DANI et al., 2022).
Teste de sobrevivéncia nas microalgas

O resultado desse teste mostrou que as células animais sofreram uma diminuicdo na
proliferacdo celular, porém continuaram viaveis e atingiram uma confluéncia de quase 100% na

placa.
Ensaio de MTT

Ao realizar o teste de MTT foi confirmado que as células continuavam metabolicamente
ativas apés as impressdes, como mostrado na imagem ao lado. Porém ndo foi possivel
visualizar a diferenca entre as células MC3T3-E1 impressas sem e com as microalgas, pois nos
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pocos que continham as duas células,
o resultado de OD obtido na leitura &
referente as duas células juntas, com
isso ndo seria possivel visualizar se a
presenca das microalgas causa |

aumento na proliferacdo. O teste foi

feito em uma placa de 12 pocos nos

tempos de 48 e 72 horas.

Ao realizar esse teste

descobrimos outra dificuldade na Fonte: Foto autoral 4

impressédo, caso a impressdo e o

crosslinking do GelMA demorarem para serem feitos, o alginato evapora, causando a morte das
microalgas, em apenas um poco foi possivel realizar os procedimentos no tempo para nao afetar

as algas.

CONCLUSOES:

No presente estudo foi concluido que as células utilizadas sobrevivem ao processo de
bioimpresséao e que sdo compativeis com a mistura dos meios, porém é necessario retirar o
antibiotico presente no meio Alpha-MEM. Para checar a atuacéo direta das microalgas com as

células de pré osteoblasto é necessario realizar novos testes.
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