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Resumo 

Os enxertos vasculares sintéticos disponíveis atualmente possuem alta taxa de falha 

em vasos sanguíneos de pequeno diâmetro (< 6 mm). Assim, novos enxertos 

vasculares devem ser desenvolvidos para serem utilizados no tratamento das 

doenças vasculares, assim como as doenças arteriais periféricas (DAPs). Dessa 

forma, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um biomaterial de 

poli(caprolactona) (PCL) associado ao colágeno extraído de pele de tilápia para 

utilização como enxerto vascular em DAPs. Esse tipo de colágeno está sendo 

bastante utilizado na engenharia de tecidos para o desenvolvimento de biomateriais, 

sendo que o mesmo pode ser associado à PCL, cujo polímero possui alta resistência 

mecânica e elasticidade. A combinação destes polímeros permite o desenvolvimento 

de um biomaterial com boas propriedades biológicas e mecânicas adequadas para 

uso como enxerto vascular. Assim, para esse trabalho, quatro tipos de biomateriais 

foram desenvolvidos, utilizando a técnica de electrospinning: biomateriais de PCL, 

biomateriais de PCL associada ao colágeno nas proporções 50:50 (PCL/Col 50:50) e 

25:75 (PCL/Col 25:75) e biomateriais de PCL funcionalizados com colágeno 

(PCL/Func). A análise de espectrômetro no infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) demonstrou que os biomateriais produzidos a partir da combinação 

dos dois polímeros apresentaram grupos funcionais da PCL e do colágeno. Os 

biomateriais de PCL, PCL/Col 50:50 e PCL/Col 25:75 apresentaram fibras com 

diâmetro de 1.145 ± 182,36 μm, 1.366 ± 268,26 μm e 1.263 ± 188,21μm, 

respectivamente. Estes resultados são considerados adequados para aplicação na 

engenharia de tecidos vasculares, devido ao diâmetro ser semelhante ao das fibras 

da matriz extracelular (MEC) natural. A morfologia destas fibras desenvolvidas por 

electrospinning possui semelhança aos feixes da MEC. A medida do ângulo de 

contato da superfície dos biomateriais demonstrou que o biomaterial de PCL é 

hidrofóbico e que a adição de colágeno às fibras de PCL contribuiu para que os 

biomateriais tivessem características hidrofílicas. As propriedades mecânicas 

demonstraram que os biomateriais de PCL, PCL/Func e PCL/Col 50:50 apresentaram 

módulo de Young de 0,299 MPa, 0,159 MPa e 0,248 MPa, respectivamente, indicando 

resultados satisfatórios para aplicação vascular. A caracterização biológica dos 

biomateriais demonstrou que as células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVECs) conseguiram se aderir e se proliferar sobre a superfície dos biomateriais. 
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Ainda, a morfologia das HUVECs dos biomateriais de PCL/Col 50:50 e PCL/Col 25:75 

apresentaram citoesqueleto alongado e espalhado, indicando que tiveram boa 

interação com a superfície desses biomateriais. A partir destes resultados, é possível 

concluir que adicionar domínios naturais aos polímeros sintéticos, permite que os 

biomateriais obtenham mais hidrofilicidade, maior adesão e viabilidade celular, sendo 

candidatos promissores para utilização como enxertos vasculares na engenharia de 

tecidos. 

 

Palavras-chave: Engenharia de tecidos vasculares, células de veia umbilical 

humana, biomateriais vasculares, colágeno da tilápia e medicina regenerativa.   
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Abstract 

Currently available synthetic vascular grafts have a high failure rate in small diameter 

blood vessels (< 6 mm). Thus, new vascular grafts must be developed to be used in 

the treatment of vascular diseases, such as peripheral arterial diseases (PADs). Thus, 

the aim of this work has been to develop a poly(caprolactone) (PCL) biomaterial 

associated with collagen extracted from tilapia skin for use as a vascular graft in PADs. 

This type of collagen is being widely used in tissue engineering for the development 

of biomaterials. It can be associated with PCL as it has high mechanical strength and 

elasticity. The combination of these polymers allows for the development of a 

biomaterial with good biological and mechanical properties suitable for use as a 

vascular graft. Thus, for this work, four types of biomaterials were developed, using 

the electrospinning technique: PCL biomaterials, PCL biomaterials associated with 

collagen in the proportions 50:50 (PCL/Col 50:50) and 25:75 (PCL/Col 25:75) and 

collagen-functionalized PCL biomaterials (PCL/Func). The fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) analysis showed that the biomaterials produced from the 

combination of the two polymers presented functional groups of PCL and collagen. 

The PCL, PCL/Col 50:50 and PCL/Col 25:75 biomaterials presented fibers with 

diameters of 1.145 ± 182.36μm, 1.366 ± 268.26 μm and 1.263 ± 188.21μm, 

respectively. These results are considered suitable for application in vascular tissue 

engineering as the diameter is similar to that of natural extracellular matrix (ECM) 

fibers. The morphology of these fibers developed by electrospinning are similar to 

ECM bundles. The measurement of the contact angle of the surface of the biomaterials 

showed that the PCL biomaterial is hydrophobic and that the addition of collagen to 

the PCL fibers contributed to the biomaterials having hydrophilic characteristics. The 

mechanical properties showed that the PCL, PCL/Func and PCL/Col 50:50 

biomaterials presented Young's modulus of 0.299 MPa, 0.159 MPa and 0.248 MPa, 

respectively, indicating satisfactory results for vascular application. The biological 

characterization of the biomaterials showed that human umbilical vein endothelial cells 

(HUVECs) were able to adhere and proliferate on the surface of the biomaterials. 

Furthermore, the morphology of the HUVECs from PCL/Col 50:50 and PCL/Col 25:75 

biomaterials showed an elongated and spread cytoskeleton, indicating that they had 

good interaction with the surface of these biomaterials. From these results, it is 

possible to conclude that adding natural domains to synthetic polymers allows 
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biomaterials to obtain more hydrophilicity, greater adhesion and cell viability, being, 

thereby, promising candidates for use as vascular grafts in tissue engineering. 

 

Keywords: Vascular tissue engineering, human umbilical vein cells, vascular 

biomaterials and regenerative medicine.  
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1. INTRODUÇÃO 

 As doenças arteriais periféricas (DAPs) são caracterizadas pela obstrução ou 

estreitamento de vasos sanguíneos não miocárdicos e acometem, principalmente, os 

membros inferiores (Tu et al., 2015). As DAPs estão relacionadas à aterosclerose, 

desordens inflamatórias e não inflamatórias e representam um problema de saúde 

global de alta prevalência, estando associadas a altos níveis de morbidade e de 

mortalidade. Além desses fatores, elas aumentam o risco para infarto do miocárdio e 

acidente vascular cerebral (Eid; Kunal; Philip, 2021). Atualmente, as DAPs 

representam o grupo de doenças vasculares com maior prevalência nos Estados 

Unidos, onde afetam cerca de 8 milhões de pessoas por ano (Zhao et al., 2022). 

 O tratamento das DAPs é realizado de acordo com a gravidade do quadro 

exibido pelo paciente. O tratamento pode ser conduzido através do uso de 

anticoagulantes e vasodilatadores, que impedem a formação de trombos e dilatam o 

vaso sanguíneo, respectivamente, permitindo a melhora do fluxo de sangue (Tu et al., 

2015). Já, em casos mais graves, quando há lesão do vaso sanguíneo, o tratamento 

envolve a substituição cirúrgica ou desvio do vaso, através da utilização de enxertos 

vasculares (Noble et al., 2020).  

 Quando há necessidade da intervenção cirúrgica, os enxertos vasculares 

autólogos são considerados padrão ouro, devido à mínima rejeição imune. Os 

principais vasos utilizados, neste tipo de enxerto, são as veias safena e as artérias 

mamárias (Aslani et al., 2019; Gao et al., 2018). No entanto, os enxertos autólogos 

apresentam alta probabilidade de formação de trombos, aterosclerose, aneurisma ou 

hiperplasia neointimal (Tan; Bai; Yan, 2020). Ainda, a utilização desses enxertos 

vasculares é limitada pela disponibilidade insuficiente, em quantidade e qualidade de 

vaso sanguíneo para a auto-doação. Um outro problema relacionado ao uso dos 

enxertos vasculares autólogos é que a sua obtenção é realizada através de técnica 

invasiva, o que pode acarretar morbidade ao paciente (Weekes et al., 2022). 

 Frente ao exposto, a utilização de enxertos vasculares sintéticos é uma 

escolha potencial. Os enxertos sintéticos comerciais tais como Dacron® e 

Politetrafluoretileno (PTFE) possuem resistência e flexibilidade adequadas à 

utilização vascular e têm apresentado um desempenho satisfatório em vasos de 

médio e grande calibre (Sohn et al., 2021; Wei et al., 2021). Contudo, quando são 

aplicados em vasos de pequeno diâmetro, ou seja, menores do que 6 mm, possuem 



15 

alta taxa de falha devido, principalmente, à formação de trombos em seu interior. 

Dessa forma, novos enxertos vasculares precisam ser desenvolvidos para a aplicação 

em vasos de pequeno diâmetro (Braghirolli et al., 2017; Jin et al., 2022). 

 A engenharia de tecidos é uma área da medicina regenerativa que visa o 

desenvolvimento de biomateriais para a regeneração de órgãos e tecidos danificados, 

associando a engenharia e a biologia para esse propósito (Wei et al., 2022). Além dos 

biomateriais, essa ferramenta pode combinar células e moléculas bioativas para 

propiciar a regeneração tecidual (Cunnane et al., 2018). Na engenharia de tecidos, a 

utilização de biomateriais tem como objetivo imitar a MEC natural (Choi et al., 2021). 

Os biomateriais atuam como scaffolds, isto é, arcabouços que servem como suportes 

para o desenvolvimento das células. À medida que as células se proliferam e 

secretam MEC, os biomateriais se degradam, resultando na restauração do tecido 

natural. Assim, os biomateriais devem possuir diferentes propriedades, como 

biocompatibilidade, boa interface de adsorção para a adesão celular taxa de 

degradação controlada e propriedades mecânicas adequadas ao tecido que se deseja 

reparar (Qiu et al., 2019).  

Para o desenvolvimento desses biomateriais, polímeros naturais ou sintéticos 

têm sido bastante empregados. Os polímeros naturais, como o colágeno, possuem 

propriedades semelhantes às proteínas da MEC em termos de grupos funcionais. 

Essa característica propicia a adesão e o desenvolvimento celular 

(Mohammadalizadeh; Bahremandi-Toloue; Karbasi 2022). Contudo, esses polímeros 

possuem propriedades mecânicas muitas vezes insatisfatórias, maior instabilidade e 

difícil manuseio para produção dos scaffolds (Leal et al., 2021). Os polímeros 

sintéticos, como a poli(caprolactona) (PCL), por sua vez, possuem boas propriedades 

físico-químicas como alta resistência mecânica, degradação controlada e alta 

estabilidade no processamento e armazenamento. Contudo, carecem de domínios 

naturais para a interação celular e, assim, apresentam propriedades biológicas 

limitadas (Braghirolli et al., 2017; Steffens et al., 2018). 

 Em trabalho prévio, o presente grupo de pesquisa observou que biomateriais 

produzidos com o poliéster PCL, pela técnica de electrospinning, apresentaram 

morfologia semelhante à da MEC natural, além de elasticidade compatível com a dos 

vasos sanguíneos humanos. Contudo, quando células progenitoras endoteliais 

(EPCs) foram cultivadas sobre os mesmos, eles apresentaram baixa adesão e 

viabilidade celular. Acredita-se que isso ocorra, principalmente, pela ausência de 
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domínios naturais, que poderiam ser reconhecidos e utilizados pelas células para a 

sua adaptação na estrutura (Braghirolli et al., 2017). Visando o aumento da adesão e 

da viabilidade celular e a manutenção das propriedades físico-químicas, a 

combinação de polímeros naturais aos sintéticos se mostra uma alternativa 

importante.  

A pele de tilápia está sendo bastante pesquisada para a engenharia de tecidos 

e já é utilizada para o desenvolvimento de biomateriais. Ela representa uma 

alternativa para a fabricação de novos materiais, que possam auxiliar na regeneração 

de tecidos, a partir de materiais biológicos e possui baixo custo (Costa et al., 2019). 

Esse material possui propriedades morfológicas semelhantes à pele humana, 

apresentando uma epiderme revestida por epitélio pavimentoso estratificado, seguido 

de feixes de colágeno longos, organizados, em disposição paralela/horizontal e 

transversal/vertical, predominantemente do tipo I. Além disso, a pele de tilápia 

também possui boa resistência à tração (Junior et al., 2020).  

 Assim, a fim de se obter um biomaterial vascular com propriedades físico-

químicas e biológicas adequadas à regeneração vascular, neste trabalho, os 

polímeros PCL e colágeno foram utilizados na produção de scaffolds por 

electrospinning, com objetivo de combinar os polímeros em diferentes proporções 

para análise da melhor combinação. Para esse estudo, foram desenvolvidos quatro 

biomateriais, PCL, PCL combinado com colágeno em duas diferentes proporções e 

PCL funcionalizado com colágeno. Os scaffolds produzidos foram avaliados quanto 

as suas propriedades físico-químicas e biológicas. A hipótese é que os scaffolds 

produzidos a partir da combinação desses polímeros apresentem elasticidade e 

resistência, além de boas propriedades biológicas, como adesão e a viabilidade 

celular.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Doenças arteriais vasculares 

As doenças arteriais vasculares representam uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade no mundo (Maina et al., 2018). Elas são classificadas em 

doença arterial coronária, doença da artéria carótida e doença vascular periférica 

(Maina et al., 2018). Atualmente, a incidência e a mortalidade por doenças arteriais 

periféricas (DAPs) e por outras doenças cardiovasculares estão aumentando, o que 

leva ao aumento da necessidade de transplantes vasculares (Jia et al., 2020; Jia et 

al., 2021). As DAPs podem ser desencadeadas pela aterosclerose, que é 

caracterizada pelo acúmulo de uma placa de gordura que causa estreitamento dos 

vasos sanguíneos, levando a sua obstrução e a indução de lesão isquêmica. Esses 

eventos caracterizam a necessidade de utilização de dispositivos vasculares para 

restaurar o vaso sanguíneo lesado ou a região próxima (Maina et al., 2018).  

As doenças arteriais periféricas (DAPs) são caracterizadas pela obstrução ou 

estreitamento de vasos sanguíneos não miocárdios que comprometem o fluxo 

sanguíneo e acometem, principalmente, os membros inferiores (Carrabba et al., 2018; 

Wang et al., 2020). No mundo, as DAPs afetam mais de 200 milhões de pessoas 

(Wang et al., 2020). Nos Estados Unidos, cerca de 8,4 milhões de pessoas acima de 

40 anos possuem DAP (Noble et al., 2020). Assim, as DAPs representam um 

problema de saúde global de alta prevalência, sendo que sua incidência varia de 3 a 

10% em pessoas abaixo de 70 anos e de 15 a 20% em pessoas acima de 70 anos 

(Kayama et al., 2021). No entanto, 10 a 20% dos pacientes acometidos pela doença 

não apresentam sintomas, dificultando o diagnóstico de DAP (Liu et al., 2019). 

Quando os pacientes apresentam sintomas, estes costumam ser variados, desde 

claudicação (dor no membro) até isquemia crítica do membro afetado, que é uma 

consequência da progressão das DAPs e ocorre em 21% dos portadores da doença 

ao longo de cinco anos (Kim et al., 2021; Machin et al., 2022). Por esses motivos, 

atualmente, o diagnóstico das DAPs é realizado quando o índice de tornozelo-braquial 

é ≤ 0,9, segundo diretriz da American Heart Association/American College of 

Cardiology de 2016 (Eid; Kunal; Goodney, 2021; Gerhard-Herman et al., 2017). 

Indivíduos diagnosticados com DAP possuem risco aumentado para doença 

coronariana, infarto do miocárdio e parada cardiorrespiratória (Lecouturier et al., 

2019).  
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Quando as DAPs não são tratadas podem causar isquemia tecidual grave, 

úlceras e gangrena, as quais podem levar à amputação do membro afetado. Nestes 

casos, cerca de 25% dos portadores de DAPs precisam de revascularização ou de 

amputação (Noble et al., 2020). O tratamento das DAPs é realizado de acordo com a 

gravidade do quadro clínico exibido pelo paciente. Ele pode ser feito incluindo 

farmacoterapia oral (antiplaquetários ou antitrombóticos), no entanto, esse tipo de 

tratamento não melhora funcionalmente os vasos sanguíneos e também não há 

recuperação do tecido lesado (Wang et al., 2020). Em casos em que os 

medicamentos não são efetivos, os procedimentos endovasculares e de 

revascularização são alternativas minimamente invasivas, por serem percutâneos, e 

que diminuem o risco de mortalidade. Entre eles, se destacam a angioplastia e a 

utilização de stents (Abdollahi et al., 2019; Wang et al., 2020). As técnicas de 

revascularização possuem alta taxa de falha, podendo causar reestenose em 27% 

dos casos e oclusões em 19% dos casos, cerca de três anos após a intervenção 

(Noble et al., 2020). Em casos mais graves, quando há lesão do vaso sanguíneo, uma 

das alternativas de tratamento é a utilização de enxertos vasculares (Braghirolli et al., 

2017).  

 

2.1.1 Enxertos vasculares 

Quando o tratamento para as DAPs envolve o uso de enxertos vasculares, os 

enxertos autólogos são a primeira opção para substituição dos vasos sanguíneos 

lesados ou danificados. São utilizadas as próprias veias ou artérias coletadas do 

paciente para serem utilizadas no mesmo, sendo mais recomendadas as veias 

safenas e as artérias mamárias (Jia et al., 2020). Esse tipo de enxerto é utilizado 

clinicamente desde 1949 e é considerado o padrão ouro por se tratar de enxerto nativo 

e, consequentemente, diminuir o risco de rejeição imunológica (Aslani et al., 2019; 

Wei et al., 2021). A utilização de artérias e veias autólogas, no entanto, pode não ser 

uma alternativa. Muitas vezes o paciente não apresenta um vaso saudável para auto-

doação ou já realizou esse procedimento anteriormente (Fernández-Colino et al., 

2019; Tan et al., 2020). Fatores como idade do paciente, doenças vasculares como 

aterosclerose, condição geral de saúde e diabetes também interferem e limitam o uso 

dos enxertos vasculares (Copes et al.,2019; Jia et al., 2020).  
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Quando os enxertos autólogos não podem ser utilizados, os enxertos 

vasculares sintéticos representam uma escolha potencial (Tan et al., 2020). Os 

dispositivos vasculares sintéticos disponíveis atualmente são compostos por 

politereftalato de etileno (Dacron) ou politetrafluoretileno expandido (ePTFE) (Jin et 

al., 2022; Li et al., 2020; Sohn et al., 2021). Esses enxertos vasculares sintéticos foram 

utilizados pela primeira vez na década de 1950, como uma alternativa frente a 

impossibilidade do uso de enxertos autólogos (Maina et al., 2018). No entanto, são 

compostos por materiais não degradáveis e podem desencadear rejeição imunológica 

a longo prazo, sendo necessária a realização de uma cirurgia de substituição (Jia et 

al., 2020). Esses enxertos vasculares são utilizados em vasos sanguíneos de médio 

calibre (6-10 mm) devido ao fluxo sanguíneo alto e baixa resistência. No entanto, eles 

não são adequados para os vasos sanguíneos de pequeno diâmetro (< 6mm) devido 

à incompatibilidade de complacência que pode causar trombose, hiperplasia intimal e 

endotelização incompleta, o que acarreta a falha do enxerto (Carrabba et al., 2018; 

Qin et al., 2020). Quando são aplicados em vasos de pequeno diâmetro, possuem 

baixa taxa de permeabilidade relatada, sendo 40% após 6 meses e 25% após 3 anos, 

e adsorção de proteínas plasmáticas (Maina et al., 2018; Sohn et al., 2021).  

Assim, é necessário o desenvolvimento de novos enxertos vasculares, que 

apresentem biocompatibilidade adequada, propriedades antitrombogênicas, que 

propiciem a endotelização (Aslani et al., 2019), tenham resistência mecânica e falta 

de imunogenicidade para o sucesso na aplicação em vasos de pequeno diâmetro 

(Weekes et al., 2022).  

 

2.2 Engenharia de tecidos vasculares 

A engenharia de tecidos é uma área da medicina regenerativa que associa a 

engenharia e a biologia, fornecendo alternativas para o desenvolvimento de tecidos 

ou órgãos artificiais com objetivo de substituir tecidos em modelos in vitro e in vivo, 

com baixa taxa de rejeição imunológica (Fernández-Colino 2019; Maina et al., 2018). 

O primeiro estudo cunhando esse conceito foi publicado em 1991, visando uma 

terapia individual através da regeneração, remodelação e crescimento do tecido 

danificado (Vacandi et al.,1991). Desde então, a engenharia de tecidos vem sendo 

utilizada para a regeneração de diferentes tecidos, através da combinação de células, 

moléculas bioativas e biomateriais (Maurmann; Sperling; Pranke, 2018).  
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A engenharia de tecidos vasculares tem como objetivo regenerar ou substituir 

tecidos vasoativos danificados através da utilização de materiais semelhantes às 

estruturas dos vasos sanguíneos (Choi et al., 2020). Os enxertos vasculares 

desenvolvidos pela engenharia de tecidos são promissores no tratamento de doenças 

cardiovasculares, devido às suas características de biodegradabilidade e de 

regeneração do tecido (Joshi et al., 2020). Eles podem ser desenvolvidos por duas 

estratégias: in vitro ou in vivo. A metodologia in vitro é caracterizada pela coleta de 

células, expansão celular, semeadura celular em estruturas tridimensionais in vitro e 

indução celular para o desenvolvimento de tecido vascular funcional, seguido de 

implantação no paciente. A metodologia in vivo é caracterizada pela implantação do 

scaffold vascular, que orienta e controla o recrutamento celular, sem cultura de células 

e tecidos in vitro (Li et al., 2020). Para que o enxerto vascular desenvolvido pela 

engenharia de tecidos tenha sucesso, ele precisa ter algumas características 

essenciais, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, não causar resposta 

imunológica, ter poros com diâmetros adequados para que as células consigam 

adentrar a estrutura e assim colonizá-la (Maurmann; Sperling; Pranke, 2018). Além 

disso, devem ter permeabilidade a longo prazo, superfície antitrombótica para evitar 

a formação de trombos no interior do enxerto e capacidade de se remodelar como um 

tecido funcional (Braghirolli et al., 2017; Leal et al., 2021). Ainda, o biomaterial deve 

ter propriedades mecânicas adequadas como resistência e elasticidade, além de 

promover a endotelização através do favorecimento à proliferação de células 

endoteliais, e por fim, possuir propriedades semelhantes à MEC natural. Na 

engenharia de tecidos vasculares podem ser utilizadas técnicas eletrodinâmicas para 

o desenvolvimento de biomateriais para serem utilizados como enxertos vasculares 

(Joshi et al., 2020).  

 

2.2.1 Produção de biomateriais 

Técnicas eletrodinâmicas, como electrospinning, são promissoras e podem ser 

utilizadas para o desenvolvimento de biomateriais com as características necessárias 

para aplicação na engenharia de tecidos vasculares (Lan et al., 2021). A técnica de 

electrospinning está representada na figura 1. As técnicas eletrodinâmicas auxiliam 

no desenvolvimento de scaffolds tridimensionais baseados em fibras construídas a 

partir de diferentes polímeros, e permitem o controle do diâmetro das fibras e da 
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porosidade, por exemplo. O equipamento dessas técnicas eletrodinâmicas é 

composto por uma seringa com uma agulha ligada à sua ponta, conectada a um 

eletrodo, por uma bomba hidrostática e por uma fonte elétrica (Jin et al., 2022). Na 

seringa, uma solução polimérica é acondicionada e através da bomba hidrostática, 

essa solução é direcionada para uma placa coletora metálica, que atua como um 

suporte para a coleta do material desenvolvido. Assim, à medida que a solução 

polimérica vai sendo liberada pela agulha, ela vai sendo energizada, causando uma 

deformação da gota e seu afilamento, e assim, formando as nanofibras e os 

biomateriais (Braghirolli et al., 2014; Maurmann; Sperling; Pranke, 2018). 

 

 

Figura 1 - Representação da técnica de electrospinning. (Adaptado de Leal et al., 2021). 

 

A partir dessas características do electrospinning, um número crescente de 

trabalhos utilizando essa técnica para a regeneração vascular estão sendo 

publicados. De acordo com trabalho prévio do grupo, até junho de 2020, na base de 

dados Pubmed, 2.226 artigos haviam sido publicados envolvendo o termo “tissue 

engineering and vascular grafts” (Figura 2).  
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Figura 2 - Artigos publicados na base de dados Pubmed até junho de 2020, utilizando os termos “tissue 
engineering and vascular grafts”. (Retirado de Leal et al., 2021). 

 

A estrutura dos materiais desenvolvidos por electrospinning é semelhante à 

MEC, sendo uma característica benéfica para a adesão, proliferação e migração 

celular (Lan et al., 2021; Leal et al., 2021). Ainda, essa técnica possui algumas 

vantagens, como o simples manuseio e pela possibilidade de desenvolver materiais 

na escala micro a nanométrica (Rhamati et al., 2021). 

Os polímeros a serem utilizados neste equipamento, para o desenvolvimento 

dos biomateriais, devem ser escolhidos de acordo com o tecido a ser reparado, 

podendo ser naturais ou sintéticos (Jia et al., 2020). Os polímeros sintéticos mais 

utilizados na engenharia de tecidos vasculares são a PCL e poli(L-ácido lático)-co-

caprolactona) (PLCL) (Leal et al., 2021), representados na figura 3. Eles possuem 

melhor taxa de degradação e sua maior vantagem é a possibilidade de ajustar as 

características de acordo com as necessidades clínicas, como as propriedades 

mecânicas (Carrabba; Madeddu, 2018). No entanto, a falta das características 

biológicas desses polímeros é uma das limitações. Portanto, comumente, são 

associados polímeros naturais e sintéticos no desenvolvimento de biomateriais 

vasculares (Ercolani; Gaudio; Bianco, 2015; Jia et al., 2020).  

Os polímeros naturais mais utilizados na engenharia de tecidos vasculares são 

o colágeno e a quitosana (Leal et al., 2021) (Figura 3).  Eles possuem propriedades 
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biológicas semelhantes às da MEC, em termos de grupos funcionais e, assim, 

domínios naturais, que suportam o reconhecimento e adesão celular, bioatividade, 

susceptibilidade à degradação proteolítica desencadeada por células e remodelação 

natural (Ercolani; Gaudio; Bianco, 2015). No entanto, esses polímeros apresentam 

baixa bioestabilidade, risco de antigenicidade e baixas propriedades mecânicas, além 

de degradação rápida (Jia et al., 2020; Qiu et al., 2019). 

 

 

 

Figura 3 - Polímeros utilizados para o desenvolvimento de scaffolds vasculares. (Retirado de Leal et 
al., 2021). 

 

2.2.2 Poli(caprolactona) 

 

A PCL é o polímero sintético mais utilizado na engenharia de tecidos 

vasculares (Leal et al., 2021). O mesmo é um polímero aprovado e certificado pelo 

Food and Drug Administration (FDA) para utilização biomédica, sendo amplamente 

estudado para liberação de medicamentos e outros materiais biológicos (Braghirolli 

et al., 2017; Dou et al., 2019). Sua fórmula química é C6H10O2 e sua estrutura está 

representada na figura 4. 
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Figura 4 - Representação da estrutura química da PCL. (Retirado de Google imagens). 

 

 Suas principais características incluem biocompatibilidade e 

biodegradabilidade, alta resistência mecânica e elasticidade (Fawal et al., 2021). 

Possui uma taxa de degradação lenta e controlada, que contribui na diminuição da 

citotoxicidade e inflamação in vivo. A degradação lenta também é compatível com a 

taxa de formação dos tecidos vasculares. Além disso, essa característica permite o 

desenvolvimento de fibras eletrofiadas com boas propriedades morfológicas, capazes 

de reproduzir a estrutura da MEC natural dos vasos sanguíneos (Zavan et al., 2021). 

No entanto, a principal desvantagem desse polímero é a propriedade hidrofóbica que 

limita sua aplicação, devido à falta de grupos funcionais de superfície bioativos, os 

quais são essenciais para ligação de receptores celulares. Por esse motivo, 

frequentemente a PCL é associada aos polímeros naturais (Pandiyaraji et al.,2021). 

Ainda, para o desenvolvimento de biomateriais vasculares, devem ser 

utilizados polímeros que tenham boas propriedades mecânicas. A PCL possui 

resistência mecânica e elasticidade, que são características essenciais para 

aplicação vascular. Eles devem apresentar essas propriedades, semelhantes aos 

tecidos nativos, devido ao alto fluxo e pressão de sangue que irá passar pelos vasos 

sanguíneos (Norouzi; Shamloo, 2019). 

 

2.2.3 Colágeno 

O colágeno é um polímero natural, sendo a proteína mais abundante em 

animais e o componente predominante da MEC nativa (Copes et al., 2019; Kang et 

al., 2019). A estrutura química do colágeno está representada na figura 5. 
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Figura 5 - Estrutura química do colágeno. (Retirado de Google imagens). 

 

O colágeno tem como características a antigenicidade fraca, 

biocompatibilidade, biodegradável e promove adesão celular através de receptores 

celulares que reconhecem uma sequência específica (Steffens et al., 2018). Além 

disso, os scaffolds de colágeno auxiliam na angiogênese e na formação de neo-

vasculatura (Copes et al., 2019). Como relatado anteriormente, o colágeno é o 

polímero natural mais utilizado na engenharia de tecidos, no entanto, possui duas 

limitações principais, a trombogenicidade intrínseca (quando o contato com o sangue 

desencadeia um papel importante) do colágeno e suas fracas propriedades 

mecânicas (Copes et al., 2019; Kang et al., 2019). Por esse motivo, os polímeros são 

associados aos polímeros sintéticos, a fim do biomaterial desenvolvido ter boas 

propriedades mecânicas.  

Zhang e colaboradores desenvolveram um scaffold de tecido vascular tubular 

híbrido, chamado de “circular-knitted”, devido à sua característica tubular, utilizando 

filamentos de colágeno eletroquimicamente alinhados associados ao polímero poli(L-

ácido lático) (PLLA). Os resultados demonstraram que o colágeno promoveu o 

recrutamento e a proliferação de células endoteliais, auxiliando três vezes mais na 

adesão celular do que quando o scaffold de PLA foi utilizado isoladamente. Ainda, o 

PLA forneceu resistência mecânica e estabilidade estrutural, em que a complacência 

do scaffold foi de 3,98 ± 1,94%/100 mmHg, semelhante à artéria coronária humana 

(3,8 ± 0,3%/100 mmHg). Assim, a combinação do polímero natural e sintético é 

promissora para a construção de enxertos vasculares (Zhang et al., 2020). 

 

2.3 Desenvolvimento celular nos biomateriais vasculares 

Para realizar a substituição dos tecidos nativos, os enxertos vasculares devem 

estabelecer a organização celular e tecidual semelhante à dos vasos sanguíneos. A 

parede vascular nativa é organizada em três camadas distintas: camada íntima, 
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média e adventícia (Jia et al., 2020). A camada íntima é a mais próxima do fluxo 

sanguíneo, contendo células endoteliais que estão envolvidas nas transduções de 

sinalização biológica, agregação antiplaquetária e interação celular. Além disso, 

essas células auxiliam na angiogênese, na regulação da vasoconstrição e na 

manutenção do sistema fibrinolítico (Ding et al., 2020; Tan; Bai; Yan, 2020). A camada 

média dos vasos sanguíneos é composta pelas células musculares lisas, que mantêm 

a mecânica do vaso sanguíneo e resposta vasoativa. A migração dessas células, para 

auxílio na regeneração, comumente ocorre durante o desenvolvimento vascular em 

resposta à lesão vascular. No entanto, pouco se sabe sobre essa estratégia para 

auxiliar na regeneração dos vasos sanguíneos (Jia et al., 2020; Qin et al., 2020). A 

camada adventícia é a mais externa dos vasos sanguíneos, composta por fibroblastos 

e feixes de colágeno e auxilia na prevenção da expansão dos vasos acima do 

estresse fisiológico e no suporte mecânico (Jia et al., 2020). 

Na engenharia de tecidos vasculares, o objetivo inicial para o reparo dos vasos 

sanguíneos é o estabelecimento da camada endotelial, sendo essa, crucial para o 

sucesso do enxerto vascular (Zheng et al., 2016). Ainda, a camada endotelial é 

responsável pela homeostase e é um meio importante para prevenir eventos 

trombóticos após a implantação do enxerto vascular. Para obter a regeneração 

endotelial desejada, os biomateriais devem favorecer o desenvolvimento de células 

endoteliais sobre os biomateriais (Tan et al., 2020).   

As HUVECs estão sendo bastante utilizadas na engenharia de tecidos 

vasculares em modelos in vitro. Elas possuem características como baixa 

imunogenicidade e expressam muitos biomarcadores endoteliais importantes (Zhang 

et al., 2021). Assim, elas são utilizadas como modelo celular, sendo importantes para 

avaliação em doenças cardiovasculares e cerebrovasculares (Zhou et al., 2020; 

Zheng et al., 2016). 
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3 HIPÓTESES 

A associação de um polímero sintético a um natural, componente da matriz 

extracelular, pode auxiliar no aumento da adesão celular e viabilidade celular. 

Enquanto isso, os polímeros sintéticos possuem ótimas propriedades mecânicas. A 

aplicação de células endoteliais de veia umbilical humana sobre esse biomaterial irá 

auxiliar na endotelização do vaso sanguíneo e, assim, na regeneração tecidual, 

quando o mesmo for utilizado como enxerto vascular.   
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 Desenvolver um biomaterial a partir de PCL e colágeno extraído pele de tilápia 

para utilização como enxerto vascular em doenças arteriais periféricas. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Desenvolver um biomaterial de PCL pela técnica de electrospinning; 

b) Desenvolver dois biomateriais de PCL e colágeno, em diferentes 

proporções, pela técnica de electrospinning; 

c) Desenvolver um biomaterial de PCL e, após sua produção, funcionalizar 

sua superfície com colágeno; 

d) Avaliar as características morfológicas e físico-químicas dos 

biomateriais produzidos; 

e) Realizar o cultivo in vitro de células endoteliais da veia umbilical humana 

(HUVECs) sobre os biomateriais desenvolvidos; 

f) Avaliar as propriedades biológicas dos biomateriais desenvolvidos em 

termos de adesão, viabilidade e morfologia celular. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Produção das soluções poliméricas e dos biomateriais 

Quatro grupos de scaffolds foram desenvolvidos, utilizando a técnica de 

electrospinning. Inicialmente, foi desenvolvida uma solução de PCL (90 000 g mol−1, 

Sigma- Aldrich). A PCL foi dissolvida em metanol:clorofórmio 50:50, de forma a se 

obter uma concentração final de 6%. A solução de colágeno foi obtida pela dissolução 

deste polímero em 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol (HFIP), de forma a se obter uma 

concentração final de 5%. Para o desenvolvimento do primeiro grupo de biomateriais, 

a solução de PCL foi acondicionada ao equipamento de electrospinning. Para 

obtenção das blendas poliméricas, as soluções de PCL e colágeno (Col) foram 

misturadas em diferentes proporções, de forma a se obter blendas de PCL/Col nas 

proporções 50:50 e 25:75. A técnica de electrospinning foi conduzida com as soluções 

de PCL, PCL/Col 50:50 e PCL/Col 25:75. Um quarto grupo de biomateriais foi 

desenvolvido a partir dos scaffolds produzidos apenas com PCL. Para isso, após a 

produção, os scaffolds foram funcionalizados com colágeno (20 µg/mL), pelo método 

de imersão, por 1 hora. Os parâmetros utilizados para a eletrofiação foram 

padronizados de maneira a se obter biomateriais compostos por fibras homogêneas 

e lisas. Os scaffolds foram depositados em lamínulas de vidro de diâmetro de 13 mm, 

dispostas sobre a placa coletora e, após sua produção, foram esterilizados com luz 

ultravioleta por 1 hora, em capela de fluxo laminar. Foram avaliados quatro grupos de 

biomateriais desenvolvidos por electrospinning: biomateriais de PCL (PCL), 

biomateriais de PCL funcionalizados com colágeno (PCL/Func) e biomateriais de PCL 

associados ao colágeno em duas proporções diferentes, 50/50 (PCL/Col 50:50) e 

25/75 (PCL/Col 25:75). 

 

5.2 Caracterização físico-química dos biomateriais 

5.2.1 Morfologia dos biomateriais e diâmetro de fibras 

A morfologia dos biomateriais produzidos foi analisada por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). Para isso, as amostras foram metalizadas com ouro e 

a tensão de aceleração utilizada foi de 10 kV. A partir das imagens obtidas por MEV, 
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o diâmetro das fibras foi determinado pelo software Image J®. Foram analisadas trinta 

fibras de cada amostra, obtidas em dias diferentes (n=3).  

 

5.2.2 Propriedades mecânicas dos biomateriais 

As propriedades mecânicas dos scaffolds foram analisadas através do ensaio 

de tensão-deformação, pelo equipamento de análise dinâmico-mecânica (DMA), a 

partir do qual foram determinados o módulo de elasticidade e a tensão máxima. As 

análises foram realizadas no equipamento DMA Controlled Force – Tension: Film 

(2980 DMA V1.7B), com rampa de força de 0,5 N/min, com carga máxima de 15 N.  

 

5.2.3 Ângulo de contato 

 A hidrofilicidade/hidrofobicidade dos biomateriais foi determinada pela análise 

do ângulo de contato. Para isso, 3 μL de água destilada foram adicionados na 

superfície das amostras e o ângulo de contato foi medido usando o software Surftens 

4.5. (Phoenix Mini 1100) (n=3).  

 

5.2.4 Infravermelho 

A presença dos grupos funcionais do colágeno e da PCL nos grupos de 

biomateriais produzidos foi analisada na região na faixa de 4000 e 400 cm-1 em um 

espectrômetro no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Spectrum 1000, 

PerkinElmer), com média de 32 varreduras em uma resolução de 4 cm-1. Todas as 

amostras foram misturadas com brometo de potássio (KBr) (SigmaAldrich, EUA) e 

prensadas em forma de disco. Os polímeros, colágeno e PCL, foram utilizados como 

controles da técnica para comparação dos espectros.  

 

5.3 Caracterização biológica 

Os biomateriais foram caracterizados biologicamente através da sua interação 

com as HUVECs, (Lonza C2519AS) em termos de adesão, viabilidade e morfologia 

celular. Como grupo controle foram utilizados poços tratados colágeno tipo I (5 µg 

cm2). Para a caracterização biológica, os scaffolds foram fixados em placas de 24 

poços. As HUVECs foram semeadas sobre os biomateriais em uma densidade de 5 
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x 105 células/amostra. Em seguida, os biomateriais semeados foram cultivados em 

meio de crescimento endotelial (EGM2) (Lonza), a 37ºC, em atmosfera umidificada a 

5% de CO2. 

 

5.3.1 Adesão celular 

Após 24 horas de cultivo celular, o meio de cultura foi removido e as amostras 

lavadas com PBS (do inglês Phosphate buffer solution). As células aderidas foram 

fixadas com paraformaldeído 4%, por 30 minutos e seus núcleos marcados com 

dicloridrato de 4,5- diamidino-2-fenilindole (DAPI) (Sigma Aldrich). Após, nove 

campos aleatórios de cada amostra foram observados em microscópio de 

fluorescência (LEICA Dmi8), na magnificação de 200X. Os núcleos celulares 

marcados foram quantificados através do software LAS X, onde foi possível estimar 

o número de células aderidas/ amostra (n=3).  

 

5.3.2 Viabilidade celular 

Para avaliar a viabilidade celular, as células foram cultivadas durante 1, 3 e 7 

dias e analisadas através do reagente 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma Aldrich) (n=3). Nos tempos determinados, 

o meio de cultura foi removido, a solução de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e as 

amostras foram incubadas por duas horas, a 37º C. Transcorrido esse tempo, a 

solução reagente foi retirada e em seguida foi adicionado dimetilsulfóxido (DMSO) 

para a solubilização dos cristais de formazan. As amostras foram então analisadas 

em espectrofotômetro, nos comprimentos de onda em 570 e 630 nm. 

 

5.3.3 Morfologia celular 

Após 1, 3 e 7 dias de cultivo, as HUVECs foram analisadas em relação à sua 

morfologia. Para isso, o núcleo das células foi marcado com DAPI, conforme descrito 

anteriormente, e o citoesqueleto, com faloidina (Sigma Aldrich). Para a realização 

dessa marcação, as amostras foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1%, por 10 

minutos. Após, as amostras foram deixadas em contato com faloidina-rodamina (50 

µg/mL) (Sigma Aldrich) por 40 minutos e então, lavadas com PBS e analisadas em 

microscópio de fluorescência (LEICA Dmi8), na magnificação de 200X. 
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5.4 Análise estatística 

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios foram analisados através da 

média ± desvio padrão e o estudo de simetria de suas distribuições serão analisadas 

pelo teste de Shapiro-Wilk. Para avaliar o diâmetro das fibras e a adesão celular dos 

biomateriais, os grupos foram comparados usando o teste de Kruskal-Wallis seguido 

de Dunn´s. Para avaliar a viabilidade celular e o ângulo de contato dos biomateriais, 

os grupos foram comparados pelo teste de ANOVA seguido de Tukey. As análises 

foram realizadas no software GraphPad Prism 5. O nível de significância de P<0,05 

foi utilizado como critério para análise de diferença estatística. 
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