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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade a nivel global. As
complicacdes causadas por estas doencas obrigam ao recurso a cirurgias de bypass usando,
geralmente, um vaso aut6logo. Quando isto ndo é possivel, a alternativa passa pelo uso de
proteses vasculares heterélogas ou sintéticas. Face as limitacGes apresentadas por estes
materiais, atualmente o trabalho de investigacdo dirige-se no sentido de desenvolver proteses
por técnicas de engenharia de tecidos, ou seja, recorrendo a materiais biodegradaveis. Assim,
a engenharia de tecidos propde solugdes para a reparacdo de vasos sanguineos utilizando
polimeros biodegradaveis como scaffolds. Os scaffolds fornecem o suporte necessario para
que as células se fixem, proliferem e mantenham a sua funcéo diferencial, favorecendo, desta

forma, a regeneracdo do tecido.

No presente trabalho pretendeu-se desenvolver um scaffold adequado para a
regeneracdo de tecido vascular. Para tal fabricaram-se varias matrizes fibrosas fotoreticuladas,
compostos por policaprolactona (PCL) e gelatina modificada com grupos metacrilamida
(GelMA). A gelatina foi inicialmente funcionalizada com grupos metacrilicos de forma a
possibilitar a sua reticulacdo quimica por polimerizacdo radicalar. As matrizes fibrosas foram
produzidas por electrospinning, empregando duas variacGes desta técnica: electrospinnning
por blending e electrospinning coaxial. A primeira abordagem permitiu a producédo de fibras
homogéneas, compostas pela mistura de PCL e GelMA, enquanto que na segunda abordagem
produziram-se fibras com uma estrutura “casca”-nucleo (core —shell), com o nicleo da fibra
formado por PCL e a camada exterior formada por GelMA. Em ambas as abordagens
produziram-se fibras com diferentes proporcdes dos dois componentes. ApGs 0 processo de
electrospinning todas as membranas obtidas foram submetidas a um processo de
fotoreticulacdo por irradiacdo de luz UV, de forma a reticular quimicamente a GelMA

presentes nas fibras.

As diferentes membranas poliméricas desenvolvidas, foram caracterizadas

relativamente as suas propriedades quimicas, morfoldgicas e bioldgicas.

A andlise SEM permitiu concluir que as fibras fotoreticuladas produzidas por
electrospinning por blending apresentam sinais de degradacdo quando a concentracdo de
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GelMA é mais elevada. Por sua vez, o processo de fotoreticulagdo ndo influencia a
morfologia da superficie das fibras coaxiais. A analise de FTIR permitiu identificar a presenca
dos dois polimeros utilizados nas fibras sintetizadas. O estudo de perda de massa comprovou
indiretamente o sucesso do processo de fotoreticulagdo, revelando que o as membranas
fotoreticuladas perdem menos massa que as suas homdlogas ndo reticuladas. A determinagédo
dos angulos de contacto dindmicos demonstrou que o scaffold de PCL exibia um caracter
marcadamente hidrofébico, contrariamente as membranas compositas com GelMA que
evidenciam um caracter hidrofilico. Relativamente aos estudos de hemocompatibilidade, estes
demonstraram que o scaffold composto por PCL apresenta uma menor tendéncia para formar
trombos. Todas as membranas compostas por GelMA sdo trombogénicas, sendo a formacéo
de trombos mais elevada no caso das fibras coaxiais. A determinacdo do indice hemolitico
sugere que nenhum dos scaffolds produzidos apresenta caracter hemolitico, apresentando um
indice hemolitico inferior a 5 %. Por fim, os estudos de viabilidade celular demonstram que
os fibroblastos dermais, quando em contacto com as membranas sintetizadas, tém a

capacidade de proliferar e aderir aos materiais.

Face aos resultados apresentados, conclui-se que os scaffolds sintetizados possuem

elevado potencial para o uso na regeneracdo do tecido vascular.

PALAVRAS-CHAVE: Electrospinning, fotoreticulagéo, scaffolds, gelatina,

policaprolactona, biocompatibilidade.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of mortality around the globe. The
complications caused by these diseases require the use of bypass surgery using, generally,
autografts. When these vessels are not available, the alternative is the use of heterologous or
synthetic prosthesis. Given the limitations presented by these materials, currently, the research
work is directed towards the development of prostheses by tissue engineering techniques,
using biodegradable materials. Thus, tissue engineering offers solutions for repairing blood
vessels using biodegradable polymers as scaffolds. The scaffolds provide the necessary
support for the cells to attach, proliferate and maintain their differential function, favoring the

tissue regeneration

The work here described aimed to the development of suitable scaffolds for vascular
regeneration. For this purpose, photocroslinkable fibrous mats composed of polycaprolactone
(PCL) and gelatin methacrylamide (GelMA) were produced.  Gelatin was firstly
functionalized with methacrylic groups, in order to enable its chemical crosslinking by radical
polymerization. Fibers mats were produced by electrospinning, using two variations of this
technique: blending electrospinning and coaxial electrospinning. The first approach allowed
the production of homogeneous fibers, composed of a blend of PCL and GelMA. The use of
the second approach made it possible to produce fibers with a core-shell structure, with a
nucleus made from PCL and a shell composed of GelIMA. For both approaches, fibers with
different proportions of PCL and GelMA were produced. After fabrication, all mats were,
subjected to a photocrosslinking process by irradiation with UV light, in order to achieve the

chemical photocrosslinking of the GeIMA present in the fibers

The different developed polymeric membranes were characterized regarding their

chemical, morphological and biological properties.

The SEM analysis revealed that photoscrosslinked fibers produced by blending
electrospinning showed signs of degradation, especially in the fibers with the highest amount
of GelMA. On the other hand, the photocrosslinking process didnt affect the surface
morphology of the coaxial fibers. The FTIR analysis confirmed the presence of the two
polymers in fibers chemical composition. The weight loss study indirectly proved the success

iv
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of the photocrossliking process, by revealing that the photocrosslinking membranes lost less
mass than their uncrosslinked counterparts. The dynamic water contact angles measurements
showed that the PCL scaffold exhibited a markedly hydrophobic character, opposite to the
composite membranes composed of GelMA, that had a hydrophilic character.
Hemocompatibility tests demonstrated that PCL scaffold has a nonthrombogenic surface. All
membranes with GelIMA presented a thrombogenic nature and the blood clots formation was
higher for the coaxial fibers. The determination of hemolytic index showed that none of the
produced scaffolds presented a hemolytic character (haemolytic index below 5 %). Finally,
the cell viability studies allowed the conclusion that dermal fibroblasts have the ability to

proliferate and adhere to the materials when in contact with the synthesized membranes.

In the light of the obtained results, it may be concluded that the synthesized scaffolds

present promising features for applications in vascular tissue engineering.

KEYWORDS: Electrospinning, photocrosslinking, scaffolds, gelatin, polycaprolactone,
biocompatibility.
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MOTIVACAO E OBJETIVOS

Os problemas cardiovasculares séo, atualmente, a principal causa de morte no mundo.
De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), em 2012, 17,5 milhGes de pessoas
morreram devido a doengas cardiovasculares. Entre estas patologias, a mais comum é a
aterosclerose, onde se verifica um espessamento e perda de elasticidade da parede arterial (Qi
et al., 2013). As complicacGes causadas por esta doenca obrigam ao recurso a meios
cirurgicos para restabelecer o fluxo sanguineo através de uma cirurgia de bypass onde,
geralmente, € utilizado um vaso autélogo. Quando estes vasos ndo estdo disponiveis recorre-

se ao uso de prdteses vasculares heter6logas ou sintéticas.

Ensaios clinicos realizados demonstram que as proteses heterdlogas, de origem animal
ou humana, ndo tém correspondido as expectativas devido a perda de viabilidade associada a

degeneracéo do tecido (Siméo et al., 2013).

Como alternativa as proteses bioldgicas podem ser usadas proteses vasculares sintéticas
produzidas a partir de polimeros como o politetrafluoretileno expandido (PTFE, Gore-Tex®)
ou o poli(tereftalato de etileno) (PET, Dacron®), utilizadas com sucesso na substituicdo de
vasos sanguineos com diametro superior a 6 mm (Fu et al., 2014). Todavia estas proteses
apresentam algumas limitacdes. Apesar de apresentarem propriedades mecanicas consistentes,
a fraca biocompatibilidade e a pobre interacdo com as células vasculares comprometem o uso
destes materiais na regeneragdo de tecidos. Para além disso as préteses sintéticas apresentam
também um carater trombogénico, o que as impede de serem utilizados na substituicdo de

vasos sanguineos de pequeno diametro (< 6 mm) (Correia et al., 2016).

No sentido de melhorar as proteses atualmente disponiveis e desenvolver novos
materiais e solugbes que ajudem a colmatar as limitacbes anteriormente mencionadas,
atualmente, o trabalho de investigacdo dirige-se no sentido de desenvolver proteses por

técnicas de engenharia de tecidos, ou seja, recorrendo a materiais biodegradaveis.

A Engenharia de Tecidos (ET) vasculares é um campo que tem sofrido um enorme
crescimento ao longo da ultima década e propde solugdes validas para a reparacdo dos vasos

sanguineos tendo como principal objetivo a producdo de neovasos utilizando células
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autologas utilizando um polimero biodegradavel como scaffold (Fu et al., 2014). Desta forma,
prevé-se que as células produzam a matriz extracelular (MEC), enquanto que o polimero é
degradado, sendo criado gradualmente o tecido pretendido (Hasan et al., 2014). Assim, a ET
utiliza trés componentes para alcancar os resultados a) células, b) scaffolds e c) fatores de
crescimento (Gautam et al., 2013). O scaffold revela-se um componente muito importante
pois interage com as células e com os fatores de crescimento de forma a regenerar um tecido

especifico.

Em geral, um Unico polimero pode ndo apresentar todas as propriedades requeridas para
o scaffold. Neste sentido tem havido um crescente interesse no desenvolvimento de scaffolds
compositos, que combinem hidrogéis e matrizes fibrosas numa Gnica estrutura, uma vez que
esta estratégia tem o potencial de combinar as vantagens de cada uma das estruturas e,
simultaneamente, colmatar as suas desvantagens. Assim, misturando polimeros, é possivel
produzir um scaffold composito com caracteristicas desejadas. Para isto, serdo utilizados
polimeros biodegradaveis e biocompativeis, nhomeadamente a gelatina, para produzir 0s

hidrogéis, e a policaprolactona (PCL), para produzir as matrizes fibrosas.

A preparacao de scaffolds pode ser efetuada por inimeras técnicas sendo que o método
mais simples, econdémico e capaz de produzir nanofibras continuas de diversos materiais é o

electrospinning (Zhang et al., 2006).

Em suma, este trabalho tem como objetivo produzir scaffolds compdsitos para
aplicacBes em engenharia de tecidos vasculares, através da producdo por electrospinning de
matrizes fibrosas fotoreticuladas compostas por gelatina metacrilamida (GelMA) e
policaprolactona (PCL).

ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho esta organizado em cinco capitulos, que, por sua vez, se encontram
divididos em subcapitulos onde sdo detalhados os temas tratados em cada um desses

capitulos.

No primeiro capitulo, Capitulo 1, é feito o enquadramento da temética abordada na

dissertacdo, descrevendo-se o conceito de Engenharia de Tecidos e a estratégia utilizada para

2
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a regeneracdo tecidual. E ainda discutido a importancia dos polimeros biodegradaveis sendo
introduzidos os principais polimeros utilizados no desenvolvimento do trabalho,
nomeadamente a gelatina e a PCL. E feita também uma breve descricdo do método utilizado
na producdo de scaffolds e dos parametros associados a esta técnica. Este capitulo tem como
principal objetivo facilitar a compreensao do trabalho realizado.

No Capitulo 2 é feito um enquadramento do trabalho experimental desenvolvido,
procedendo-se & descricdo pormenorizada do processo de producdo de scaffolds através de
duas metodologias distintas (electrospinning por blending e electrospinning coaxial). Neste

capitulo sdo estabelecidos os objetivos praticos a atingir.

No Capitulo 3 sdo listados os materiais utilizados durante o desenvolvimento do
trabalho prético seguindo-se da descricdo detalhada da modificagdo da gelatina com o
anidrido metacrilico. Posteriormente especifica-se 0s procedimentos de preparacdo de
scaffolds para as duas abordagens experimentais. Por fim sdo descritas as técnicas utilizadas

na caracterizacao das fibras obtidas.

No Capitulo 4 apresentam-se todos os resultados obtidos e a sua discussdo. No ultimo
capitulo, Capitulo 5, resumem-se 0s aspetos mais significativos do estudo realizado e

perspetivam-se trabalhos futuros.



Capitulo 1 - Introducéo

CAPITULO 1 - INTRODUGAO

1.1. Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa

A ocorréncia de doencas, lesGes ou traumas pode conduzir ao dano e a degeneragédo de
tecidos do corpo humano, que necessita de tratamentos para facilitar a sua reparagéo,
substituicdo ou regeneracao.

A Engenharia de Tecidos € um dos campos da medicina regenerativa que surgiu pela
primeira vez como uma disciplina distinta no campo das ciéncias biomédicas em 1993 por
Vacanti e Langer’s. E uma area multidisciplinar que engloba principios da bioquimica,
engenharia e ciéncia dos materiais para produzir tecidos artificiais para a reparacdo ou
substituicdo de tecidos ou 6rgaos danificados (Elnakady et al., 2015). Este campo da medicina
regenerativa, consiste na regeneracao de 6rgdos e tecidos vivos, através do recrutamento de
tecido do préprio paciente, que sdo dissociados em células e cultivadas sobre suportes

bioldgicos ou sintéticos, conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais), para

entdo serem reinseridos no paciente
(Barbanti et al., 2005).

Assim, a reconstrucdo de um

Células

novo tecido, utilizando a ET, baseia-se

em trés  componentes  chaves § -
T 5= oo
i 4 3 o o S A 5
nomeadamente: i) as células que séo %% % Ambiente Temmpo _§v§ g
. . . . - ici ST
obtidas a partir do tecido do paciente, s Propicto SR
o ] . g -
incluindo nervo, figado, péncreas, Regeneraciode

tecidos/ orgios

cartilagem e 0sso, bem como células

estaminais embrionarias, celulas Figura 1.1 A triade da ET. Combinando os trés elementos chaves

inai A tais como células, biomateriais e moléculas sinalizadoras é possivel
estaminais adultas, celulas a regeneragdo de tecidos ou 6rgdos. Adaptado de Khang, (2012).

pluripotentes induzidas (IPS), ou
células precursoras; ii) Scaffolds, que acuam como suporte fisico para a adeséo e proliferacdo
das células ; e iii) fatores de crescimento que promovem a adeséo, proliferagdo, migracao e

diferenciacdo celular, como € apresentado na Figura 1.1.
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Atualmente a ET é utilizada com sucesso em diversas areas tais como: ortopédicas,

respiratdrias, construgdo de 6rgaos e vascular.

1.1.1. Estratégia para regeneracédo de tecido vascular

Os problemas cardiovasculares sdo, atualmente, a principal causa de mortalidade no
mundo. Entre estas patologias, a mais comum é a aterosclerose, onde se verifica um
espessamento e perda de elasticidade da parede arterial (Qi et al., 2013).

Geralmente, os tratamentos baseiam-se no transplante de tecidos do proprio individuo,
de uma parte do corpo para outra (enxertos autdlogo) ou de um paciente para outro (enxertos
alogénicos). Uma outra alternativa passa pelo uso de enxertos vasculares sintéticos. Apesar
destes tratamentos serem revolucionarios, apresentam diversas limitagdes (O’Brien, 2011). O
uso de enxertos aut6logos é caro, doloroso e limitado devido a falta de dadores de tecidos.
Para além disso, a obtencdo do tecido envolverd um segundo local cirdrgico, sujeito a
morbilidade e possiveis complicacdes como hematoma e inflamacdo (McKenna et al., 2012;
Hasan et al., 2014). Os tecidos alogénicos sdo alternativas possiveis aos tecidos autélogos,
contudo apresentam uma série de fatores de risco, nomeadamente a possibilidade de rejeicao
do sistema biologico e a possivel transmissdao de doencas. Os enxertos sintéticos sdo,
geralmente, feitos de Politetrafluoretileno (PTFE) e Polietileno Tereftalato (PET), estando
comercialmente disponiveis para substituicdo de vasos de maior didmetro (> 6 mm),
superando as limitagdes dos enxertos autdlogos tais como a fraca disponibilidade,
incompatibilidade de tamanho e a intervencdo a uma segunda cirurgia. Contudo, este tipo de
enxertos ndo pode ser utilizado para a substituicdo de vasos sanguineos de diametro inferior a
6 mm uma vez que os enxertos sdo vulnerdveis a aterosclerose. Além disso, 0 uso destas
préteses resulta em oclusdo, devido ao caracter trombogénico e deficiente complacéncia dos
materiais, que por sua vez provoca hiperplasia (Sankaran et al., 2015).

Com o objetivo de colmatar as falhas identificadas pelo uso dos métodos anteriormente
mencionados surge um novo ramo da biotecnologia médica, a Engenharia de Tecidos (ET).
Esta alternativa tem como objetivo regenerar tecidos danificados, em vez de substitui-los,
através do desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restauram, mantém e melhoram a
funcéo do tecido (lkada, 2006).

A Engenharia de Tecidos vasculares estuda a formagdo e crescimento de vasos
sanguineos através da utilizacdo de scaffolds, celulas, fatores de crescimento, citocinas e
estimulos mecéanicos de forma a ser criado um microambiente fisiol6gico. Assim, 0s
componentes usados em engenharia vascular sdo: scaffolds biodegradaveis, células
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provenientes de uma fonte autéloga ou alogenica, e fatores de crescimento, necessarios para

criarem um microambiente estimulante, com € ilustrado na Figura 1.2 (Serbo & Gerecht,
2013).

Os scaffolds sdo partes cruciais da engenharia de tecidos, pois promovem a estrutura e a
forma para o desenvolvimento do novo tecido.

De acordo com a estratégia apresentada na Figura 1.2 as células progenitoras sdo
isoladas e expandidas em cultura. Posteriormente, estas células sdo cultivadas in vitro e
introduzidas num scaffold, que juntamente com fatores de crescimento e estimulos mecanicos
tem a capacidade de recriar um enxerto vascular, com caracteristicas semelhantes &s do matiz
extracelular (MEC) que, por fim, vai ser implantado no paciente. As células vdo aderir,
proliferar e segregar progressivamente a sua matriz extracelular ao mesmo tempo que o

scaffold se degrada. Este processo permite a formacéo de um novo tecido.

A. Isolamento das
células

B. Expansédo
celular
Estimulos % Célul
D. Transplante mecanicos etas
do enxerto >
a °
¥ Fatores de
crescimento

C. Scaffold

Figura 1.2. Esquema representativo do principio da Engenharia de Tecidos. (A), (B) Geralmente as células sdo extraidas de
fontes autdlogas ou alogénicas e posteriormente cultivadas in vitro. (C) E utilizado um scaffold que tem como objetivo
suportar o crescimento celular, na presenca de fatores de crescimento e estimulos mecanicos. (D) A combinagdo dos varios
componentes, scaffold, células, fatores de crescimento, e de estimulos mecanicos recria um microambiente funcional que
estimula a organizagdo do tecido obtendo-se um enxerto, que é entdo transplantado para o paciente.
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A funcionalidade deste processo vai depender de diversos aspetos. O isolamento das

células e o cultivo in vitro requerem condicdes ambientais 6timas de pH, temperatura etc. E
importante mencionar que cada tipo de tecido requer condi¢cOes distintas, sendo por isso
necessario um estudo aprofundado das condi¢des ambientais bioldgicas in vivo para que seja
possivel uma otimizacao da cultua celular in vitro. O scaffold deve permitir a formacdo do
tecido em 3D. Esta estrutura apenas € conseguida de houver uma boa fixacdo, proliferacéo e
organizacdo celular e se o scaffold permitir o fornecimento de nutrientes as células e a
eliminacdo dos residuos. Assim, para alcancar com sucesso uma aplicacdo especifica €

necessario uma otimizacao de diversos aspetos (Papenburg, 2009).

1.2. Scaffolds

A ET utiliza métodos para promover o crescimento de células através da manipulagdo
de varios biomateriais, artificiais ou naturais, que fornecem o suporte para crescimento
controlado de tipos especificos de tecido. Estes suportes sdao chamados de scaffolds e tém
propriedades fisicas, mecénicas e quimicas apropriadas & adesdo de células e formacdo de

novo tecido.

Um scaffold é uma estrutura tridimensional que mimetiza a matriz extracelular,
permitindo a adesdo, migracdo e proliferacdo celular que resulta na regeneracdo do tecido
(Shi, 2006). Assim, a fungdo dos scaffolds em ET é tentar replicar as funcBes destas matrizes
extracelulares sendo por isso fundamental a compreensédo da sua estrutura, a interagdo com as

células e principais funces.

1.2.1. Requisitos dos scaffolds

Com vista a regeneracao de diferentes tipos de tecidos, tém sido fabricados inimeros scaffolds a
partir de uma variedade de biomateriais e de técnicas de fabrico, os quais ttm demonstrado potencial in
vitro mas falham quando implantados in vivo, devido sobretudo a uma incapacidade para a
vascularizacdo. Neste sentido, independentemente do tipo de tecido, é importante ter em conta um

conjunto de aspetos fundamentais na concegao de um scaffold para uso em ET:
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i)

ii)

Biocompatibilidade: O requisito fundamental para um scaffold é que este seja
biocompativel. Uma vez implantado in vivo, o scaffold ndo pode induzir resposta
nociva do ambiente biol6gico, ou seja, os materiais que compdem o scaffold e os
seus produtos de degradacdo ndo podem provocar uma resposta inflamatoria
inadequada, nem demonstrarem imunogenicidade ou citotoxicidade (Gualandi,
2011).

Biodegradabilidade: O objetivo da ET é levar a que as celulas do proprio organismo do
paciente possam substituir os scaffolds nele implantado, isto é, os scaffolds ndo sdo
implantes permanentes. Por conseguinte, o scaffold deve ser biodegradavel, de modo a
permitir que as células produzam a propria matriz extracelular. Para além disso, os sub-
produtos da degradacdo ndo podem ser toxicos e devem ser capazes de sair do organismo
sem interferirem com os restantes 0rgdos (Gualandi, 2011; O’Brien, 2011)

Propriedades mecéanicas: idealmente, o scaffold deve possuir propriedades mecanicas
consistentes com a localizagéo anatomica na qual vai ser implantado. Partindo de um ponto
de vista prético, o scaffold tem que ser resistente o suficiente para permitir a cirurgia e o
manuseamento durante a implantacdo. As caracteristicas mecanicas, nomeadamente a
rigidez, a forca e a resisténcia as tensdes sofridas in vivo, devem ser semelhantes as do tecido
nativo até que o novo tecido formado ocupe a matriz do scaffold (Chan & Leong, 2008;
Gualandi, 2011; O’Brien, 2011).

Arquitetura: A arquitetura do scaffold utilizados em ET é um requisito fundamental. O
scaffold deve apresentar uma estrutura porosa interligada, que facilite o crescimento do
tecido, a vascularizacdo e que assegure o transporte de nutrientes e oxigénio e a remocao dos
residuos. Contudo, uma elevada porosidade reduz significativamente as propriedades
mecanicas do scaffold, pondo em causa a sua integridade estrutural (Gautam et al., 2013).
Outro componente chave € o tamanho médio dos poros do scaffold. Os poros necessitam de
ser grandes o suficiente de forma a permitir a migracéo celular e facilitar a vascularizacéo.
Assim, existe uma gama tipica de poros que depende do tipo de célula a utilizar e do tecido
(Gualandi, 2011; O’Brien, 2011).

As carateristicas do scaffold, descritas anteriormente (biocompatibilidade, biodegradabilidade,

propriedades mecanicas e arquitetura) estdo diretamente relacionadas com dois fatores que influenciam

as propriedades do scaffold: 1) o tipo de material polimérico utilizado e 2) a tecnologia de fabrico do

scaffold. Por exemplo, os materiais, mesmo que biocompativeis, podem conter substancias residuais

toxicas que podem causar efeitos prejudiciais. Tais substancias podem ser monomeros, de impurezas do
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material de partida ou substancias derivadas do processamento do material (produtos de degradacéo,

solventes organicos, etc.). Por outro lado, as propriedades mecéanicas dependem ndo sé da matéria-prima
utilizada mas também da arquitetura do scaffold, que, por sua vez, é determinada pela técnica utilizada

para o seu fabrico (Gualandi, 2011).

1.2.2. Scaffolds compositos

A regeneracdo do tecido lesado vai depender fortemente do material utilizado na
producdo do scaffold.

Os scaffolds compositos sdo fabricados pela combinacdo de diferentes polimeros,
tirando vantagem das caracteristicas individuais de cada componente individual, e assim
visando obter uma sinergia nas propriedades finais. E possivel combinar fibras com
propriedades fisicas e bioldgicas diferentes tais como fibras hidrofobicas/hidrofilicas, fibras
com diferentes taxas de degradacao e fibras sintéticas/bioldgicas. Desta forma sdo formadas
fibras  hibridas com as propriedades desejadas. As  caracteristicas  de
hidrofilicidade/hidrofobicidade sdo um fator critico pois influenciam a coagulagdo do sangue
e adesdo celular (Tan et al., 2010). Neste sentido, é importante a producdo de scaffolds
compositos, constituidos por polimeros sintéticos e naturais, combinando desta forma as
propriedades mecénicas adequadas de materiais sintéticos com o excelente comportamento
biol6gico dos polimeros naturais (Catto et al., 2014).

De entre os estudos recentes efetuados nesta area, tem sido dada especial atencdo a
combinacdo de poli (e-caprolactona), PCL, com polimeros naturais, como a gelatina. A PCL é
um polimero linear, hidrofdébico, sintético que apresenta elevada resisténcia mecanica.
Embora as nanofibras de PCL tenham carateristicas estruturais semelhantes as da MEC dos
tecidos vivos, a sua fraca hidrofilicidade reduz a capacidade de adesdo, migracdo, proliferagéo
e diferenciacdo celular. Por sua vez a gelatina é um polimero natural, biocompativel,
biodegradavel, ndo-imunogénico que promove a adesdo, a diferenciacdo e a proliferacdo
celular (Safaeijavan et al., 2014). Para além disso, este biopolimero é derivado do colagénio,
uma proteina presente na MEC de varios tecidos. Desta forma, combinando estes polimeros é
possivel obter um scaffold compdsito com boa adesao e proliferacdo celular e com resisténcia

mecanica adequada (Gautam et al., 2013).
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1.3. Polimeros Biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis tém sido largamente utilizados em aplicacGes biomédicas
nos ultimos anos pois ndo é necessaria a remogdo do mesmo depois de serem implantados no

organismo, reduzindo o risco para o0 paciente e 0s custos associados a segunda cirurgia.

Estes polimeros degradam-se por acao enzimatica ou hidrolitica originando produtos e
subprodutos ndo toxicos e ndo nocivos para 0 organismo humano (Barbanti et al., 2005). Esta
classe de polimeros pode ser dividido em dois grupos, dependendo da sua origem: polimeros
naturais e sintéticos (Nair & Laurencin, 2007).

1.3.1. Polimeros naturais

O polimeros de origem natural tém vindo a ser alvo de grande atencéo na construcao de
scaffolds para aplicacfes em ET devido ao facto das suas propriedades serem semelhantes as
dos tecidos nativos e pela possibilidade de induzirem sinais biolégicos para conduzir e
controlar o crescimento celular (Sewell-Loftin et al., 2011). Estes polimeros podem ser
classificados em proteinas (colagénio, gelatina, elastina, queratina etc.), polissacarideos
(celulose, quitina, etc.) e polinucleotideos (DNA, RNA) (Dhandayuthapani et al., 2011).

Em suma, os polimeros de origem natural possuem propriedades bioativas que
favorecem a ligacédo, proliferacdo e diferenciagdo celular, induzindo a formacdo da matriz
extracelular e, consequentemente, a regeneracao dos tecidos. Contudo o uso destes polimeros
apresenta algumas limitacdes, nomeadamente a dificuldade em controlar a sua degradacdo
pelas diferentes enzimas existentes no organismo, dificultando a determinacdo do tempo de
vida destes polimeros in vivo (Ha et al., 2013). Para além disso, os polimeros de origem
natural apresentam fraca resisténcia mecanica, sendo por isso necessario proceder a sua

reticulacdo ou misturd-los com polimeros sintéticos (Fisher et al., 2007).
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Gelatina

A gelatina é uma mistura de fragmentos de proteinas soliveis em agua, composta por
sequéncias de aminoacidos. Este biopolimero natural é obtido por hidrélise parcial do
colagénio proveniente da pele, tendBes ou ossos (Hoque et al., 2014).

O tipo de gelatina obtido depende do pH, temperatura e do tempo de extracdo utilizado
no processamento do colagénio. A gelatina pode ser obtida sob condicBes de pré-tratamento
acidas, dando origem a gelatina do tipo A (com um ponto isoeléctrico (pl) 8 - 9) ou pré-
tratamento alcalino, resultando gelatina do tipo B ( pl 4 - 5) (Rose et al., 2014).

O wuso da gelatina em aplicacbes biomedicas deve-se a sua excelente
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, boa aderéncia e excelente crescimento celular
(Mano et al., 2007). Contudo, os geéis de gelatina dissolvem-se facilmente a temperaturas
fisioldgicas (37 °C), o que limita significativamente o seu uso em aplicacdes biomédicas. De
forma a melhorar a estabilidade térmica e mecanica dos materiais baseados em gelatina e
retardar a sua dissolucgdo in vivo, tém sido estudados varios métodos de reticulacdo quimica da
gelatina.

A estratégia desenvolvida neste trabalho tem com base a pré funcionalizacdo da gelatina
com grupos suscetiveis a sofrerem polimerizacdo radicalar (grupos metacrilicos) na presenca
de um fotoiniciador e exposicdo a luz UV, e consequentemente formar estruturas reticuladas
guimicamente.

De acordo com estudos efetuados por Y. C. Chen et al. (2012) a funcionalizacdo da
gelatina com grupos metacrilicos com subsequente foto-polimerizacdo, permite a obtencdo
scaffolds com as propriedades mecénicas desejadas, nd&o comprometendo a
biocompatibilidade celular, sendo possivel, desta forma, a regeneracdo de vasos sanguineos.
De facto, estes investigadores relatam que tanto a porosidade como a degradacdo do material
pode ser ajustada pela simples modificacdo do grau de metacrilacéo.

Também Zhao et al. (2016) defendem que a estratégia anteriormente referida
(funcionalizacdo da gelatina com anidrido metacrilico seguida da sua foto-polimerizagéo)
resulta na sintese de hidrogéis com caracteristicas mecanicas e de degradagdo ideais para a
aplicacdo na producdo de scaffolds com vista a regeneracdo da epiderme. Estes autores
defendem que, variando a concentracdo do pre-polimero, gelatina metacrilamida, é possivel
controlar as propriedades fisicas e biologicas dos hidrogéis.

Todavia, e apesar dos estudos anteriormente descritos, sabe-se que a maioria dos

hidrogéis ndo apresentam as propriedades mecanicas desejadas. Uma possivel estratégia para
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colmatar este problema podere passar pela incorporacdo de um segundo polimero sintético,

como a PCL, utilizada na realizagdo deste trabalho.

A Tabela 1.2, seguidamente apresentada, descreve alguns artigos publicados no &mbito

do desenvolvimento de scaffolds a partir de gelatina.

Tabela 1.2 Estudos realizados no &mbito da ET na producdo de scaffolds e/ou outros dispositivos a partir de gelatina.

Tipo de scaffold

Método de preparagéo

Aplicagdo em ET

Referéncias

Gelatina-
resorcinol
formaldeido-
glutaraldeido
(GFRG)
Selantes de
gelatina para
enxerto vascular

Peliculas de
gelatina como
curativo

Scaffold
nanofibroso  de
PCL/gelatina

Fibras de PCL
revestidas com
hidrogéis

fotoreticulaveis a
base de gelatina
modificada.

Reticulacao com
formaldeido (37 %) e
glutaraldeido (50 %)

Gelatina é dissolvida
em 4gua a uma
concentragédo de 10 %.
Posteriormente ocorre a
impregnacao do
substrato de poliéster.
Reticulagdo com uma
solucdo de formaldeido

(20 %).

Formacdo de uma
pelicula por
congelacdo, a -4 °C
durante 3 dias, e

esterilizacdo através da
radiacdo gama
Electrospinning da
solucéo de
PCL/gelatina
diretamente num
curativo de poliuretano
(Tegaderm™, 3M

Medical)
Fibras de PCL sdo
revestidas com

diferentes hidrogéis
fotoreticulaveis,
construidos a partir de
gelatina funcionalizada
com grupos
metacrilicos.

Cola adesiva, mesmo
na  presenca de
tecido degenerativo

Prevencao de
infecdo  bacteriana
em enxertos
vasculares
Cicatrizacéo de
feridas cutaneas
Cicatrizacdo de
feridas e
reconstituicéo
dérmica

Matrizes fibrosas
para aplicacdo em
implantes
vasculares.

(Kodama et al,
1997)
(Javerliat et al.,
2007)

(Tanaka et al., 2005)

(Chong et al., 2007)

(Correia et al., 2016)
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1.3.2. Polimeros Sintéticos

Os polimeros sintéticos representam o maior grupo de polimeros biodegradaveis sendo
largamente utilizados no campo da biomédica dada as suas caracteristicas (tempo de
degradacdo, propriedades mecénicas, etc.) poderem ser adaptadas a aplicacdes especificas
(Asti & Gioglio, 2014). Contrariamente aos polimeros de base natural, os polimeros sintéticos
sdo produzidos sob condicbes controladas e em grandes quantidades (Dhandayuthapani et al.,
2011). Para além disso, apresentam boas propriedades mecanicas, facil processamento e nao
potenciam o desenvolvimento de reagdes de imunogenicidade (BaoLin & MA, 2014). Alguns
polimeros sintéticos degradam-se por hidrélise quimica. Este processo, contrariamente a
degradacédo enzimatica, é independente do local onde vai ocorrer o implante e do paciente no

qual vai ser realizado (Maitz, 2015).

Na familia dos polimeros sintéticos, os poliésteres tém sido dos mais utilizados em
aplicacbes biomédicas, devido a facilidade degradacdo por hidrélise da ligacdo éster, a
possibilidade, em alguns casos, da reabsorcdo dos produtos da degradacdo por vias
metabolicas e a capacidade de alteracdo da sua estrutura, sendo possivel, desta forma, a
alteracdo da taxa de degradacdo dos polimeros (Gunatillake, 2003).

Embora os poliésteres sejam largamente estudados para a producdo de scaffolds com
vista a regeneracdo de tecidos, estes apresentam uma desvantagem, associada a sua
degradacdo. Os produtos de degradacdo destes polimeros sdo acidos ou alcoois. A acidez
resultante deste processo pode induzir uma resposta inflamatéria, levando a inibicdo da
formagéo de tecido (Fisher & Reddi, 2003).

Poli (e-caprolactona) (PCL)

A poli (e-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico linear que é obtida pela
polimerizagéo por abertura de anel do monomero ciclico e-caprolactona (Gunatillake, 2003).
E um polimero semicristalino, com uma temperatura de transicio vitrea (Tq) de -60 °C, e um
ponto de fusdo entre os 55 - 60 °C. E importante referir que o tempo de degradacio deste
polimero é de 2 — 3, anos sendo por isso mais atrativo para o uso em implantes de longo prazo
(BaoLin & MA, 2014).
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A utilizacdo da PCL em aplicacdes biomédicas foi aprovada pela FDA (Food and Drug

Administration) na década de 1970. Desde entdo a PCL tem sido utilizada em inUmeras
aplicacdes biomédicas devido as suas excelentes qualidades, nomeadamente a solubilidade em
diversos solventes organicos comuns e a capacidade de ser processada a baixas temperaturas.
A vantagem de usar a PCL na producdo de scaffolds prende-se na bioestabilidade,
biocompatibilidade e boas propriedades mecanicas apresentadas por este polimero (Sravanthi,
2009). No entanto a hidrofobicidade deste polimero tem sido associada a dificuldade na
adesdo celular. Uma das solucBes encontradas para colmatar este problema passa pela sua

mistura com polimeros naturais.

1.4. Técnicas de fabrico de scaffolds

Com o objetivo de alcancar as carateristicas necessarias, os scaffolds devem ser
fabricados a partir de biomateriais com propriedades adequadas a regeneracdo do tecido. Para
além destes requisitos é importante ter em conta a geometria do scaffold. Assim, a selecdo da
técnica de fabrico do scaffold terd que ser baseada nos biomateriais utilizados, nas

caracteristicas do tecido a regenerar e no design desejado.

Atualmente existem inimeros tipos de técnicas, destacando-se: liofilizacdo, lixiviagéo,
separacdo de fase, electrospinning, etc. (Lu et al., 2013). O presente trabalho estuda a

formacdo de matrizes fibrosas pela técnica de electrospinning.

1.4.1. Electrospinning

. || -
A técnica de " Seringa
electrospinning permite
sintetizar matrizes fibrosas AgnIhaJ7
z vl Cone de Taylor
com uma elevada érea Fonte e alt LV ]
superficial e  porosidade, st
. =1
compostas por fibras
ultrafinas. Estas propriedades Coletor ligade &
. 1 T
contribuem para uma melhor = mi
adesdo, proliferacéo, L

migragéo e diferenciagéo Figura 1.3 Configuracéo do aparelho de electrospinning.
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celular, uma vez que mimetizam a morfologia natural da MEC (Elnakady et al., 2015).

A técnica de electrospinning usa um campo elétrico para produzir fibras poliméricas
ultrafinas com didmetros que variam de algumas dezenas de nandmetros a alguns
micrometros (Li & Tuan, 2009). Os elementos necesséarios para a realizacdo da técnica
incluem uma alimentagdo de alta tensdo, uma bomba injetora e um coletor ligado a terra,
como € ilustrado na Figura 1.3. A bomba injetora impulsiona a solugdo polimérica, que esta
contida numa seringa, fazendo-a passar por uma agulha que, por sua vez esta eletricamente
ligada ao pdlo positivo da fonte de alta tensdo. O principio de funcionamento deste método
baseia-se na aplicacdo de um potencial elétrico a solucdo polimérica que passa pela a agulha,
levando a que a solucgéo fique eletricamente carregada. Assim, a gota da solucdo polimérica
que se forma a saida da agulha, para além da forca gravitica, esta sujeita a forcas repulsivas
electroestaticas. A partir de um certo valor da tensdo aplicada, as forcas electroestéticas
sobrepGem-se a tensdo superficial da solucdo polimérica, deformando a geometria esférica da
gota, e levando a que esta adquira uma configuragdo conica denominada por cone de Taylor,
que provoca a ejecdo da solucdo polimérica na direcdo do coletor. No trajeto entre a ponta da
agulha e o coletor o jato é acelerado e esticado, fazendo com que o solvente se evapore e
formando as fibras que se vao depositar no coletor (Ji et al., 2011). (Li & Tuan, 2009).

Em suma, o uso da técnica de electrospinning na producéo de matrizes fibrosas de base

polimérica oferece as seguintes vantagens (Zhang et al., 2005):

v' Capacidade de produzir fibras com diametros que podem variar desde alguma dezena
de nandmetros a alguns micrometros. Estas dimensdes permitem a obtencao de fibras
com dimens6es semelhantes as da MEC de uma grande variedade de tecidos nativos
e 0rgdos;

v" Os scaffolds obtidos tém uma estrutura altamente porosa e interligada, facilitando o
crescimento celular;

v' E uma técnica versatil pois permite o uso de uma elevada variedade de polimeros,
mistura de polimeros, e materiais inorgénicos, bem como a integracdo de aditivos,
biomoléculas, e celulas vivas, satisfazendo os requisitos exigidos por diferentes
aplicacoes;

v' E um método simples e de baixo custo, permitindo também a formacio de varios

tipos de scaffolds.
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Electrospinning coaxial versus blending

O electrospinning é uma técnica muito versatil, que possibilita efetuar modificacdes que
permitem ter um grande controlo sobre a estrutura e a morfologia das fibras obtidas. Tais
modificagdes podem ser divididas em 3 categorias: (1) modificacdo nos parametros, que
permitem ajustar as dimensdes da fibra e a morfologia da sua superficie; (2) modificacdo nas
estratégias de electrospinning, que permitem obter fibras com diferentes estruturas e (3)

modificacdo no tipo de coletor, que permite ajustar a disposicao das fibras.

No presente trabalho serd estudado a modificacdo nas estratégias de electrospinning.
Esta modificacdo permite a obtencdo de diferentes tipos de fibras com excelentes
propriedades. De entre as possiveis estratégias de electrospinning existentes, o

electrospinning coaxial tem sido alvo de estudo.

A instalacdo do equipamento na técnica de electrospinning coaxial é idéntica a utilizada
para a do electrospinning comum (por blending). A modificacdo é feita através da insercédo de
uma agulha menor que se encaixa de forma concéntrica no interior da agulha maior para
realizar a configuracdo coaxial que permite, de forma independente, ejetar duas solucbes
poliméricas ao mesmo tempo (Drexler & Powell, 2011; Lu et al., 2016). Desta forma, é
possivel a producéo de fibras com estrutura “core—shell”, em que o ntcleo ¢ composto por um

material diferente da “casca” (Tong & Bin-Jie, 2016).

A estrutura do material do nucleo pode ser usada, por exemplo, para controlar a rigidez
do scaffold, enquanto o material que constitui a “casca” da fibra pode ser selecionado de
forma a promover a adesdo e proliferacdo celular. Uma desvantagem do uso desta técnica esta
na dificuldade em otimizar os varios parametros envolvidos de forma a obter fibras core-shell
0 mais perfeitas possiveis, devido a grande quantidade de variaveis envolvidas e as interacées

que existem entre elas (Ji et al., 2011).

Como é ilustrado na Figura 1.4, na técnica de electrospinning por blending ha
combinagdo dos polimeros numa Unica solucdo, contrariamente ao que acontece no

electrospinning coaxial onde s&o preparadas duas solucdes independentes.
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Figura 1.4 Estratégias de electrospinning: a) electrospinning por blending e
b) electrospinning coaxial.

1.4.2. Parémetros do electrospinning

A necessidade de producdo de fibras com diametro e morfologia controlados levou a
realizacdo de muitos estudos sobre a relagdo entre as propriedades das fibras e os parametros
variaveis do processo. Ha varios parametros que influenciam a morfologia das fibras
resultantes. Estes parametros sdo, geralmente, classificados em 3 categorias: parametros

associados a solucdo polimérica, parametros de operagdo e parametros ambientais.

Os parametros associados a solucdo polimérica dependem das propriedades intrinsecas
dos polimeros e solventes utilizados e incluem a viscosidade da solugdo, a condutividade
elétrica, a tensdo superficial e a volatilidade.

A viscosidade da solucdo depende sobretudo da massa molecular e da concentracéo do
polimero. Quanto maiores forem esta propriedades mais elevada sera a viscosidade. de uma
forma geral, quanto maior a viscosidade, maiores serdo os diametros das fibras formadas, pois
um aumento da viscosidade dificulta o estiramento da jato polimérico. Existe também uma
viscosidade minima abaixo da qual ndo é possivel formar fibras.

A tensdo superficial € um par@metro que permite controlar o cone de Taylor. Quanto
maior for a tensdo superficial mais dificil sera a formagéo de um jato pois, a forca de repulséo

eletrostatica requerida para que ocorra a eje¢do da solucdo sera maior. Assim, uma tensdo
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superficial baixa facilita o processo, obtendo-se fibras de boa qualidade, com diametro regular

(Wendorff et al., 2012).

A condutividade da solucdo vai influenciar a distribuicdo das cargas na solucédo
polimérica, afetando o jato formado. Assim, quanto maior for a condutividade maior sera a
quantidade de cargas presentes na solucdo a ser injetada, levando a formacéo de fibras de
menor didmetro devido a repulsdo entre as cargas (Ramakrishna, 2005; Shi et al., 2015).
Apesar destes serem os principais parametros associados a solucao polimérica, existem outros
que podem também afetar o processo, nomeadamente a pressdo de vapor do solvente, a
volatilidade, etc.

Relativamente aos pardmetros de operacdo estes compreendem a tensdo elétrica
aplicada entre a agulha e o coletor, o caudal de solucdo polimérica que se faz chegar a agulha
e a distancia a que € colocado o coletor.

A tensdo elétrica € um elemento crucial no processo de electrospinning. Tensbes
elevadas conduzem a um maior nimero de cargas transportadas na solugdo. Assim, um
aumento da tensdo resulta numa maior repulsdo entre cargas levando a formacdo de fibras
mais longas e com menor didametro. Por outro lado, o aumento do potencial aplicado tem
como consequéncia um aumento da velocidade da solucdo injetada (menor tempo de voo do
jato de solucdo até ao coletor) e, portanto, conduz a formacdo de fibras mais curtas e com
didmetros maiores (Ramakrishna, 2005; Haider et al., 2015).

O caudal da solucdo polimérica que passa pela agulha vai determinar a quantidade de
solucdo disponivel a ser injetada (Ramakrishna, 2005). Para uma dada tensdo, hd um valor
correspondente do caudal de alimentagdo para o qual o cone de Taylor é estavel. Um aumento
do caudal de alimentacdo leva a formacdo de fibras com maiores diametros. O caudal pode
influenciar também a porosidade associada as fibras criadas, verificando-se que quanto maior
for o caudal maiores serdo os poros (Haider et al., 2015).

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor metalico desempenha um papel essencial
na determinacdo da morfologia das fibras. A variagdo deste parametro influencia diretamente
o0 tempo de voo da fibra e a intensidade do campo elétrico. Quando a distancia entre a agulha
e o coletor é reduzida, a fibra percorre uma distancia menor até atingir o coletor, obtendo-se
fibras menos alongadas. Por outro lado, para distancias menores a intensidade do campo
elétrico aumenta (aumento das forcas de repulséo eletrostatica) levando a formacdo de fibras
mais alongadas, e com menores diametros.

Tal como com a tensdo aplicada, também na distancia entre a agulha e o coletor existem

efeitos contrérios, levando a conclusdo que, os parametros ndo sdo independentes uns dos
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outros, dificultando por vezes o controlo do processo de electrospinning (Ramakrishna, 2005;

Hasan et al., 2014).

Para além dos parametros da solucdo e de operacdo € importante ter em conta 0s
parametros ambientais, tais como a humidade relativa e a temperatura, dado a sua influéncia
no diametro e morfologia das fibras resultantes (Haider et al., 2015).

Quanto mais humido for o ambiente mais porosa sera a fibra formada. O tamanho dos
poros aumenta com o aumento da humidade, podendo ocorrer a coalescéncia destes
resultando na obtencdo de fibras ndo uniformes. Para além disso, a humidade do ambiente
pode ainda determinar a taxa de evaporacdo do solvente. Quando os niveis de humidade séo
elevados, a taxa de evaporacao de solvente sera baixa e, portanto, a fibra que se vai depositar
no coletor irad conter solvente provocando a dissolucdo e fusdo das fibras formadas.

A temperatura pode afetar a viscosidade e a condutividade da solucéo, dependendo do
polimero. O aumento da temperatura provoca um aumento da taxa de evaporacdo e um

aumento da viscosidade (Ramakrishna, 2005).
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS EXPERIMENTAIS

2.1. Objetivos Experimentais

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo teve como objetivo a preparacdo de matrizes
fibrosas fotoreticuladas para serem utilizadas como scaffolds na regeneracdo de tecido
vascular. Estas matrizes foram produzidas por electrospinning, utilizando duas variagoes
desta técnica: o electrospinning coaxial e o electrospinning por blending. Depois de
preparados, os diferentes scaffolds estes foram submetidos a diversas técnicas de
caracterizacdo. O esquema apresentado na Figura 2.1 resume a estratégia experimental
seguida no desenvolvimento deste trabalho.

Este trabalho centrou-se na avaliacdo do desempenho das fibras compostas por PCL,
GelMA e PCL/GelMA na regeneracdo de vasos sanguineos, procurando-se estudar as
vantagens apresentadas pela combinacdo destes polimeros numa mesma estrutura. Para além
disso foi possivel avaliar a influéncia da proporcdo de GelMA nas fibras compdsitas
PCL/GelMA e comparar as caracteristicas das fibras sintetizadas pelos dois métodos de
electrospinning referidos anteriormente.

Com vista a sua caracterizagdo, as estruturas produzidas foram submetidas a algumas
técnicas, tais como a Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR), testes de perda de massa, determinacdo de angulos de
contacto, Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM), ensaios de viabilidade celular e testes

de hemocompatibilidade.
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Figura 2.1 Esquema do procedimento experimental seguido no desenvolvimento dos scaffolds fibrosos fotoreticulados.
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2.1.1. Abordagem experimental |

Numa primeira fase procedeu-se a preparacdo de scaffolds compositos utilizando a
técnica de electrospinning por blending. Posteriormente, os scaffolds resultantes foram
submetidos a um processo de fotoreticulacao.

Inicialmente, os polimeros PCL e gelatina modificada (GelMA) foram adicionados a
uma mistura de solventes, obtendo-se uma solugdo homogénea que, seguidamente, foi sujeita
a técnica de electrospinning, resultando desta forma uma membrana constituida por fibras

compositas. Subsequentemente, as fibras foram fotoreticuladas. Para tal, mergulhou-se a
membrana numa solucéo de Irgacure 2959® e posteriormente irradiou-se esta, em ambos 0s

lados, com luz ultravioleta. Desta forma as moléculas do fotoiniciador sdo dissociadas
obtendo-se radicais livres que atacam as ligacGes duplas de carbono presentes na gelatina
modificada, iniciando assim uma polimerizacao radicalar dos residuos metacrilicos pendentes

nas varias cadeias e originando desta forma a reticulacdo da gelatina.

2.1.2. Abordagem Experimental Il

A segunda abordagem experimental, tal como na abordagem descrita anteriormente,
teve como principal objetivo sintetizar fibras combinando os polimeros de PCL e gelatina
modificada. Contudo, a técnica utilizada neste caso foi o electrospinning coaxial, obtendo-se
fibras com estrutura do tipo core-shell. As fibras resultantes foram também submetidas ao
mesmo processo de fotoreticulagao.

Assim, primeiramente foram preparadas duas solu¢des independentes de PCL e gelatina
modificada, respetivamente, com diferentes solventes. Seguidamente estas solugcdes foram
submetidas a técnica de electrospinning coaxial obtendo-se fibras com estrutura core-shell,
onde o nucleo ¢ constituido por PCL e a “casca” por gelatina modificada. Por fim as fibras
resultantes foram sujeitas ao mesmo processo de fotoreticulacéo.

Em ambas as abordagens foram sintetizadas fibras com diferentes proporgdes de
gelatina modificada, pretendendo-se averiguar qual a influéncia da concentragdo deste
composto nas fibras finais. Os resultados obtidos, bem como os métodos de sintese e 0s

materiais utilizados serdo apresentados seguidamente.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Na Tabela 3.1. encontram-se resumidos 0s materiais utilizados ao longo do trabalho.

Tabela 3.1 Resumo dos materiais utilizados

Material Distribuidor Informacéo Utilizacao
adicional
Gelatina tipo A Sigma-Aldrich Proveniente da Preparacédo dos
(Sintra,Portugal) pele suina scaffolds
Policaprolactona (PCL) Sigma-Aldrich - Preparacéo dos
(Sintra,Portugal) scaffolds
Cloroférmio Fisher 99,8 % pureza  Solvente
Scientific (Estados Unidos
da América).
Dimetilformamida (DMF)  Fisher 99,8 % pureza  Solvente
Scientific (Estados Unidos
da América).
2,2,2-Trifluoroetanol Fisher 99 % pureza Solvente
(TFE) Scientific (Estados Unidos
da América).
Acido Acético Glacial Fisher 99,7 % pureza  Solvente
(AAC) Scientific (Estados Unidos
da América).
2-hidroxi-1[4-(2- BASF (Alemanha). 97 -99 % Fotoiniciador

hidroxietoxi)fenil]-2-
metil-1-propanona
(Irgacure ®2959)

Meio Eagle Sigma-Aldrich (Sintra, - Ensaios da
modificado por Dulbecco Portugal) biocompatibilidade
(DMEM-F12)

3-(4,5-dimethylthiazol- ~ Promega (Canada, USA) - Ensaios da
2-yD)-5-(3- biocompatibilidade
carboxymethoxyphenyl)-

2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium (MTS)
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Tabela 3.1 (Cont.)

Fibroblastos normais PromoCell (Labclinics, Ensaios da

dermais humanos (NHDF) S.A., Barcelona, Spain) biocompatibilidade

Dihidrogenofosfato de Panreac - Formacao da solucéo

potassio (KH2PQO,) de PBS

Cloreto de sodio (NaCl) Panreac - Formacdo da solucéo
de PBS

Cloreto de potéssio (KCI)  SigmaAldrich ® Formacdo da solucéo
de PBS

Hidrogenofosfato disédico Fluka 99 % pureza Formacao da solucéo

(NazHPOa) de PBS

3.2. Preparacao dos scaffolds

3.2.1. Modificacéo da gelatina

A primeira fase do trabalho consistiu na modificacdo da gelatina. Esta estratégia teve
como base a reacdo direta da gelatina com anidrido metacrilico (MAA). Esta reacdo permitiu
a incorporacdo de ligaces duplas nos grupos pendentes da cadeia polimérica, conferindo ao
polimero a capacidade de ser fotoreticulado. O esquema reacional da modificacdo quimica da
gelatina € apresentado na Figura 3.1.

O O 0
PBS, |:-H 7.4

0 + HoN-R NH-R + OH
50°C 1h

Amdnido Gelatina Gelatina Ac1d’o
metacrilico metacrilamida mefacrilico

Figura 3.1 Esquema da reagdo da gelatina com o anidrido metacrilico. Adaptado de Correia et al., (2016).

A sintese da gelatina metacrilamida (GelMA) foi realizada adicionando-se 10 g de
gelatina do tipo A a 100 mL de uma solucéo tampéo, PBS, (pH = 7,4) preparada previamente.
A dissolucdo da gelatina em PBS foi realizada a temperatura de 50 °C, sob agitacdo, sendo
posteriormente introduzido 1 mL de anidrido metacrilico. A reacdo de modificacdo da
gelatina decorreu durante 1h. No final da reacdo, a solucdo resultante foi submetida a uma
dialise de forma a remover completamente os subprodutos da reagdo, nomeadamente o acido
metacrilico e outras impurezas de baixo peso molecular, garantindo desta forma a seguranga

do uso de GelMA na regeneracdo de tecidos vascular. Assim, a mistura reacional obtida foi
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colocada em membranas de dialise e estas introduzidas em agua desionizada durante 4 dias,

sob agitagdo. Durante esse periodo a agua foi renovada 2 vezes por dia. Depois da etapa de
purificacdo a GelMA foi removida das membranas e colocada no congelador. Por fim
procedeu-se a liofilizacdo das mesmas (durante 3 dias) de forma a remover na totalidade a

agua presente.

3.2.2. Preparacéo dos scaffolds compdsitos de GeIMA e PCL

A preparacdo dos scaffolds compositos fotoreticulados foi realizada em duas etapas. A
primeira etapa consistiu na preparacdo das membranas fibrosas compdsitas de GelMA e PCL
através da técnica de electrospinning, seguindo-se da fotoreticulacdo da GelMA incorporado

nas fibras.

Como referido anteriormente, as duas abordagens diferem apenas no tipo de
electrospinning utilizado para a preparacdo das fibras, tendo sido utilizado na primeira
abordagem o electrospinning por blending e na segunda o electrospinning coaxial, com vista

a obtencdo de fibras com diferente morfologia

Na preparacdo das membranas fibrosas utilizando a técnica de electrospinning por
blending combinaram-se os dois polimeros, PCL e GelMA, numa Unica solucdo. Foram
preparadas diferentes formulagcdes com vista a avaliar a influéncia da proporgao de GelMA
nos resultados finais (25, 50 e 75 %,
percentagem massica). Para tal, a PCL e a
GelMA foram dissolvidas numa mistura de TFE
e acido acético, a temperatura ambiente e sob
agitacdo. As diferencas fisico-quimicas dos
polimeros utilizados fazem com que estes sejam
imisciveis quando dissolvidos em apenas TFE,

formando assim duas fases — uma rica em PCL e

outra em GelMA. Esta imiscibilidade vai

Figura 3.2 Esquema da montagem do sistema de
influenciar o0 processo de electrospinning electrospinning por blending

levando & formacdo de fibras com uma
composi¢gdo quimica heterogénea. A adicdo de acido acético melhora a miscibilidade de

ambos os polimeros levando a formacdo de uma solucdo homogénea e estavel e,

25



Capitulo 3 — Materiais e Métodos
consequentemente, a formacdo de fibras com uma composi¢cdo mais homogénea e com

melhores propriedades mecénicas (Feng et al., 2012).

Posteriormente a solucdo resultante foi colocada numa seringa de plastico com 10 mL
(diametro de 15,8 mm) e esta introduzida numa numa bomba infusora, modelo NE-1000
Multiphaser da New Era Pump Systems. Dependendo da composi¢do da solugdo, foram
utilizados diferentes caudais e voltagens. A Tabela 3.2 resume as diferentes composicdes das
solugdes poliméricas, sujeitas ao processo de electrospinning, bem como o caudal e a
voltagem aplicada em cada caso. A aplicacdo da tensdo permitiu a eletrofiacdo da solugéo
polimérica com consequente formacéo de fibras que se depositaram num coletor ligado a terra
(papel de aluminio). Na Figura 3.2 é apresentado o esquema de montagem do sistema de
electrospinning utilizado.

Tabela 3.2 Composicdo das solucdes submetidas a electrospinning por blending e pardmetros associados ao processo.

Polimero Solvente Caudal  Voltagem
Nomenclatura PCL(g) GelMA(g) TFE(mL) Acido Acético g
(mL) (mL/h)  (kV)
b75PCL25GelMA 0,75 0,25 8 2 3 15
b50PCL50GeIMA 0,5 0,5 8 2 3 17
b25PCL75GelMA 0,25 0,75 8 2 3 13

A segunda etapa deste trabalho teve como objetivo a formacdo de nanofibras do tipo
“core-shell”, com um nucleo de PCL e uma “casca” de GelMA. Para tal, foram preparadas
duas soluc@es independentes. Também neste caso foram preparadas solucGes com diferentes
composicdes. As solucdes poliméricas utilizadas no nudcleo das fibras foram preparadas
através da dissolucdo de PCL em TFE, a temperatura ambiente e sob agitacdo. No caso das
solugdes utilizadas na “casca” da fibra, dissolveu-se GelMA numa mistura de solventes de
TFE e &cido acético com o auxilio de um agitador magnético, a temperatura ambiente.

O processamento da estrutura core-shell é semelhante ao procedimento anteriormente
descrito (Figura 3.3). Primeiramente procedeu-se a transferéncia das solu¢es de PCL e de
GelMA para duas seringas de plastico distintas, com 10 mL de volume (didmetro de
15,8 mm). Cada seringa foi acoplada a uma bomba infusora, modelo NE-1000 Multiphaser da
New Era Pump Systems, e a solucédo foi ejetada por uma agulha metélica coaxial. O aparelho

permaneceu ligado até ao consumo de toda as solucgdes das seringas.
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Figura 3.3 Esquema da montagem do sistema de electrospinning coaxial.

Na Tabela 3.3 sdo apresentadas as composicdes das diferentes solucBes poliméricas

preparadas bem como o caudal e a voltagem utilizados no processo de electrospinning

coaxial, em cada caso.

Tabela 3.3. Composicédo das solucBes submetidas a electrospinning coaxial e pardmetros associados ao processo.

Core Shell Caudais
Nomenclatura - - (mL/h) Voltagem
Polimero Solvente  Polimero Solvente Core Shell (kV)
@) @)
c75PCL25GelMA 1,125 12 mL 0,375 2,4 mL TFE 2 0,5 16
PCL TFE GelMA + 0,6 mL
AAC
c50PCL50GelMA  0,75PCL 8 mL 0,75 48 mL TFE 2 15 17
TFE GelMA + 12 mL
AAC
c25PCL75GelIMA 0,375 4 mL 1,125 7,2 mL TFE 1 2,25 17
PCL TFE GelMA + 1,8 mL
AAC

Foram ainda produzidas duas fibras compostas por PCL e GelMA, respetivamente, que

funcionaram como controlo, possibilitando desta forma avaliar a influéncia da concentragéo

de GelMA nas fibras finais.

Na sintese das fibras de PCL, 1 g de PCL foi dissolvida numa mistura de solventes de

cloroférmio/DMF (% v/v) (87,5/12,5) em 8 mL, a temperatura ambiente e sob agitacdo

magnética. O cloroférmio foi utilizado devido a sua elevada volatilidade e por ser um bom

solvente da PCL. Por sua vez, a adicdo de DMF deve-se a elevada constante dielétrica

27



Capitulo 3 — Materiais e Métodos
apresentada por este composto. Estes efeitos combinados favorecem o processo de

electrospinning (Alcobia, 2013). A solucdo resultante foi submetida & técnica de
electrospinning, tendo sido utilizado o mesmo procedimento referido anteriormente para a
producdo de fibras por blending. Neste caso foi aplicado uma dispersao de caudal de 3 mL/h e
uma voltagem de 13 kV.

Por sua vez, na producdo de fibras de GelMA, foi dissolvida 1 g de GeIMA numa
mistura de solventes de 3 mL acido acético e 8 mL TFE, também a temperatura ambiente e
com o auxilio de um agitador magnético. A solucéo final foi sujeita a electrospinning, tendo
sido aplicada uma voltagem de 13 kV e uma dispersédo de caudal de 3 mL/h.

No total toram produzidas 8 membranas fibrosas diferentes que, posteriormente, foram
submetidas a um processo de fotoreticulagao, que sera descrito no proximo capitulo.

3.2.3. Fotoreticulacdo dos scaffolds compositos PCL/GelMA

Ap0s o processo de electrospinning, as membranas fibrosas resultantes foram sujeitas a
um processo de fotoreticulagdo. Para tal, foram dissolvidos 250 mg de Irgacure® 2959 em
250 mL de agua miliQ. O Irgacure® 2959 foi utilizado como fotoiniciador uma vez que este
apresenta baixa citotoxicidade, (Klotz et al., 2016).

Seguidamente as membranas foram recortadas em quadrados (5 x 5 cm?) e
mergulhadas, uma a uma, nesta solucdo. Por fim, procedeu-se a fotoreticulacdo da GelMA
incorporada nas fibras numa camara (modelo UVGL-48, Multiband UV, da Mineral light®
Lamp, onde as duas superficies das membranas foram irradiadas com luz UV (comprimentos
de onda 254 — 354 nm) durante 10 min cada lado.

Quando exposto a luz UV, o Irgacure ® 2959 forma radicais que atacam a ligacdo dupla
da GelMA, iniciando uma polimerizacdo radicalar dos residuos metacrilamida presentes nas
cadeias de gelatina e ligando assim quimicamente as véarias cadeias de gelatina, tal como é
ilustrado na Figura 3.4. No final deste processo as membranas foram lavadas com &agua

destilada, para remover os vestigios do fotoiniciador.
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Figura 3.4. Reticulagdo da GelMA por polimerizacéo radicalar dos residuos metacriamida. Adaptado de Yue et
al., (2015).

Por fim as amostras foram secas numa estufa de vacuo a temperatura ambiente durante
2 dias. Na Figura 3.5. é apresentado um esquema que resume as etapas necessarias para a

obtencdo das membranas prontas a serem caraterizadas.

Cémara UV. Estufa
r—'—_ — —> Reacdo de —> [?—_ — 3 — (Temperatura
— polimerizagéo —_— ambiente e
radicalar ) condigdes de
Solugdo aquosa Agua destilada Vacuo)

de Irgacure ®
2959

Figura 3.5 Processo de fotoreticulagdo das membranas e preparacdo das membranas para caracterizagdo.

3.3. Caracterizacao dos scaffolds

Depois de desenvolvidas as diferentes estruturas poliméricas € importante estudar a
morfologia e arquitetura da superficie bem como a quimica da superficie dessas estruturas. As
técnicas utilizadas para a realizacéo desses estudos serdo seguidamente descritas.
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3.3.1. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexdo Total
Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia FTIR (Fourier Transform InfraRed) é uma técnica essencial na
caracterizacdo de compostos quimicos que permite identificar as ligacbes quimicas ou as
estruturas moleculares das amostras que sdo estudadas. O espectro infravermelho é obtido
quando a molécula é exposta a radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho,
absorvendo uma fracdo da radiacdo incidente caracteristica de um determinado grupo
funcional. A técnica de FTIR pode ainda ser complementada com o ATR (Attenuated Total
Reflectance (Stuart, 2004). A técnica utiliza o fenémeno de reflexdo interna total no interior
de um cristal, para analisar uma amostra em contacto com esse mesmo cristal. O feixe de
infravermelho é dirigido para o cristal e a reflexdo do feixe no interior do cristal. Desta forma,
penetra uma camada fina da superficie da amostra, sofrendo uma perda de energia nos
comprimentos de onda em que o material absorve. A intensidade da reflexdo é atenuada
devido s mdltiplas reflexfes ao longo do comprimento da amostra. Desta forma é possivel
obter informacao acerca da superficie da amostra (Monteiro, 2007).

A andlise FTIR foi realizada num espetrofotometro Jasco FT/IR-4200 equipado com um
Golden Gate Single Reflection Diamond ATR. Na obtencdo dos espectros foram efetuados 64

scans com uma resolucéo de 4 cm™,

3.3.2. Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM) é um método microscopico
extremamente valioso para estudar a morfologia dos materiais e estruturas poliméricas que
permite a obtencdo de uma imagem ampliada da superficie das membranas fibrosas. O
principio de funcionamento passa por se fazer incidir um feixe de eletrdes num ponto da
superficie da amostra, e a subsequente recolha dos sinais eletronicos emitidos pelo material
(Santos, 2014). A superficie polimérica foi previamente revestida com uma fina camada de
ouro, durante 10 s, de forma a tornarem-se eletricamente condutoras.

Esta técnica permitiu analisar a morfologia das fibras antes e depois de serem
fotoreticuladas tendo sido também analisado, no ultimo caso, a morfologia das fibras antes e

depois de serem imersas em PBS.
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Os testes foram relizados no Instituto Pedro Nunes (IPN) e o equipamento utilizado

nesta andlise foi Scanning Microscope JSM-5310 da Jeol. Foram obtidas imagens com
ampliacBes de 1000x, 5000 x e 10000x, que permitiram estimar o diametro médio das fibras

através de um programa de anélise de imagem (Image J).

3.3.3. Determinacdo de angulos de contacto dinamicos

A molhabilidade da superficie € uma propriedade importante dos biomateriais podendo
afetar a ligacdo, proliferacdo, migracao e a viabilidade das células. O angulo de contacto com
agua pode ser usado para avaliar a hidrofilicidade/hidrofobicidade da superficie dos materiais
(Fuetal., 2014).

Uma gora de agua desionizada é depositada automaticamente, sobre a superficie s da
membrana, sendo este processo registrado em video até que a gota estabilizar ou ser
completamente absorvida. Através das imagens, o software do aparelho calcula o angulo de
contacto formado entre a gota de &gua e a superficie da membrana, para cada frame de video.
desde 0 momento em que a gota atinge a superficie. O equipamento utilizado foi OCA 20, da

Dataphysics.

3.3.4. Estudos de perda de massa

O estudo da perda de massa de um material € um indicativo importante da eficacia do
processo de reticulacdo. Se a reticulacdo for eficaz a perda de massa sera minima.

Na realizacdo dos testes de perda de massa in vitro as amostras dos scaffolds,
fotoreticulados e néo fotoreticulados (controlo), foram colocadas em solucdo tampéo fosfato
salino, PBS, a 37 °C (temperatura fisioldgica do corpo humano) durante 3 dias. No final
desses 3 dias as amostras foram lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente
sob vacuo até obterem massa constante, para posterior avaliacdo da perda de massa.

A percentagem (%) de perda de massa de cada amostra foi quantificada através da
Equacdo 3.1, definida da seguinte forma (Chen et al., 2013):

W, — W,
% Perda de massa = % %X 100 (3.1)
0
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em que W, representa o peso inicial da amostra (antes de ser imersa em PBS) e W, é 0 peso

da amostra depois de ter sido incubada (durante 3 dias) e seca.

3.3.5. Biocompatibilidade

O termo biocompatibilidade refere-se a capacidade de um material de realizar uma
resposta apropriada no hospedeiro numa situagdo especifica. Em ET, biocompatibilidade
refere-se & capacidade de um scaffold de funcionar como substrato para a migracdo das
células para as zonas lesadas do tecido, suportando a sua proliferacdo e facilitando a
regeneracdo de tecidos sem provocar quaisquer efeitos indesejaveis nestas células (Ruvinov et
al., 2014).

Neste sentido o teste de viabilidade celular in vitro (ISO 10993-5) deve ser executado
para determinar os efeitos bioldgicos adversos causados pelos materiais utilizados na
producdo de scaffolds. Estes estudos foram realizados na Universidade da Beira Interior (UBI,
Covilha).

A metodologia utilizada na avaliacdo da viabilidade celular foi a técnica 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS).

e Cultura celular de fibroblastos

A utilizacdo de células em cultura é vantajosa pois diminui o uso de animais em
experiéncias. Assim, os fibroblastos animais e humanos tém sido indispensaveis em diversos
tipos de estudos. A utilizacdo de culturas de fibroblastos apresenta inimeras vantagens, tais
como a facilidade de obtencdo e a rapida e continua proliferacdo destas células. Para além
disso, e ao contrario de outros tipos de células, os fibroblastos ndo necessitam de fatores de
crescimentos adicionais (Jacob, 2011).

Células de fibroblastos normais dermais humanos (NHDF), foram cultivadas em
DMEM-F12, suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (FBS) ativado, anfotericina
B (100 pg/mL) e gentamicina (100 pg/mL). O meio de cultura foi substituido a cada dois dias

durante o decorrer do ensaio.
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As culturas de fibroblastos foram mantidas a 37 °C sob atmosfera hiumida com 5 % de

COqy, até as células atingirem uma confluéncia.

e Estudo da viabilidade celular

De forma a avaliar o perfil citotoxico dos materiais sintetizados, realizou-se o teste MTS
de acordo com as diretrizes padrao da 1ISO10993-5. Os materiais foram colocados numa placa
de 96 pocos (n = 5) e irradiados com luz UV durante 1h. As células foram entdo adicionadas a
uma densidade de 1x10* células por poco, e incubadas na presenca dos materiais por periodos
de 1, 3 e 7 dias. Apds cada tempo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e substituido
por 100 pL de novo meio e 20 pL de MTS/PMS. De seguida, as células foram incubadas por
um periodo de 4 horas, a temperatura de 37 °C, numa atmosfera himida com 5 % de CO..
Finalmente, a absorvancia da solucdo foi medida atraves espectrofotdbmetro de microplacas
(Biorad xMark) a uma absorvancia de 492 nm. Foram preparados dois tipos de controlos, o
poco que continha células vivas, sem estarem na presenca de scaffolds foi usado como
controlo negativo (K). No controlo positivo (K*), foi adicionado etanol 96 % a cultura
celular. Este procedimento foi realizado em ambiente estéril, no interior de uma cadmara de

fluxo laminar.

e Microscopia eletrénica de varrimento (SEM) das amostras

A adesdo e proliferacdo dos fibroblastos dermais na presenca dos materiais foram ainda
caracterizadas por SEM. Depois de incubadas, nas condicGes descritas anteriormente, as
amostras foram fixadas usando 2,5 % (v/v) de glutaraldeido. Seguidamente, estas foram
lavadas trés vezes em PBS, congeladas em azoto liquido e liofilizadas durante 3 horas.
Posteriormente, as amostras foram revestidas com ouro através de um revestidor por
crepitacdo (Quorum Q150R ES). As imagens de microscopia eletronica de varrimento foram
adquiridas a diferentes amplitudes, a uma tenséo elétrica de 20 kV, usando um microscépio
eletronico de varrimento (Hitachi S-3400N).
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3.4. Hemocompatibilidade

Para garantir o sucesso da aplicacéo clinica dos scaffolds como substitutos dos vasos
sanguineos foram realizados testes in vitro que permitiram avaliar o desempenho da estrutura
polimérica quando em contacto com o sangue. Para tal, foram realizados testes que
permitiram avaliar a trombogenicidade, que se traduz na capacidade do material induzir ou
promover a formacédo de trombos, e determinar o indice hemolitico, indicativo da quantidade
de hemoglobina (Hb) que é libertada para o plasma, de acordo com a norma International
Standard Organization (1SO) 10993-4 Biological Evaluation of Medical Devices (1999).

Estes ensaios foram realizados com sangue de coelho, fornecido pela
PROBIOLOGICA (sangue ACD-A).

3.4.1. Auvaliacdo da trombogenicidade

Para avaliar a formacédo de trombos na superficie dos scaffolds recorreu-se ao método de
Imai and Nose (1972), que permite avaliar o caracter trombogénico da amostra de acordo com
a massa de codgulo formada na superficie desta apds o contacto com o sangue.

As amostras foram colocadas, em triplicado, em caixas de Petri de vidro.
Posteriormente depositou-se na superficie de cada amostra 250 puL de sangue ACD-A de
coelho, evitando qualquer contacto entre o sangue e a caixa de Petri. Foi colocada a mesma
quantidade de sangue em caixas de Petri vazias, tendo sido usadas como controlo positivo
pois o vidro é um material muito trombogénico. Ao controlo negativo foi atribuido o valor 0.

Para iniciar o teste de coagulacdo do sangue adicionaram-se 25 pL de uma solucdo de
CaCl2 0,1 M ao sangue presente nas amostras. Seguidamente, as amostras foram colocadas
numa estufa, a 37 °C, durante 40 min. Ao fim deste tempo as caixas de Petri foram retiradas
da estufa e o processo de coagulacdo foi interrompido através da adicdo de 5 mL de agua
destilada aos coagulos. Posteriormente as solucGes obtidas foram filtradas e os coagulos
foram fixados e estabilizados no papel de filtro com 1 mL de uma solucdo de 36,5 % de
formaldeido. Por fim, os trombos fixados no papel de filtro (previamente pesado) foram
colocados novamente na estufa até se obtido um peso constante, a 37 °C, durante 24 h, tendo

sido pesados ao final desse tempo.

Para calcular a percentagem de massa de coagulo formado recorreu-se a Equacao 3.2.
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massamostra — MASSAcontrolo negativo

%massa de coagulo formado =

x 100 (3.2)

massQcontrolo positivo — massQcontrolo negativo

no qual massa meserq representa a massa do codgulo formado, obtida pela diferenca entre a
massa do papel de filtro inicial e a massa do papel de filtro com os coagulos,

MASSAcontrolo negativo J1Z TESPEito a massa média dos coagulos formados nos controlos
Negativos € massdcontrolo positivo 'efere-se a massa média de coagulos formados nos

controlos positivos (Dhandayuthapani et al., 2012).

e Determinacgédo do indice hemolitico

Com a realizacdo dos testes de hemdlise pretendeu-se avaliar a percentagem de
hemolise que os scaffolds provocam quando em contacto com o sangue (lise dos glébulos
vermelhos). Este estudo foi realizado recorrendo-se ao método da cianometahemoglobina
modificado, descrito na norma American Society for Testing and Materials (ASTM) F 756-
00. De acordo com o método referido a percentagem de hemolise é calculada com base na
guantidade de hemoglobina (Hb) que € libertada para o plasma quando as amostras sao
colocadas em contacto com uma solucdo de sangue diluido. Os materiais séo, entdo,
classificados com base na sua percentagem de hemolise, de acordo com uma escala
hemolitica: hemoliticos (> 5 %), ligeiramente hemoliticos (2 a 5 %) e ndo hemoliticos (< 2 %)
(Mohy et al., 2012).

A determinacdo do grau de hemolise dos scaffolds foi avaliado através do contacto

direto dos materiais com o sangue de coelho ACD-A.
Inicialmente os materiais, com uma area superficial de 21 cm?, foram cortados e incubados
em 7 mL de sangue ACD-A previamente diluido, em tubos de Falcon. Na preparacdo do
controlo positivo foi adicionado 1 mL de sangue de coelho ACD-A a 6 mL de agua destilada
(100 % de hemdlise), enquanto que no controlo negativo adicionou-se 1 mL de sangue ACD-
A a 6 mL de PBS. As amostras foram colocadas na estufa a 37 °C durante 3 h. Durante esse
periodo de tempo, em intervalos de 30 min, os tubos foram cautelosamente invertidos
garantindo, desta forma, um melhor contacto entre 0os materiais e 0 sangue.

Apbs o periodo de incubacdo as amostras foram centrifugadas a 2100 rpm durante
15 min. O sobrenadante de cada tubo foi utilizado para determinar a quantidade de
hemoglobina presente, [Hb], através da medicéo das absorvancias, num comprimento de onda

de 540 nm e com o auxilio do espetrofotometro UV-Vis Jasco V-550.
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A percentagem de hemolise foi calculada de acordo com a Equacéo 3.3.

[Hb]amostra - [Hb] controlo negativo

% Hemdlise =

x 100 (3.3)

[Hb] controlo positivo — [Hb] controlo negativo

onde [Hb]amostra 'epresenta a concentragdo de hemoglobina presente no sobrenadante,
[Hb]controto negativo © [Hblcontroto positivo S0 a@s concentragdes de hemoglobina nos

controlos negativo e positivo, respetivamente.
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CAPITULO 4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos scaffolds compdsitos PCL/GelMA

O trabalho experimental desenvolvido conduziu a preparacdo de diferentes scaffolds
com vista a sua possivel utilizacdo na regeneracdo de tecido vascular. Os scaffolds foram
preparados a partir da mistura de polimeros natural e sintético, gelatina do tipo A
(modificada) e PCL, respetivamente, utilizando as técnicas de electrospinning por blending

(abordagem experimental I) e electrospinning coaxial (abordagem experimental 1)

O trabalho teve inicio com a modificacdo da gelatina do Tipo A atraves da reacao deste
composto com o anidrido metacrilico, de acordo com o procedimento relatado por Coimbra et
al., (2014). Desta forma obteve-se gelatina metacrilamida (GelMA), que apresenta ligacGes de
carbono duplas que conferem a este tipo de polimero a capacidade de ser fotoreticulado.
Posteriormente foram sintetizados os diferentes tipos de scaffolds utilizando as duas técnicas
anteriormente referidas. Depois de obtidos os scaffolds, estes foram inseridos numa solucgéo
aquosa de Irgacure 2959 ® e seguidamente irradiados com luz UV. O processo de
fotoreticulacdo teve como principal objetivo reticular a GelMA presente nas fibras, de forma a
impedir a sua solubilizacdo em condic¢des fisioldgicas. A aparéncia das membranas antes e
depois de fotoreticuladas alterou-se, tendo ficado - depois de fotoreticuladas - com um tom
amarelado, mais intenso no caso de concentracdes de gelatina mais altas, como é apresentado
na Figura 4.1. No caso das fibras compostas apenas por PCL ndo se verifica qualquer
alteracdo na sua aparéncia, antes e depois de sujeitas ao processo de fotoreticulagdo,
indicando que este polimero ndo sofreu nenhuma alteracdo quimica, tal com seria de esperar,

pois ndo possui grupos susceptiveis de fotoreticulacéo.

Por fim, as estruturas poliméricas produzidas pelas duas estratégias foram
caracterizadas. Os resultados obtidos em cada uma das abordagens sera apresentado nos

préximos subcapitulos.
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Figura 4.1 Aparéncia visual dos scaffolds depois de submetidos ao processo de fotoreticulagdo
(irradiacéo de UV durante 20 minutos).

4.2. Caracterizacao fisico-quimica e morfologica dos scaffolds

Para avaliar as diferentes morfologias das fibras compositas de PCL/GelMA, resultantes
das diferentes formulacgdes estudadas, todos os scaffolds produzidos foram analisados pela
técnica SEM. De acordo com a morfologia apresentada foi possivel avaliar a influéncia do
processo de fotoreticulacdo e da concentracdo de GelMA nos scaffolds produzidos. Esta
técnica permitiu ainda avaliar a distribuicdo do didmetro das fibras. E importante referir que o
calculo dos didmetros foi efetuado somente com base em uma ou duas imagens, sendo por
isso apenas uma estimativa da distribuicdo de tamanhos e ndo uma medida rigorosa. A
superficie das membranas preparadas foi entdo observada, a diferentes ampliaces. Na Figura
4.2 sdo apresentadas as fotografias SEM da superficie da membrana de fibras de PCL,
originais (ndo foram submetidas ao processo de fotoreticulagdo, tendo sido analisadas logo
apos o processo de electrospinning) e fotoreticuladas, a ampliagdes de 1 000x, e 10 000x, bem

como um histograma onde € possivel avaliar o diametro das fibras.

S0 1000 10 2000 250 MO0 3500 4000

Didmetro (am)

Figura 4.2 A) B) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras de PCL originais com ampliacoes de 1000x,
10000x, respetivamente; C) histograma dos diametros das fibras; D) E) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie
das fibras de PCL fotoreticuladas com ampliagbes de 1000x, 10000x, respetivamente; F) histograma dos didmetros das
fibras;
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De acordo com a Figura 4.2 é possivel verificar que as fibras de PCL, tanto as

fotoreticuladas (A e B) como as originais (D e E), apresentam uma estrutura desorganizada.
Este facto deve-se a técnica de fabrico utilizada na sintese das fibras, electrospinning, na qual
as fibras sdo depositadas aleatoriamente no coletor. Das fotografias SEM é ainda possivel
constatar que as fibras de PCL apresentam uma elevada distribuicdo de didmetro, como &
também comprovado nos histogramas apresentados em C e F. Com base nos histogramas
verifica-se que, em média, as fibras de PCL originais apresentam um diametro de 2240 +
897 nm, ao contrério das fibras fotoreticuladas cujo didmetro é de 1307 + 583 nm. Em ambos
0s casos 0 desvio padrdo é elevado devido a larga distribuicdo dos didmetros das fibras.
Comparando a morfologia das fibras originais com a morfologia das fibras fotoreticuladas
verifica-se que estas ndo apresentam diferencas significativas. Este resultado era esperado
pois a PCL é um polimero de caracter muito hidrofébico e, portanto, quando em contacto com
meio aquoso, onde foi mergulhada durante o processo de fotoreticulagdo, ndo sofre alteracfes
morfoldgicas visiveis. E ainda importante referir que a superficie das membranas de PCL ndo

apresenta “beads”.

Depois de analisadas as fotografias das fibras de PCL é importante averiguar a
influéncia da proporgdo de GelMA nas fibras sintetizadas e comparar este facto com o
processo de fotoreticulacdo ao qual as membranas foram sujeitas. Assim, na Figura 4.3
apresentam-se as analises SEM realizadas nas membranas produzidas por electrospinning por
blending para as diferentes formulacGes estudadas, efetuando-se também a analogia entre as

membranas originais (ndo fotoreticuladas) e fotoreticuladas.
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Figura 4.3 A) C) E) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras originais produzidas por electrospinning
por blending com 25, 50 e 75 % de GelMA, respetivamente, (ampliacfes de 1000x e 10000x) e representacdo dos respetivos
histogramas (A3, C3 e E3); B) D) F) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras fotoreticuladas produzidas
por electrospinning por blending com 25, 50 e 75 % de GelMA , respetivamente (ampliagdes de 1000x e 10000x) e
representacéo dos respetivos histogramas (B3, D3 e F3);

Observando a Figura 4.3 verifica-se que uma vez mais as fibras sintetizadas se
encontram desorganizadas, devido a técnica de fabrico utilizada. Relativamente as fibras
compédsitas originais é possivel constatar que quanto maior a proporcao de GelMA, maior o
diametro médio das fibras obtido (Tabela 4.1). Este resultado podera estar relacionado com a
viscosidade das solucdes sujeitas a electrospinnnig. Como referido no capitulo 1.5.2., o
aumento do didametro das fibras tende a aumentar com o aumento da viscosidade das solucGes
precursoras. Neste caso, verificou-se (empiricamente) que a viscosidade das solucGes
aumentava com 0 aumento da proporcdo de gelatina, o que pode justificar a tendéncia
observada. Analisando a morfologia das membranas originais, verifica-se a formagdo de
fibras achatadas, na forma de fitas. Tal facto podera estar relacionado com a baixa

volatilidade do solvente. Apesar do TFE ser volatil, é utilizado também é&cido acético, que
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apresenta uma volatilidade muito mais baixa. Se a taxa de evaporagdo do solvente é muito

baixa, a solugdo ndo evapora completamente antes do jato fibroso atingir o coletor. Assim é
depositada no coletor uma fibra formada por uma pelicula fina de polimero, que contém no
seu interior solvente. Quando finalmente o solvente evapora, e sob o efeito da pressao
atmosfeérica, a pelicula polimérica colapsa, originando fibras achatadas (Koombhongse et al.,
2001).

Comparativamente com as membranas originais, as morfologias das membranas
fotoreticuladas apresentam alteragfes profundas, como se pode observar nas Figuras 4.3. B, D
eF.

A morfologia dos scaffolds fotoreticulados deve-se a presenca de gelatina, cuja
conformagdo mais estdvel é em forma de hélice. Contudo, durante processo de
electrospinning as cadeias de gelatina sofrem um estiramento devido a acdo das forgas
electroestaticas. Quando entram em contacto com uma solucdo aquosa, durante o processo de
foto reticulacdo, as cadeias de gelatina tendem a voltar a sua forma mais estavel,
rearranjando-se numa forma helicoidal, o que origina o “encolhimento” e aumento do
didmetro das fibras, sendo este efeito mais visivel quanto maior for a proporcéo de gelatina
nas fibras. Assim, as fibras fotoreticuladas apresentam didmetros consideravelmente

superiores aos exibidos pelas suas percursoras originais.

De acordo com as fotografias de SEM apresentadas em Al e Bl é ainda possivel
constatar que menores concentracdes de GelMA levam a formacdo de beads. Isto acontece,
pois, durante o processo de electrospinning, o solvente ndo é completamente evaporado e,
consequentemente, quando as fibras atingem o coletor ainda estdo “humidas” levando a

formacéo de beads.

Depois de observadas as fotografias das fibras compdsitas produzidas por
electrospinning por blending procedeu-se & analise SEM das fibras compositas sintetizadas a
partir da técnica de electrospinning coaxial. Na Figura 4.4 apresenta-se a analise efetuada
para as fibras compositas originais e fotoreticuladas, sintetizadas com diferentes proporgdes
de GelMA (25, 50 e 75 %).
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Figura 4.4. A) C) E) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras originais produzidas por electrospinning
coaxial com 25, 50 e 75 % de GelMA, respetivamente (ampliagdes de 1000x e 10000x) e representacdo dos respetivos
histogramas (A3, C3 e E3); B) D) F) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras fotoreticuladas produzidas
por electrospinning coaxial com 25, 50 e 75 % de GelMA, respetivamente (ampliacbes de 1000x e 10000x) e representagao
dos respetivos histogramas (B3, D3 e F3);

Analisando atentamente a Figura 4.4 pode constatar-se que baixas concentracGes de
GelMA resultam na formacéo de beads. Tal acontece devido & baixa viscosidade da solucéo
polimérica aliada a elevada tensdo superficial. Estes parametros dificultam a formacdo do
cone de Taylor, levando a ejecdo de pequenas gotas que resultam na formacéo de beads.

A morfologia especifica apresentada pelas fibras coaxiais 50GelMA podera estar
relacionada com os elevados niveis de humidade da atmosfera na qual € realizado o
electrospinning.

Assim, a taxa de evaporacao do solvente sera baixa e, consequentemente, a fibra que se
deposita no coletor ira conter solvente provocando a fusdo do polimero.

Por outro lado, algumas fibras coaxais 75 GelMA apresentam um diametro superior

numa dada zona da fibra. Tal resultado podera ser explicado pela estrutura core-shell
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apresentada pelas fibras, onde o nucleo é formado por PCL e a “casca” por GeIMA. Assim,

prevé-se que na regido da fibra onde o didmetro é mais baixo ndo tenha havido formacéo da
“casca”, tendo-se obtido apenas a parte interior composta por PCL.

No caso das fibras coaxiais verifica-se que o processo de fotoreticulacdo ndo vai alterar
significativamente a morfologia das fibras. Contudo para as proporc¢des de GeIMA mais altas
é possivel destacar o aparecimento dos hidrogeéis de gelatina em torno das fibras. A Tabela 4.1

sumariza os diametros médios das fibras dos diferentes scaffolds estudados.

Comparando a Figura 4.3 Al com a Figura 4.4 Al constata-se que para concentragoes
de GeIMA mais baixas as fibras originais coaxiais apresentam uma maior distribuicdo de
didametros exibindo um desvio padrdo de 724 nm, contrariamente as fibras blending que

apresentam um desvio padrdo de 279 nm.

Tabela 4.1 Valores obtidos para o didmetro médio das fibras compositas produzidas por electrospinning por blending e
coaxial e respetivo desvio-padréo.

Composicéo Diametro (nm)

Fotoreticuladas Originais

PCL 1307 + 583 2240 + 897
PCL+25GelMA (blending) 496 + 134 458 + 279
PCL+50GelMA (blending) 1350 + 367 622 £+ 253
PCL+75GelMA (blending) 810 + 150 680 + 153
PCL+25GelMA (coaxial) 301 + 68 464 + 724
PCL+50GelMA (coaxial) 853 + 339 632 + 133
PCL+75GelMA (coaxial) 553 + 110 642 + 122

Relativamente aos diametros apresentados na Tabela 4.1 pode constatar-se que as fibras
produzidas por electrospinning coaxial exibem didmetros menores do que as fibras produzidas
por electrospinning por blending. Este resultado poderad estar associado ao menor caudal

utilizado no fabrico das fibras coaxiais.

A técnica SEM ndo permite comprovar que as fibras sintetizadas sdo compostas por
PCL e GelMA. Assim, recorreu-se a técnica ATR-FTIR para identificar os grupos quimicos
caracteristicos da PCL e da GelMA nas fibras compositas. Na Figura 4.5 sdo apresentados 0s
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espectros obtidos da analise ATR-FTIR dos scaffolds compositos fotoreticulados compostos

por PCL/75, 50 e 25 % GelMA e do scaffold de PCL.

De referir que todos os espectros apresentados foram normalizados relativamente ao
pico mais intenso da PCL, correspondente ao grupo carbonilo (C=0), de forma ser possivel

proceder a sua comparacao.

A gelatina é uma proteina obtida pela desnaturacao do colagénio. A ligacdo amida — que
une as unidades de repeticdo das proteinas da origem a cinco bandas de absorcéo
caracteristicas, nomeadamente amida tipo I, Il, Il e amida A e B, listadas na Tabela 4.2
(Kong & Yu, 2007).

Tabela 4.2 Bandas caracteristicas do espectro infravermelho das ligacdes peptidicas (ligagdo amida).

Designacéo da banda NUmero de onda (cm™) Descrigéo
Amida A 3300 NH stretching
Amida B 3100 NH stretching
Amida | 1600 - 1690 C=0 stretching
Amida Il 1480 - 1575 CN stretching, NH bending
Amida Il 1229 - 1301 CN stretching, NH bending

Comparando os valores apresentados na Tabela 4.2 e 0 espectro ATR-FTIR da Figura
4.5 é possivel corroborar a presenca das bandas caracteristicas da gelatina na GelMA
fotoreticulada demonstrando, desta forma, que os processos de modificacdo quimica e de
fotoreticulacdo da gelatina ndo véo alterar a sua estrutura base. De facto, é visivel a presenca
das ligacGes da amida A e B, correspondentes ao NH stretching, na zona de 3330 cm™ e
3079 cm!, respetivamente. E ainda possivel observar a 1637 cm™ a banda tipica da ligaco
C=0 (grupo carbonilo), caracteristica da amida I. As bandas de absorvancia representativas

das amidas 11 e 11l encontram-se a 1528 cm™ e 1237 cm™, respetivamente.

A andlise ATR-FTIR deveria indicar o sucesso do processo de fotoreticulacdo dos
scaffolds compositos. A reacdo da gelatina com 0 MAA permitiu a incorporacdo de ligacbes
C=C na cadeia polimérica. Depois de submetida ao processo de fotoreticulacdo, onde os
scaffolds foram expostos a luz UV, seria de esperar que a ligagdo C=C desaparecesse.
Contudo, a banda tipica associada a elongagio C=C situa-se entre 1600 — 1640 cm™, que se

sobrepde a banda caracteristica da amida I. Assim, o espectro ATR-FTIR apresentado nédo

44



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo
permitiu averiguar o sucesso do processo de fotoreticulacdo, associado a auséncia da banda

C=C.

Relativamente ao espectro das fibras de PCL, verifica-se que este apresenta as bandas
tipicas deste polimero. A 2943 cm™ e 2863 cm™ sdo visiveis as bandas correspondentes ao
CH, stretching, assimétrico e simétrico, respetivamente. Na zona do 1718 cm™ observa-se a
banda correspondente ao grupo carbonilo (C=0). A 1290 cm™ é ainda possivel evidenciar a
presenca das bandas tipicas correspondentes ao C-O e C-C stretching e a 1236 cm™ e
1169 cm™ confirma-se a existéncia de ligagdes C-O-C stretching assimétrico e simétrico,

respetivamente.

—— 100GelMA c.o Cc-0-C
— TiGelMA CH2 c=0 c-C stretching
— 0GelMa stretching ‘ stretching
 5GeIMA stretching
—— PCL
FATY
Y A W
_._...__M -
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M
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Figura 4.5 Espectro ATR-FTIR dos scaffolds compdsitos fotoreticulados, produzidos por electrospinning
por blending, compostos por PCL/75, 50 e 25 % GelMA e do scaffold de PCL e GelMA puros.

Depois de identificados as bandas caracteristicas dos componentes individuais das
fibras, GelMA e PCL, procedeu-se a analise dos espectros dos scaffolds compositos de PCL e
75, 50 e 25 % GelMA, também ilustrados na Figura 4.5.

Analisando os espectros obtidos das fibras compdsitas de PCL e GelMA verifica-se que,

independentemente da percentagem de GelMA presente, todos 0s espectros apresentam as
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bandas mais caracteristicas dos dois polimeros. Para as trés formulacdes dos scaffolds

compdsitos estudadas, a 1725 cm™ observa-se a ligagdo C=O caracteristica dos ésteres,
indicando a presenca de PCL nas fibras. Para além disso, a 2943 cm™ e 2863 cm™ é ainda
notavel a presenca de bandas de absorcdo referentes as vibragdes stretching simétrico e

assimétrico dos grupos CH: constituintes da cadeia polimérica do PCL.

Por sua vez, na zona de 1640 cm ¢ visivel a banda responséavel pela vibragio stretching
dos grupos carbonilos, referente & amida | e na regifo dos 1542 cm™ ¢ possivel identificar as
bandas resultantes das vibragdes CN e NH stretching, comprovando-se a existéncia das
amidas Il. No que diz respeito & amida do tipo 1l ndo foi possivel verificar se estava ou néo

presente pois o pico correspondente esta sobreposto ao pico da PCL, na regido dos 1237 cm™.

Por fim, pode ainda constatar-se que 0s picos correspondentes as amidas A e B ndo sdo
téo salientes como no caso do hidrogel de GelMA.

Comparando agora os espectros dos scaffolds compdsitos de PCL e GelMA verifica-se
que quanto maior a propor¢do de GelMA mais intensas sdo as bandas de absorcdo
caracteristicas deste polimero, nomeadamente as amidas I e 11, e menos intensas s&o as bandas
tipicas da PCL. Relativamente aos picos correspondentes as amidas A e B € possivel denotar
que estes sdo mais intensos nas fibras compdsitas compostas por 75 % GelMA e menos

intensos nas fibras compositas compostas por apenas 25 % GelMA, como seria de esperar.

Os scaffolds produzidos por electrospinning coaxial foram também analisados através
da técnica ATR-FTIR, que permitiu identificar os grupos quimicos presentes em cada

amostra, possibilitando aferir sobre a presenca de GeIMA e PCL nas fibras compositas.
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Figura 4.6 Espectro ATR-FTIR dos scaffolds compdsitos fotoreticulados, produzidos por electrospinning
coaxial, compostos por PCL/75, 50 e 25 % GelMA e do scaffold de PCL e GelMA puros.

Na Figura 4.6 sdo apresentados 5 espectros diferentes: GelMA fotoreticulada pura, PCL
fotoreticulada pura e 3 espectros referentes as fibras fotoreticuladas coaxiais produzidas a
partir de diferentes proporcdes de GelMA nomeadamente 75, 50 e 25 %.

Observando a Figura 4.6 verifica-se que as fibras compdsitas coaxiais apresentam
bandas de absor¢do caracteristicas da gelatina e da PCL. Para as 3 proporcdes de gelatina
estudadas, a 1725 cm™ é visivel a banda caracteristica dos ésteres, referente ao grupo
carbonilo presente na PCL. Por outro lado, detetou-se também o stretching simétrico e
assimétrico caracteristico dos grupos CHz nas bandas 2944 cm™ e 2863 cm™, respetivamente.
A 1169 cm™* observa-se uma banda bastante acentuada referente a ligagdo stretching simétrica

C-O-C. Assim, é possivel provar a presenca de PCL nas fibras compdsitas coaxiais.

Relativamente as bandas caracteristicas da gelatina verifica-se a 1643 cm™ o pico
referente & Amida | e a 1549 cm™ o pico correspondente a Amida Il. Uma vez mais ndo é
possivel tirar conclusdes acerca da Amida Il pois o pico correspondente encontra-se
sobreposto ao pico referente a ligagdo stretching assimétrica C-O-C, caracteristico da cadeia
polimérica da PCL.A regido das amidas A e B n&o é visivel em nenhum dos espectros das

fibras compositas coaxiais apresentados.
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Os espectros apresentados na Figura 4.6 ndo permitem tirar conclusdes da influéncia da

concentracdo de gelatina. Este facto poderd ser explicado pela ndo homogeneidade da
composicdo das fibras coaxiais devido disposicdo ndo uniforme dos polimeros nas fibras. E
ainda importante referir que durante o processo de electrospinning coaxial o consumo das
solugdes poliméricas ndo terminava ao mesmo tempo, estando a ser injetado um dos

polimeros em excesso (relativamente ao programado).

De forma avaliar a eficiéncia do processo de fotoreticulacdo ao qual os scaffolds foram
submetidos procedeu-se a incubacdo destes em tampdo fosfato salino (PBS, pH = 7,4), a
37°C e durante 3 dias. Simultaneamente incubaram-se scaffolds compésitos néo
fotoreticulados que serviram de controlo e permitiram avaliar se, de facto, o processo de
fotoreticulacdo tinha sido bem sucedido.

Os resultados dos scaffolds compdsitos compostos por 50 % PCL/50 % GelMA,
produzidos por electrospinning por blending, serdo discutidos seguidamente. Para analisar a
morfologia das fibras compdsitas 50PCL/50GelMA recorreu-se a analise SEM. Na Figura 4.7
sdo apresentadas as fotografias SEM dos scaffolds compdsitos fotoreticulados e controlo apds,

serem incubados, obtidas a ampliacGes de 5000x e 10000x. Efetuou-se também uma anélise

dos didmetros médios das fibras, apresentados nos histogramas.

Figura 4.7 A) B) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras compdsitas 50GelMA/50PCL
fotoreticuladas incubadas e controlo incubadas, respetivamente, produzidas por electrospinning por blending
(ampliag6es de 5000x, e A3) e B3) imagens SEM obtidas a ampliacfes de 10000x). Representagdo dos respetivos
histogramas (A2 e B2).
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Comparando a superficie das fibras compdsitas incubadas (A3 e B3) verifica-se que as

fibras que serviram de controlo apresentam alguma porosidade, contrariamente as fibras
fotoreticuladas. Tal acontece, pois, a GeIMA presente nas fibras controlo ndo foi submetida
ao processo de fotoreticulacdo e, consequentemente, depois de incubadas durante 3 dias em
PBS, parte da GelMA vai-se dissolver originando uma superficie porosa. Por conseguinte, a
superficie destas fibras vai estar mais degradada, quando comparada com as fibras compésitas
fotoreticuladas, onde a gelaina fotoreticulada oferece uma maior resisténcia a dissolu¢do no
meio aquoso.

Uma outra forma de aferir se a gelatina presente nas fibras esta, de facto, reticulada é
através da analise ATR-FTIR. Se os espectros correspondentes as amostras incubadas forem
semelhantes aos espectros iniciais, pode-se concluir que o processo de fotoreticulagdo
resultou. Do ponto de vista da regeneracdo de vasos sanguineos o sucesso do processo de
fotoreticulacdo seria excelente, pois seria possivel melhorar as propriedades mecanicas e
bioldgicas dos scaffolds sintetizados.

Na Figura 4.8 sdo apresentados os espectros dos scaffolds compdsitos 50PCL/50GelMA
apos serem incubados em PBS (controlo e fotoreticulados) e originais fotoreticulados.

—— Foto_incubado

—— Controlo_incubado
—— Foto_original

Amidal

Amida A
Amida B

3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 4.8 Espectro ATR-FTIR do scaffolds compdésitos 50PCL/50GelMA sintetizados a partir de técnica de
electrospinning por blending.
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Através da analise da Figura 4.8 pode concluir-se que a gelatina incorporada nas fibras

compdsitas se encontra reticulada pois a intensidade das bandas de absor¢éo caracteristicas da
gelatina é superior no caso fibras fotoreticuladas do que nas fibras controlo. Assim o espectro
correspondente as fibras compdsitas incubadas fotoreticuladas assemelha-se mais ao espectro
das fibras fotoreticuladas originais do que o espectro das fibras controlo incubadas, onde as
ligaces tipicas da gelatina ndo sdo tdo salientes.

As fibras compdsitas sintetizadas a partir da técnica de electrospinning coaxial foram
igualmente incubadas em PBS durante 3 dias a 37 °C. As analises SEM das fibras compdsitas
fotoreticuladas (incubadas e originais) e das fibras controlo incubadas séo apresentadas na

Figura 4.9.

Observando a Figura 4.9 A) e B), que dizem respeito as amostras fotoreticuladas néo
incubadas e incubadas, respetivamente, durante 3 dias, € possivel constatar que ndo ha
diferengas visiveis na morfologia das fibras. Este resultado era esperado pois a gelatina foi
previamente modificada com MAA e fotoreticulada. Desta forma vai exibir um carécter mais
hidrofobico e, consequentemente, uma maior resisténcia a hidrolise. Esta constatacao revela-
se vantajosa no que diz respeito a regeneracdo do tecido vascular pois a degradacdo do
material vai ser mais lenta e, por conseguinte, as células vdo ter mais tempo para proliferar e

formar uma nova matriz.
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Figura 4.9 A) B) e C) Fotografias obtidas pela técnica SEM da superficie das fibras compdsitas 50GelMA/50PCL
fotoreticuladas originais, fotoreticuladas incubadas e controlo incubadas, respetivamente, produzidas por electrospinning
coaxial (ampliagfes de 5000x, e A3), B3 e C3) imagens SEM obtidas a ampliagdes de 10000x). Representacdo dos respetivos
histogramas (A2, B2 e C2).

Relativamente as fibras incubadas fotoreticuladas, observa-se a presenca do hidrogel a
revestir a fibra. Esta constatacdo era esperada pois a GelMA presente foi fotoreticulada
conferindo a fibra a capacidade de reter PBS sem que a gelatina seja degradada. Tal facto
pode ser comprovado com o aumento do didmetro de 853 + 339 nm, no caso das fibras
fotoreticuladas originais, para 981 + 191 nm, para as fibras compositas fotoreticuladas
incubadas. Por sua vez, as fibras incubadas ndo submetidas ao processo de fotoreticulagdo
(controlo) apresentam um didmetro mais baixo, cerca de 716 + 250 nm pois a parte da
gelatina que constitui a “casca” das fibras foi dissolvida.

Comparando a morfologia das fibras controlo incubadas produzidas por electrospinning
por blending (Figura 4.7 B) com as mesmas fibras, mas produzidas pela técnica de
electrospinning coaxial (Figura 4.9 C), verifica-se que as primeiras apresentam uma superficie
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porosa, contrariamente as fibras coaxiais que apresentam uma superficie lisa. Este resultado

advém da metodologia de fabrico adotada. No caso das fibras sintetizadas por electrospinning
por blending, a GelMA esta misturada com a PCL, no interior da fibra. Por sua vez, nas fibras
coaxiais, a GelMA constitui a “casca” da fibra e, portanto, quando incubada a camada exterior

vai desaparecer, resultando apenas a PCL.

De forma a avaliar quantitativamente eficacia do processo de fotoreticulagédo efetuou-se
um estudo de perda de massa. Assim, se a reticulacdo for eficaz a perda de massa serad

minima.

A Figura 4.10 permite comparar a perda de massa dos scaffolds compdsitos
fotoreticulados e controlo, produzidos a partir de solu¢bes com diferentes propor¢des de

GelMA. A Tabela 4.3 sumariza os resultados obtidos na Figura 4.10.
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Figura 4.10 Perda de massa, em solucéao salina tampédo fosfato (pH = 7,4), dos scaffolds compositos produzidos a
partir de solugdes com diferentes proporgdes de GelMA.
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Tabela 4.3 Perda de massa, em solucéo salina tampdo fosfato (pH = 7,4), dos scaffolds compésitos produzidos a partir de
solucdes com diferentes proporgdes de GelMA.

Perda de massa (%)

Electrospinning blending Electrospinning coaxial
25GelMA_Foto 3,95+ 0,55 7,88 £ 3,96
25GelMA_Contr 8,27 + 4,02 10,79 £ 4,11
50GelMA_Foto 14,60 + 2,10 31,98 + 7,43
50GelMA_Contr 35,08 + 2,58 60,27 + 12,31
75GelMA_Foto 37,02 + 5,35 58,78 + 2,59
75GelMA_Contr 62,44 + 0,93 60,42 + 2,64

Analisando atentamente a Figura 4.12 e a Tabela 4.3 é possivel observar que todos 0s
scaffolds compdsitos fotoreticulados apresentam menor perda de massa do que 0s respetivos
controlos, comprovando a eficiéncia do processo de fotoreticulacdo e a estabilidade das fibras
fotoreticuladas em ambiente bioldgico.

E ainda possivel avaliar o impacto da concentracio de GelMA na perda de massa dos
scaffolds.

Quanto maior for a proporcdo de GelMA presente nas fibras compdsitas maior vai ser a
perda de massa e, consequentemente, os scaffolds vao-se degradar mais rapidamente. Tal
facto pode ser explicado pois menor concentragdo de GelMA implica uma concentragdo de
PCL mais elevada que, sendo um polimero de degradacao lenta conduz a uma diminuicéo do
processo de degradacdo.

Comparando os resultados obtidos para os scaffolds blending e coaxiais, verifica-se que
os Ultimos apresentam uma perda de massa mais elevada. Este resultado pode ser explicado
pelo tipo de estrutura core-shell apresentada pelas fibras compdsitas coaxiais, onde a parte
exterior € composta por gelatina e a parte interior por PCL. Por outro lado, nos scaffolds
produzidos por electrospinning por blending, os polimeros estdo misturados e, portanto,
quando incubadas durante 3 dias em PBS, a perda de massa vai ser menor pois a gelatina
encontra-se incorporada na PCL, que é um polimero de caracter hidrofobico. Contrariamente
a superficie das fibras coaxiais é composta apenas por GelMA levando a uma perda de massa
superior.

Por fim pode ainda constatar-se que o processo de modificacdo quimica da gelatina com
MAA resultou pois, se a gelatina ndo tivesse sido modificada a fotoreticulagdo seria
impossivel de se realizar e, consequentemente obter-se-iam perdas de massas iguais em

ambos 0s casos estudados (fotoreticulados e controlo).
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A velocidade de degradacdo do material revela-se um fator muito importante na

regeneracdo de tecido vascular. Se o scaffold se degradar rapidamente entdo as células ndo
vao ter tempo suficiente de proliferar e formar uma nova matriz. Por outro lado se a
degradacéo for mais lenta que a regeneracgéo do tecido, o scaffold vai dificultar a deposicao da
matriz extracelular influenciando as func@es bioldgicas do tecido regenerado (Fu et al., 2014).
Neste sentido, de acordo com o tempo de regeneracdo do tecido, poderd optar-se por um
scaffold com maior concentracdo de GelMA, se a regeneracdo for mais rapida, ou por um
scaffold com uma concentracdo de PCL mais elevada, se a regeneracdo do tecido for mais

lenta.

4.3. Determinacédo dos angulos de contacto dinamicos

A molhabilidade da superficie € uma propriedade importante dos biomateriais pois afeta
a migrac&o, proliferagdo e a viabilidade das células. Neste sentido, foram feitas medicdes de
angulos de contacto dinamicos a todas as amostras produzidas a fim de avaliar o grau de

hidrofilicidade ou hidrofobicidade dos scaffolds produzidos.

Os resultados obtidos da analise dos angulos de contacto dindmicos dos sacaffolds
produzidos por electrospinning por blending e coaxial sdo apresentados na Figura 4.11. Para
uma melhor andlise destes resultados sdo apresentados também os angulos de contacto
dindmicos das amostras puras de GeIMA e PCL.
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Figura 4.11 Angulos de contacto dinamicos dos diferentes scaffolds produzidos por electrospinning.
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Analisando a Figura 4.11 constata-se que os scaffolds de PCL apresentam um caracter

marcadamente hidrofébico, exibindo um valor de angulo de contacto no instante inicial de
cerca de 140 °, que decai até aos 122 °, mantendo-se com este valor até ao final do ensaio.
Este resultado indica que a gota de agua destilada ndo se espalhou na superficie da amostra e,
portanto, a molhabilidade foi muito reduzida. A natureza hidrofobica da PCL leva a que a sua
degradacéo seja lenta tornando-o um forte candidato na producdo de scaffolds com vista a
regeneracdo de vasos sanguineos. Contudo esta propriedade intrinseca da PCL reduz a

capacidade de adesdo, migracao, proliferacao e diferenciacao celular.

Por sua vez, as fibras de GelMA pura evidenciam um cardcter mais hidrofilico,
apresentando um angulo de contacto no instante inicial de 85 ° que diminui ligeiramente
durante o ensaio até atingir um valor de 66 °. Contudo o caracter hidrofilico ndo é muito
acentuado devido a modificacdo da gelatina com MAA que conduz a alteracdo da sua
estrutura quimica devido a introducdo de grupos que a tornam mais hidrofébica.

As caracteristicas hidrofobicas da PCL foram a grande motivacdo para a incorporacdo

de GelMA nos scaffolds de forma a aumentar a hidrofilicidade dos materiais.

Analisando a influéncia da proporcdo de GelMA nas fibras coaxiais, verifica-se que
para as proporc¢des de 25 e 50 % os angulos de contacto obtidos sdo idénticos e semelhantes
aos obtidos para as fibras de PCL puras. Por sua vez, as fibras compostas por 75 % de GeIMA
exibem caracteristicas hidrofilicas devido ao aumento de teor de GeIMA na “casca” da fibra.
Estes scaffolds vao proporcionar uma melhor viabilidade celular face as matrizes hidrofébicas

anteriormente referidas.

Relativamente as fibras produzidas por electrospinning por blending pode observar-se
que todos os scaffolds compositos sdo bastante hidrofilicos, havendo alguma molhabilidade
da superficie. A elevada hidrofilicidade apresentada por estas fibras revela-se uma vantagem,
na aplicacdo desejada, pois permite uma rapida infiltracdo e regeneracdo celular. Por sua vez a
PCL presente nas matrizes vai conferir uma maior resisténcia evitando a degradagdo do
material no organismo, num curto periodo de tempo. No que diz respeito ao impacto da
concentracdo de GelMA na hidrofilicidade das fibras produzidas por electrospinning por
blending verifica-se que as fibras com maior concentragéo de GelMA n&o séo as que exibem
um caracter mais hidrofilico, contrariamente ao que seria de esperar. Isto acontece, pois, neste
tipo de estudo o fator predominante ndo é apenas a composicao quimica das membranas, mas
também a topografia da superficie. Se a superficie das fibras é mais porosa a infiltracdo da

gota serd maior conferindo a fibra uma natureza mais hidrofilica.
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4.4. Hemocompatibilidade

Os scaffolds vasculares séo utilizados quando ocorre a ocluséo parcial ou total de um
vaso sanguineo devido a doencas cardiovasculares, sendo a mais comum a aterosclerose.
Estes materiais poliméricos sdo, por isso, utilizados para desobstruir as artérias, facilitando o
fluxo do sangue. Assim, foram realizados dois estudos distintos: avaliacdo da

trombogenicidade do scaffold e determinacgdo do indice hemolitico de cada material.

4.4.1. Avaliacdo da trombogenicidade

Quando se coloca um “material estranho” em contacto direto com o sangue pode haver
alteracbes nos componentes sanguineos. Uma das principais preocupacfes associada a
implementacdo de scaffolds em artérias € se o material origina a formacdo de coagulos.
Assim, este teste teve como principal objetivo averiguar se as superficies dos materiais
desenvolvidos conduzem a formacdo de trombos. E de referir que se o scaffold for muito
trombogénico entdo vai impedir o fluxo do sangue, ndo sendo por isso adequado ao fim
pretendido.

Na Figura 4.12 sdo apresentadas as percentagens de massas de coagulos formados,
depois das amostras estarem em contacto com o sangue durante 40 min.
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Figura 4.12 Valores médios dos coagulos formados na superficie dos scaffolds
apos 40 min em contacto com o sangue.
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Antes de avaliar e discutir os resultados obtidos, € importante referir que para o

scaffold composto por 75 % GelMA apenas foi possivel realizar um ensaio pois, aquando
adicédo do sangue, este foi completamente absorvido dada a hidrofilicidade da gelatina. Face a
esta adversidade, ndo foi possivel obter o desvio padrdo para este scaffold.

Analisando a Figura 4.12 constata-se que todos os scaffolds sintetizados quando
colocados em contacto direto com o sangue induzem a formacdo de coagulos. Da analise do
gréafico verifica-se ainda que das membranas estudadas a que apresenta menor tendéncia para
formar trombos € a membrana de PCL. O caracter hifrofilico/hidrofébico da superficie tem
influéncia nas interacdes entre a superficie do material e as proteinas. A adsor¢éo de proteinas
leva a adesdo de plaquetas na superficie do biomaterial estimulando a formacdo de trombos.
De acordo com a literatura (Vladkova, 2010; van Oeveren, 2013) o aumento da
hidrofilicidade da superficie diminui a adesdo celular e, consequentemente reduz o risco de
formacdo de coagulos. Dito isto, seria de esperar que as membranas de PCL apresentassem
uma % de formacdo de codgulos superior aos restantes scaffolds compdsitos dada a presenca
de gelatina na composicao dos ultimos. A gelatina tem natureza hidrofilica e, portanto, seriam
expectaveis menores valores de trombogenicidade. Contudo, a gelatina foi modificada
guimicamente com MAA e reticulada. Estes processos poderdo induzir a formacéo de
trombos. Uma outra explicacdo possivel podera estar relacionada com os solventes utilizados.
De facto, quando é utilizada gelatina esta é dissolvida numa mistura de acido acético e TFE.
Por sua vez, a PCL ¢é dissolvida numa mistura de DMF e cloroférmio. Os resultados obtidos
sugerem que a mistura de TFE e &cido acético pode deixar residuos destes solventes na
superficie do material, levando a formacdo de trombos. Para além disso, fatores como a
rugosidade da superficie e o tamanho das fibras poderdo, também, influenciar a formacéao de
trombos.

Comparando os scaffolds coaxiais com as scaffolds produzidos por blending verifica-se
que os primeiros apresentam valores mais elevados de trombogenicidade. Estes resultados
estdo de acordo com os valores obtidos nas analises dos angulos de contacto dindmicos, onde
se verificou que as fibras coaxiais apresentam valores de angulos de contacto superiores.

Neste sentido, é crucial dedicar um grande esfor¢o ao desenvolvimento de superficies
poliméricas hemocompativeis. Uma possivel estratégia podera passar por combinar
substancias anticoagulantes com os polimeros. Entre estas substancias, a heparina &
considerada a biomolécula mais adequada para a inibicdo de trombos (Murugesan et al.,
2008).
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4.4.2. Determinacédo do indice hemolitico

Os testes de hemolise in vitro sdo indispensaveis no desenvolvimento de scaffolds com
vista a regeneracdo de vasos sanguineos, pois permitem a quantificacdo de baixo niveis de
hemoglobina no plasma sanguineo, que ndo poderiam ser medidos recorrendo a testes in vivo
(Alves et al., 2014).

A realizacdo do teste para a determinacéo do indice hemolitico foi executado através do
contacto direto entre o sangue e os scaffolds. Os estudos foram conduzidos segundo a norma
ASTM F 756-00 que, como referido no Capitulo 3, divide os materiais de acordo com 0 seu
indice hemolitico em trés grupos: 1) hemoliticos (> 5 %); 2) ligeiramente hemoliticos (2 a
5 %); 3) e ndo hemoliticos (< 2 %).

Na Figura 4.13 sdo apresentados os resultados do indice hemolitico, obtidos para ambas

as técnicas de electrospinning e para as diferentes propor¢des de GelMA estudadas.
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Figura 4.13 Valores dos indices hemoliticos obtidos através do contacto direto dos scaffolds
produzidos por electrospinning, por blending e coaxial.

De acordo com a classificagdo anteriormente referida, e observando a Figura 4.13
constata-se que quase todos scaffolds estudados ndo apresentam carater hemolitico para o
tempo que estiveram em contacto com o sangue de coelho, apresentando valores de indices
entre 0,21 e 1,33 %. Por sua vez, o scaffold composto por 75 GelMA e produzido por

electrospinning por blending exibe um carécter ligeiramente hemolitico, apresentando um
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indice de 2,40 %, ndo excluindo a sua aplicacdo na area médica. Apesar dos resultados

obtidos serem satisfatorios, sugere-se a realizacdo de novos testes in vitro, de forma a ser
possivel garantir a reprodutibilidade das conclusdes obtidas. De facto, (van Oeveren, 2013)
defende que a interacdo do sangue com as superficies dos materiais € algo muito complexo e,
portanto, o carater hemolitico de um material ndo pode ser avaliado com base em apenas um
teste de hemolise. Para além disso, as condi¢Bes nas quais sdo realizados os testes in vitro
bem como os protocolos estabelecidos pela norma ASTM F 756-00 apresentam algumas
limitacOes, factos que tém vindo a ser discutidos por diversos autores (Braune et al., 2013;

van Oeveren, 2013).

Os resultados obtidos indicam que, no geral, todos os scaffolds produzidos exibem um
bom contacto com os eritrocitos presentes no sangue, ndo comprometendo a sua integridade.
Assim, os materiais estudados podem ser classificados com hemocompativeis revelando-se

bastantes promissores para a sua utilizagdo como enxertos vasculares.

4.5. Biocompatibilidade

45.1. Estudo da viabilidade celular

O estudo in vitro da viabilidade celular foi realizado na UBI e teve como objetivo
avaliar a adesdo e proliferacdo de células de fibroblastos humanos, quando estas sdo
colocadas em contacto direto com a superficie dos materiais. Desta forma, foi possivel estudar
o perfil citotoxico dos scaffolds fotoreticulados sintetizados.

A Figura 4.14 exibe a resposta fisiologica das células na presenca de scaffolds
compositos, em termos de percentagens de células vidveis, apds um contacto com os materiais

por periodos de 1, 3 e 7 dias.
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Figura 4.14 Avaliacdo da atividade celular ap6s 1, 3 e 7 dias de contacto com os scaffolds
compésitos produzidos por electrospinning por blending e coaxial e do scaffold de PCL puro.

Observando a Figura 4.14 é possivel concluir que todos os scaffolds promovem a
adesdo e proliferacdo celular, ndo apresentando problemas de toxicidade. De facto,
comparando os resultados de viabilidade celular das membranas sintetizadas com o controlo
negativo (K-) (que representa a totalidade das células viaveis (100 %), verifica-se que 0s
scaffolds produzidos ndo apresentam quantidades significativas de compostos tdxicos, sendo
por isso biocompativeis.

Analisando os resultados verifica-se que todos os scaffolds apresentam uma boa adeséo

celular, apds 7 dias, sendo que a percentagem de células viaveis é superior a 60 %.

E ainda visivel que as células apresentam respostas semelhantes quando colocadas em
contacto direto com os materiais, sugerindo que a concentracdo de GelMA e a técnica de

fabrico ndo tém influéncia na biocompatibilidade destes materiais.

Tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que os scaffolds desenvolvidos
poderdo ser extremamente promissores na regeneracdo de tecidos vasculares, revelando-se

produtos biocompativeis.

De forma a comprovar o sucesso dos materiais poliméricos desenvolvidos, apresenta-se
ainda na Figura 4.15 as fotografias captadas por um microscopio 6tico obtidas para os

diferentes scaffolds sintetizados e para os controlos negativo e positivo.
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Figura 4.15 Fotografias microscopicas das células de fibroblastos humanos quando em contacto com
diferentes scaffolds (*), durante um periodo de incubacéo de 1, 3 e 7 dias. K* diz respeito ao controlo
positivo e K- ao controlo negativo.

Analisando os resultados, constata-se que durante 7 dias, os fibroblastos em contacto
com o0s materiais estudados, apresentam uma estrutura fusiforme indicando que as células

foram capazes de proliferar, permanecendo vivas, como acontece no controlo negativo (K°),
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contrariamente ao que acontece no controlo positivo (K*) em que as células exibem uma

forma esférica ou seja, s@o celulas mortas.
A adesdo dos fibroblastos as estruturas polimericas foi também investigada. Na Figura
4.16 sdo apresentadas as imagens SEM utilizadas para caracterizar a adesdo dos fibroblastos

dermais humanos a superficie dos materiais.

Analisando os resultados obtidos constata-se que, de facto, os fibroblastos emitem
prolongamentos aderindo a superficie dos scaffolds. No final de 7 dias a adeséo das células é

visivel e, em alguns casos, € possivel observar a penetragdo dos fibroblastos nos materiais.

50 PCL 25PCL PCL
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¢-50 PCL ¢-25 PCL
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Figura 4.16 Fotografias de SEM da cultura celular de fibroblastos humanos na presenca dos scaffolds
durante periodos de 1, 3 e 7 dias.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

5.1. Conclus0es gerais

O presente trabalho teve como objetivo a preparacdo de membranas fibrosas compostas
por gelatina metacrilamida (GelMA)/policaprolactona com vista a regeneracdo de tecido

vascular.

O trabalho realizado consistiu em duas estratégias experimentais: 1) producdo de
membranas compositas nanofibrosas compostas por PCL e GelMA utilizando a técnica
electrospinning por blending, onde ha combinacdo de ambos os polimeros, e 2) producédo de
membranas nanofibrosas compostas por PCL e GelMA utilizando a técnica electrospinning
coaxial, onde as fibras resultantes apresentam uma estrutura do tipo core-shell, com um

ndcleo de PCL e uma “casca” de GelMA.

Em ambas as estratégias foram produzidas membranas poliméricas com diferentes
proporcdes de GelMA, tendo estas sido submetidas a um processo de fotoreticulagao, apés a
adicéo do fotoiniciador Irgacure® 2959.

A primeira conclusdo a tirar dos resultados apresentados neste trabalho é que o processo
de electrospinning, em ambas as abordagens experimentais, foi realizado com sucesso,
demonstrando a capacidade de producéo de scaffolds de PCL, GelMA e PCL/GelMA a partir
desta técnica.

Apdbs o processo de fotoreticulacdo, por observacdo a olho nu, verifica-se que a
principal diferenca entre os scaffolds produzidos reside na coloracdo, dependente da
concentracdo de GelMA que constitui cada membrana. Assim, conclui-se que as membranas
poliméricas compostas por maiores proporcdes de GelMA apresentam um tom mais

amarelado.

A morfologia das membranas foi avaliada através da técnica de microscopia eletronica
de varrimento (SEM), de onde se constatou que a superficie das fibras fotoreticuladas,
produzidas por electrospining por blending, se encontra mais degradada quando a
concentracdo de GelMA é mais elevada. No caso das fibras coaxiais verifica-se que o

processo de fotoreticulagdo ndo vai alterar significativamente a morfologia das fibras e, que,
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apesar das membranas ostentarem composicdes, distintas ndo se assinalam aspetos dispares na

morfologia das suas superficies. A técnica SEM permitiu ainda determinar os diametros
médios das fibras sintetizadas. Desta analise pode afirmar-se que as fibras produzidas por
electrospinning coaxial exibem didmetros menores do que as fibras produzidas por
electrospinning por blending. Adicionalmente, a analise SEM permitiu comprovar a eficiéncia
do processo de fotoreticulagcdo, mostrando que as fibras que ndo foram submetidas ao
processo de fotoreticulacdo, depois de incubadas em PBS durante 3 dias, apresentavam uma

superficie mais degradada quando comparadas com as fibras fotoreticuladas.

As analises de FTIR permitiu identificar a presenca dos dois polimeros utilizados nas
fibras sintetizadas. Este estudo foi ainda de encontro aos resultados obtidos na técnica SEM,
garantindo que a gelatina presenta nas fibras estava, de facto, reticulada.

O estudo da perda de massa garantiu, uma vez mais, 0 sucesso do processo de
fotoreticulacdo. De acordo com este teste, todos os scaffolds fotoreticulados apresentam
menor perda de massa que 0s respetivos controlos (ndo sujeitos ao processo de
fotoreticulacdo) sendo esta perda mais visivel quanto maior for a proporgdo de gelatina. Os
resultados mostram ainda que os scaffolds coaxiais apresentam uma perda de massa mais
elevada que os scaffolds produzidos por blending, explicado pela estrutura core-shell

apresentada pelos primeiros.

A determinacdo dos angulos de contacto dinamicos demonstrou que o scaffold de PCL
exibia um caracter marcadamente hidrofdébico, contrariamente as membranas de GelMA que
evidenciam um caracter hidrofilico, ndo muito acentuado devido a modificacdo da gelatina
com MAA. As fibras produzidas por electrospinning por blending sugerem que todos o0s
scaffolds compdsitos produzidos sdo bastante hidrofilicos.

Relativamente aos estudos de hemocompatibilidade, estes demonstraram que o scaffold
composto por PCL apresenta uma menor tendéncia para formar trombos. Todas as membranas
compostas por GelMA sdo trombogeénicas, sendo a formacdo de trombos mais elevada no
caso das fibras coaxiais. Os resultados obtidos sugerem que a presenca de GelMA nos
scaffolds induz a formacdo de trombos. Tal poderd ser explicado pelos processos de
funcionalizacdo e fotoreticulacdo aos quais a gelatina € submetida. A avaliacdo do caréter
hemolitico sugere que apenas o scaffold composto por 50 GelMA e produzido pela técnica
electrospinning por blending apresenta um caracter ligeiramente hemolitico. As restantes
estruturas poliméricas apresentam um indice hemolitico inferior a 2 % nédo induzindo, por

isso, hemolise do sangue, mostrando-se promissores na regeneracao de vasos sanguineos.
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A biocompatibilidade in vitro foi investigada, através da realizacdo de estudos de

viabilidade celular com fibroblastos dermais. Os resultados obtidos sugerem que todos os
scaffolds produzidos ndo sdo citotoxicos e apresentam uma boa adesdo celular. A técnica
SEM permitiu observar as celulas em contacto com as membranas, comprovando a adesao e

proliferacdo celular.

Em suma, os resultados apresentados mostram que os scaffolds produzidos com base na
combinacdo de hidrogéis foto-polimerizaveis e matrizes fibrosas eletrofiadas possuem

elevado potencial para o uso em enxertos vasculares.

5.2. Trabalho Futuro

O trabalho realizado permitiu responder ao principal desafio proposto, que foi o
desenvolvimento de scaffolds compdsitos fotoreticulados compostos por PCL e GelMA com
vista a regeneracdo de tecidos vasculares. No entanto, ha indmeras questbes a resolver,
referindo-se seguidamente alguns potenciais tdpicos para investigar em trabalhos futuros.
Destaque para:

e Avaliar o potencial dos scaffolds produzidos como sistemas de transporte e libertacdo
controlada de farmaco. A formagdo de trombos no biomaterial pode bloquear o fluxo
sanguineo. Para contornar este problema poderdo ser desenvolvidos scaffolds com
acdo farmacologica, que libertem farmacos capazes de reduzir os processos de
coagulacao.

e Investigar a resisténcia, o alongamento e a tracdo destas amostras, de forma a verificar
se estas ttém as propriedades mecanicas necessarias para suportar os movimentos
relacionados com o bombeamento do sangue.

e Realizacdo de mais testes de hemocompatibilidade e biocompatibilidade in vitro de
forma a serem obtidos resultados mais fiaveis, garantindo a seguranca da utilizacéo
dos scaffolds produzidos como enxertos vasculares. Os testes de hemolise deveriam
ser efetuados por contacto indireto, completando os testes realizados por contacto
direto, a fim de determinar se as substancias libertadas pelo material causam hemaolise.

e Realizacdo de testes de biocompatibilidade in vivo. Desta forma seria possivel
assegurar a utilizacdo dos materiais na regeneracao dos vasos, afastando as hipoteses

de possiveis inflamagdes e tromboses.
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e Em estudos mais avangados, e confirmando-se a biocompatibilidade do material,

poderiam ser incorporados, nos scaffolds, fatores de crescimento e realizar testes in
vivo. Ao fim de algum tempo, deveria observar-se se houve efetivamente a

regeneragéo do tecido.
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