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RESUMO 

Introdução: A bioengenharia tecidual visa desenvolver substitutos de órgãos e 
tecidos humanos em laboratório. Isso envolve o uso de biomateriais, células e 
fatores de crescimento. A seleção adequada do biomaterial é essencial para 
garantir a adesão, diferenciação e proliferação celular. O hidrogel de gelatina 
Metacrilato (GelMA) é um biomaterial bastante estudado devido às suas 
propriedades biológicas e físicas, especialmente para a bioimpressão. 
Objetivos: os objetivos deste estudo foram: (1) sintetizar hidrogéis de GelMA 
em diferentes concentrações; (2) avaliar as propriedades reológicas 
(viscosidade, tixotropia e fotoreologia) dos hidrogéis de GelMA; e (3) avaliar a 
adesão e proliferação de células derivadas do ligamento periodontal humano 
sobre os hidrogéis de GelMA bioimpressos.  Materiais e Métodos: foi 
sintetizada gelatina metacrilada (GelMA) pela reação de gelatina com anidrido 
metacrílico. Hidrogéis com 0.5% lítio fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato 
(fotoiniciador) e 5, 10, 15% e 20% de GelMA foram confeccionados. Células 
foram isoladas e dispersas nos hidrogéis de GelMA na concentração de 105 

células/mL. A proliferação celular nos constructos foi mensurada pelo ensaio 
alamarBlue com 24 e 72 horas de semeadura e ensaio de CCK-8 com 24 horas. 
Para confirmar a metacrilação da gelatina, após a liofilização o produto da 
síntese foi submetido a análise de ressonância magnética de prótons 1H RMN. 
Os ensaios mecânicos, reológicos e fotoreologicos foram mensurados em um 
reômetro com uma geometria de cone e placa. Os dados foram submetidos a 
ANOVA de fator único, teste de Tukey e análise de correlação de Pearson 
(α=0,05). Resultados: O grau de metacrilição foi calculado em 82%. A 
concentração de 5% GelMA apresentou uma viscosidade cerca de 1 a 4 ordens 
de grandeza menor do que as demais concentrações. A área de histerese dos 
hidrogéis se mostrou maior com o aumento da concentração de GelMA. A 
redução de alamarBlue mostrou resultados semelhantes entre os grupos, assim 
como a redução de CCK-8. Conclusão: A análise confirmou a metacrilização 
bem-sucedida da gelatina. A viscosidade e as propriedades reológicas dos 
hidrogéis de GelMA variam de acordo com a concentração do GelMA, porém 
essa concentração não mostrou diferença significativa na proliferação celular. 
Logo, o hidrogel a 20% GelMA, que apresentou maior tixotropia, é indicado o 
mais promissor para avaliação de bioimpressão. 

 

Palavras-chave: GelMA. Proliferação celular. Reologia. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Introduction: Tissue bioengineering aims to develop substitutes for human 
organs and tissues in the laboratory. This involves the use of biomaterials, cells 
and growth factors. Proper selection of the biomaterial is essential to ensure cell 
adhesion, differentiation and proliferation. Methacryloyl gelatin hydrogel (GelMA) 
is a biomaterial under study due to its biological and physical properties, 
especially for bioprinting. Aim: the objectives of this study are: (1) to synthesize 
GelMA hydrogels in different concentrations; (2) evaluate the rheological 
properties (viscosity, thixotropy and photorheology) of GelMA hydrogels; and (3) 
evaluate the adhesion and proliferation of cells derived from the human 
periodontal ligament on GelMA hydrogels. Method: methacrylated gelatin 
(GelMA) will be synthesized by reacting gelatin with methacrylic anhydride. 
Hydrogels with 0.5% lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate and 5%, 
10%, 15% and 20% GelMA will be synthesized. Cells were isolated and 
dispersed in GelMA hydrogels at a concentration of 105 cells/mL. Cell viability 
in the constructs will be measured by the alamarBlue assay at 24 and 72 hours 
of seeding, and CCK-8 assay at 24 hours. To confirm the methacrylation of 
gelatin, after lyophilization, the synthesis product will be subjected to 1H NMR 
proton magnetic resonance analysis. Mechanical, rheological and 
photorheological tests will be measured in a rheometer with a cone and plate 
geometry. The data will be subjected to single-factor ANOVA, Tukey test and 
Pearson correlation analysis (α=0.05). Results: The degree of methacrylyl was 
calculated as 82.2% and 82%. The 5% GelMA concentration presented a 
viscosity approximately 1 to 4 orders of magnitude lower than the other 
concentrations. The hysteresis area of the hydrogels was found to be larger with 
increasing GelMA concentration. The reduction in alamarBlue showed similar 
results between groups, as did CCK-8 reduction. Conclusion: The analysis 
confirmed the successful methacrylization of gelatin. The viscosity and 
rheological properties of GelMA hydrogels vary according to the concentration 
of GelMA, but this concentration did not show a significant difference in cell 
viability. Therefore, the 20% GelMA hydrogel, which showed greater thixotropy, 
is indicated as the most promising for bioprinting evaluation. 

 

Keywords: GelMA. Cell proliferation. Rheology. 
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1 INTRODUÇÃO  

 A bioengenharia tecidual contempla diversas áreas do conhecimento 

científico, sendo responsável pelo desenvolvimento de substitutos de órgãos e 

tecidos humanos realizados em laboratório, bem como de sua regeneração e, 

portanto, de melhorias estéticas e funcionais (1). Desta forma, seu 

desenvolvimento está atrelado diretamente a evolução da medicina 

regenerativa.  

 A engenharia dos tecidos está fundamentada em um tripé composto pela 

matriz de suporte celular (biomaterial), pelas células, e pelos fatores de 

crescimento (2). O biomaterial deve servir de suporte para adesão, 

diferenciação e proliferação celular (2). Características estas, determinadas em 

função da topografia, da composição química, da estrutura e da energia de 

superfície do tecido alvo (2). As características ideais de uma matriz de suporte 

celular para engenharia tecidual são: estruturas tridimensionais, sólidas, que 

fornecem sítios para adesão e crescimento celular; porosidades em tamanho e 

quantidade suficiente para permitir a troca de metabólitos com o meio; taxa de 

degradação compatível com a taxa de neoformação tecidual; e propriedades 

mecânicas compatíveis com as solicitadas ao tecido alvo (3).  

 No campo médico odontológico, pode-se destacar o uso da 

bioimpressão, que se assemelha a impressão 3D, mas consiste na impressão 

de materiais biocompatíveis e biodegradáveis, associados a biomoléculas 

indutoras, e células (4). Mesmo podendo ser de extrema utilidade, o uso da 

bioimpressão ainda não é totalmente viável, necessitando de mais estudos para 

seleção de uma tríade ideal de biomaterial, células e fatores indutores, que 

favoreçam a diferenciação celular, apresentem propriedades mecânicas 

compatíveis com o tecido alvo e mantenha alta proliferação celular.  

 Com este propósito, a seleção do material ideal para a produção do 

arcabouço celular é extremamente importante, visto estar diretamente 

associada as propriedades mecânicas, reológicas, capacidade de impressão 

(printabilidade), e proliferação celular (5). As matrizes de suporte celular podem 

ser construídas com materiais naturais, como colágeno e gelatina ou com 

materiais sintéticos, como poliésteres bioabsorvíveis. Também podem ser 
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utilizados materiais poliméricos, materiais inorgânicos ou compósitos, que 

associam ambas as categorias buscando o melhor desempenho de cada um 

(5). Um dos biomateriais bastante estudado para aplicações na engenharia 

tecidual é o hidrogel de gelatina Metacrilato (GelMA), devido suas 

características biológicas e físicas, como: permitir a adesão e proliferação 

celular, fácil aderência ao sítio em que será aplicado, biocompatibilidade e 

capacidade de mimetizar as matrizes extracelulares (5, 6). O GelMA, associado 

com fotoiniciadores, pode ser utilizado com diferentes tipos de linhagens 

celulares e permite a agregação de diferentes moléculas bioativas na 

dependência do tecido alvo (5). 

 Os hidrogeis de GelMA exibem propriedades reológicas interessantes, 

como a pseudoplasticidade e tixotropia (7), que favorecem a sua bioimpressão, 

tornando-os adequados para várias aplicações biomédicas, como a 

regeneração tecidual óssea (5). Entretanto as propriedades reológicas dos 

hidrogeis a base de GelMA variam de acordo com diversos fatores como, grau 

de metacrilação, concentração do GelMA, tipo e concentração de fotoiniciador, 

grau de reticulação da rede (5). Altas propriedades mecânicas são obtidas com 

géis mais viscosos e são desejáveis na engenharia dos tecidos ósseos para 

suportar as cargas mecânicas incidentes no local (5). Entretanto, o aumento da 

viscosidade do gel, tende a aumentar as tensões cisalhantes sobre as células 

ao passarem pela agulha durante a bioimpressão por extrusão, podendo 

comprometer a proliferação celular (5, 8).  
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 2 REVISAO LITERATURA  

 

2.1 GelMA 

 A gelatina metacrilato (GelMA) foi mencionado pela primeira vez em 

2000 por Van Den Bulcke et al., é produzida através da reação de gelatina com 

anidrido metacrílico (9), na qual grupos de metacrilato são inseridos nos grupos 

laterais da gelatina, contendo amina. A solução de GelMA pode formar 

hidrogéis que são irreversivelmente reticulados através de ligações covalentes 

quando submetidos a radiação ultravioleta (UV), na presença de um 

fotoiniciador (10). 

 Em linhas gerais, o GelMA caracteriza-se por ser um material 

fotorreticulável, de baixo custo e seguro para engenharia de tecidos, capaz de 

promover a proliferação, migração e disseminação celular em ambientes 3D 

(10). O GelMA tornou-se um biomaterial atraente nos últimos anos para a 

engenharia de vários tecidos, como ósseo e vascular, uma vez que fornece às 

células sinais biológicos e mecânicos, como adesão e proliferação celular, e 

sua funcionalização permite adaptar propriedades físico-químicas específicas 

(10). Portanto, pesquisas futuras com GelMA devem se concentrar na 

convergência de tecnologias de biofabricação e engenharia de tecidos para 

criar equivalentes de tecidos de volumes grandes, bem definidos e funcionais 

após a maturação (10). 

 

2.2 Propriedades físico-químicas 

 As propriedades físico-química dos hidrogéis GelMA são afetadas por 

uma variedade de fatores, incluindo a concentração de GelMA, concentração 

do fotoiniciador, métodos de fotopolimerização, tempos de fotopolimerização, 

dose ultravioleta (UV) durante a fotoiniciação, eficiência da substituição do 

metacriloil, condições de reticulação e características geométricas (6, 9, 11). 

 A quantidade de anidrido utilizado tem influência tanto na taxa de 

intumescimento, como na rigidez do GelMA. Em geral, uma alta relação 
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anidrido/gelatina pode levar a uma menor taxa de intumescimento e uma maior 

rigidez do material (12). O grau de substituição (metacrilização) em torno de 12% 

resultou em uma taxa de intumescimentos de 19% de sua massa, enquanto um 

grau de substituição em torno de 71% resultou em uma taxa de intumescimento 

de 6,8% (12). 

 Em estudo que avaliou o efeito do grau de metacrilação e da 

concentração do GelMA na resistência mecânica (kPa), observou-se que o 

hidrogel com 85% de grau de metacrilação em uma porcentagem de 10% 

GelMA apresentou uma resistência mecânica de 9,8 kPa enquanto o hidrogel 

de 100% de grau de metacrilato apresentou 14,2 kPa na mesma concentração. 

Enquanto o mesmo hidrogel, com a concentração de 15% de gelatina 

apresentou uma resistência mecânica de 31,2 e 56,0 kPa com grau de 

metacrilação de 85% e 100% respectivamente (11). 

 As curvas de tensão-deformação em ensaio de compressão mostraram 

uma correlação positiva entre as concentrações de GelMA e o módulo de 

elasticidade por compressão, devido a um aumento da densidade de 

reticulação em concentrações mais altas de GelMA, variando de menos de 5 

kPa (5% GelMA) a 110 kPa (20% GelMA) (13) e de 5kPa (5% GelMA) a 180 

kPA (20% GelMA) (14). 

 Já o tamanho dos poros dos hidrogéis GelMA são inversamente 

proporcionais à concentração de GelMA usada durante a síntese. 

Concentrações de GelMA de 5 e 25 (p/v)%  produziram média de diâmetros de 

poros de 34 e 4 μm, respectivamente (15). 

 As propriedades físicas dos hidrogéis desenvolvidos podem ser 

facilmente modificadas variando a concentração do hidrogel. A tabela 1 

apresenta um resumo das propriedades físicas do GelMA com diferentes 

concentrações.  
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Tabela 1: Propriedades físicas do GelMA em diferentes concentrações 

*Fonte: Zhao et al. 2015 

  

 

 

Concentração    
de GelMA 

Módulo 
compressivo  

Módulo              
de 
tração 

Resistência        
à tração 

Alongamento        
na ruptura 

Proporção de 
intumescimento 

Degradação                                 
[%]* 

 

[%]* [kPa]* [kPa]* [kPa]* [%]* [%]* 
3 
dias 

7 
dias 

56 
dias 

 

5 3 ±1 9 ± 1 4±1 40 ± 6 1476 ± 28 100 100 100  

7,5 14 ± 2 17 ± 2 7 ± 1 39 ± 5 1273 ± 26 
80 
± 5 

100 100  

10 26 ± 3 57 ± 9 18 ± 1 34 ± 5 719 ± 24 
30 
± 2 

65 
± 3 

100  

15 89 ± 9 
153 ± 
18 

24 ± 2 27 ± 5 567 ± 19 
20 
± 3 

35 
± 4 

100  

20 108 ± 8 
194 ± 
16 

29 ± 3 22 ± 4 470 ± 9 
8 ± 
1 

24 
± 4 

80 ± 
7 
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Variando a concentração da solução de pré-polímero GelMA, as propriedades 

físicas e biológicas dos hidrogéis resultantes podem ser adequadamente 

controladas para atender requisitos desejados.  Hidrogéis de concentrações 

mais altas apresentaram melhor rigidez do material, para adesão celular e 

suportar cargas mecânicas. Concentrações mais baixas de GelMA 

apresentaram maior alongamento na ruptura, portanto, em casos em que a 

capacidade de deformação antes da ruptura é desejada eles seriam mais 

indicados, lembrando de considerar outras características desejadas também. 

A taxa de degradação indica a capacidade do material de se decompor ao longo 

do tempo e pode ser um fator importante a ser considerado ao selecionar um 

hidrogel de GelMA, já que a há uma relação entre concentração de GelMa e 

taxa de degradação. 

 O aumento da concentração de GelMa também resulta em um aumento 

na viscosidade, por aumentar a densidade de ligações cruzadas no material 

(17). Já o aumento do grau de metacrilação resulta em redução da viscosidade 

pela diminuição do tamanho médio dos segmentos das cadeias poliméricas 

(16). 

 A exposição total aos raios UV é um parâmetro sensível para controlar a 

rigidez e o intumescimento dos hidrogéis GelMA (14, 17). Os módulos 

compressivos dos hidrogéis 20% GelMA reticulados por 30 min foram mais de 

dez vezes maiores do que os reticulados por 5 min, enquanto os hidrogéis 

reticulados por 10 min foram mais de seis vezes maiores do que os reticulados 

por 5 min. (14). A taxa efetiva de intumescimento também é altamente 

dependente da exposição aos raios UV, diminuindo de 60% com 5 minutos de 

exposição para intumescimento insignificante após 25 ou mais minutos de 

exposição aos raios UV (14). 

 A taxa efetiva de intumescimento também é altamente dependente da 

exposição aos raios UV, diminuindo de 60% com 5 minutos de exposição para 

entumescimento insignificante após 25 ou mais minutos de exposição aos raios 

UV (14). 
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2.3 Reologia 

 A viscoelasticidade do hidrogel GelMA pode ser caracterizada pela 

medição da oscilação de cisalhamento em pequenas deformações. As 

medições de reologia baseadas em modos de deformação de cisalhamento 

oscilatório são realizadas com um reômetro equipado com placas ásperas 

paralelas (9). 

 As propriedades físicas, como a viscosidade, dos hidrogéis de gelatina 

modificada com metacrilamida são fortemente afetadas pela concentração total 

de polímero, quanto maior a concentração de polímero, maior o módulo elástico 

e viscoso dos hidrogéis (18). 

 A  metacrilização mais ampla (100%) do GelMA em concentrações de 

10%, 15% e 20% em peso resultou em uma viscosidade menor (média de 8,5 

mPa.s) a uma temperatura de 37 ºC. Por outro lado, uma metacrilização mais 

limitada (85%) do GelMA resultou em uma viscosidade maior (média de 90,2 

mPas.s) na mesma temperatura (11). 

 O hidrogel de GelMA exibe pseudoplasticidade. A pseudoplasticidade é 

uma propriedade reológica na qual a viscosidade diminui com o aumento da 

taxa de cisalhamento aplicada ao material. Isso significa que o hidrogel de 

GelMA se torna menos viscoso e mais fluido quando submetido a forças de 

cisalhamento, como agitação ou impressão 3D (19). 

 

2.4  Estudos in vitro 

 Os três elementos-chave da engenharia de tecidos são células, fatores 

de crescimento e scaffolds. Portanto, envolve o crescimento de células em um 

ambiente tridimensional (3D) apropriado, conhecido como scaffold, guiado por 

fatores de crescimento apropriado (10). A principal função de um scaffold é 

replicar a estrutura da matriz extracelular natural que auxilia a proliferação, 

diferenciação e biossíntese de células. Além disso, um scaffold é colocado no 

local de um defeito para auxiliar a regeneração e impedir que células invasoras 

indesejáveis ocupem o espaço do defeito (10). 
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 Os hidrogéis à base de GelMA, tem sido amplamente utilizado como 

scaffold para engenharia tecidual pois promovem a adesão e o crescimento 

celular, além de facilitarem a remodelação celular (6), mimetizando a matriz 

extracelular. Além disso, a modificação das condições durante a síntese do 

GelMA permite o ajuste preciso das propriedades do hidrogel para acomodar o 

tecido alvo e garantir a sobrevivência celular, ou seja, ao modificar as condições 

durante a síntese do GelMA, é possível alterar as características do hidrogel 

para torná-lo mais adequado para suportar e manter as células de um tecido 

específico (6). 

 Em estudo para avaliar a viabilidade e a capacidade de crescimento de 

células-tronco mesenquimais (hMSCs) em diferentes concentrações de GelMA 

foi realizado um ensaio em que as hMSCs foram inseridas ao hidrogel de de 

GelMA e bioimpressas, e após a bioimpressão, as estruturas de hidrogel foram 

cultivadas por 7 dias em condições estáticas. No dia 1, as viabilidades das 

hMSCs monocultivadas foram relativamente baixas, em torno de 50%, 

provavelmente devido ao estresse externo causado pelo processo de 

bioimpressão. No entanto, após 7 dias de cultura, as viabilidades das hMSCs 

aumentaram para 77%, indicando que as células permaneceram proliferativas 

nas fibras de hidrogel bioimpressas. Os resultados mostraram que a quantidade 

de dsDNA nas fibras bioimpressas foi significativamente maior do que nas 

hMSCs monocultivadas, indicando um aumento na proliferação celular ao longo 

do tempo. Esses resultados sugerem que as hMSCs encapsuladas em GelMA 

apresentaram viabilidade e capacidade de proliferação, o que é essencial para 

o desenvolvimento de construções de tecido ósseo bioimpressas (20). 

 Um estudo in vitro, mostrou boa biocompatibilidade do GelMA, podendo 

chegar a 96%, para o GelMA baseado em dois tipos de gelatina. A gelatina tipo 

B (livre de endotoxinas) e tipo A (com altos níveis de endotoxinas), sendo que 

o último apresentou reações inflamatórias, possivelmente causadas por altos 

níveis de endotoxinas. A ausência de atividade pró-inflamatória forneceu uma 

primeira prova de compatibilidade imunológica para o GelMA baseado em tipo 

B. A presença das endotoxinas pode obscurecer as observações influenciando 

o comportamento celular (por exemplo, estimulação da osteogênese) ou podem 
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provocar outros efeitos indesejados, este aspecto é geralmente subestimado 

no campo (21). 

 Uma análise quantitativa da viabilidade celular foi realizada utilizando o 

kit Live/Dead Assay e o CCK-8. Os resultados mostraram que três grupos de 

hidrogéis apresentaram boa viabilidade celular, com valores acima de 85% no 

dia 1 e 90% no dia 7. Sendo os três grupos: um hidrogel de GelMA puro a 10%, 

grupo GelMA/ECM que consiste em combinação do hidrogel GelMA com 

partículas de matriz extracelular (ECM), derivadas de tecido cartilaginoso 

natural, e grupo GelMA/ECM-PFS, que é uma versão modificada do grupo 

GelMA/ECM, onde as partículas de ECM são modificadas com o peptídeo PFS. 

Todos o scaffolds, produzidos a partir da reticulação dos géis em um molde 

cilíndrico, propiciaram o crescimento celular (22). 

 Têm-se observado, que o hidrogel GelMA fornece um microambiente 

que promove a diferenciação osteogênica de células-tronco, sendo capaz de 

desencadear a deposição mineral em osteoblastos humanos normais primários 

na ausência de quaisquer fatores osteogênicos exógenos (10).  Scaffolds 

preparados com 5% de GelMA exibiram uma maior deposição de cálcio em 

comparação com os preparados com 10% de GelMA, sugerindo que a 

concentração desse componente pode influenciar a capacidade dos hidrogéis 

em promover a diferenciação celular. Além disso, scaffolds contendo 5% de 

GelMA, ao serem semeados com células-tronco mesenquimais, demonstraram 

uma maior capacidade de promover a calcificação da matriz extracelular em 

comparação com aqueles contendo 10% de GelMA. Esse efeito pode ser 

atribuído à maior porosidade e tamanho dos poros observados no hidrogel 

formado com menor concentração de GelMA em condições in vitro (8,23). Na 

avaliação de hidrogéis de GelMA irradiados em moldes cilíndricos, células-

tronco mesenquimais da medula óssea (BMSCs) foram isoladas e cultivadas e 

demonstraram capacidade de diferenciação multidirecional (14). Após 14 dias 

de cultura em meio de indução osteogênica, a coloração com vermelho de 

alizarina mostrou grande quantidade de calcificação da matriz com formação 

de nódulos de cálcio, indicando que as BMSCs eram capazes de diferenciação 

osteogênica (22). Com o objetivo de avaliar o efeito da diferenciação 

osteogênica influenciada pela concentração de polímeros, células-tronco 
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mesenquimais (MSCs) isoladas da medula óssea de ratos foram semeadas em 

scaffolds de GelMA, os quais foram cultivados em meio osteogênico. Utilizando 

hidrogéis de alginato-GelMA com diferentes composições e concentrações 

para analisaram-se a viabilidade celular, diferenciação osteogênica e a 

expressão gênica por meio de ensaios de coloração histoquímica, PCR em 

tempo real e imunofluorescência. Resultados mostraram que a adição de 

GelMA ao hidrogel de alginato reduziu a elasticidade da matriz, afetando a 

viabilidade e a diferenciação osteogênica das MSCs encapsuladas. A presença 

de GelMA aumentou a viabilidade celular, mas diminuiu a diferenciação 

osteogênica. Além disso, a presença de sinais indutores foi confirmada como 

sendo importante para a diferenciação osteogênica das MSCs. O estudo 

demonstrou a importância da elasticidade da matriz e dos sinais indutores no 

controle do destino e função das células encapsuladas nos hidrogéis (24). 

 

2.5 Fotoiniciador 

 O fotoiniciador fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de lítio (LAP) se tornou 

uma opção promissora como fotoiniciador para aplicações de encapsulamento 

celular em hidrogéis, já que mostrou  alta solubilidade em água,  LAP é mais 

solúvel em água do que outros fotoiniciadores, como o I2959, o que facilita a 

sua utilização em sistemas aquosos, mostrou também eficiência de 

polimerização, demonstrou ter taxas de polimerização mais rápidas quando 

exposto a uma fonte de luz com comprimento de onda de 365 nm, tornando-o 

eficiente na formação de hidrogéis, e também sua proliferação celular, os 

hidrogéis iniciados com LAP mostraram alta proliferação celular, com 

sobrevivência de 95% ou mais para células encapsuladas em fibroblastos (25). 

 Tanto a luz ultravioleta quanto a luz visível podem iniciar a 

fotorreticulação utilizando fotoiniciadores, como o Irgacure 2959 e Eosin Y, 

onde o Irgacure pode ser mais indicado devido à sua menor toxicidade e à 

capacidade de iniciar a reticulação do hidrogel de GelMA usando luz visível (9), 

eliminando assim os potenciais efeitos colaterais de longo prazo nas células 

gerado pela luz UV. Embora a atividade celular não seja afetada na exposição 

de curto prazo, o uso de luz ultravioleta pode ter efeitos colaterais potenciais 
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de longo prazo nas células (9). Portanto concentrações mais baixas de 

fotoiniciadores são adequadas para minimizar a toxicidade e obter taxas de 

polimerização razoáveis no Gelma (25). 

 

2.6 Estudos in vivo 

 Diversas aplicações de GelMA na área médico odontológica tem sido 

relatadas em estudos in vivo (26, 27, 28).  

 Em um estudo, hidrogéis GelMA foram desenvolvidos para avaliar seus 

efeitos na angiogênese na membrana corioalantóica de embrião de galinha 

(CEA). Amostras estéreis de hidrogel GelMA, foram depositadas na membrana. 

No grupo em que houve a aplicação de GelMA, a espessura, quantidade de 

pontos de ramificação e comprimento de vasos sanguíneos formados foram 

superiores ao grupo controle, porém não apresentaram significância estatística 

(26). 

 Estudo envolvendo a implantação de scaffolds de GelMA subcutânea no 

dorso de ratos mostrou uma resposta inflamatória moderada, com a presença 

de macrófagos e células granulares na cápsula de tecido conjuntivo circundante. 

No estudo, os condrócitos foram isolados da cartilagem costal de ratos recém-

nascidos e misturados com os hidrogéis de colágeno tipo I e GelMA.  A 

formação de cartilagem foi observada nos grupos de animais que receberam 

ambas as scaffolds, indicando que as células presentes nos hidrogéis 

contribuíram para a formação do tecido cartilaginoso.  A análise histológica e 

imuno-histoquímica revelou a presença de colágeno tipo I e II nas células do 

novo tecido formado (27). Outro estudo também mostra que o uso de hidrogel 

Gelma associado a diferentes concentrações de PRP (Plasma Rico em 

Plaquetas) em bioimpressão mostra efeitos positivos na proliferação, migração 

e diferenciação de células-tronco mesenquimais da medula óssea (BMSCs) e 

promove a polarização de macrófagos para o fenótipo anti-inflamatório M2. 

Além disso, em um modelo de coelho, o hidrogel PRP-GelMA mostrou melhor 

regeneração da cartilagem e do osso subcondral em comparação com o 

hidrogel GelMA puro (29). 
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 Estudo utilizando células pré-diferenciadas 3T3-L1 (preadipócitos) e 

hUVECs (células endoteliais vasculares) para induzir a formação de adipócitos 

(células de gordura) nos scaffolds compostos de GelMA/CS (CaSiO3) 

impressos em 3D. Os resultados mostraram que os scaffolds promoveram a 

proliferação, migração, e angiogênese das células endoteliais vasculares in 

vitro. Além disso, em um modelo de implantação subcutânea em camundongos, 

os scaffolds de GelMA puro estimularam a formação de tecido adiposo e vasos 

sanguíneos após três semanas. Esses resultados indicam que os scaffolds de 

GelMA/CS e GelMA puro têm um efeito benéfico na angiogênese e na 

regeneração de tecido adiposo vascularizado (28). 

 Um estudo in vivo, scaffolds de GelMA bioimpressas foram implantados 

em defeitos ósseos críticos na calota craniana de ratos, e observou-se que os 

tecidos vascularizados construídos apresentaram excelente desempenho na 

neoformação óssea. Além disso, a biossegurança dos scaffolds também foi 

avaliada e não foram observados efeitos adversos em órgãos como coração, 

fígado, baço, pulmão e rim (30). Estudo onde hidrogéis de GelMA a 5% 

carregados de osteoblastos para a fabricação de scaffolds implantadas entre 

tendão e osso de ratos demonstrou sinais de diferenciação osteogênica, 

mostrando a expressão aumentada do marcador Runx2, que é um fator de 

transcrição relacionado à formação óssea. Isso indica que o GelMA e a 

abordagem de estratificação celular utilizada no estudo foram capazes de 

promover a diferenciação osteogênica na interface entre tendão e osso (31). 

 O uso do Gelma também foi avaliado na regeneração pulpar, em estudo 

que analisou segmentos de raiz dentária preenchidos com GelMA acelular, 

GELMA encapsulado com células-tronco da polpa dental humana (hDPSCs) e 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) em contraste com 

controle sem material. Os segmentos de raízes foram implantados no dorso de 

ratos nudes por 4 a 8 semanas e mostraram que nos implantes preenchidos 

com GelMA encapsulado com hDPSCs e HUVECs, houve um aumento na 

celularidade, formação de tecido pulpar robusto e formação de neovasos 

organizados. Nos implantes preenchidos com GelMA acelular, também houve 

infiltração celular e formação de neovasos, mas em menor grau. Já nos 
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implantes sem material, houve infiltração celular, mas com menor organização 

do tecido pulpar (32). 

 O estudo realizou testes de proliferação celular utilizando células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo (AD-MSCs) encapsuladas em 

hidrogéis de GelMA suplementados com plasma rico em plaquetas (PRP). 

Foram realizados testes de viabilidade celular utilizando a coloração de 

calceína-AM e o ensaio CellTiter-Blue (CTB) em diferentes concentrações de 

PRP e GelMA. Os resultados mostraram que a adição de PRP aumentou a 

viabilidade e a proliferação celular, especialmente em hidrogéis com maior 

concentração de PRP. Além disso, a adição de PRP também promoveu a 

diferenciação osteogênica das AD-MSCs. Esses resultados sugerem que os 

hidrogéis de GelMA suplementados com PRP podem ser uma ferramenta 

valiosa para cultura tridimensional de células e aplicações de engenharia de 

tecidos (33). 

 Em um estudo in vivo para avaliar a eficácia dos condutos de hidrogel 

de GelMA na reparação de lesões na medula espinhal. Foram utilizados ratos 

com lesão completa da medula espinhal. Após o tratamento, as células-tronco 

neurais (NSCs) foram implantadas e cultivadas em meio de proliferação por 1 

dia e, em seguida, transferidas para o hidrogel, que foi implantado nos locais 

lesionados da medula espinhal dos ratos. Observou-se que o grupo com uso 

de GelMA apresentaram uma maior presença de neurônios em relação ao 

grupo controle (sem nenhum material) (34). 
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3 OBJETIVO 

 Dado o exposto, os objetivos deste estudo foram: (1) sintetizar hidrogéis 

e matrizes bioimpressas de GelMA em diferentes concentrações; (2) avaliar as 

propriedades reológicas (viscosidade, tixotropia e fotoreologia) dos hidrogéis 

de GelMA; e (3) avaliar as propriedades biológicas de adesão e proliferação de 

células derivadas do ligamento periodontal humano semeadas sobre os 

hidrogéis de GelMA ou bioimpressas com eles. A hipótese nula do estudo é que 

os hidrogéis não apresentem diferenças quanto as propriedades reológicas e 

ao crescimento celular em função das concentrações de GelMA.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Síntese da Gelatina-Metacrilato 

 Na síntese da Gelatina-Metacrilato (GelMA), macrômeros de gelatina 

contendo grupos primários de amina foram reagidos com anidrido metacrílico 

para adicionar grupos pendentes de metacrilato. 

 De forma resumida, 10% gelatina de pele suína tipo A foi misturada a 

solução tampão fosfato salino de Dulbecco (DBPS), à 60 ºC, até completa 

dissolução. Sob agitação, 2,5% anidrido metacrílico foi adicionada à solução de 

gelatina, à 50 ºC em taxa de 0,5 mL/min e mantido por 1 hora. A solução foi 

diluída 5x em DBPS a 40 ºC para parar a reação, a mistura foi dialisada contra 

água destilada utilizando tubo de diálise de 12-14 kDa (Sigma Aldrich) por 1 

semana a 40oC para remover sais e ácido metacrílico. A solução foi liofilizada 

e armazenada a temperatura ambiente até o uso posterior (16). 

 Para confirmar a metacrilação da gelatina, após a liofilização o produto 

da síntese foi submetido a análise de ressonância magnética de prótons 

1H RMN em espectrômetro Gemini de 200MHz). Na técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), pulsações de radiofrequência são aplicadas a uma 

amostra imersa em um campo magnético de alta intensidade. A absorção de 

energia pelos núcleos atômicos é seletiva, dependendo das propriedades 

magnéticas de cada núcleo. Os sinais de RMN captados refletem o ambiente 

eletrônico do núcleo e os movimentos das moléculas.  A intensidade dos 

prótons em todos os espectros 1H RMN foi normalizado contra o sinal de 

normalização de referência centrado em 7,31 ppm (3H), que corresponde aos 

prótons aromáticos dos aminoácidos fenilalanina que são quimicamente 

passivos na reação de metacrilação da gelatina e permanecem intactos. 

 O grau de metacrilação foi quantificada pela equação abaixo, pois a 

intensidade da proporção dos sinais integrados dos prótons de metileno lisina 

e hidrolisina centrados em 3 ppm foram desaparecendo nos GelMAs em 

relação à gelatina pura. 
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%Metacrilada= [ 1 – ( 
Áோா஺ ஽ை ௉ூ஼ை ஽ை ொ்ூ௅ாேை ஽஺ ௅ூௌூே஺ ஽஺ ீா௅ିெ஺ ) 

Áோா஺ ஽ை ௉ூ஼ை ஽஺ Áோா஺ ஽஺ ௅ூௌூே஺ ொ்ூ௅ாேை ஽஺ ீா௅஺்ூே஺
] ∗  100 

 

 Outra maneira de se calcular a integração foi integrar a área do pico 

centrado em 7,31 referente aos prótons aromáticos da fenilalanina, e integrar o 

pico em 5,4 referente a um dos prótons vinílicos do GEL-MA. Desta forma teria-

se a seguinte correlação:  

 

%Metacrilada= [ 1 – ( 
Áோா஺ ஽ை ௉ூ஼ை ௉ோை்ைே ௏ூேூ௅ூ஼ை ீா௅ିெ஺ ) 

Áோா஺ ஽ை  ௉ூ஼ை ோாிாோாே஼ூ஺ ௉ோÓ்ைேௌ ஺ோைெÁ்ூ஼ைௌ 
] ∗  100 

 

4.2 Síntese do Hidrogel 

 Para criar uma rede de hidrogel, a gelatina-metacrilato é reticulada 

usando irradiação UV na presença de um fotoiniciador. O macrômero GelMA 

liofilizado sintetizado foi misturado nas concentrações de 5, 10, 15 e 20% em 

DPBS com 0,5% (p/v) lítio fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato (L-TPO), como um 

fotoiniciador, a 40oC, até a completa dissolução. 

 

4.3 Análises Reológicas 

Neste estudo, a caracterização reológica dos materiais foi realizada utilizando 

um reômetro PHYSICA MCR300 (Paar Physica), equipado com uma geometria 

de cone e placa, com ponta CP25-1/Ti, que apresenta 24,95mm de diâmetro e 

concentricidade de 19µm (Figura 1A).  
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Figura 1: (A) reômetro do tipo cone/placa utilizado nas análises reológicas; (B) Análise de 

fotoreologia, mostrando o cone em contato com a placa e o hidrogel sendo irradiado por baixo 

da placa.  

 

 Hidrogéis nas concentrações de 5, 10, 15 e 20% foram analisados (n=3) 

quanto a viscosidade em função da taxa de cisalhamento, pseudoplasticidade, 

tixotropia e fotoreologia. As amostras foram descongeladas em um mixer de 

eppendorf a 45°C e agitadas em um vórtex para remover bolhas. Os testes 

foram conduzidos a uma temperatura constante de 37°C, com uma faixa de 

velocidade de cisalhamento variável e zero gap entre o cone e a placa. A 

análise dos dados reológicos foi realizada utilizando o software US200 V2-50 

do reômetro, que permitiu a determinação dos parâmetros de viscosidade.   

 A viscosidade foi mensurada em função da taxa de cisalhamento. Foram 

realizadas 15 medidas, obtidas em uma rampa logarítmica da taxa de 

cisalhamento, indo de 1x104 a 1x10-4 1/s.  As medidas foram obtidas em 

intervalos de 25s, totalizando 375s de experimento.  Os gráficos de viscosidade 

em função da taxa de cisalhamento se aproximam de um modelo de lei de 

potência, assim para cada hidrogel, as curvas das triplicatas foram ajustadas 

uma curva de potência que permite obter os valores do índice de consistência 

K e do índice de comportamento de fluido (n), segundo a fórmula: 𝜂 = 𝐾ଵ𝛾̇(௡ିଵ) . 

Onde: η = viscosidade; K1 = índice de consistência (Pa.s), que indica o grau de 
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resistência do fluido diante do escoamento; 𝛾̇ = taxa de cisalhamento e n = 

índice de comportamento de fluxo (adimensional).  O índice K indica o grau de 

resistência do fluido diante do escoamento e de acordo com o índice de 

comportamento, podemos classificar o comportamento do fluido em:  fluido 

pseudoplástico (n<1) ;  fluido dilatante (n>1) e fluido newtoniado (n=1).  

 A tixotropia é uma propriedade de alguns fluidos que indica aumento da 

viscosidade no estado de repouso e uma diminuição da viscosidade em função 

do tempo quando submetido a uma tensão de agitação constante. Para avaliar 

se os materiais são tixotrópicos, bem como calcular sua intensidade, a tensão 

de cisalhamento dos hidrogéis foi mensurada quando submetida a um 

carregamento crescente seguido de um carregamento decrescente da taxa de 

cisalhamento. Inicialmente a uma taxa de cisalhamento foi mantida constante 

em 0,01 1/s e foram feitas 6 medidas da tensão de cisalhamento, coletadas em 

intervalo de 10 s, totalizando 60s, a seguir, iniciou-se um carregamento onde 

variando-se a taxa de cisalhamento em uma rampa logarítmica de 0,01 a 1x103 

1/s, foram coletadas 15 medidas, com 25 s de intervalo entre elas, totalizando 

375 s para finalizar o carregamento.  Ao chegar na taxa de cisalhamento 

máxima, esta foi mantida constante, e realizou-se 6 medidas da tensão 

cisalhante, com intervalo de 10s entre elas, totalizando 60s, prosseguiu-se com 

o redução logarítmica da taxa de cisalhamento de 1x103  a 0,01 1/s, foram 

coletadas 15 medidas de tensão de cisalhamento, com 25s de intervalo entre 

elas, totalizando 375s de taxa decrescente de cisalhamento. Os gráficos de 

tensão de cisalhamento (Pa) em função da taxa de cisalhamento foram 

plotados no programa OriginPro, a  análise da tixotropia dos géis, foi dada pela 

histerese, calculada a partir da integração da área entre as curvas de tensões 

geradas nos carregamentos crescente e decrescente por diferentes taxas de 

cisalhamento.  

 A análise da fotoreologia permite identificar a alteração da viscosidade 

quando o hidrogel é irradiado com uma luz ultravioleta e reticula. Para este 

estudo, uma lâmpada UV de 380nm e 134,61mW/cm² (Biolambda, São Paulo, 

Brasil) foi acoplada ao reômetro, abaixo da placa de vidro transparente usada 

para os ensaios, permitindo a irradiação do hidrogel através da placa de vidro. 

O hidrogel foi submetido a uma taxa de cisalhamento constante de 1 1/s por 
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600s. Após 90s, a lâmpada UV foi ligada e a irradiação foi mantida até o final 

do experimento.  

 Dados foram coletados a cada 1s e o tempo de reticulação foi calculado 

como a diferença entre o momento que a lâmpada for acesa e a viscosidade 

começa a subir abruptamente até o momento em que se inicia uma curva que 

tende a formação de um novo platô da viscosidade. Uma vez que o gel está 

reticulado, o cisalhamento com o tempo acaba por romper o hidrogel, 

interrompendo o experimento.  

 

4.4 Isolamento de Células Derivadas do Ligamento Periodontal 

Humano (PDLC) 

 Culturas primárias de células derivadas de ligamento periodontal 

humano foram obtidas a partir de fragmentos de ligamento periodontal de 

dentes permanentes humanos, através da técnica de explante (16), após 

submissão e aprovação do projeto no Comitê de Ética em Pesquisa (CAAE: 

68449423.9.0000.0081) e com o consentimento livre e esclarecido dos 

pacientes. Dentes permanentes humanos hígidos com indicação para 

exodontia, por questões ortodônticas ou protéticas, foram extraídos com 

anestesia local, e imediatamente transportados ao laboratório em meio de 

cultivo celular DMEM, suplementado com 10% soro fetal bovino e 2% de 

antibiótico e antimicótico. O ligamento periodontal foi removido por raspagem 

com bisturi, o tecido foi lavado 2 vezes em solução estéril de PBS (solução 

tampão fosfato-salina sem cálcio e sem magnésio, pH 7,2), suplementado com 

4% de antibiótico penicilina/estreptomicina e foram dissecados em vários 

fragmentos. Após remoção do PBS, os fragmentos permaneceram em solução 

de tripsina em estufa a 37 oC, durante 5 minutos. Após inativação da tripsina 

com meio contendo soro fetal bovino (SFB), os explantes foram colocados em 

frascos de cultivo contendo meio DMEM/Ham’s F12 suplementado com 15% 

de SFB, 100 U/mL de penicilina, 100µg/mL de estreptomicina e mantidos em 

cultura para isolamento das células derivadas do ligamento periodontal humano. 

As células provenientes dos fragmentos foram tripsinizadas e plaqueadas em 

novas placas de cultivo. As culturas foram mantidas em semi-confluência até 
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sua utilização ou seu congelamento, para evitar diferenciação. Para o 

congelamento, as células foram suspendidas em meio de cultura contendo 20% 

de SFB e 10% de dimetilsulfóxido, mantidas em - 80oC por 24h para posterior 

armazenagem em nitrogênio líquido.  

 

4.5.1 Ensaio de Viabilidade Celular (AlamarBlue) 

 Para confecção do hidrogel utilizado nos ensaios celulares, o GelMA 

liofilizado foi previamente submetido a 10 minutos de exposição a luz UV para 

esterilização, e posteriormente misturado a PBS estéril e fotoiniciador para 

confeccionar os hidrogéis.  Para avaliar a proliferação celular em scaffolds de 

GelMA, foi utilizado o ensaio alamarBlue. Células derivadas do ligamento 

periodontal humano, na passagem 5, foram destacadas, contadas e 

ressuspensas em meio de cultura celular. Foram adicionados 0.5 mL/poço de 

hidrogeis de GelMA. nas concentrações de 10, 25 e 20% em uma placa de 48 

poços, totalizando três repetições por grupo experimental e fotoativados por 

120s com lâmpada UV em 405 nm. As células foram semeadas sobre os 

hidrogéis na concentração de 1x105 células/poço. Após 24 e 72h da semeadura, 

foi realizado o ensaio de alamarBlue, onde 0,3 mL de uma solução de 10% 

alamarBlue em meio de cultura clonogênico, foi adicionada às amostras e 

incubado por 3 h a 37°C, em atmosfera com 5% CO2.  Após esse período, duas 

aliquotagens de 100 μL de amostras foram removidas e transferidas para uma 

placa de cultura de 96 poços para medir a absorbância em 560 nm usando um 

leitor de microplacas. Todo o processo foi realizado em um fluxo laminar com 

recipientes e instrumentais devidamente esterilizados. Foi realizado um grupo 

controle do ensaio no qual não havia presença de hidrogel nem células. A 

redução do alamarBlue foi calculada em percentual relativo à absorbância do 

grupo controle. 
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4.5.2 Ensaio de Viabilidade Celular (CCK-8) 

 A confecção dos hidrogéis de GelMA deu-se da mesma forma que no 

ensaio de Alamar Blue, descrito previamente. Para avaliar a viabilidade celular 

em scaffolds bioimpressos de GelMA, foi utilizado o ensaio Cell Counting Kit- 8 

(CCK-8, Sigma Aldrich, São Paulo, Brasil). Células derivadas do ligamento 

periodontal humano, na passagem 5, foram destacadas, contadas e 

ressuspensas em meio de cultura celular e homogenizadas em hidrogéis de 

GelMA a 37oC, de forma a criar bioatintas com densidade celular de 7x105 

células/mL e concentrações de GelMA de 10%, 15% ou 20%. As biotintas foram 

mantidas e impressas a temperatura ambiente de 20oC. Foram bioimpressos 

matrizes de suporte celular das três biotintas (n=5), usando um bioimpressora 

por extrusão e agulha 20G (Genesis II, 3D BioSystem, Campinas, Brasil). As 

matrizes de suporte celular foram bioimpressas em formato cilíndrico, com 10 

mm diâmetro e 1,5 mm altura, com padrão de preenchimento retilíneo linear 

com densidade de 20%. Os bioimpressos foram fotoativados por 30s com 

lâmpada UVde 405 nm, imediatamente após a impressão. Os parâmetros 

utilizados para impressão foram: velocidade de impressão 7mm/s, altura do 

filamento de 0.5mm, multiplicador de extrusão de 2.88 para concentrações de 

GelMA de 10 e 15% e 5.4 para concentração de 20%. Após 24h da semeadura, 

foi realizado o ensaio de CCK-8, onde 0,3 mL de uma solução de 10% CCK-8 

em meio de cultura clonogênico, foi adicionada às amostras e incubado por 3 h 

a 37°C, em atmosfera com 5% CO2.  Após esse período, duas aliquotagens de 

100 μL de amostras foram removidas e transferidas para uma placa de cultura 

de 96 poços para medir a absorbância em 450 nm usando um leitor de 

microplacas. Todo o processo foi realizado em um fluxo laminar com recipientes 

e instrumentais devidamente esterilizados. 
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4.6    Análise Estatística 

 Dados foram checados quanto a normalidade (teste de Shapiro Wilk) e 

homocedasticidade (teste de Levene) e submetidos Análise de Variância 

(ANOVA) de fator único e Teste de Tukey. Análise de correlação de Pearson 

foi realizada para correlacionar a tixotropia com a concentração de GELMA nos 

hidrogéis. Em todos os ensaios foi considerado um nível de significância de 95% 

(α=0,05).   
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Síntese e caracterização do GelMA 

 De acordo com 1H RMN sugere-se que a gelatina foi metacrilada devido 

a uma ligação que ocorre entre o grupo amina (NH2) da gelatina e o anidrido 

metacrílico (AM). O acoplamento de AM com grupo amina resulta na formação 

de ligação metacrilamida. A conjugação de grupos AM foi confirmada e 

quantificada via espectroscopia de 1HRMN (Figura 2).   

 O aparecimento de picos de ressonância característicos dos dois prótons 

metileno do grupo metacrilato vinil (H 2 C C–) em torno de 5,40 e 5,6 ppm (2H) 

e prótons metil do grupo metacrilato vinil (C C–CH 3) em 1,91 ppm (3H) 

confirmou a metacrilação.  Todos estes picos confirmaram que o AM foi 

enxertado com sucesso nas cadeias de gelatina. Além disso, uma vez que 

apenas os aminoácidos Lisina e Hidroxilisina possuem as aminas primárias 

como sítios reativos que podem se ligar ao AM através de uma reação de 

adição nucleofílica, uma diminuição gradual dos prótons metileno do sinal 

Lisina (LIS) e Hidroxilisina (HLIS) (N – CH 2–C) em torno de 3 ppm (2H) pode 

ser considerado para comprovar a síntese do GelMA.  

 O grau de metacrilição foi calculado em 82.2% e 82%, utilizando-se para 

o cálculo respectivamente, a área do pico de metileno da lisina e a área do pico 

de próton vinílico.   

 O material não apresentou picos característicos de anidrido residual em 

6,05 e 5,71, o que indica que a dialise foi eficiente no processo de purificação.  

Nos espectros abaixo há alguns outros picos característicos da gelatina em 

2,69; 3,0; 3,18; 3,61 ppm que está correlacionado com resíduos de metileno (-

CH2-) dos aminoácidos, como ácido aspártico, lisina, arginina, respectivamente.          
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Figura 2: Ressonância magnética de prótons (1H RMN). (A) Espectro de 1H RMN da gelatina;. 

Espectro de 1H RMN da GEL-MA;. (C) Espectro de 1H RMN da Gelatina(azul) e da GEL-

MA(vermelho) sobrepostos.  
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5.2 Propriedades reológicas 

 A viscosidade dos hidrogéis a base de GelMA foi mensurada, antes da 

reticulação, em função da taxa de cisalhamento e tensão de cisalhamento, os 

resultados médios encontram-se na Figura 3.  

 

Figura 3: Viscosidade média (Pa.s) dos hidrogeis de GelMA em diferentes concentrações em 

função da taxa de cisalhamento (1/s). 

 

 O hidrogel de menor concentração (5%) apresentou viscosidade cerca 

de 1 a 4 ordens de grandeza menor que as demais concentrações (10%, 15%, 

20%), que foram bastante semelhantes entre si.  

 A curva de viscosidade x taxa de cisalhamento possibilitou o cálculo do 

índice de consistência (K), em Pa.s e do índice de comportamento de fluxo (n), 

adimensional, conforme apresentados na Tabela 2.  
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Tabela 2: Índices K e η calculados para os hidrogéis de GelMA em diferentes concentrações. 

Hidrogel  K η 

GEL-MA 5% 19,52±0,70 

- 

0,013±0,007 

GEL-MA 10% 1394,15±87,15 

-

0,013±0,009 

GEL-MA 15% 1469,40±79,69 

-

0,017±0,007 

GEL-MA 20% 1835,79±96,24 

-

0,017±0,007 

 

 

 De acordo com as curvas todos os sistemas se apresentaram como 

pseudoplastico, visto que quando o índice de comportante do flúido 

apresentam-se com valores de η<1.  

 A  análise da tixotropia é dada em função da área de histerese, os dados 

de histerese para cada um dos hidrogéis estão apresentadas na Figura 4. 

 

Figura 4: Média e desvio-padrão da área de histerese (Pa.s) dos hidrogéis de GelMA em 

diferentes concentrações. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos 

(p<0,05). 
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 Observa-se que as concentrações de 15 e 20% foram significativamente 

mais tixotropicas que a concentração de 5% e a concentração de 10% foi similar 

as concentrações de 5 e 15%. 

 Uma forte correlação linear direta (r²=0.98) foi encontrada entre a 

tixotropia e a concentração de GelMA nos hidrogéis (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Correlação linear direta entre a área de histerese (Pa.s) e a concentração de GelMA. 

 

 Os dados de fotoreologia estão apresentados na tabela 3. O material 

com 10% GelMA apresentou maior tempo de reticulação após a incidência da 

luz UV que o material com 20% GelMA e o material com 15% apresentou valor 

similar a ambos. O material com 5% foi bastante instável durante o ensaio e até 

o momento só foi viável a obtenção de uma curva, por isso não foi incluído na 

análise estatística.  
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Tabela 3: Média e desvio-padrão do tempo de reticulação (s) dos hidrogéis após a fotoativação 

com lâmpada UV de 385nm. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística (p>0,05).  

Material Tempo de 

reticulação (s) 

GelMA 5% 7.7 

GelMA 10% 5.2 ± 0.7 b 

GelMA 15% 4.5 ± 0.3 ab 

GelMA 20% 4.2 ± 0.2 a 

 

5.3 Análises Biológicas 

5.3.1 Adesão e Profliferação celular - AlamarBlue 

 A viabilidade de PDLC nos hidrogéis com 10, 15 e 20% GelMA, dada em 

função da redução do alamarBlue em 24h, 72h, estão apresentadas na Figura 

6.  Não houve diferença estatística entre os hidrogéis quanto a proliferação 

celular em nenhum dos tempos analisados nem em um mesmo material em 

função do tempo.  

 O hidrogel de 5% GelMA não apresentou viscosidade que viabilizasse 

sua manipulação a temperatura de 37oC, por isso não foi considerado no ensaio 

de proliferação celular. 

 

Figura 6:  Média e desvio-padrão do percentual de redução do alamarBlue por células derivadas 

do ligamento periodontal humano em função da concentração de GelMA em 24 e 72h de cultivo.  
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5.3.2 Adesão e proliferação celular - CCK-8 

 A viabilidade de PDLC nos hidrogéis com 10, 15 e 20% GelMA, dada em 

função da redução do CCK-8 em 24h estão apresentadas na Figura 7.  

Novamente, o hidrogel com 5% GELMA não apresentou viscosidade adequada 

para bioimpressão em temperaturas de 4 a 22oC, por isso não foi avaliado neste 

ensaio. Não houve diferença estatística entre os hidrogéis quanto a proliferação 

celular em 24h de cultivo. 

 

Figura 7: Média e desvio-padrão da absorbância dada pelo ensaio CCK-8 em blocos 

bioimpressos com células derivadas do ligamento periodontal humano em função da 

concentração de GelMA em 24h. 
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6 DISCUSSÃO 

 Este estudo permitiu a análise do efeito da concentração de GelMA em 

hidrogéis para serem usados como matrizes de suporte celular para engenharia 

tecidual. A hipótese nula que os hidrogéis em diferentes concentrações não 

apresentam diferenças quanto as propriedades reológicas, foi rejeitada visto as 

diferenças observadas nas três propriedades analisadas, viscosidade, 

fotoreologia e tixotropia. Já a hipótese nula de semelhança entre os hidrogéis 

na adesão e proliferação celular, foi aceita, não sendo observadas diferenças 

em 24 e 72h de cultivo de PDLC sobre os hidrogéis, nem em 24h de cultivo em 

construtos bioimpressos com biotinta de PDLC e GelMA nas diferentes 

concentrações. 

 A reação de metacrilação da gelatina para síntese do GelMA foi 

confirmada por meio da análise de ressonância magnética nuclear de prótons. 

Durante a síntese, ocorre a ligação covalente entre o grupo amina (NH2) da 

gelatina e o anidrido metacrílico (AM), resultando em uma ligação 

metacrilamida. A síntese gerou um percentual de 82% de metacrilação com a 

adição de 2,5% de anidro metacrílico, o que é relativamente alto se comparado 

a outro estudo que observou 81% de metacrilação com adição de 20% de 

anidrido metacrílico e metacrilação de 54% com adição de 1,25% anidrido 

metacrílico (16). Embora seja esperado o aumento da metacrilação da gelatina 

com o aumento da concentração de anidrido metacrílico na síntese, o pH da 

solução (35) e as condições de mistura do anidrido à gelatina, como 

temperatura, grau de agitação e pH podem afetar o grau de metacrilação (5), o 

que explicaria tais diferenças. Além das condições de síntese, o tipo de gelatina 

também pode influenciar o grau de metacrilação, estudo com gelatina do tipo 

B, livre de endotoxinas, relatam metacrilação de 85, 90 e 100% quando o 

anidrido metacrilato foi adicionado 2, 2,5 ou 10 vezes em excesso em relação 

a concentração de aminas (11, 36).    

 A análise da viscosidade dos hidrogéis, mostrou uma diferença 

acentuada entre o material com 5% GelMA e os demais, que foram bastante 

similares entre eles. A menor concentração de GelMA faz com que a rede 

polimérica do hidrogel fique menos densa, com maior porosidade e maior 
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retenção de água (37) e consequentemente ocorra a redução da viscosidade. 

Estudo com GelMA em concentrações de 3 a 5% apresentou faixa de 

viscosidade de 75 a 2000 Pa.s em baixa taxa de cisalhamento (38) , já  estudo 

de GelMA de 10 a 30% apresentou viscosidade na ordem de 1x10-3   a 1x10-1 

Pa.s em taxas de cisalhamento de 1 a 4000 1/s à 37oC (39).  Dentro os fatores 

que afetam a viscosidade dos hidrogéis, além da concentração dos hidrogéis, 

também podemos destacar a composição, o peso molecular, o grau de 

ramificação e a presença de aditivos (40,41).  

 Todos os hidrogéis testados apresentaram um comportamento 

pseudoplástico, ou seja, há uma redução da viscosidade com o aumento da 

tensão de cisalhamento, tal resultado vai ao encontro da literatura que tem 

demostrado a pseudoplasticidade de hidrogéis de GelMA em concentrações de 

3 a 30% GelMA (38, 39). Tal propriedade é bastante importante quando se 

trabalha com a bioimpressão por extrusão, pois permite que o hidrogel tenha 

uma baixa viscosidade, ao passar pelo bico da agulha, visto que nesta situação 

geram-se alta taxa de cisalhamento, protegendo as células de serem 

submetidas a alta tensão de cisalhamento e evitando o entupimento da agulha 

(40).  

 A análise da tensão de cisalhamento em carregamento crescente e 

decrescente da taxa de cisalhamento, permitiu a avaliação da tixotropia do 

material. A tixotropia uma propriedade reversível, onde os materiais 

apresentam uma pseudoplasticidade tempo dependente, ou seja, a viscosidade 

do material diminui em tensões cisalhantes maiores e com o passar do tempo 

e a viscosidade aumenta em tensões menores ou ao se remover a tensão (42, 

43 ,39). A tixotropia está relacionada a capacidade do hidrogel reorganizar as 

ligações não-covalentes que compõem sua estrutura interna, após sofrer uma 

deformação, visto que esta rompe as ligações físicas, fracas presente entre as 

moléculas (44). Desta forma, ela é uma propriedade importante ao se 

considerar a bioimpressão dos hidrogéis por extrusão visto que possibilita a 

manutenção da forma do construto após a impressão (40, 45).  

 O estudo da fotoreologia permite compreender como se comporta o 

hidrogel na presença da luz UV, durante o processo de reticulação. Sabe-se 

que o tipo de fotoiniciador, sua concentração, tempo de reticulação, potência e 
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irradiância da lâmpada UV utilizada são fatores que interferem diretamente na 

densidade da rede polimérica formada, e em propriedades físico-químicas 

como resistência a compressão, entumescimento, taxa de degradação entre 

outras (46, 47). O fotoiniciador lithium phenyl-2,4,6 

trimethylbenzoylphosphinate (LAP) tem sido comparado ao Irgacure 2959 em 

hidrogéis de GelMA e apresentado menor citotoxicidade em maiores 

concentração e maior cinética de polimerização, aumentando a estabilidade e 

fidelidade de impressão (38, 48). De fato, no presente estudo uma rápida 

fotoreticulação foi observada nos materiais, necessitando de menos de 10s de 

exposição a luz UV.  

 Grande parte da popularidade de hidrogéis a base de GelMA dá-se 

devido sua alta biocompatibilidade celular (5), diversos estudos têm mostrado 

altas taxas de proliferação celular em matrizes de GelMA (22, 39, 49). Estudo 

que avaliou hidrogéis de GelMA em concentrações de 10, 20 e 30% 

observaram que nenhuma das concentrações foi citotóxica, mas com o 

aumento da concentração há um aumento do número de células aderidas 

(formato achatado) pela maior disponibilidade de grupamentos RGD para 

adesão celular, enquanto que em concentração de 10%, muitas células 

encontram-se retidas mas não aderidas (formatos arredondados) em 1 e 6 dias 

de cultivo (39).  Por outro lado, estudo com concentrações de 5, 10 e 15% 

GelMA mostrou que a concentração de 5% apresentou maior taxa de 

proliferação celular devido a maior porosidade do hidrogel em 7 dias de cultivo 

(37). O presente estudo por sua vez, não apresentou diferença entre os grupos 

em 1 e 3 dias de cultivo. Tais divergências, podem ser associadas ao tipo de 

fotoiniciador usado, tempo de exposição das células a luz UV e tipo celular 

usada, que divergiram em todos os estudos.   

 Diante dos métodos usados nesse estudo para a análise de proliferação 

celular (alamarblue e CCK-8), observou-se que a proliferação celular após 24h 

foi similar entre os grupos, indicando que o processo de bioimpressão em si 

não favoreceu ou prejudicou nenhum grupo específico. O uso de radiação UV 

para reticulação dos materiais por 30s também não se mostrou nocivo, não 

afetando a viabilidade celular das amostras. 
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 Estudo comparando a proliferação celular em hidrogel de 10% GelMA, 

com inclusão das células por bioimpressão ou plaqueamento e fotoativados por 

15, 30 ou 60s, mostrou que no dia 1, os materiais com 60s fotoativação 

apresentaram menor proliferação celular, no dia 4, os materiais bioimpressos e 

fotoativados por 60s ainda apresentavam menor proliferação celular, porém os 

plaqueados diretamente no hidrogel, não apresentam diferenças. Já em 8 dias, 

não houve diferenças entre os tempos de exposição à luz UV (49). 

 A produção e bioimpressão de hidrogéis de gelatina são áreas de 

pesquisa altamente promissoras, mas não isentas de desafios técnicos e 

biológicos substanciais. A abordagem cuidadosa dessas limitações é 

fundamental para avanços significativos na medicina regenerativa e engenharia 

de tecidos. A viscosidade da solução de gelatina surge como um ponto sensível. 

A precisão de condições térmicas durante a síntese do hidrogel e sua 

bioimpressão se mostrou fundamental para obter uma viscosidade e 

homogeneidade adequada, o que requer uma cuidadosa calibração das 

formulações e condições de processamento, onde há necessidade de atingir 

as temperaturas ideais em cada etapa, o que acabou se tornando um processo 

demorado.  E ao se analisar a proliferação celular, a esterilização e a 

manutenção da biocompatibilidade são aspectos incontornáveis. O processo 

de esterilização deve ser meticulosamente conduzido para garantir a segurança 

e a eficácia dos hidrogéis produzidos. Neste estudo o processo prévio de 

esterilização do GelMA liofilizado e sua manipulação em fluxo laminar para 

síntese do hidrogel, garantiu a ausência de contaminação da amostra, sendo 

um método efetivo para alcançarmos a esterilidade para o cultivo in vitro.   

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

7 CONCLUSÃO 

 De acordo com o exposto e considerando as limitações deste estudo, 

podemos concluir que: (1) neste estudo foi possível sintetizar GelMA com alta 

taxa de metacrilação e produzir hidrogéis de 5, 10, 15 e 20% GelMA; (2) 

hidrogel de 5% GelMA apresentou menor viscosidade que hidrogéis com 10, 

15 e 20% GelMA e não foi passível de fotoreticulação. As demais 

concentrações foram passíveis de reticulação em tempo inferior a 10s. Todos 

hidrogéis apresentaram-se pseudoplásticos e tixotrópicos, tendo uma relação 

direta entre tixotropia e a concentração de GelMA.  (3) As concentrações 

avaliadas (10, 15 e 20%) apresentaram proliferação celular similar tanto quando 

PDLC foram semeadas sobre os hidrogéis como quando foram bioimpressas 

com os hidrogeis.  

 Diante disso, podemos indicar o hidrogel com 20% GelMA como o mais 

promissor para avaliação da bioimpressão para engenharia óssea, dada sua 

maior tixotropia e similar biocompatibilidade.  
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