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RESUMO

As membranas de regeneracdo Ossea guiada sdo membranas usadas ndo s6 como
barreira, para que as células do tecido epitelial ndo invadam as do tecido 0sseo, enquanto este
regenera, mas também para melhorar aregeneracdo criando suporte as células para que se fixem
e desenvolvam. Estas sdo usadas em procedimentos de regeneracdo periodontal com o objetivo
de restaurar as estruturas de suporte, que muitas vezes sdo danificadas devido a infegdes ou
traumas, sendo usadas como modelos temporarios. S&o varios os materiais usados para produzir
este tipo de membranas afim de combinar as melhores propriedades, tendo em conta a aplicagao
em causa. Sdo usados polimeros biodegradaveis, com ou sem incorporacdo de farmaco, uma
vez que se pretende que a membrana se degrade aquando da regeneracdo do tecido. O farmaco
incorporado tem o objetivo de atuar como anti-inflamatério, antibiético, entre outros,
dependendo do que se pretende.

O objetivo deste trabalho estd em produzir membranas por combinacdo de métodos de
electrospinning e fotoreticulacdo usando duas abordagens diferentes, para aplicacdo como
membranas de regeneracdo 0ssea guiada. Paraas duas abordagens os biomateriais usados foram
a gelatina, que é um polimero natural, e a policaprolactona (PCL), polimero sintético. Numa
fase inicial a gelatina foi funcionalizada com anidrido metacrilico, com o objetivo de incorporar
ligacOes duplas de carbono, para obter a GelMA, de forma a serem posteriormente usadas para
reticular as membranas. Na primeira abordagem, foram preparadas as solu¢fes poliméricas de
PCL e GelMA, assim como na segunda abordagem, com a diferenca que na solucdo de GelMA
foi incorporado o fotoiniciador Irgacure® 2959. De seguida sdo produzidas as fibras por
electrospinning coaxial, sendo o nlcleo constituido pela PCL e o revestimento por GelMA.
Ambas as membranas foram sujeitas ao processo de fotoreticulagdo. Na primeira abordagem,
este método foi realizado mergulhando a membrana, ja produzida, numa solucdo de Irgacure®
2959 e depois sujeita a irradiacdo UV. Na segunda abordagem, uma vez que o fotoiniciador ja
se encontrava incorporado nas fibras, a membrana foi colocada numa atmosfera himida
saturada e sO depois foi exposta a irradiacdo UV. Por fim, foram avaliadas as propriedades

quimicas, fisicas, térmicas e biologicas das membranas.

A composicdo quimica foi avaliada por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier com reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de protdo (*H RMN), as quais permitiram confirmar as ligagGes
caracteristicas de cada polimero em ambas as membranas. Pela andlise termogravimétrica

(TGA) avaliou-se a estabilidade térmica das mesmas.



Através da técnica de microscopia eletronica de varrimento (SEM) observou-se a
disposicdo das fibras nas membranas, sendo estas apresentadas de uma forma aleatéria, tendo

uma distribuicdo de didmetros na ordem dos micrémetros.

A perda de massa foi avaliada durante 3 dias de incubacdo em agua MiliQ. As
membranas de PCL/GelMA foram as que exibiram maior diferenca de perda de massa e quando
comparadas as membranas fotoreticuladas, a de PCL/GelMA UV é a que demonstra ter um

maior tempo de degradacao.

Os testes de viabilidade celular mostraram resultados satisfatorios na medida em que
as células de fibroblastos humanos, quando em contacto com as membranas de PCL/GelMA
fotoreticuladas e de PCL/GelMA+Irgacure fotoreticuladas, tém a capacidade de aderir e

proliferar.

O estudo da libertacdo de farmaco ndo foi conclusivo, uma vez que o lrgacure® 2959,
que se encontra no revestimento das fibras, absorve o mesmo comprimento de onda que o

Flurbiprofeno, que se encontra na membrana apenas a 1% junto com aPCL na fibra do nicleo.

Perante 0s resultados exibidos, conclui-se que as membranas produzidas,
principalmente as de PCL/GelMA fotoreticuladas, possuem caracteristicas com potencial para

serem aplicadas como membranas de regeneragdo 0Ossea guiada.

PALAVRAS-CHAVE: Membranas de regeneracdo 0Ossea guiada, gelatina, policaprolactona,

electrospinning, fotoreticulagcdo, fibras, biocompatibilidade.



ABSTRACT

Guided bone regeneration membranes are used, not only as a barrier during the bone
tissue regeneration, against the invasion of epithelial tissue cells but, to improve the bone tissue
regeneration by creating support for the bone cells fixing and development. In periodontal
regeneration procedures, these membranes are used to repair support structures, many times
damaged by infections or traumas, and as temporary models. This type of membranes are
produced using several materials in order to combine its greatest properties considering its
application. Biodegradable polymers are used since the membrane is intended to degrade upon
tissue regeneration, drugs can be incorporated in the polymers with (e.g.) anti-inflammatory or
antibiotic properties.

The present study aims to synthetizz membranes combining electrospinning and
photoreticulation procedures using two different approaches, to use as membranes for the
guided bone regeneration. For the two approaches were used two biomaterials: gelatin, as
natural polymer, and a polycaprolactone (PCL), as synthetic polymer. First, in order to
incorporate the carbon double bonds, the gelatin was functionalized with methacrylic
anhydride. The polymer solutions of PCL and GelMA were prepared for both approaches, with
the difference in GelMA for the second approach, where it was incorporated the photoinitiator
Irgacure® 2959. Then, fibers with a PCL core and GelMA sheath were produced by coaxial
electrospinning and subjected to photoreticulation. In the first approach, the synthetized
membranes were dipped in an aqueous solution of Irgacure® 2959 and then irradiated with UV
radiation. In the second approach the photoinitiator was already incorporated in the fibers
therefore, the membrane was placed in a humid and saturated atmosphere and after exposed to
UV radiation. Lastly, were evaluated the chemical, physical, thermic and biological properties
of the membranes.

Chemical composition of the membranes was evaluated by Attenuated Total Reflection
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) and proton nuclear magnetic resonance
spectroscopy (*H RMN), confirming the characteristic bonds of each polymer in both

membranes. Thermogravimetric analysis (TGA) evaluated the thermic stability of membranes.

The fibers in the membranes were randomly disposed with diameters in the micrometer

scale observed though scanning electron microscopy (SEM).



Membranes weight loss was evaluated throughout 3 incubation days in MiliQ water,
PCL/GelMA membranes exhibited the highest weight loss compared to photoreticulated

membranes and PCL/GelMA UV membranes showed higher degradation time.

Fibroblast cells, when in contact with PCL/GeIMA photoreticulated membranes and
PCL/GelMA+Irgacure photoreticulated membranes in cell viability tests showed suitable

results showing the capacity to adhere and proliferate.

Once the Irgacure® 2959 is in the sheath of the fibers, it absorbs the same wavelength
that Flurbiprofen that is found in the membrane at 1% along with the PCL in the core fiber

therefore, the analysis of the drug release was inconclusive.

The present results suggest that the produced membranes, particularly the PCL/GelIMA
photoreticulated membranes, own characteristics with potential to be used as membranes for

the guided bone regeneration.

KEYWORDS: Guided bone regeneration membranes, gelatin,  polycaprolactone,

electrospinning, photoreticulation, fibers, biocompatibility.
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Preparacdo de membranas com base em fibras coaxiais eletrofiadas
Ana C. M. Alves

OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

A terapia de implantes dentarios para recuperacdo da denticdo é muito popular na
medicina dentaria moderna. Para que a aplicacdo do implante seja bem sucedida tem que se
garantir que existe tecido 0sseo suficiente para o suportar. Surge assim a necessidade de criar
uma estratégia para que ocorra aregeneracdo do tecido 6sseo, sem que as células do tecido mole

invadam 0 processo.

Para isto sdo usadas membranas de regeneracdo 0Ossea guiada cuja funcdo principal é a
de ser capaz de criar uma barreira entre as células 6sseas e as células epiteliais. Uma vez que
estas interagem diretamente com o organismo, para a producdo das mesmas, ha que escolher a
técnica e os biomateriais apropriados garantindo que as membranas possuam boa estabilidade
mecanica e que seja biocompativel. De modo a atingir estas propriedades, os materiais a usar
sdo os polimeros biodegradaveis de origem natural e sintética. Os polimeros de origem natural,
como a gelatina, tém muito boas propriedades de biocompatibilidade, o que evita a toxicidade
e reacGes imunoldgicas. Os polimeros sintéticos, como a policaprolactona (PCL), confere a

membrana boas propriedades estruturais e mecanicas.

As membranas de regeneracdo 0Ossea guiada sdo produzidas a partir de uma técnica
designada por electrospinning. Este é um metodo que tem como objetivo criar matrizes fibrosas
a partir de solugdes poliméricas. O processo de fotoreticulagdo é um procedimento que traz
vantagens quando comparado com outros métodos. Este é aplicado nas membranas de modo a

que tenham melhor estabilidade mecanica, e outras propriedades.

Deste modo, o trabalho desenvolvido tem como objetivo produzir membranas a partir
de polimeros de origem natural e sintética (gelatina e PCL, respetivamente) utilizando a técnica
de electrospinning seguido de fotoreticulacdo, para serem aplicadas como membranas de

regeneracdo 6ssea guiada.

O trabalho desenvolvido esta organizado em cinco capitulos, divididos por subcapitulos.
No Capitulo 1, encontra-se o0 enquadramento tedrico do tema, onde sdo abordados o conceito
de biomateriais e engenharia de tecidos, mais concretamente para aplicacdo de membranas de
regeneracdo 6ssea guiada e também trata um pouco das caracteristicas do farmaco que se
incorporou nas mesmas. Neste capitulo sdo também mencionados os polimeros biodegradave is
dando énfase aos materiais usados no desenvolvimento deste trabalho, a gelatina (polimero

natura) e a PCL (polimero sintético). E também descrita a técnica que foi usada para produzir
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as fibras, o electrospinning, e 0s seus respetivos parametros. E por fim, uma breve descricdo de

cada método usado para caracterizar as membranas produzidas.

No Capitulo 2 é feita uma descricdo detalhada do trabalho experimental desenvolvido,
explicando todo o processo para a producdo das membranas usando duas metodologias,
fotoreticulagdo mergulhando as membranas numa solugdo aquosa de Irgacure e incorporar o

Irgacure na solucdo de GelMA antes de produzir as matrizes fibrosas.

No Capitulo 3 sdo apresentados os materiais, usados ao longo do trabalho, e respetivos
fornecedores. Segue-se a descricdo da modificacdo da gelatina com anidrido metacrilico, o
procedimento adotado para preparar as solugbes para a producdo das membranas e como foi
realizada a fotoreticulacdo de cada uma delas. De seguida sdo mencionados todos 0s
equipamentos usados na caracterizacdo das matrizes. A libertacdo controlada de farmaco é

descrita, posteriormente, assim como a biocompatibilidade.

No Capitulo 4 sdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos no

desenvolvimento deste trabalho.

No Capitulo 5 apresentam-se as conclusdes gerais, tendo em conta todo o trabalho

experimental realizado. E por fim uma perspetiva de trabalho a realizar no futuro.
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I. INTRODUCAO

|.1. Biomateriais e engenharia de tecidos

N&o existe uma definicdo especifica para o biomaterial, mas pode dizer-se que é um
material usado em dispositivos médicos, com o intuito de interagir com sistemas biologicos.
Pode também ser definido como um qualquer material que tenha a capacidade de substituir uma
parte ou fungdo do corpo de forma segura (Tian etal., 2011).

O ambito dos biomateriais resulta da combinacdo das areas das ciéncias da vida,
medicina, ciéncias dos materiais e engenharia. As investigacdes realizadas entre as diversas
areas, garante que o material seja o mais adequado possivel, conforme a aplicacdo que se
pretende. Existem materiais com caracteristicas semelhantes que se comportam de maneiras
diferentes em diversas situacdes, dai a escolha do material ser crucial. A Figura 1.1 ilustra
alguns dos fatores que devem ser considerados no design de um novo biomaterial (Seal et al.,
2001).

Propriedades
Mecinicas

—_—

Taxa de Degradagio Poroszidade

Propriedades de

Foma Superficie

igncia e Engenharia
dos Materiais

.
-

AR
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Como conectar
novo tecido aos vasos
ja existentes
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Biologia e
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Figura 1.1 — Fatores a considerar no design de um biomaterial (Adaptado de Seal et al., 2001).
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Um biomaterial deve possuir algumas propriedades, como o facto de ndo ser toxico, a
ndo ser que seja especificamente desenhado para esse fim; ser biocompativel, o que difere de
aplicacdo para aplicacdo; ndo ser carcinogénico nem alergénico; ter propriedades mecanicas de
performance, que se referem a forca e flexibilidade do material; ter propriedades de
durabilidade, duracdo que este ird ter; e ter propriedades fisicas adequadas a aplicacdo que se
deseja (Ratner et al., 2004).

Os biomateriais classificam-se em 4 categorias diferentes: poliméricos, metalicos,
ceramicos e compositos. Os biomateriais poliméricos podem ser constituidos por polimeros
naturais ou sintéticos. Estes tém avantagem de serem faceis de produzir e tém baixa densidade,
mas por outro lado tém baixa for¢ca mecanica e podem degradar-se com o tempo. Os ceramicos
tém boa compatibilidade e sdo resistentes a corrosdo, no entanto séo dificeis de produzir e tém
elevada densidade. Osbiomateriais metalicos tém elevada forca de tensdo e sao resistentes, mas
tém baixa biocompatibilidade e, em meio fisioldgico, estdo suscetiveis a corrosdo. Os
biomateriais compdsitos sdo constituidos por dois ou mais materiais, a fim de combinar as
melhores caracteristicas para a aplicagdo alvo. Estes sdo dificeis de produzir, mas tém a

vantagem de serem biocompativeis e resistentes a corrosdo (Parida etal., 2012).

A Engenharia de Tecidos é uma ciéncia que aplica os principios da engenharia e da
biologia e desenvolve alternativas funcionais para regeneracdo, manutencdo ou substituicdo da
perda ou dano de tecidos como a pele, misculo, 0ssos, cartilagem, vasos sanguineos, entre
outros. O desenvolvimento de biomateriais capazes de suportar a adesdo, proliferacdo e

diferenciacdo celular constitui uma vertente fundamental da engenharia de tecidos.
|.2. Membranas para regeneragao ossea guiada

A regeneracdo tecidual guiada (GTR) foi introduzida na regeneracdo de tecido
periodontal, para evitar que o tecido gengival e epitelial invadisse o defeito 6sseo periodontal.
Este tratamento consiste em detetar o defeito d0sseo, de seguida extrai-se o dente e introduz-se
0 enxerto do 0sso, coloca-se a membrana por cima do sitio lesado e sutura-se aregido. Quando
0 tecido 0sseo regenera o implante ¢ aplicado para depois se encaixar a coroa do dente (Figura
1.2).
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Osso 3

Insuficiente

Figura 1.2 —Aplicacdo de uma membrana pararegeneracdo dsseaguiada (Adaptado de Oral Surgery & Dental Implant

Center of Louisiana).

Esta técnica foi designada como regeneracdo 6ssea guiada (GBR), que serve tanto para
reparar o 0sso defeituoso devido a lesbes patogénicas, como para aumentar 0 0SSO para
implantes. As membranas produzidas para este fim funcionam como barreiras, para prevenir
que o tecido epitelial, ou outros, migrem para a area 6ssea defeituosa e permite, também, que

haja tempo suficiente para regenerar 0 0sso e 0 ligamento periodontal (Wang et al., 2016).

Para aplicacdo destas membranas deve-se ter em conta qual o tipo de materiais a usar
para GBR, sendo que, para a escolha dos mesmos, é necessario ter em atencdo o tipo de 0sso
ou mistura de 0sso, 0 tipo de membrana e o uso de fatores de crescimento. Ainda devera exibir
outras propriedades, como facil manuseamento, capacidade de criacdo de espaco e
biocompatibilidade, de forma a prevenir a possivel migracdo das células do epitélio. Para além
disso, as reacOes teciduais, resultantes da reabsorcdo da membrana, devem ser minimas,
reversiveis e ndo devem prejudicar a regeneracdo dos tecidos desejados (Ghaly et al., 2013;
Wang et al., 2016).

Estas membranas apresentam variadas aplicacbes na area da medicina dentaria, como é
0 caso da cirurgia para aumento do 0sso, para extracdo do terceiro molar incluso, em cirurgia
periodontal, no tratamento para perda 0ssea peri-implantar, entre outras. No entanto, no ambito

de uso clinico, estas membranas apresentam um elevado custo (Lee & Kim, 2014).
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Recorre-se a procedimentos de regeneracdo periodontal para restaurar estruturas de
suporte periodontal danificadas, por doengas ou trauma, e para gque estes danos possam ser

evitados e minimizados.

As membranas para regeneracdo de tecidos guiada sdo componentes bésicos da
engenharia de tecidos e ttm como objetivo principal a criagdo de uma barreira, para evitar a
migracdo das células gengivais e epiteliais para a area afetada que se pretende regenerar. Estes
sdo usadas como modelos temporarios para regeneracdo de tecido 0sseo, sendo que devem
possibilitar a difusdo de nutrientes e oxigénio as células, fornecendo assim um ambiente
mecanico e biologico apropriado para a regeneracdo adequada do tecido (Villar & Cochran.,
2010).

No design de uma membrana, devem ter-se em conta as seguintes consideragdes
(O’Brien, 2011):

e Serem biocompativeis, ndo deve apresentar uma resposta inflamatéria, pois
podendo o corpo rejeitar a membrana podera diminuir o processo de
regeneracao;

e Biodegradaveis, como ndo sdo permanentes, devem permitir que as células
regenerem o tecido, ao longo do tempo. Os subprodutos, da degradagdo desta
ndo devem apresentar toxicidade e tém que ser capazes de sair do corpo sem
interferir com outros 0Orgaos;

e A membrana deve apresentar propriedades mecéanicas especificas. A sua forca e
espessura devem ser suficientes para resistir as tensées e manuseamento, durante
a implantacdo. Deve também apresentar acabamento superficial adequado, de
forma a garantir um bom acoplamento biomecéanico, entre a membrana e o
tecido;

e Aarquitetura deste tipo de membrana é também importante, pois a sua estrutura
porosa deve garantir afixacdo das células epiteliais, de forma aque ndo invadam

o tecido a ser regenerado e difusdo dos nutrientes as mesmas.

As membranas devem apresentar uma macro e microestrutura apropriadas, como
também ter uma estrutura de poros altamente interligada e elevada &rea superficial, para
permitir que as células se consigam fixar, evitando assim que o tecido, a ser regenerado, seja

invadido por células indesejaveis (O’Brien, 2011).
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Para alem das consideracGes a ter em conta no design de uma membrana, é também
necessario que a escolha do biomaterial e técnica de producdo do mesmo, seja adequada a
aplicacdo que se pretende. O biomaterial a usar na sintese de membranas deve cumprir todos
0s requisitos mencionados acima. Os polimeros naturais sdo usados com muita frequéncia, bem
como 0s sintéticos, mas, uma vez que sozinhos nao reunem todas as caracteristicas requeridas,
tem-se vindo a usar, cada vez mais, membranas com materiais compositos. Estes apresentam
vantagens, pois combinam as melhores propriedades dos dois polimeros, de modo a permitir a
producdo de materiais com maior forca mecénica e interacdo bioldgica. A técnica é também
importante, pois para se conseguir criar tecidos funcionais, as membranas tém de ser bem
projetadas para facilitar a distribuicdo celular e regeneracdo de tecidos (Correia et al., 2016;
Ma, 2004).

A fim de produzir este tipo de membranas recorreu-se, neste trabalho, a uma tecnologia
que se designa como electrospinning (explicado mais a frente com maior detalhe). Esta técnica
permite produzir membranas de base polimérica com determinadas propriedades, tais como,
terem uma estrutura tridimensional reticulada, elevada area superficial e porosidade, e o facto
de mimetizar a matriz extracelular. As membranas assim produzidas tém inimeras aplicacbes
biomédicas, como é o caso dos sistemas de libertacdo de farmaco, a regeneragdo guiada, entre
outras (Ke et al., 2017).

Xue et al. (2014), desenvolveram e estudaram membranas para regeneracdo éssea
guiada com libertacdo de farmaco, a fim de prevenir o desenvolvimento de infecdes aquando
da aplicacdo das mesmas. As membranas foram preparadas misturando PCL, gelatina e
metronidazol aplicando de seguida a técnica de electrospinning. Os resultados obtidos
indicaram que estas membranas mostravam potencial para serem aplicadas em regeneragcao
Ossea guiada uma vez que demonstraram boas propriedades mecanicas, e uma taxa de
biodegradacdo e funcdo de barreira apropriadas. Foi também realizado um controlo da
libertacdo do metronidazol onde se verificou que este prevenia a colonizagdo de bactérias

anaerdébias.

Também He e colaboradores (He et al., 2015), estudaram membranas de regeneragao
Ossea guiada com 0s mesmos materiais que 0s autores anteriores, mas aqui a técnica usada foi
a de electrospinning coaxial. A PCL foi preparada numa solugdo com o metronidazol, sendo
esta a solucdo do nicleo, e a gelatina como revestimento. Estes compararam 0s seus resultados

com trabalhos anteriormente desenvolvidos, onde utilizaram electrospinning por blending,
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concluindo que com as fibras coaxiais houve uma melhoria na hidrofilicidade das membranas,

0 que resulta numa melhor adesdo e proliferacdo das células sem que estas exibam toxicidade.

A vantagem que advém da incorporacdo de farmacos nas membranas de regeneracao
dssea guiada € que estas, quando aplicadas no paciente, apresentam alguns problemas, como é
0 caso da inflamacdo, uma das patologias que surge apds este tipo de intervencdo. A
incorporacao de farmacos nas fibras tem sido uma proposta, de modo a combater as infecdes e
inflamacdes que se desenvolvem durante o periodo de regeneracdo do tecido 6sseo (Caramella
et al., 2015; Xue et al., 2015).

|.3. Flurbiprofeno

Nesta aplicacdo o tipo de farmacos mais usados sdo os anti-inflamatorios e os
antibiéticos e sdo varios os estudos desenvolvidos para a incorporacdo dos mesmos. Huang e
colaboradores (Huang et al., 2016) incorporaram nas suas membranas &cido hialuronico, um
biopolimero com efeitos antibacterianos e anti-inflamatorios, para o tratamento da periodontite,
que se trata de uma doenca infeciosa. Outros autores (Park et al., 2000; e Xue et al., 2015)
usaram tetraciclina e metronidazol, respetivamente, como antibidtico para o mesmo fim, e
Kanungo etal. (2015) e Chung et al. (1997) aplicaram nas membranas, para regeneracao 6ssea
guiada, anti-inflamatérios como a quercetina e flurbiprofeno, respetivamente. Este Ultimo, foi
o farmaco usado para o desenvolvimento deste trabalho tendo o objetivo de amenizar as

inflamagBes que advém da regeneracdo dssea.

Neste caso, o farmaco wusado foi o
Flurbiprofeno  (Figura 1.3) que é um anti-
inflamatorio ndo esteroide (AINE), derivado do W
acido propionico. Como tal, apresenta propriedades O
analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatérias. Este
farmaco atua por inibicdo da enzima ciclo- F
oxigenase na cascata do acido araquidonico. A sua Figura 1.3 — Estrutura molecular do Flurbiprofeno
inibicdo conduz a reducdo da sintese de compostos (Maroofetal., 2015).
pro-inflamatdrios, como as prostaglandinas (mediadores quimicos de inflamagéo). Desta forma,
ocorre uma diminuicdo da resposta inflamatoria do organismo e, consequentemente, reducdo
da dor (Maroof etal., 2015).
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| .4. Polimeros biodegradaveis
| .4.1. Polimeros naturais

Os polimeros naturais foram os primeiros a ser usados em diversas aplicacGes, como as
areas farmacéutica e a biomédica. Estes materiais tém propriedades bioativas que lhes conferem
melhores interagdes com as células, ajudando na integracdo e cicatrizacdo do tecido. Para alem
de serem de baixo custo e faceis de processar, existem outras motivagdes associadas a sua
utilizacdo, como o facto de interagirem melhor com as células, quando comparado com 0s
polimeros sintéticos, devido as suas propriedades serem semelhantes com os componentes da
matriz extracelular (ECM), serem biocompativeis e conseguirem evitar a toxicidade e reacdes
imunolégicas, que sdo, normalmente, detetadas pelos polimeros sintéticos. No entanto, por
vezes podem desencadear respostas imunes, degradar-se a temperaturas inferiores ao seu ponto

de fusdo, o que limita a sua utilizacdo na producdo de implantes (Dias, 2014; Kim etal., 2017).

Devido as suas propriedades, estes polimeros sdo normalmente combinados com o0s
polimeros sintéticos de forma a criar materiais compositos conjugando as melhores

propriedades de cada material para diferentes tipos de aplicacédo.

1.4.1.1 Gelatina

A gelatina é um polimero natural obtida a partir de hidrolises parciais do colagénio. E
um material translicido, quebradico (quando seco), ndo toxico e é normalmente obtido a partir
da pele ou 0ssos, de origem bovina ou suina. Para produzir a gelatina é necessario passar por 3

etapas basicas principais (Kim et al., 2017; Kosmala et al., 2016):

e Pré-tratamento para remocdo de impurezas, que podem afetar as propriedades
fisico-quimicas do produto final;

e Extraccdo, para hidrolisar o colagénio;

e E por fim, para recuperar o produto final seco e homogeneizado, é necessario
que este passe por varios processos de separa¢do como: a filtracdo, clarificagao,

evaporacdo, esterilizacdo, secagem, moagem e peneiracéo.

A gelatina tem sido muito usada nas areas farmacéutica e medicina devido asua origem
bioldgica, semelhante ao colagéenio, que promove aadesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular.
E um material que, quando combinado com polimeros sintéticos, aumenta o crescimento

celular. Para alkm disso, a razio para a qual a gelatina é tdo usada deve-se a sua
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biocompatibilidade, biodegradabilidade, a presenca de grupos funcionais (grupos carboxilicos)
e ndo exibe antigenicidade (formacdo de anticorpos como defesa a um organismo estranho). E
também um hemostatico, sendo aplicado em feridas para parar o sangramento, ativando a
coagulacdo do sangue. No entanto, dissolve a temperaturas acima dos 37 °C (Kosmala et al.,
2016).

Para superar algumas das suas limitagdes, asolucdo é produzir um novo biomaterial, em
que se combina a gelatina com outros polimeros sintéticos, de modo a manter a sua estrutura e

melhorar as suas propriedades, mecanicas, fisicas, quimicas e bioldgicas (Aravamudhan etal.,
2014; Chong et al., 2007).

|.4.2. Polimeros sintéticos

Os polimeros sintéticos sdo aplicados em varias areas como a medicina e a biomédica,
como em sistemas de libertacdo de farmacos, stents vasculares, terapia ortoddntica, entre outros,
devido as suas propriedades quimicas e fisicas. Estes podem ser manipulados de forma a
conseguir combinar as melhores propriedades para uma determinada aplicacdo, através de
reacOes de polimerizacdo e formacdo de copolimeros, com varios componentes a diferentes
concentragdes. Os polimeros sintéticos sdo usados, principalmente, para conferir a membrana

boas propriedades estruturais e mecanicas. (Maitz, 2015).

Os polimeros sintéticos surgiram também, como forma de combater alguns problemas
que advém dos polimeros de origem bioldgica. Embora a maioria dos polimeros de origem
natural apresentem boa biocompatibilidade, alguns podem desencadear respostas imunes, 0 que
pode ser colmatado usando polimeros de origem sintética. Sintetizando adequadamente um
polimero, consegue-se obter uma variedade de propriedades desejaveis (Mikos et al., 2004;
Tian et al., 2011).

|.4.2.1 Poli (e-caprolactona) (PCL)

A PCL (Figura 1.4) é um poliester sintético ®)
hidrofébico e semi-cristalino, sendo que a sua 0O
cristalinidade diminui com o aumento do seu peso
molecular. Este polimero é muito usado devido as n
Figura 1.4— Poli (s-caprolactona) (Kariduraganavar

suas distintas propriedades fisicas, térmicas e
) ] et al., 2014).
mecanicas. Estas propriedade dependem do peso

molecular e grau de cristalinidade da PCL (Baker et al., 2015).
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E um polimero com caracteristicas interessantes por se conseguir controlar a sua
degradacdo, por ser miscivel com outros polimeros e poder ser sintetizado a partir de
monomeros derivados de fontes renovaveis. Quando em meio fisiologico, a PCL degrada-se
devido as hidrdlises que ocorrem nas ligacBes éster, resultando numa perda de massa. Este
polimero foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em aplicacdes biomédicas
em meados dos anos 70, em areas como a engenharia de tecidos, em membranas de regeneracao
Ossea guiada, e em sistemas de libertacdo de farmacos. A sua vasta aplicacdo deve-se ao facto
de este ser um polimero bastante versatil, com propriedades que podem ser ajustadas consoante

a aplicacdo que se pretende (Kariduraganavar et al., 2014; Labet & Thielemans, 2009).
|.5. Electrospinning

O electrospinning é uma tecnologia que tem como objetivo produzir fibras a partir de
solucdes poliméricas, de origem natural ou sintética, usando forcas electroestaticas, com
capacidade de criar novas estruturas porosas. Esta técnica apresenta diversas vantagens, como
aproducdo de membranas com elevada area de superficie, acapacidade de controlo do didametro
das fibras (que podem ter di@metros desde algumas centenas de nandmetros até alguns
micrometros) e, ainda, a facilidade de as funcionalizar e diferenciar e as suas propriedades
mecéanicas (Bhardwaj & Kundu, 2010).

As fibras assim produzidas podem ser aplicadas em diversas &reas, como em
biotecnologia, farmacéutica, na biomédica, membranas em engenharia de tecidos, entre outras
(Agarwal et al., 2008). A aplicacdo destas fibras em engenharia de tecidos envolve algumas
consideracbes, como o conhecimento de qual a sua aplicagdo (tecido vascular, 6sseo,
ligamentos, etc.) e, por conseguinte, a escolha do material mais adequado para este fim,
podendo combinar as melhores propriedades mecanicas e biomiméticas de cada material (Sill
& von Recum, 2008).

Para tirar a maior vantagem dos materiais existentes, sdo usados polimeros naturais que,
na sua maioria, sdo capazes de mimetizar a ECM, devido & presenca de proteinas e
polissacarideos dos componentes nela presentes. No entanto, demonstram fracas propriedades
mecanicas, ao contrario dos polimeros sintéticos que exibem boas propriedades mecanicas,

porém fraca adesdo celular (Hamlekhan et al., 2011).

O electrospinning pode ter duas configuracGes possiveis, ahorizontal e a vertical. Neste
trabalho foi usada a configuracdo horizontal em que a montagem experimental consiste,

basicamente, em 3 componentes: uma fonte de energia de alta voltagem, um spinneret e um

11
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prato coletor ligado & terra (Figura 1.5). E necessario também que haja uma bomba, com
controlo de caudal, para injetar a solucdo da seringa (Hu etal., 2014).

Figura 1.5 — Apresentagdo esquematica da montagem experimental.

Antes de se dar inicio ao electrospinning, o polimero é dissolvido no solvente formando-
se a solugdo polimerica desejada, que vai ser colocada na seringa. De seguida, a bomba
impulsiona a solucdo até & extremidade de um tubo capilar, ligado a uma agulha, onde a
superficie do liquido vai ser sujeita a um campo elétrico (entre a ponta da agulha e o coletor).
Quando este atinge o valor critico, as forcas elétricas repulsivas vencem as forgas de tensdo
superficial e a gota toma a forma de um cone, o chamado cone de Taylor. Por fim, este é
alongado adquirindo a forma de um ‘fio’ instdvel até ao coletor onde o solvente evapora

deixando apenas as fibras do polimero (Bhardwaj & Kundu, 2010).

|.5.1. Parametros do electrospinning

Como ja referido anteriormente, o electrospinning € um método usado para produzir
nanofibras a partir de solugdes poliméricas, aplicando um campo elétrico. No electrospinning
coaxial, sdo usados dois spinnerets concéntricos, com diametros diferentes, ligados a duas
seringas distintas, cada uma ligada a uma bomba. Os spinnerets, de dentro e de fora, séo
alimentados por duas solugcdes poliméricas. Este metodo € idéntico ao electrospinning simples
com apenas um spinneret, uma vez que também lhe € aplicado um campo elétrico. Com o

electrospinning coaxial formam-se fibras com uma estrutura do tipo nucleo-revestimento (core-
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sheath), sendo que a solucdo polimérica que alimenta o spinneret interior da origem ao nicleo
da fibra e a solugdo que alimenta o spinneret exterior origina o revestimento da mesma, como

apresentada na Figura 1.6.

a) JiT b)

Figura 1.6 — a) Fotografia do spinneret usado e b) apresentacdo esquematica do funcionamento do mesmo.

Na realizacdo desta técnica € necessario ter em conta alguns pardmetros como 0s

ambientais, da solucdo e de operacdo (Hu et al., 2014).

A viscosidade, o solvente usado e a condutividlade sdo os trés parametros mais

importantes a ter em conta aquando da preparagédo da solucdo dos materiais.

A viscosidade, que pode ser controlada diminuindo a temperatura de operagao, usando
um polimero de maior peso molecular ou aumentando a concentracdo do polimero na solucéo.
Isto € importante pois a viscosidade, para a solucdo do revestimento, tem que ser
suficientemente elevada para poder superar a tensdo interfacial da solu¢do do nicleo para assim
a primeira solugdo conseguir ‘arrastar’ a segunda, formando um cone de Taylor estavel E
também necessario que a solucdo do nlcleo tenha uma viscosidade minima para que o jato do
fludo possa estabilizar e ndo quebre (Lu etal., 2016). Zhang (Zhang et al., 2004) investigou a
influéncia da concentracdo do polimero, onde conclui que, com uma elevada concentracao,

tanto no nicleo como no revestimento, se produzem nanofibras coaxiais de maior diametro.

Para este ponto € necessario também ter atencdo a escolha do solvente. Segundo Yu (Yu
et al., 2004), para desenvolver fibras coaxiais uniformes, pode usar-se 0 mesmo solvente para
as duas solucdes, o que vai fazer com que a tensdo interfacial, entre os fluidos, diminua. Para a
libertacdo controlada de farmacos, normalmente, usa-se um solvente mais volatil para que se

produzam nanofibras porosas.
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A condutividade das solucdes é também um parametro importante. No que toca a
solucdo de revestimento, devido a sua instabilidade de flexdo e forca eletrostatica, esta devera
ser condutiva. Em relacdo a solucdo do nicleo, esta tem de ser ndo condutora, pois caso a sua
condutividade seja maior, que a do revestimento, pode haver quebra do jato devido a forca de

tracdo entre as solucGes.

Dentro dos parametros de operacdo existem 3 parametros importantes: a distancia entre

a agulha e o coletor; o caudal da solu¢do do nlcleo e da solucdo do revestimento; e a voltagem

aplicada.

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor esta diretamente relacionada com o
tempo que o jato das solucdes demora a chegar ao coletor e da forca do campo elétrico. Se esta
distancia for muito curta, o solvente ndo vai ter tempo para evaporar. E entdo necessario
aumenta-la, para que as fibras sejam alongadas e que o solvente tenha tempo de evaporar. Se a

distdncia for muito elevada as fibras formadas podem conter gotas, o que ndo € desejavel.

Outro parametro é o caudal que determina a quantidade de solucdo que se vai injetar.
Se 0 caudal for demasiado pequeno pode haver quebra das fibras, se for elevado pode ocorrer
formacdo de gotas na ponta da agulha. Por isto, deve estimar-se um caudal ideal para que as

fibras se possam formar de forma homogénea, sem que se formem coéagulos.

A voltagem que se aplica é também importante, uma vez que se for demasiado baixa, a
gravidade vai ser favorecida, sendo que vdo formar-se gotas e, consequentemente, estas irdo
cair da ponta da agulha. Tal acontece quando ndo existe um campo elétrico suficientemente
forte para que as fibras se consigam formar. A fim de resolver este problema, aumenta-se a
voltagem para que o cone de Taylor se consiga manter estavel para que se formem fibras de
forma continua. Uma voltagem mais elevada vai levar a que o fluido seja ‘puxado’ com

demasiada forca de dentro do capilar podendo formar codgulos neste (Lu et al., 2016).

|.6. Caracterizacao das membranas

|.6.1. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com

reflexao total atenuada (ATR-FTIR)

A espectroscopia ATR-FTIR é um método de andlise, ndo destrutivo, onde se faz incidir
um feixe de radiacdo infravermelho numa amostra, que o vai absorver. Esta técnica tem como

objetivo a identificacdo dos grupos funcionais presentes no material, que sdo reconhecidos
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através dos diferentes comprimentos de onda que lhes correspondem, obtendo-se assim o
espetro do composto quimico (Lim et al., 2010).

|.6.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protio ('H

RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H RMN) é uma técnica
usada para determinar a estrutura quimica de substancias que contém hidrogénio. E aplicado
um campo magnético sob a amostra fazendo com que os spins nucleares se alinhem a favor ou
contra o campo. Quando os spins nucleares se orientam a favor do campo magnético, estdo no
estado de spin a de menor energia, quando estdo contra significa que estdo no estado de spin j
de maior energia. Quanto maior é a forca do campo magnético aplicado, maior a diferenca de
energia entre o0s spins a e B. O espectrometro deteta essas diferencas e regista-as como forma
de um grafico de frequéncia do sinal vs intensidade. Neste trabalho esta técnica foi utilizada

para detetar a modificacdo quimica a que a gelatina foi sujeita (Bruice, 2007).

1.6.3. Angulos de contacto dindmicos

Para medir os &ngulos de contacto dindmicos, aamostra é colocada num prato e usando
uma seringa, com o solvente (neste caso, a agua destilada). Deixa-se cair uma gota sobre a
superficie desta gravando-se todo o processo, desde a queda da gota ao seu espalhamento
(Konduru, 2010). Esta técnica é usada para analisar a capacidade de molhabilidade de cada
membrana para que se possam comparar as varias amostras, de modo a perceber quais

apresentam maior hidrofilicidade.

|.6.4. Estudo da perda de massa

O estudo da perda de massa das membranas tem como objetivo avaliar, de forma
indireta, a eficacia do processo de reticulagdo. Teoricamente quanto menos massa a membrana
perder, mais eficaz é a reticulagdo. Estes testes foram feitos em membranas fotoreticuladas e
ndo fotoreticuladas, servindo estas de controlo.

1.6.5. Analise termogravimétrica (TGA)

A Andlise Termogravimétrica (TGA), é uma técnica que mede a perda de massa da
amostra, sujeita a uma variagdo de temperatura até que o material se degrade. O resultado desta

variagdo é um grafico da massa vs temperatura, designado por termograma. Este d& a
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informacdo em relacdo a estabilidade térmica e composicdo do material em estudo
(Vyazovkin,2012).

|.6.6. Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A técnica de microscopia eletrénica de varrimento possibilita observar a morfologia
microscopica das amostras. Utiliza um feixe de eletrbes, movido para a frente e para tras, que
vai “varrer” a superficie da amostra, fazendo com que a superficie emita eletrdes (eletroes
secundarios). Para que a amostra consiga emitir 0s eletrGes, € necessario fazer um revestime nto
por vaporizagio de um metal pesado (por exemplo ouro), criando uma camada fina. A medida
que a amostra é varrida, os eletrbes secundarios séo atraidos e recolhidos pelo detetor, que védo
ser traduzidos em sinais, originando assim uma imagem topografica. E necessario também que
a coluna seja mantida em vacuo, uma vez que os eletrbes sdo facilmente defletidos pelas

moléculas de gas (Figueiredo, 2013).
|.6.7. Biocompatibilidade

Uma das diferencas entre um biomaterial e outro material prende-se com a sua
capacidade de poder ser aplicado em tecidos do corpo humano, sem que este cause quaisquer
danos. Para tal, o biomaterial devera ser biocompativel, ou seja, o material deve ter capacidade
para executar, numa situacdo especifica, uma resposta adequada no hospedeiro (Williams,
2008).
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2. OBJETIVOS EXPERIMENTAIS

Este trabalho tem como principal objetivo produzir membranas de PCL/Gelatina a partir
da técnica de electrospinning coaxial e estudar abordagens diferentes de reticulacdo. Apos a
producdo das membranas, foi feita a reticulacdo onde, na primeira abordagem, a membrana é
mergulhada numa solucdo de Irgacure® 2959 e s6 depois irradiada com luz UV. Na segunda
abordagem, o lrgacure® 2959 é colocado na solucéo de gelatina, antes do electrospinning, e, s6
depois da matriz produzida, se irradia com luz UV. O esquema do processo experimental
efetuado encontra-se na Figura 2.1.

Gelatina tipo A + Anidrido Metacrilico
50°C,1h

Modificacdo da gelatina
GelMA

l Didlise e lofilizacdo

GelMA purificada
Aborda gem/ wda gem II

PCL + GelMA + PCL + GelMA+ Irgacure +
TFE + Acido Acético TFE + Acido Acetico

+——— Técnica de Electrospinning coaxial ——»

Mergulhar as membranas mmma
Soligdo de Irgacure ® 2939 (10 min)

Irradiacido UV

(10 min de cada lado da membrana)

Membranas compositos
com fibras de PCL e gelatina
fotoreticulados

Figura 2.1 — Esquema do processo experimental da producdo de membranas de PCL/GelM A a partir da técnica de
electrospinning coaxial e diferentes formas de reticulacéo.
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Depois de produzidas as fibras, sdo caracterizadas de acordo com varias técnicas de
caracterizacdo, de modo a avaliar a sua capacidade como sistemas de regeneracdo tecidual. As
técnicas usadas, ja referidas acima no capitulo 1, sdo a espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier com reflexdo total atenuada (ATR-FTIR), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de protdo (*H RMN), determinacdo de angulos de contacto
dindmicos, testes de perda de massa, analise termogravimétrica (TGA), microscopia eletrénica

de varrimento (SEM), avaliacdo da sua libertacdo do farmaco e a sua biocompatibilidade.
2.1. Abordagem |

Nesta primeira abordagem, o objetivo é produzir fibras compositas de PCL/GelMA a
partir da técnica de electrospinning coaxial, onde as fiboras tém uma estrutura do tipo core-
sheath, com um nlcleo de PCL e um revestimento de GelMA, que, no final, serdo sujeitas ao

processo de fotoreticulacéo.

Antes da preparagdo das solugdes, foi feita a modificacdo da gelatina com MAA, com o
proposito de incorporar, na sua estrutura, ligacbes duplas de carbono para ser possivel a
fotoreticulagdo do polimero. De seguida preparou-se cada uma das solucdes, a fim de,
posteriormente, se produzirem as membranas. Uma de PCL, que foi dissolvida em 2,2,2-
Trifluoroetanol (TFE), e outra de GelMA, dissolvida também em TFE e Acido Acético. Cada
uma destas solucdes foi sujeita a electrospinning coaxial, onde se obtiveram as fibras
compdsitas. Depois de produzidas as matrizes, estas foram mergulhadas, por um periodo de 10
minutos, numa solugdo de Irgacure® 2959 e, de sequida, foram irradiadas com luz UV durante
10 min de cada um dos lados da membrana. Este processo tem como intuito reticular a gelatina,
através da polimerizacdo radicalar, atacando as ligacbes duplas de carbono que se encontram

na gelatina modificada.
2.2. Abordagem

Esta abordagem é semelhante a anterior, sendo que a diferenga incide no passo em que
é adicionado o fotoiniciador, uma vez que este é incorporado na preparacdo da solugdo de
GelMA, sendo posteriormente sujeita, em conjunto com a solugdo de PCL, ao electrospinning

coaxial.

Quando as membranas estdo prontas, em vez de serem mergulhadas numa solucdo de
Irgacure® 2959, sdo colocadas num exsicador com uma atmosfera himida e, s6 depois,

realizada a fotoreticulacdo com luz UV.
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Nestas duas abordagens, ambas as matrizes foram fotoreticuladas. No entanto, tal foi
concretizado por métodos distintos, a fim de compreender qual a forma mais vantajosa para as
matrizes. Por fim, serd incorporado o farmaco, flurbiprofeno, na solugdo de PCL numa
propor¢do de 1% (m/m) em relacdo a massa inicial do polimero, e avaliar-se-4 a sua possivel

aplicacdo como sistema de libertacdo de farmaco.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Na preparacdo das membranas foi usada gelatina de pele suina tipo A e policaprolactona
(PCL), adquiridas pela Sigma-Aldrich. Para modificar agelatina foi usado Anidrido Metacrilico
(MAA) a94% da AlfaAesar e, como solvente, utilizou-se 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) da Merck
e Acido Acético Glacial (AA) da VWR Chemicals. Na solugdo de PBS, foram usados os sais
dihidrogeno fosfato de potassio (KH2POa4)da Panreac, hidrogenofosfato disédico (dihidratado)
(Na2PO4:2H20) da Fluka. O fotoiniciador, 2-hidroxi-1[4-(2- hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-
propanona (Irgacure® 2959), foi fornecido pela Ciba Specialty Chemicals Inc. O farmaco,
Flurbiprofeno, foi obtido da Sigma-Aldrich.

3.2. Preparagao das membranas
3.2.1. Modificagao da gelatina com anidrido metacrilico

Nesta fase, foi feita a modificacdo da gelatina, com o fim de introduzir ligagdes de
duplas carbono para que o polimero possa ser reticulado. Para este efeito, foi usado anidrido

metacrilico (MAA), em meio aquoso, que reage com a gelatina, como se mostra a reacdo da

Figura 3.1.
0 O
PES, pH—I" 4
%oj\ﬂ/ + HN-R \I)LNH-—R + }])LDH
:D"C lh
Anidrido Metacrilato (Gelatina Gelatina Metacrilamida  Acido Metacrilico

Figura 3.1 — Reagdo da funcionalizagdo da Gelatina (Adaptado de Correia et al., 2016).

Para a funcionalizacdo da gelatina tipo A, dissolveu-se 10 g de gelatina em 100 mL de
uma solucdo tampdo de PBS, colocada num banho de agua termoestatizado, a 50 °C, sob
agitacdo, durante cerca de 20 min. Logo apds, colocou-se 1 mL de MAA para a reacdo de

funcionalizacdo ocorrer, mantendo sob agitacdo durante 1h.

De seguida, a solucdo de GelMA, designacdo atribuida a gelatina depois de modificada,
foi colocada em membranas de dialise (com um cut-off de, aproximadamente, 50 000 g/mol),
para ser purificada. As membranas foram mantidas em agua destilada, sob agitacdo, durante 4

dias, renovando a &gua 2 vezes por dia. Este processo remove as moléculas de menor peso
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molecular, subprodutos da reacdo ou mesmo MAA ndo reagido. No Ultimo dia, retirou-se o
produto das membranas e congelou-se para, posteriormente, ser liofilizado. O processo de

liofilizacdo decorreu durante 3 dias e foi usado para remover toda a agua presente no produto.

3.2.2. Produgao das membranas de PCL/GelMA por electrospinning

As matrizes foram preparadas com duas solucbes de PCL/TFE (10% wh) e
GelMA/TFE (12% w/v), que foram usadas como solugBes de nucleo (core) e de revestimento
(sheath), respetivamente. As membranas foram produzidas com uma proporcdo fixa de 40:60
PCL/GeIMA (w/w), com a mesma técnica de electrospinning coaxial diferenciando apenas na

forma de reticulacdo de cada abordagem, como referido anteriormente.

Depois de efetuados tanto os célculos das quantidades necessérias de cada polimero,
solvente e caudal, bem como apds realizacdo de alguns ensaios, a fim de se saber qual a
voltagem &tima para se fazer o electrospinning, procedeu-se a construcdo da Tabela 3.1. De
seguida, prepararam-se as solugcbes de PCL e GelMA, pesando todos os materiais e solventes

presentes nessa mesma tabela.

Tabela 3.1 — Composigao das solucdes parao electrospinning coaxial.

Caudal
Core Sheath
Membrana (mL/h) Vo(lEig/])em
m (g) V (mL) m (g) V (mL) Core Sheath
PCLIGEIMA  08(PCL) 8(TFE) 12 (GelMA) S(TFEM*
2 (AA)
2 2,5 20

PCL/GelIMA+
Irgacure

1,2 (GelMA) + 8 (TFE)+

08 (PCL) 8(TFE) 401 (irgacure) 2 (AA)

Na primeira abordagem, a PCL foi dissolvida em TFE, a temperatura ambiente e sob
agitacdo controlada, bem como a gelatina. No entanto, esta Ultima, para além de ser dissolvida
em TFE, tem que ser adicionado também acido acético. O mesmo acontece na segunda
abordagem com a diferenca de que, na solugdo de GelMA, se acrescenta o Irgacure® 2959.
Depois de as solucBes solubilizadas, procede-se ao electrospinning coaxial, como ja descrito

anteriormente, onde as fibras se vao formar criando, por conseguinte, a membrana.

3.2.3. Fotoreticulacao das membranas de PCL/GelMA

Nesta etapa, 0 objetivo é reticular as membranas ja produzidas. Na primeira abordagem,
as matrizes sdo mergulhadas numa solugéo de 100 mL com 1%, de Irgacure® 2959 (em relacdo

a massa de PCL), durante 10 min. Seguidamente, sdo expostas a uma luz UV, durante 20 min
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(10 min de cada lado da membrana) e secas a temperatura ambiente sob vacuo, para garantir

que todos os solventes evaporam.

Em relacdo a segunda abordagem, uma vez que as fibras de GelMA ja conttm o
Irgacure® 2959, ndo é necessario mergulhar as membranas na solucdo. Em vez disso, estas vdo
para um exsicador com uma atmosfera hdmida, durante 2 ou 3 dias, e, de seguida, € incidida a
luz UV, também durante 20 min (10 min de cada lado da membrana, como na abordagem
anterior). Posteriormente, sdo secas a vacuo e a temperatura ambiente, prontas para comecar a

caracterizagéo.

3.3. Caracterizacao das membranas

Neste ponto sdo referidos apenas os equipamentos, modelos e outras especificacbes que

foram utilizadas para a caracterizacdo de cada membrana.

Na andlise de ATR-FTIR foi usado um espetrofotdmetro Frontier da PerkinElemer
equipado com um ATR (Diamond crystal 45°) e detetor FR-DTGS (Temperature-stabilized fast
recovery deuterated triglycine sulfate), a 64 scans e com resolucdo de 4 cm?l, para assim se

conseguir obter 0s espectros.

Para 0 'TH RMN o aparelho utilizado foi um espectrometro de 9.4 Tesla, com uma sonda
TXI de 5 mm.

Para os angulos de contacto dindmicos recorreu-se ao equipamento OCA 20, da

Dataphysics, onde as medicGes foram efetuadas utilizando agua destilada como liquido.

No estudo da perda de massa, as amostras foram pesadas antes de serem colocadas em
agua MiliQ a 37 °C (uma vez que esta é a temperatura aproximada do corpo humano) durante
3 dias. Passados os 3 dias, as membranas foram lavadas com agua destilada e secas a vacuo a
temperatura ambiente. Posteriormente, com as amostras ja secas e com massa constante, foram
pesadas novamente, de forma a avaliar a percentagem de perda de massa, calculada pela

seguinte equacdo:

m; — mg
%Perda de massa=—— x 100

my

onde m; corresponde a massa inicial da amostra (antes de ser imersa em agua MiliQ) e

m, a massa final da amostra, depois de incubada (durante 3 dias) e seca.
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O TGA foi realizado num equipamento TGA Q500 da Thermal Analysis (TA)
Instruments. Para esta analise, as amostras foram aquecidas da temperatura ambiente até 600

°C, com uma Vvelocidade de aguecimento de 10 °C/min, numa atmosfera de azoto. Os

termogramas obtidos foram analisados no software Universal Analysis 2000 da TA Instruments.

Os testes de SEM foram realizados no Instituto Pedro Nunes (IPN). As amostras foram,
previamente, revestidas com ouro atraves de um processo de deposicdo fisica de vapor. O
aparelho usado, para analisar as membranas, foi um FE-SEM Zeiss Merlin Gemini 2 (Carl

Zeiss, EUA) e para as imagens foram feitas ampliacbes de 500x, 2000x e 5000x.

3.4. Libertacao controlada de farmaco

No tratamento periodontal reconstrutivo €, muitas vezes, usada uma membrana de
regeneracdo Ossea guiada, como referido anteriormente. Esta membrana, por vezes, tem a ela
associada problemas de inflamacdes causadas por seres patogénicos. Para resolver esta questao
é introduzido, na membrana, um farmaco que, neste caso foi o Flurbiprofeno, de modo a

amenizar essas inflamacdes e ajudar no processo de regeneracdo e cicatrizacao.

O Flurbiprofeno foi incorporado na solugcdo de PCL, antes de serem produzidas asfibras
por electrospinning, numa proporcdo de 1% (m/m) em relacdo a massa inicial do polimero,
como se pode verificar na Tabela 3.2. O perfil da libertacdo do farmaco ao longo do tempo foi
avaliado, durante 14 dias. As membranas, que continham o farmaco e respetivos brancos (para
controlo) foram incubados a 37 °C em 10 mL de uma solucdo de PBS, com pH de 7,4. De
seguida, foram retiradas as amostras do meio, repondo-o com 3 mL PBS fresco, em tempos
especificos (0,5 h, 1h, 1,5h,2h,3h,4h, 6h, 8h, 24 h, 48 h, 120 h, 144 h, 168 h, 216 h, 288
h, 336 h), medindo assim as suas absorvancias a 247 nm. Estes resultados correspondem a

quantidade de flurbiprofeno libertado em cada membrana.

Tabela 3.2 — Composigao das solucdes parao electrospinning coaxial, com o farmaco.

Core (PCL) Sheath (GelMA)
Membrana
m (9) V (mL) m (9) V (mL)
PCL+F4 IGelMA 08 (PCL)* 8 (TFE 1,2 (GelMA 8 (TFE) + 2 (AA
armacorise 0,008 (Farmaco) & (TFE) 2 (GelMA) - 8(TFE) +2(AA)
PCL+Farmaco/ 0,8 (PCL)+ 8 (TFE 1,2 (GelMA)+ 8 (TFE) + 2 (AA
GelM A+Irgacure 0,008 (Farmaco) (TFE) 0,01 (Irgacure) (TFE) (AA)
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Os testes foram realizados num espetrofotometro UV-Vis Jasco V-550. Depois de
obtida a curva de calibracdo, do flurbiprofeno, as absorvancias medidas foram convertidas em

concentragdo (pg/mL), recorrendo a essa mesma curva, que se encontra no Anexo.
3.5. Biocompatibilidade

Como referido anteriormente, para que um biomaterial seja biocompativel, quando
aplicado em tecidos do corpo humano, deve ter a capacidade ndo causar quaisquer danos. E,
entdo, necessario avaliar a sua viabilidade celular in vitro (ISO 10993-5) de forma a aferir se o
material usado para produzir as membranas, apresenta efeitos biologicos adversos. Esta
caracterizagdo  foi realizada recorrendo a testes  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS), na Universidade da Beira
Interior, Covilna.

3.5.1. Estudo da viabilidade celular

Para realizar a avaliacdo do perfil citotoxico dos materiais sintetizados, efetuou-se o
teste MTS segundo as diretrizes padrdo 1ISO 10993-5. Comegou por se colocar esses mesmos
materiais numa placa de 96 pocos (n=5) e depois irradiados, durante 1h, com luz UV. De
sequida, adicionaram-se as células, a uma densidade de 1 x 10* células por pogo, incubando-
as na presenca dos materiais sintetizados, por periodos de 1, 3 e 7 dias. Posteriormente,
removeu-se 0 meio e substituiu-se por 100 uL de um novo e 20 uL de MTS/PMS. As células
foram, entdo, incubadas, durante 4 h, a 37 °C, numa atmosfera hdmida com 5% de CO,. Por
fim, foi medida a absorvancia dasolucdo, com um espectrofotdmetro de microplacas, da Biorad
XxMark, a 492 nm de absorvancia. Foram ainda preparados dois tipos de controlo em ambiente
estéril no interior de uma camara de fluxo. O controlo positivo (K™), onde se adicionou, a

cultura celular, etanol a 96%, e o controlo negativo (K~) que se refere ao poco com as células

vivas, sem que as membranas estivessem presentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producao das membranas PCL/GelMA

Neste trabalho foram produzidas membranas para se aplicarem, posteriormente, em
regeneracdo 6ssea guiada. Estas foram preparadas com solucbes de gelatina modificada tipo A

e PCL, realizando de seguida electrospinning coaxial.

Comecou-se por modificar a gelatina tipo A com anidrido metacrilico, como referido
anteriormente. Assim, obteve-se a gelatina metacrilamida (GelMA) para que a membrana possa
ser reticulada, o que é possivel devido as ligacbes de carbono duplas presentes neste composto.
De seguida procedeu-se a producdo das membranas de PCL/GelMA e PCL/GelMA+Irgacure,
onde a primeira foi mergulhada numa solucdo de Irgacure® 2959 e irradiada com luz UV, e a
segunda foi colocada num exsicador com atmosfera hdmida para depois se proceder a exposicao
da luz UV. Este processo tem como objetivo reticular a gelatina modificada, para que esta,
quando em meio fisiologico, ndo solubilize. As membranas de PCL/GelMA depois de
produzidas apresentam cor branca, mas, depois de fotoreticuladas ficam com um aspeto
amarelado. Ja as membranas de PCL/GelMA+Irgacure, a sua aparéncia ndo é alterada,
possuindo o0 mesmo aspeto antes e depois de fotoreticuladas, mantendo-se de cor branca, como

se pode verificar pela Figura 4.1.

Todas as amostras sintetizadas foram caracterizadas, sendo que 0s resultados se

encontram discutidos nos pontos abaixo.

Figura 4.1 — Aparéncia das membranas a) PCL/GelM A sem fotoreticulacéo; b) PCL/GelM A com fotoreticulacio;

c) PCL/GelM A+Irgacure sem fotoreticulacdo e d) PCL/GelM A+Irgacure com fotoreticulagéo.
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4.2. Caracterizagao quimica por ATR-FTIR

Como referido anteriormente, a técnica de ATR-FTIR tem como objetivo identificar os
grupos quimicos que se encontram em cada amostra produzida. Estas amostras sdo constituidas
por 40% de PCL e 60% de GelMA.

A gelatina é um polimero de origem proteica, que deriva da desnaturacdo do colagénio,
e por isso é composta por ligacbes amida, que une os aminoacidos. Estas ligacdes exibem
bandas de absorcdo caracteristicas do espectro infravermelho, que se dividem em amida: A, B,
I, 11 e lll (Tabela 4.1) (Fabian & Mantele, 2002).

Tabela4.1 — Bandas de absorvancia caracteristicas do espectro infravermelho das ligagbes peptidicas (Adaptadade Fabian &
M éntele, 2002).

Nomenclatura (amida) NuUmero de onda (cm) Modos vibracionais
A 3300 NH stretching
B 3100 NH stretching
I 1610 — 1695 CO stretching
| 1480 — 1575 NH stretching e CN stretching
i 1220 - 1320 NH stretching e CN stretching

Tendo como referéncia os valores das bandas de absor¢do para cada ligacdo amida,
apresentada na Tabela 4.1, foram analisados os espetros da gelatina, antes e depois de
modificada com anidrido metacrilico, obtidos por ATR-FTIR (Figura 4.2). Osvalores das suas

absorvancias sdo apresentados na Tabela 4.2.

I
— Gel ‘lr I1
GelMA /

s T T B W N T =W 2 T e 2 TR
ettt L U LU LU 10 LR LY

Nimero de onda {cml)

Figura 4.2 — Espectro de ATR-FTIR dagelatina, antes e depois de ser modificada com anidrido metacrilico.
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Tabela 4.2 — Bandas de absorvancia correspondentes a gelatina, antes e depois de ser modificada com anidrido metacrilico.

NUmero de onda (cm?)

Amida -
Gelatina GelMA
A 3289 3290
B 3083 3083
I 1627 1628
1 1544 1540
i 1239 1239

Observando a Figura 4.2 e a Tabela 4.2 pode notar-se que tanto a gelatina ndo
modificada (Gelatina) como a gelatina modificada (GelMA) exibem espectros muito idénticos,
nomeadamente, as cinco bandas relacionadas com a ligacdo amida aparecem a nimeros de onda
idénticos (Tabela 4.2), ou seja, pode confirmar-se a presenca das ligacbes da gelatina na
GelMA. Pode-se constatar que na GelMA se verificam as diferentes regibes das ligacdes amida.
O enlongamento NH da amida A e B de 3290 cmt e 3083 cnr?, respetivamente. A banda de
absorvancia do grupo carbonilo (CO), caracteristica da amida I, de 1628 cm™. E por fim, as
bandas de absorvancia correspondentes as ligacdes amida Il e 11l sdo 1540 cnmr! e 1239 cm?,

respetivamente.

Neste tipo de caracterizagdo, um dos objetivos esta em averiguar se a reacdo de
modificacdo foi efetiva, verificando o aparecimento de uma banda caracteristica das ligagbes
C=C, introduzida através da funcionalizacdo da gelatina com MAA. Mas, uma vez que as
bandas caracteristicas deste tipo de ligacdes, se encontram entre 1600 cm e 1640 cnrt, ndo foi
possivel confirmar essa questdo, pois as bandas de absorvancia das ligagdes amida do tipo |

estdo entre 1610 cmr! e 1695 cnv! — sobrepostas as das ligagdes C=C.

Depois de interpretados os valores das bandas das ligaches existentes na GelMA,
analisou-se o espectro (Figura 4.3) dos polimeros PCL e gelatina, e as fiboras de PCL/GelIMA
produzidas atraves da técnica de electrospinning coaxial.
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Figura 4.3 — Espectrode ATR-FTIR dos polimeros PCL e GelM A, e das fibras de PCL/GelM A.

Através da Figura 4.3 pode verificar-se que as bandas caracteristicas da PCL para o
enlongamento da ligagdo CH, se encontram entre 2949 cm™! e 2865 cnr?, e para o enlongame nto
CO a banda é de 1721 cmr?, sendo este valor préoximo de 1727 cm® como apresentado na
literatura (Elzein et al., 2004). Neste caso, é possivel averiguar que a PCL exibe grupos
carbonilo na sua composicdo, que estdo associados as ligacbes éster. No espectro das fibras de
PCL/GelMA ¢ possivel observar a presenga dos grupos caracteristicos da PCL e também da

gelatina, que confirma a presenca destes dois polimeros nas membranas assim produzidas.

Depois de analisados e comparados os espetros de PCL, GelMA e as fibras de
PCL/GelMA, segue-se o estudo das membranas de PCL/GelMA e de PCL/GelMA+Irgacure,

apresentados na Figura 4.4.

PCL/GelMA+Trgacure

—PCL/GellMA

8 AW S 2 A ~ T A 5 = 5 Fur
ELLLL ENlLL E1LLL Ll UL 3

-1

E

Figura 4.4 —Espectrode ATR-FTIR das fibras de PCL/GelM A e PCL/GelM A+lIrgacure.

Niamero de onda{cm
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Pela observacdo da Figura 4.4, verifica-se que, na membrana de PCL/GelMA, as
bandas caracteristicas da gelatina sdo mais percetiveis, sendo que a que mais se evidencia € a
Amida do tipo 1 e Il a 1634 cmr! e 1534 cmt. Os grupos caracteristicos da PCL sdo 0s que mais
se revelam na membrana constituida por PCL/GelMA+Irgacure.

4.3. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de protio ('H

RMN)

Para que se possa reticular as membranas € necessario funcionalizar a gelatina (neste
caso com anidrido metacrilico) de forma a incorporar, na sua estrutura, ligacbes duplas de
carbono. Uma vez que por ATR-FTIR ndo foi possivel confirmar a presenca das ligacdes
duplas, recorreu-se a técnica de 'H RMN. Para isto, as amostras, de gelatina e GelMA, foram
preparadas, independentemente, com 2 mg de amostra e 300 mL de &gua deuterada (D20), sob
agitacdo, a ~35 °C, e de seguida analisadas (aus Kerman, 2008). A Figura 4.5 apresenta 0S
espectros da gelatina e da gelatina modificada (GelMA).

CH, NI ‘
GelMA :

SN Y nw

Gelatina

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 4.5 — Espetro de 'H RM N da gelatina sem estar modificada e gelatina modificada (GelM A).

Analisando a Figura 4.5, pode observar-se 0s picos caracteristicos da gelatina nas duas
amostras, como é o caso da fenilalanina a 7,1 — 7,3 ppm. Comparando os dois espetros, sao
apresentados novos picos, na GelMA, a5,3 —5,6 ppm e 2,9 ppm gue correspondem aos grupos
metil, do anidrido metacrilico introduzido. Isto indica que ocorreu a ligagdo dos grupos
metacrilicos a gelatina. A diminuicdo do pico a 1,8 ppm, depois da reacdo, confirma que a maior

parte dos grupos lisina reagiu.
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4.4. Determinagao dos angulos de contacto dinamicos

De forma a avaliar a capacidade de molhabilidade e hidrofobicidade das membranas,
num periodo especifico de tempo, foram medidos os angulos de contacto dindmicos. Para isso,
foi colocado um pedaco de membrana no aparelho e de seguida adicionou-se uma gota de agua
destilada, para aferir o espalhamento desta ao longo do tempo, na membrana. Que se traduz em

angulos de contacto dinamicos.

Esta técnica, como ja referido anteriormente, € usada para aferir se a membrana esta
apta para ser aplicada como membrana de regeneracdo 0ssea guiada, afim de criar uma barreira
permitindo que as células do tecido Gsseo se consigam regenerar sem que as células epiteliais
interfiram neste processo. E, entdo, necessario que a membrana seja hidrofilica para que as
células epiteliais, consigam aderir a superficie da membrana sem que entrem em contacto com
a regeneracao do tecido 0sseo

A determinagdo dos angulos de contacto dindmicos foi feita apenas para as membranas
sem farmaco, fotoreticuladas e ndo fotoreticuladas, uma vez que este, em principio, ndo vai
afetar significativamente o seu grau de hidrofilicidade ou hidrofobicidade, pois encontra-se

presente em pequena quantidade (1%) e supostamente no interior da matriz polimérica.

Na Figura 4.6, estdo apresentadas as curvas de cada uma das amostras analisadas.

140
120
100
<
—~ —8— PCL/GelMA+Irgacure UV
5 80 PCL
El —s— PCL/GelMA UV
(2 60 —4— PCL/GelMA+Irgacure
40
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (s)

Figura 4.6 — Angulos de contacto dindmicos das diferentes membranas.

32



Preparacdo de membranas com base em fibras coaxiais eletrofiadas
Ana C. M. Alves

Observando a Figura 4.6 pode constatar-se que as membranas de PCL apresentam um
comportamento bastante hidrofobico e que a sua molhabilidade é muito reduzida, ou seja, 0
espalhamento da gota de agua na superficie da membrana € baixo. Isto é comprovado através
do valor oéangulo de contacto inicial, que é de cerca de 117°, diminuindo para 110°, mantendo-

se constante até ao final do ensaio.

Em relacdo as fibras coaxiais de PCL/GelMA+Irgacure, estas apresentam maior
hidrofilicidade e maior molhabilidade, quando comparadas com as membranas de PCL/GelIMA
fotoreticuladas  (PCL/GeIMA  UV). Por outro lado, quando as membranas de
PCL/GelMA+Irgacure séo reticuladas, a sua hidrofobicidade aumenta, contudo, a sua
molhabilidade também aumenta. Isto demonstra que tanto a aplicacdo das fibras de
PCL/GelMA UV como das de PCL/GelMA+Irgacure UV apresentam bons resultados, uma vez
que sdo hidrofilicas. Assim, permite que haja fixacdo das celulas, ajudando na regeneracdo do

tecido 6sseo, como se pode verificar mais a frente pelos testes de biocompatibilidade.

E essencial ter em conta ndo s6 a composicdo quimica da matriz como também é
importante considerar a sua porosidade. Quanto mais porosa a superficie das membranas, mais
a gota se infiltra, ou seja, a membrana apresenta maior molhabilidade. Pelas imagens de SEM
obtidas, e analisadas posteriormente, pode \verificar-se que as membranas de
PCL/GelMA+Irgacure UV sdo mais porosas que as de PCL/GelMA UV, comprovando assim
maior molhabilidade que a membrana de PCL/GelMA+Irgacure UV apresenta quando
comparada com a de PCL/GelMA UV.

4.5. Determinagao da perda de massa (%)

O estudo de perda de massa tem como objetivo averiguar, de forma indireta, a eficacia
do processo de fotoreticulacdo, ou seja, se a perda de massa for minima, significa que a
reticulacdo foi eficaz. Osresultados obtidos encontram-se na Figura 4.7 e Tabela 4.3 de forma
a poder comparar as membranas com reticulacdo que, apds a sua producdo, sdo mergulhadas
numa solucdo de Irgacure e depois fotoreticuladas, com as membranas contendo o Irgacure na
solucdo de GelMA e sO depois sdo produzidas. Para controlo foram usadas as mesmas

membranas, mas sem reticulag&o.
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Figura 4.7 — Percentagem de perda de massa das membranas de PCL/GelMA, PCL/GelM A+lrgacure ¢

respetivos controlos.

Tabela 4.3 — Percentagem de perda de massa das membranas de PCL/GelM A, PCL/GelM A+Irgacure fotoreticuladas e néo

fotoreticuladas.

Perda de massa (%0)

PCL/GeIMA PCL/GelMA+Irgacure
Fotoreticulada 12,55+8,33 39,55+2,17
N&o Fotoreticulada 44 524173 49,784+1,00

Observando a Figura 4.7 e a Tabela 4.3 constata-se que as membranas de PCL/GelIMA
fotoreticuladas apresentam menor perda de massa gque a mesma membrana sem estar reticulada,
0 que demonstra que o processo de fotoreticulacdo foi eficiente e comprova também a
estabilidade das fibras fotoreticuladas em ambiente bioldgico. As membranas de
PCL/GelMA+Irgacure, também perdem mais massa antes de serem fotoreticuladas. No entanto,
a diferenca € apenas de ~10%. Isto pode dever-se ao facto de o processo de fotoreticulagdo nédo

ter sido tdo eficaz como nas membranas de PCL/GelMA.

O tempo de degradacdo das membranas € também um fator importante, o que, quanto
menor for a perda de massa, menor sera o seu tempo de degradagdo. Comparando 0s dois tipos
de membranas fotoreticuladas, a diferenca entre as perdas de massa é de cerca de 27%,

concluindo que a membrana de PCL/GelMA+Irgacure UV se vai degradar mais rapidamente.

No desenvolvimento de um novo tecido a velocidade de degradacdo da membrana deve
corresponder a velocidade de formacdo do tecido em causa. Este é um fator crucial para que a

membrana de regeneracdo Ossea guiada seja eficaz. Se a velocidade de degradacdo desta for
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muito rapida podera reduzir o tempo de fun¢do de barreira e também a capacidade da membrana
de criar espago para que o tecido se possa desenvolver. (Liu & Kerns, 2014).

4.6. Analise termogravimétrica (TGA) — Propriedades térmicas

Como descrito anteriormente, esta técnica tem como objetivo analisar a estabilidade
térmica dos materiais, a aplicabilidade a temperatura interna do corpo humano (meio
fisiologico) e aferir que comportamento se verifica nestes, quando expostos a elevadas
temperaturas. Isto é importante, uma vez que 0s materiais podem ser sujeitos a técnicas de
processamento ou processos térmicos de esterilizacdo, requisito para que a membrana se possa
aplicar no organismo. As amostras foram sujeitas a aumentos de temperatura até 600 °C de

modo a se verificar esse comportamento.

Para este fim, foi analisada cada membrana, e respetivas matérias primas, determinando
as suas temperaturas de degradagdo (Tq). Na Figura 4.8 encontram-se os perfis de degradacéo
da PCL, Gelatina e gelatina modificada com MAA (GelMA). Na Tabela 4.4 s&o apresentados
os valores das temperaturas de degradacdo da PCL, da Gelatina e GelMA, onde Td,inicial
corresponde a temperatura inicial de degradacdo, antes da descida da curva; T final representa
os valores da temperatura final de degradacdo, onde esta estagna com quantidades residuais de
amostra; e DTG sdo os valores das temperaturas de degradacdo onde o declive da curva de

perda de massa € maior, ou seja, corresponde aos picos das derivadas de TGA.
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Figura4.8 — Curvas termogravimétricas de PCL, Gelatina e GelM A, obtidas com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min.
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Tabela4.4 — Temperaturade degradagdo inicial e final, perdade massa e temperaturade degradacdo da derivada de TGA para
Gelatina e GeIMA.

Material Td( C.) ?;i)dal T(ddg; 3 al Perda (gi/(::) )massa ?o-lc-;();
PCL 372 443 99 407
Gelatina 271 378 79 324
GelMA 268 369 74 322

Comparando as temperaturas de degradacdo dos diferentes materiais (Figura 4.8), é de
notar que a temperatura de degradacdo mais elevada € a de PCL, sendo este o polimero mais
estavel. Observando esse mesmo o grafico pode constatar-se que os perfis das curvas
termogravimétricas de Gelatiha e GelMA sdo muito semelhantes, principalmente a
temperaturas entre os 200 °C e 350 °C. Até aos 100 °C, ambos os materiais perdem cerca de
10% de massa sendo esta, correspondente a agua que é absorvida pela gelatina, por ser um
polimero bastante hidrofilico. Enquanto que a Gelatina se comeca a degradar aos 271 °C e a sua
temperatura final de degradacgdo é de 378 °C, tendo uma perda de massa de 79%, a Tdinicial da
GelMA e de 268 °C e a sua Tqfinal de 369 °C perdendo 74% de massa. A partir destes resultados,
pode verificar-se que a diferenca entre as DTG, da gelatina e da GelMA, é apenas de 2 °C,

podendo concluir que a estabilidade térmica entre as duas membranas é semelhante.

De seguida, sucede a andlise e comparacdo dos resultados do perfil das curvas
termogravimétricas das membranas de PCL/GelMA e PCL/GelMA+Irgacure, apresentadas na
Figura 4.9, e das matrizes de PCL/GeIMA e PCL/GelMA+Irgacure, ambas fotoreticuladas
(Figura 4.10). Na Tabela 4.5 sdo expostos os valores das temperaturas de degradacéo inicial e
final (Ta,inicial € Tafinal, respetivamente), a percentagem da perda de massa e os valores das

temperaturas de degradacdo para o pico da derivada da curva de TGA (DTG).
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Figura 4.9 — Curvas termogravimétricas das membranas Figura 4.10 — Curvas termogravimétricas das membranas
PCL/GelMA e PCL/GelMA+lrgacure, obtidas com uma PCL/GelIMA UV e PCL/GelM A+Irgacure UV, obtidas
rampa de aquecimento de 10 °C/min. com uma rampa de aguecimento de 10 °C/min.

Tabela 4.5 — Temperaturade degradacdo inicial e final, perdade massa e temperatura de degradacdo da derivada de TGA para
PCL/GelM A, PCL/GelM A+Irgacure, PCL/GelM A UV e PCL/GelM A+lrgacure UV.

Td,inicial Td,fina| Perda de massa DTG

Material C) (C) (%) C)
PCL/GelIMA 287 339 85 328
PCL/GelMA+Irgacure 286 341 84 330
PCL/GelIMA UV 283 340 89 327
PCL/GelMA+Irgacure UV 281 342 89 330

Pela Figura 4.9 e Tabela 4.5 podem-se observar trés regides de perda de massa para
ambas as membranas, PCL/GeIMA e PCL/GelMA+Irgacure. A primeira, tem inicio a
temperatura ambiente e termina pouco depois dos 100 °C, que corresponde a evaporacdo da
agua residual presente nas amostras, a segunda, entre os 280 °C e o0s 340 °C, representa a perda
de gelatina, e aterceira dos 340 °C aos 420 °C diz respeito a perda de massa da PCL. Quanto
menor for a temperatura de degradacdo, menor sera a estabilidade térmica das fibras. Pode
notar-se, que na Figura 4.9, para as matrizes de PCL/GelMA+Irgacure e PCL/GelMA+Irgacure
UV, ndo houve diferenca entre as suas temperaturas de degradacéo. E, mesmo nas membranas
de PCL/GelMA e PCL/GeIMA UV a diferenca é de apenas 1 °C, concluindo assim que a sua

estabilidade térmica é também semelhante.

Na Figura 4.10 sdo mostradas as curvas de TGA das membranas ap0s a sua
fotoreticulagdo. Nesta verifica-se, que a temperatura de degradacdo da PCL/GelMA+Irgacure
fotoreticulada ¢é ligeiramente maior que a anterior, sem fotoreticulacdo. No entanto, a sua perda

de massa € mais significativa.
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Estes resultados permitiram concluir que as membranas apresentam estabilidades
térmicas muito proximas, ndo podendo tirar conclusdes sobre qual a membrana mais
termicamente estavel. No entanto, de uma forma geral, pode dizer-se que todas as membranas
estdo aptas a serem sujeitas a condicbes de esterilizacdo ou outros processamentos que
requeiram temperaturas mais elevadas. Esta caracteristica é bastante relevante, pois quando um
biomaterial € aplicado no organismo deve exibir condicbes assépticas, para que ndo

desenvolvam respostas imunes.
4.7. Microscopia eletronica de varrimento (SEM) — Morfologia das fibras

Para visualizar as fibras das membranas e verificar quais as diferentes morfologias da
sua superficie e a distribuicdo dos didmetros das mesmas, recorreu-se atécnica de SEM. Apenas
as membranas de PCL/GelMA fotoreticuladas (UV) e as de PCL/GelMA+Irgacure
fotoreticuladas (UV), foram sujeitas a esta analise, uma vez que serdo as membranas reticuladas

as que se irdo aplicar na regeneracao.

As matrizes (PCL/GelMA UV e PCL/GelMA+Irgacure UV) foram observadas a varias
ampliacdes. Na Figura 4.11 sdo apresentadas as imagens de SEM que se obtiveram para a
superficie da membrana produzida por electrospinning coaxial, a ampliacbes de 500x, 2000x e
5000x. Estas foram as ampliagbes definidas para verificar o aspeto geral da malha das fibras
(500 x), analisar os seus diametros (2000x) e observar a morfologia da superficie das fibras
individuais (5000x). Na figura é também exibido um histograma com a distribuicdo dos
didmetros das fibras. Na Tabela 4.6 s&o exibidos os valores do didmetro medio das fibras de
PCL/GelMA UV.
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Figura 4.11 — Imagens de SEM: A) aspeto geral da malha das fibras, a 500x; B) para analisar os seus diametros, a 2000x; C)
morfologia da superficie das fibras individuais, 5000x; D) Histograma dos diametros das fibras da matriz PCL/GelM A UV.

Através da Figura 4.11 verifica-se que as fibras coaxiais sdo bastante desorganizadas,
uma vez que foram produzidas por electrospinning. Como ja mencionado, o electrospinning é
uma técnica cujas fibras produzidas se depositam no coletor aleatoriamente, dando-lhes um
aspeto desorganizado. Neste caso, as fibras parecem estar colapsadas. Isto pode dever-se ao
facto de que pode ocorrer perda de massa, quando a membrana é mergulhada na solugdo aquosa
de Irgacure® 2959. Uma vez que a GelMA se encontra no revestimento da fibra, esta acaba por
se degradar ficando apenas a PCL. Através do histograma pode verificar-se que a distribui¢cdo
dos diametros das fibras de PCL/GeIMA UV é semelhante e que, em média, o diametro é de

1196 nm, apresentando um desvio padréo de 192.

Depois de observadas as imagens das membranas de PCL/GelMA UV, sdo apresentadas
as imagens das membranas de PCL/GelMA+Irgacure UV, que se encontram na Figura 4.12.
Para esta matriz fixaram-se as mesmas ampliagdes (500x, 2000x e 5000x), de forma a poder
comparé-las mais facilmente. A Tabela 4.6 exibe os valores do diametro medio das fibras de
PCL/GelMA+Irgacure UV.
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Figura 4.12 — Imagens de SEM: A) aspeto geral da malha das fibras, a 500x; B) para analisar os seus didmetros, a 2000x; C)
morfologia da superficie das fibras individuais, 5000x; D) Histograma dos diametros das fibras da matriz
PCL/GelM A+Irgacure UV.

Tabela 4.6 — Valores conseguidos para o diametro médio das fibras, e respetivo desvio padréo, respeitantes as matrizes de
PCL/GelMA UV e PCL/GelM A+lrgacure UV.

Membrana Diametro (nm)
PCL/GelIMA UV 11964192
PCL/GelMA+Irgacure UV 14444264

Observando a Figura 4.12, as membranas de PCL/GelMA+Irgacure UV terdo mantido
a sua estrutura inicial (antes da fotoreticulagdo), pois o processo de reticulacdo ndo é tdo
agressivo como o das membranas de PCL/GelMA. Nas matrizes de PCL/GelMA+Irgacure, a
reticulacdo é realizada colocando a membrana numa atmosfera himida saturada e de seguida
incidida a luz UV, tornando o processo menos agressivo para as fibras. A malha de fibras é
desorganizada, também devido a técnica usada para as produzir, o electrospinning. Em média,

0s seus diametros sdo de 1444 nm, apresentando um desvio padrdo de 264.

De uma forma geral, adiferenca da estrutura entre as membranas, de PCL/GelMA UV
e das PCL/GelMA+Irgacure UV, € que o0 processo de reticulagdo de mergulhar numa solugdo
aquosa de Irgacure® 2959 afeta a estrutura das fibras. Embora, teoricamente, as fibras de
gelatina, ndo se dissolvam em &gua a temperatura ambiente, vai sempre haver alguma perda de

massa deste polimero.
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4.8. Libertagao de Flurbiprofeno

As membranas produzidas neste trabalho para além de terem o fim de serem aplicadas
em regeneracdo Ossea guiada, tem também como objetivo a libertacdo do farmaco. Para um
estudo preliminar, foi selecionado o Flurbiprofeno (devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias) e estudada asua libertagdo durante 336 h. Contudo, o Irgacure® 2959, usado para
a fotoreticulacdo, e que ainda se encontrava retido no revestimento das fibras, absorve no
mesmo comprimento de onda do Flurbiprofeno, que se encontra na membrana apenas a 1%
junto com a PCL no nucleo da fibra. Por este motivo, ndo foi possivel tirar conclusdes em
relacdo a libertacdo do firmaco, uma vez que o Irgacure® 2959 influenciou os resultados
medidos.

4.9. Biocompatibilidade

4.9.1. Estudo da viabilidade celular

A PCL, por ser um polimero bastante hidrofébico, é muito usada na producdo de
membranas para regeneracdo guiada devido a sua lenta degradacdo. No entanto, esta
caracteristica reduz a sua capacidade de as células se fixarem na matriz e por sua vez auxiliar
no processo de regeneracdo. Para colmatar esta desvantagem tornou-se necessario combinar a
PCL com um polimero que aumentasse a hidrofobicidade dos materiais, neste caso o polimero

utilizado para esse efeito foi a gelatina.

Uma vez que as fibras produzidas serdo usadas como membranas de regeneracdo 0ssea
guiada aplicadas no organismo, foi realizado, na UBI, o estudo in vitro da viabilidade celular.
Este estudo permite avaliar a adesdo e proliferacdo de células de fibroblastos humanos, quando
em contacto direto com a superficie dos materiais, avaliando-se assim o perfil citotoxico das

membranas fotoreticuladas.

Na Figura 4.13 esta representada a resposta fisioldgica das células na presenca das
membranas, em termos de percentagem de células vivas, depois de colocadas em contacto com
0s materiais durante 1, 3 e 7 dias. Bem como o controlo positivo (K™*), onde se adiciona etanol
a 96% a cultura celular provocando assim a morte celular, e o controlo negativo (K-), que diz

respeito a totalidade das células viaveis, 100%.
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Figura 4.13 — Avaliagdo da atividade celular ap6s contacto com as membranas produzidas por electrospinning
coaxial, durante 1,3 e 7 dias.

Analisando a Figura 4.13 observa-se que todas as membranas ndo apresentam
toxicidade e que s@o capazes de promover a adesdo e a proliferacdo celular. De uma forma
geral, as células dos fibroblastos tém um comportamento idéntico, quando em contacto com as
membranas. Com isto, pode dizer-se que a biocompatibilidade n&o é influenciada tanto pelos
materiais, como pela técnica de producdo das fibras. Apos os 7 dias, verifica-se que as
membranas demonstram boa adesdo celular, apresentando percentagens de células vivas
superiores a 75%. Comparando o controlo negativo (K-) com os valores obtidos para a
viabilidade celular das membranas, conclui-se que as membranas sdo biocompativeis por ndo

existirem quantidades consideraveis de compostos toxicos.

Para comprovar que os materiais usados, para produzir as membranas, sdo de facto
biocompativeis, sdo apresentadas na Figura 4.14 imagens tiradas por um microscépio Otico as

diferentes membranas e para os controlos positivo e negativo.
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Figura4.14 —Imagens microscdpicas das células de fibroblastos quando em contacto com as membranas, durante

um periodo de incubacdo de 1, 3 e 7 dias.

Observando as imagens da Figura 4.14, e apresentando os fibroblastos a forma de fuso,
pode verificar-se um aumento de células, ao longo dos 7 dias. As células aderem a todas as
membranas no primeiro dia, mas ao fim dos 7 dias, as que mais se identificam, com o controlo
negativo, que tem as células vidveis, sdo as membranas fotoreticuladas. Isto é, as células que
estdo em contacto com as membranas tém a capacidade de se multiplicar, mantendo-se viaveis.
O contrério acontece com o controlo positivo (K*) onde as células se encontram mortas.
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5. CONCLUSOES

5.1. Conclusoes gerais

O trabalho desenvolvido, teve como objetivo produzir membranas constituidas por
fibras de policaprolactona (PCL) e gelatina metacrilamida (GelMA) a fim de serem aplicadas

como membranas de regeneragdo Gssea guiada.

As matrizes fibrosas foram produzidas pela técnica de electrospinning coaxial, onde a
fibra do nicleo é a PCL e a do revestimento a GelMA. O trabalho consistiu em estudar duas
abordagens diferentes: 1) ApoOs a producdo da membrana, esta foi mergulhada numa solucéo
aquosa de Irgacure® 2959 (fotoiniciador) e depois submetida a um processo de fotoreticulagéo,
onde se faz incidir uma luz UV; 2) Antes de a membrana ser produzida, o fotoiniciador foi
incorporado na solucdo de GelMA. S6 depois as solugcbes de PCL e GelMA foram submetidas
a electrospinning coaxial, e de seguida colocadas num exsicador com atmosfera hdmida e
submetidas a fotoreticulagéo.

Nas diferentes abordagens as membranas foram produzidas com as mesmas proporgoes
de PCL/GelMA (40:60), diferenciando apenas na forma como foi introduzido o Irgacure® 2959.

Apo6s as membranas serem produzidas com a técnica de electrospinning coaxial,
concluiu-se que esta técnica foi adequada ao objetivo pretendido tendo a capacidade de produzir
as membranas de PCL/GelMA.

De seguida, cada membrana foi fotoreticulada, e observando o aspeto geral das matrizes
verifica-se uma diferenca de coloragéo, apenas nas membranas de PCL/GelMA e PCL/GelMA
UV. A primeira exibe a cor branca enquanto que a segunda apresenta uma cor amarelada. As
membranas de PCL/GelMA+tIrgacure e PCL/GelMA+Irgacure UV apresentam 0 mesmo

aspeto, ndo tendo mudado de cor depois do processo de fotoreticulacéo.

Para comprovar a presenca da PCL e da GelMA, nas matrizes fibrosas produzidas,
recorreu-se a andlise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (ATR-FTIR).

Por sua vez, para poder ser fotoreticulada, a gelatina foi funcionalizada com anidrido
metacrilico. Essa modificacdo foi comprovada através da técnica de espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear de protdo (*H RMN).
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Na determinacdo dos angulos de contacto dinamicos verificou-se que as membranas
de PCL/GelMA+Irgacure apresentam maior hidrofilicidade. No entanto, as de
PCL/GelMA+Irgacure fotoreticuladas para além de apresentarem alguma hidrofilicidade séo

as membranas que apresentam maior molhabilidade.

O estudo da perda de massa permitiu concluir que as membranas nédo fotoreticuladas
apresentam maior perda de massa quando comparadas com as membranas fotoreticuladas. Em
relacdo ao tempo de degradacdo, as membranas de PCL/GeIMA UV como a perda de massa €

menor apresentam um maior tempo de degradacao.

A analise termogravimétrica (TGA) permitiu constatar que as membranas apresentam
estabilidades térmicas muito préximas, ndo podendo tirar conclusdes sobre qual a membrana
mais termicamente estdvel. De uma forma geral, pode dizer-se que estas podem ser sujeitas a
condicdes de esterilizacdo ou outros processamentos que requeiram temperaturas mais

elevadas.

A microscopia de varrimento eletronica (SEM) foi usada para observar a morfologia
das membranas. Nesta caracterizacdo, verificou-se que a superficie das fibras de PCL/GelIMA
fotoreticuladas apresentam uma matriz mais compacta do que as de PCL/GelMA+Irgacure
fotoreticuladas, que mostram as fibras muito mais definidas. Isto pode dever-se ao facto de as
primeiras serem colocadas numa solucdo aquosa, fazendo com que a gelatina comece a
“dissolver” e passe para a matriz das fibras. Enquanto que o processo de fotoreticulacdo das
membranas de PCL/GelMA+Irgacure ndo se torna tdo agressivo para a integridade das fibras.
Pelas imagens de SEM, foi também possivel determinar o didmetro médio das fibras,

observando que ambas apresentam didmetros muito proximos.

O estudo da libertacdo de farmaco ndo foi conclusivo, uma vez que o Irgacure® 2959,
que se encontra no revestimento das fibras, absorve o mesmo comprimento de onda que o
Flurbiprofeno, que se encontra na membrana apenas a 1% junto com aPCL na fibra do nicleo,

tendo influenciado a quantificacdo do farmaco.

Os estudos da viabilidade celular, com fibroblastos humanos, confirmaram a
biocompatibilidade das membranas, constatando-se que todas as membranas produzidas nao

sdo citotdxicas e exibem uma boa adesdo celular.

Face aos resultados obtidos, as membranas que melhores resultados apresentaram foram
as de PCL/GelMA, néo havendo vantagem em introduzir o fotoiniciador (Irgacure® 2959) antes
de se produzirem as fibras.
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5.2. Perspetivas futuras

Embora a medicina regenerativa tenha sido testada em varios campos, existem muitos
estudos ainda por fazer. Este trabalho permitiu tirar varias conclusdes em relacdo a producdo
de membranas de PCL/GelMA para regeneracdo Ossea guiada, mas existem questdes onde se
pode aprofundar o conhecimento. De seguida sdo apresentados alguns topicos de perspetivas

futuras como:

e Testar uma nova concentracdo de farmaco ou outro farmaco, que tenha 0 mesmo
efeito, mas que absorva noutro comprimento de onda, de forma obter resultados
mais fidedignos;

e Tentar eliminar o Irgacure® 2959 que esta na membrana;

e Avaliar a biocompatibilidade in vivo, de maneira a perceber como o material se
comporta, quando em contacto com um organismo Vivo, e se a sua aplicagdo é
eficaz;

e Realizagdo de testes de hemocompatibilidade analisando a trombogenicidade e
indice hemolitico. Estas analises sdo importantes, pois avaliam o desempenho da
matriz polimérica quando em contacto com o sangue, ou seja, se 0 material
promove a formacdo de trombos e qual a quantidade de hemoglobina libertada
para o plasma;

e Testar a tracdo, alongamento e resisténcia das membranas, para que se possa
verificar se possuem as propriedades mecanicas essenciais, garantindo a sua

estabilidade durante o seu manuseamento quando aplicadas.
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ANEXO A — Estrutura Quimica e outras informagoes dos compostos
utilizados neste trabalho.

Tabela A.1 — Estrutura Quimica outras informages dos compostos utilizados neste trabalho

Reagente Consideragdes
o) Formula molecular: C2H40:2
Massa molecular: 60,06 g/mol
H3C _q Ponto de fusdo: 16,2 °C
OH Ponto de ebulicdo: 117-118 °C
Acido Acético Glacial* Densidade relativa: 1,05 g/mL
CHo CH- Férmula molecular: CgH1003

O Massa molecular: 154,17 g/mol
H,;C CHj .
Ponto de ebulicdo: 87 °C
i O O - Densidade relativa: 1,04 g/mL
Anidrido Metacrilico

HO
H
: i
A LS
H O

Gelatina Tipo A"

O Formula molecular: (CeH1002)n
O Massa molecular: 50 000 g/mol
n Ponto de fusdo: 56-64°C

Policaprolactona”

Origem: Pele suina
Solubilidade (H20): 50 mg/mL

Formula molecular: C2HsFsO

FY\OH Massa molecular: 100,04 g/mol
F Ponto de fuséo: -44°C

F Ponto de ebulicdo: 77-80°C
2,2,2-Trifluoroethanol" Densidade relativa: 1,37 g/mL

)
Formula molecular: CisH13FO2
O Q OH Massa molecular: 244,26 g/mol
CHg
F

Ponto de fusdo:; 110-112°C

Flurbiprofeno™

“Informacdo retirada de: http://www.sigmaaldrich.com
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ANEXO B — Solugao tampao fosfato-salino (PBS)

Para preparar a solucdo tampédo fosfato-salino (PBS), foram usados 0s seguintes
materiais: dihidrogeno fosfato de potassio (KH2POa); hidrogenofosfato disddico (dihidratado)
(Na2PO4-2H,0); cloreto de potassio (KCI); e cloreto de sédio (NaCl).

Na preparacdo de 1000 mL de PBS, adiciona-se 0,38 g de KH2POg4, 1,26 g de
Na,P0O,4-2H,0,0,2 de KCle 8,1 g de NaCla 1 L de agua MiliQ.
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ANEXO C - Protocolo da Curva de Calibragao de Flurbiprofeno

A curva de calibracdo de Flurbiprofeno € aplicada no estudo de libertacdo de farmaco,
de modo a converter as absorvancias medidas em concentracdes de agente ativo, para cada

amostra. Os materiais usados foram: PBS e Flurbiprofeno

Para fazer a curva de calibragdo iniciou-se com uma concentracdo de 20 pg/mL de
Flurbiprofeno, diluindo-o 5 vezes. Sabendo que o pico de absor¢éo ativo para o Flurbiprofeno
é de 247 nm, determinou-se as absorvancias para as diferentes concentracfes através de um
espetrofotometro UV/VIS (Jasco-V550), apresentados na Tabela C.1 e Figura C.1.

Tabela C.1 — Concentragdo de solugdes de Flurbiprofeno e respetivas absorvancias.

Concentragéo (ug/mL) Comprimento de Onda (nm)
20,00 1,57
13,33 1,05
10,00 0,80
6,67 0,52
2,00 0,16

L
o

=
~

y =0,0782x + 0,0082
R? =0,9998

Aborvancia (nm)
o o o o I
N B> (o) oo [l N

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracéo (ug/mL)

Figura C.1— Curva de calibragio de Flurbiprofeno.

Pela Figura C.1 verifica-se que o coeficiente de correlacdo € préximo de 1, o que

demonstra a linearidade do farmaco nesta gama.
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