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Abstract

Gli idrogeli sono costituiti da network polimerici idrofilici reticolati che data la loro biocompatibilita, I'alta
disponibilita di precursori e il facile controllo delle proprieta fisico-chimiche sono dei materiali molto utilizzati
nel campo della medicina rigenerativa. Le possibili applicazioni degli idrogeli riguardano: 1) il supporto ai
tessuti biologici danneggiati come scaffolds bioattivi, 2) i sistemi a rilascio di farmaco (drug delivery systems),
3) le colture cellulari tridimensionali, 4) la biosensoristica e 5) la microfluidica. Tra le proprieta che
maggiormente impattano l'interazione tra idrogelo e tessuti biologici figurano le proprieta meccaniche del
materiale; in particolare la rigidezza del materiale gioca un ruolo determinante nel successo o nel fallimento
di un impianto. Data I'alta complessita del corpo umano, e I'ampio spettro di possibili rigidezze dei tessuti
biologici che varia dai 100 Pa del cervello fino ai 2-4 GPa del tessuto osseo, risulta importante progettare
accuratamente il materiale in base all’applicazione scelta.

Lo scopo di questo lavoro di tesi consiste nell’utilizzare I'olio di soia acrilato (ASO) come agente di rinforzo
meccanico biocompatibile per scaffold costituiti di gelatina metacrilata (GelMA) e polietilenglicole
metacrilato (PEGDMA). A tal proposito sono stati sintetizzati dei copolimeri composti da GelMA/ASO e
PEGDMA/ASO aventi diversi rapporti specifici per poter valutare come I'aggiunta di ASO possa influenzare le
proprieta fisico-chimiche del copolimero. Gli idrogeli sono stati creati attraverso un processo di
fotopolimerizzazione radicalica in presenza dell’lrgacure 819 (BAPO) utilizzato come fotoiniziatore. La
composizione chimica e il grado di conversione del doppio legame C=C & stata valutata attraverso
spettroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection
Sprectroscopy). La caratterizzazione reologica & stata utilizzata per valutare la reattivita delle diverse
formulazioni in seguito alla stimolazione ultravioletta. Per determinare la temperatura di transizione vetrosa
(Tg) e la temperatura di degradazione dei polimeri (Tqeg) SONO state eseguite le seguenti caratterizzazioni
termiche: DSC (Differential Scanning Calorimetry), DMTA Analysis (Dynamic Mechanical Thermal Analysis) e
TGA (Thermogravimetric Analysis). Successivamente, si e testata la capacita di rigonfiamento in acqua e
I'idrofilicita superficiale degli idrogeli attraverso swelling test e I'analisi dell’angolo di contatto. Le
caratteristiche morfologiche dei copolimeri sono state osservate mediante Microscopio a Scansione
Elettronica (SEM) mentre le proprieta meccaniche sono state valutate con un test di compressione uniassiale.
Infine, sono stati eseguiti dei test cellulari con dei fibroblasti umani (HH1) per determinare la citotossicita e
le proprieta adesive degli scaffold.

Dalle prove di caratterizzazione fisico-chimica e dai test cellulari si evince che I'aggiunta di un rinforzante
permette di modulare le proprieta chimiche e termo-meccaniche degli scaffolds. Infatti, in funzione della
quantita di ASO all’interno della formulazione, si pud modificare la reattivita del materiale, la T e la Tqeg, il
modulo di Young a compressione e il grado di rigonfiamento dell’idrogelo in acqua. Questi risultati hanno
influenzato anche il comportamento cellulare, infatti il test di adesione superficiale tramite Cell Titer Blue e
il saggio con la Falloidina hanno rivelato significative differenze tra i diversi copolimeri.



1 Introduzione

L'ingegneria tissutale rappresenta quella disciplina volta alla rigenerazione funzionale dei tessuti umani
tramite I'utilizzo di cellule e biomateriali sulla base principi ingegneristici [1]. Tra i biomateriali pil
promettenti per applicazioni legate al tissue engineering figurano gli idrogeli, essi sono costituiti da network
polimerici reticolati in grado di assorbire acqua e altri fluidi biologici senza dissolversi [2]. Il termine “idrogelo”
compare nella letteratura scientifica attorno al 1900 per descrivere dei gel di sali inorganici. Tuttavia, solo dal
1960 Wichterle and Lim, riferendosi alla scoperta del poliidrossietil metacrilato (pHEMA), associano la parola
idrogelo a dei network polimerici reticolati [3]. A partire dalla sintesi del pHEMA, il settore degli idrogeli ha
suscitato sempre pil interesse per la ricerca scientifica, in figura 1.1 e riportata un’immagine che riporta
I’evoluzione del numero di articoli scientifici correlati agli idrogeli dagli anni ‘60 fino al 2014. Negli anni
successivi alla scoperta di Wichterle and Lim la ricerca si e focalizzata sulla reticolazione di semplici polimeri
sintetici per applicazione oftalmica e, a scopo di ricerca, nell’ambito del drug delivery. Tali polimeri venivano
sintetizzati attraverso la polimerizzazione di monomeri idrosolubili oppure tramite reticolazione di polimeri
idrofilici. Tra i primi materiali ad essere utilizzati a tale scopo troviamo: il poliidrossietil metacrilato (pHEMA),
il polietilen glicole (PEG) e il polivinil alcol (PVA) [4]. Attorno agli anni’70 I’attivita di ricerca si & spostata verso
gliidrogeli termo-sensibili e pH-sensibili. Questa nuova generazione di idrogeli era capace di rispondere a ad
un determinato stimolo, ad esempio, una variazione di acidita o di temperatura poteva stimolare il rilascio di
un medicinale immagazzinato oppure una transizione sol-gel [5]. Appartengono a questa generazione i
copolimeri formati da PEG e poliesteri (PLA, PLGA, PGA) e il Pluronic (PEO-PPO-PEOQ). Questa tipologia di
polimeri & importante in quanto ha dato un notevole impulso all’applicazione “in situ” degli idrogeli [6].
Successivamente, a partire dagli anni ‘90, si & cercato di sintetizzare materiali che consentissero di modificare
selettivamente le caratteristiche meccaniche, termiche e la velocita di degradazione mantenendo al
contempo la possibilita di essere formati in situ. Tutto cido ha permesso lo sviluppo di idrogeli sempre piu
complessi e avanzati con un livello di tossicita sempre piu basso. Ad oggi, gli idrogeli sono diventati materiali
molto interessanti per il mondo della medicina, infatti, agendo sulla composizione e i parametri di sintesi e
possibile modulare le proprieta fisico-chimiche dei gel in modo da ottenere un materiale che approssima
molto bene il microambiente cellulare. Inoltre, diversi medicinali e altre biomolecole possono essere
incorporate all’interno del reticolo e rilasciate in ambiente fisiologico [4].
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Figura 1.1: Evoluzione del numero di articoli scientifici
riguardanti gli idrogeli



Tra i parametri che influenzano maggiormente il comportamento cellulare vi sono le proprieta meccaniche
del substrato [7][8], e in particolare la rigidezza del materiale. L'obiettivo di questo progetto di tesi &€ quello
di studiare come il modulo elastico degli idrogeli possa influire sull’adesione e la proliferazione cellulare. Per
esaminare questi aspetti si sintetizzeranno degli idrogeli composti da gelatina metacrilata (GelMA),
polietilenglicole metacrilato (PEGDMA) e olio di soia acrilato (ASO) mediante fotopolimerizzazione radicalica.
GelMA e PEGDMA rappresentano i componenti principali degli scaffold mentre I’ASO verra utilizzato come
materiale di rinforzo meccanico. | copolimeri verranno genericamente chiamati GelMA/ASO e PEGDMA/ASO,
per ognuno di essi si sintetizzeranno 5 scaffold aventi diverse quantita di ASO in modo da modulare le
proprieta meccaniche dei gel. Questi scaffold verranno poi caratterizzati dal punto di vista termico,
meccanico e reologico. Infine si svolgeranno dei test cellulari, il primo test riguardera la biocompatibilita degli
idrogeli dove per biocompatibilita si intende la capacita di un materiale di svolgere la sua funzione all’interno
del corpo umano senza generare prodotti di scarto tossici per I'organismo. Successivamente, si studieranno
le proprieta adesive e proliferative.

Questo lavoro di tesi & suddiviso in 4 capitoli. Il capitolo 2 & dedicato agli idrogeli, vengono presentati gli
aspetti generali, il processo di reticolazione e le applicazioni in campo biomedico. Dopodiché, viene illustrato
nel dettaglio il processo di fotopolimerizzazione radicalica e gli stadi di inizio-propagazione-terminazione.
Successivamente, vi sara un paragrafo in cui vengono discusse le proprieta meccaniche degli idrogeli, dopo
una breve introduzione che spiega come le proprieta meccaniche degli idrogeli possono influire sul
comportamento cellulare, vengono descritti i principali metodi per modulare la rigidezza di un idrogelo.
Infine, vengono illustrate le principali tipologie di materiali usate per la produzione di idrogeli con un
approfondimento sulla tipologia di fotoiniziatore e sui polimeri utilizzati nella tesi. Nel capitolo 3 vengono
presentate le metodologie sperimentali utilizzate per la sintesi e la caratterizzazione gli idrogeli. il capitolo 4
e dedicato alla presentazione dei risultati ottenuti. Nel capitolo finale vengono discussi i risultati sperimentali
ed esposte le conclusioni della tesi.



2 Gliidrogeli

2.1 Definizione e proprieta di swelling

Gli idrogeli sono costituiti da network polimerici pil 0 meno complessi. Gli idrogeli, teoricamente, possono
essere costituiti da un qualsiasi polimero idrofilico, ne consegue che il termine “Idrogelo” comprende una
vasta gamma di polimeri con proprieta fisico-chimiche diverse. Tuttavia, solo i polimeri reticolati sono stabili
in ambiente fisiologico. L’assorbimento di acqua, comunemente chiamato “swelling”, & la caratteristica
principale degli idrogeli [9][10]. Solitamente la quantita di acqua immagazzinata € molto alta, questo
conferisce agli idrogeli delle caratteristiche meccaniche molto simili a quelle dei tessuti naturali. Quando un
idrogelo secco viene immerso in una soluzione acquosa, le molecole d’acqua iniziano a penetrare nelle maglie
del polimero reticolato causando un’espansione del reticolo ed un aumento di peso dell’idrogelo. La capacita
intrinseca degli idrogeli di assorbire acqua deriva dalla presenza di gruppi idrofilici all'interno della catena
polimerica come ad esempio: —NH,, COOH, —OH, —CONH,, -CONH- e —SOsH. Il processo di swelling & limitato
nel tempo in quanto le forze osmotiche vengono bilanciate dalla resistenza delle maglie del polimero; questo
equilibrio di forze definisce il grado di rigonfiamento a regime, il quale pud essere calcolato attraverso la
formula:

(P, — Py) * 100
Py

Grado di swelling =

P, : Peso aplateau

Py : Peso iniziale

2.2 Applicazioni biomediche degli idrogeli

L'utilizzo degli idrogeli nel settore biomedico rappresenta I'applicazione piu importante di questa tipologia di
materiali, in figura 2.1 e riportata un’immagine che espone in quali campi della medicina possono essere
impiegati gli idrogeli. Gli idrogeli, attualmente, possono essere utilizzati nel campo del drug delivery, come
guida rigenerativa dei tessuti danneggiati (scaffold a base di idrogeli) oppure come gel iniettabili contenenti
cellule e altre biomolecole [11][12]. In particolare, I'utilizzo degli idrogeli in ingegneria tissutale risulta di
notevole importanza. Eventuali problematiche ai tessuti possono originarsi per varie cause, ad esempio
interventi chirurgici o malattie. Il processo rigenerativo naturale prevede una migrazione di cellule adiacenti
che iniziano a secernere matrice extracellulare (ovvero I'impalcatura naturale che guida la rigenerazione
cellulare). Successivamente cominciano a proliferare riparando completamente il danno tissutale. Tuttavia,
non sempre questa rigenerazione naturale e sufficiente a ricreare un tessuto funzionale se il danno & molto
esteso. Si calcola che, nei soli Stati Uniti, siano pil di 120'000 i casi in attesa di un trapianto e circa 8000 le
persone che muoiono ogni anno per carenza di organi sostitutivi. In questo ambito I'ingegneria tissutale puo
fornire tessuti sintetizzati in vitro per un trapianto diretto oppure scaffolds come guida nella proliferazione
delle cellule adiacenti [13][14][15]. Affinché un idrogelo possa essere utilizzato in ambito clinico deve
soddisfare diversi requisiti legati alla non-tossicita [8]. Un idrogelo per supportare la crescita cellulare e il
differenziamento deve essere chimicamente biocompatibile e i suoi prodotti di degradazione non devono
essere tossici. Inoltre, idealmente, il materiale deve includere dei fattori di crescita o differenziativi, la
struttura deve essere porosa e i pori devono essere interconnessi in modo che vi sia una distribuzione
omogenea di nutrienti. Infine, lo scaffold deve resistere dal punto di vista meccanico alle sollecitazioni
fisiologiche del sito di impianto [16][17].
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Figura 2.1: Applicazioni biomediche degli idrogeli

2.3 Reticolazione

La reticolazione & una reazione in cui si formano dei legami tra diverse catene polimeriche. In base al tipo di
legame & possibile distinguere gli idrogeli fisici, le cui catene sono legate da interazioni secondarie, e gli
idrogeli chimici, in cui la reticolazione prevede la formazione di legami chimici covalenti o ionici [18].

2.3.1  Gelfisici
Tra le possibili interazioni secondarie e meccanismi che generano i gel fisici possiamo trovare [9][10][18]:

e Legami ad idrogeno: in questo caso il nodo tra le catene & un legame ad idrogeno, esso si sviluppa
tra molecole che presentano un legame covalente tra un atomo molto elettronegativo e I'idrogeno.
Un esempio & il legame tra l'ossigeno del polietilenglicole e il gruppo carbonilico dell’acido
acrilato/metacrilato.

e Polimeri anfifilici e copolimeri a blocchi: queste tipologie di polimeri possiedono la capacita di
autoassemblarsi in un idrogelo nel momento in cui vengono posti in soluzione acquosa. Le
componenti idrofiliche del polimero interagiscono con I'acqua mentre i domini idrofobici si
organizzano in micelle. Per esempio, i copolimeri a blocchi PEG/PBT oppure PEG/PLGA possono
essere utilizzati per la sintesi di idrogeli fisici in cui il PEG costituisce la componente idrofilica e il PBT
e PLGA rappresentano la componente idrofobica.

e C(Cristallizzazione di stereocomplessi: La gelificazione mediante la formazione di miscele
stereocomplesse tra polimeri aventi differente tatticita, tale miscelazione induce formazione di
legami deboli che permettono I'assemblaggio della struttura supramolecolare. Le struttura
stereocomplesse possiedono diverse proprieta rispetto ai leganti liberi, ad esempio la miscela tra
I’acido L-polilattico e D-polilattico provoca un aumento della temperatura di fusione da 170 °C a 230
°C.

e Interazioni ioniche: in questo caso si utilizzano le cariche elettriche presenti all’'interno della catena
polimerica per far gelificare una soluzione polimerica, ad esempio per la sintesi di un idrogelo a base
di alginato si sfrutta I'interazione tra le cariche negative del gruppo carbossilico deprotonato e loione
Ca”.

e Interazioni proteiche: in questo caso si utilizzano le interazioni tra proteine ingegnerizzate per far
avvenire una transizione sol-gel, ad esempio il legame specifico tra anticorpo e antigene. |l vantaggio
delle proteine ingegnerizzate ¢ la possibilita di controllare le proprieta fisico-chimiche agendo sulla

sequenza peptidica.



2.3.2  Gel chimici

Il processo di reticolazione chimica avviene attraverso una reazione di reticolazione, denominata “curing”.
Per mezzo di questa reazione la soluzione polimerica diventa un materiale solido reticolato attraverso
I'instaurazione di legami forti tra le diverse catene. | gel reticolati chimicamente, sono pil stabili e possiedono
proprieta meccaniche migliori rispetto ai gel fisici [8][19].

e Reticolazione termica: In una reticolazione termica si utilizza un iniziatore termosensibile. Questo
tipo diiniziatore, quando esposto a una fonte di calore, libera dei radicali liberi reattivi che provocano
I'inizio della reazione di reticolazione. Tipici esempi di iniziatori termici sono I'azobisisobutirronitrile
e il perossido di benzoile [20].

e Reticolazione mediante irraggiamento ad alta energia: Si sfrutta I'irraggiamento ad alta energia (100
KeV) attraverso raggi y oppure e-beam per indurre la reticolazione di monomeri idrosolubili, un
vantaggio di questa tecnica € che non & necessario utilizzare un agente di crosslinking né ulteriori
additivi [21][22].

e Reticolazione attraverso fotopolimerizzazione radicalica: La fotopolimerizzazione radicalica & una
polimerizzazione a catena in cuil'interazione tra raggi UV e un fotoiniziatore genera dei radicali liberi.
| radicali liberi sono entita molecolari molto reattive che danno il via alla reazione di reticolazione. Se
nella resina sono presenti delle insaturazioni, i radicali liberi tendono ad aprire il doppio legame C=C
liberando un sito per la formazione di un legame di reticolazione [23][24].

e Reticolazione utilizzando gli enzimi: I'ultimo metodo di reticolazione prevede la sintesi di un legame
covalente attraverso I'attivita enzimatica. Si tratta di un metodo utilizzato soprattutto per la sintesi
di idrogeli iniettabili per applicazioni in situ. Il processo prevede di iniettare i precursori polimerici
nel corpo umano, i quali gelificheranno in un secondo momento attraverso I'azione degli enzimi [18].

2.3.3 Fotopolimerizzazione

La fotopolimerizzazione rappresenta una particolare reazione di polimerizzazione in cui si utilizza una
radiazione luminosa come fonte di innesco della reazione [25]. Negli ultimi anni, la ricerca nell’ambito della
fotopolimerizzazione ha suscitato grande interesse per motivi ecologici ed economici; si tratta infatti di una
tecnica rapida, a bassa richiesta energetica, versatile, che non richiede alte temperature e non ha un rilascio
di componenti volatili. La possibilita di poter creare i network a temperatura ambiente ha reso i polimeri
fotoreticolabili molto utilizzati nelle applicazioni biomediche dove le alte temperature costituiscono un
limite. | fotopolimeri sono attualmente utilizzati nel campo dell'ingegneria tissutale, medicina,
microelettronica, ottica e nelle otturazioni dentali [26]. Le formulazioni fotoreticolabili sono costituite da una
resina e da un fotoiniziatore che, se esposto a una radiazione UV o visibile, attiva la reazione di reticolazione
attraverso la formazione di siti attivi [25].

Come e possibile osservare dalla figura 2.2, una formulazione fotoreticolabile € una miscela complessa che
puo essere costituita da numerosi componenti: una soluzione di monomeri e oligomeri, fotoiniziatore,
solventi, stabilizzanti, fotosensibilizzanti. La soluzione di monomeri e oligomeri contiene le singole unita
ripetenti che andranno a costituire polimero una volta reticolato. Solitamente, queste soluzioni di monomeri
ed oligomeri contengono specie chimiche metacrilate/acrilate e possono presentare una struttura alifatica,
cicloalifatica oppure aromatica. In genere, questi monomeri sono polifunzionali, ovvero possiedono piu siti
reattivi per ogni unita strutturale [25].
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Figura 2.2: Fotoreticolazione di una soluzione polimerica

Il fotoiniziatore puo essere utilizzato in combinazione con un fotosensibilizzante che serve ad aumentare il
picco di assorbimento del fotoiniziatore [25]. Attraverso i raggi UV, il fotoiniziatore subisce una
trasformazione e converte I'energia luminosa in energia chimica sottoforma di intermedi reattivi (radicali
liberi) che danno il via alla reazione. Questa tipologia di fotopolimerizzazione é tipica dei materiali acrilati e
metacrilati (vedi immagine 2.3). | fotopolimeri acrilati sono molto reattivi, tuttavia presentano una serie di
svantaggi, ad esempio il restringimento post-polimerizzazione € abbastanza significativo (5-20% del volume)
con conseguenti problematiche legate all’'incurvamento e arricciamento del campione, inoltre la reazione
viene inibita dall’ossigeno [19].
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Figura 2.3: Gruppo funzionale acrilato

Come tutte le polimerizzazioni a catena, la fotopolimerizzazione radicalica si compone di 3 fasi: inizio-
propagazione-terminazione, generalmente, queste reazioni formano delle catene polimeriche molto lunghe
in tempi ristretti [20][23][24]. La fase iniziale si compone di due step, la formazione dei radicali liberi e
I’addizione del primo monomero. La generazione dei radicali liberi & associata alla fotolisi del fotoiniziatore
mentre il legame del primo monomero avviene attraverso la rottura del legame nt del doppio legame (figura
2.4) [20].
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Figura 2.4: Inizio



Nella fase di propagazione i radicali reagiscono con le altre molecole di monomero generando dei
macroradicali sempre piu grandi, durante questa fase la soluzione diventa sempre piu viscosa e solida.
L’addizione dei monomeri alla catena polimerica avviene ricorsivamente, ogni volta che si lega un monomero
all’estremita della catena si riforma il sito attivo per I'addizione del prossimo monomero (figura 2.5) [20].
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Figura 2.5: Propagazione

L'ultimo step della fotopolimerizzazione radicalica e la terminazione, quest’ultima fase avviene quando la
resina fotopolimerizzabile diventa troppo viscosa per permettere la diffusione dei monomeri verso i siti attivi.
la terminazione avviene attraverso la ricombinazione di due catene polimeriche (vedi immagine 2.6) oppure
attraverso dismutazione (vedi immagine 2.7). La ricombinazione avviene quando due catene in
accrescimento si uniscono tra di loro formando un’unica specie non radicale. Nella terminazione per
dismutazione una catena polimerica si comporta come specie accettore mentre |'altra agisce come donatore.
La forma piu comune di dismutazione prevede la cattura di un atomo di idrogeno da parte della molecola
accettore, al contempo, la catena donatrice subisce una reazione di eliminazione instaurando un doppio
legame C=C.
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Figura 2.6: Ricombinazione
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2.4 Proprieta meccaniche degli idrogeli

Le proprieta meccaniche influenzano la compatibilita tra I'idrogelo e i tessuti biologici [7][8]. Le cellule umane
sono continuamente sottoposte a diversi tipi di stimoli meccanici: taglio, compressione e trazione; pertanto,
uno scaffold impiantato deve essere abbastanza rigido da sorreggere sé stesso e tutti i carichi fisiologici
generati dai tessuti circostanti [23][27][28]. Tuttavia, non tutti i tessuti umani possiedono le stesse proprieta
meccaniche, si pensi ad esempio alla differenza tra tessuto osseo e tessuto adiposo. Inoltre, la rigidezza di un
tessuto € influenzata dall'invecchiamento o da eventuali patologie che causano un rimodellamento della
matrice extracellulare. Molti studi hanno evidenziato come l'impianto di materiali con caratteristiche
meccaniche non conformi al tessuto sostituito portavano al fallimento dell'impianto [29]. Ne consegue
I'importanza di poter modulare la rigidezza di un idrogelo in modo da renderlo compatibile con diversi tessuti
[30] (figura 2.8).
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Figura 2.8: Rigidezza dei tessuti umani

Infatti, la rigidezza di un substrato influenza in modo molto consistente il comportamento cellulare. Le cellule,
tramite i loro recettori integrinici, possono percepire le proprieta fisiche dei substrati attraverso il processo
di meccanotrasduzione. Questi recettori connettono il substrato adesivo con i filamenti di F-actina del
citoscheletro, a sua volta legato con il nucleo cellulare. Questo legame tra cellule e il mondo esterno é sia di
tipo meccanico che biochimico, quando una cellula aderisce a un substrato adesivo riorganizza il suo
citoscheletro e, attraverso meccanismi di signalling e pathway biochimici, trasmette al nucleo informazioni
che possono regolare I'attivita cellulare. A conferma di questo signalling cellulare, & stato osservato che e
possibile indurre un differenziamento specifico verso linee cellulari diverse (osteociti, miociti, adipociti...)
coltivando cellule staminali mesenchimali a contatto con substrati aventi diverse rigidezze. Anche la
migrazione cellulare risulta fortemente influenzata dalle proprieta meccaniche dello scaffold, infatti, le
cellule generalmente tendono a migrare da zone piu soft verso regioni piu rigide [23][31][32].

Esistono diversi metodi per alterare il comportamento meccanico di uno scaffold, ad esempio, per i polimeri
metacrilati & possibile agire sulle seguenti grandezze [33]:

e Concentrazione della soluzione del polimero
e Esposizione UV

e Temperatura di reticolazione

e Grado di metacrilazione

e Concentrazione di fotoiniziatore

e Intensita di radiazione UV

e Tipologia di solvente



Il metodo pil semplice per alterare la rigidezza di un polimero reticolato consiste nel modificare i parametri
di reticolazione in quanto dipendono solamente dall’apparato sperimentale. Ad esempio, tempo di
esposizione e intensita di radiazione luminosa influenzano il valore di rigidezza dell'idrogelo alterando il grado
di conversione del doppio legame C=C. in figura 2.9 & possibile osservare I'andamento del modulo elastico in
funzione di questi due parametri su un gel di poliacriammide [23][32][34].
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Figura 2.9: Andamento del modulo elastico in funzione del tempo di esposizione (a) e dell'intensita di radiazione (b) su un gel di
poliacriammide

Un’altra tecnica per modificare le proprieta di un idrogelo consiste nell’utilizzare un altro polimero come
rinforzante. Infatti, la reticolazione di un idrogelo copolimerizzato permette di combinare le caratteristiche
meccaniche e termiche dei singoli polimeri [35]. Esistono innumerevoli materiali sintetici e naturali che
possono essere utilizzati come sostegno meccanico, un esempio ¢ il copolimero composto da GelMA e
destrano metacrilato [35]. Il destrano metacrilato (DexMA) e un polisaccaride che possiede delle ottime
proprieta meccaniche. La sintesi di un idrogelo composto da entrambi i polimeri consente di accoppiare le
ottime proprieta adesive della gelatina metacrilata con le proprieta meccaniche del destrano. In figura 2.10
e riportato I'effetto di irrigidimento provocato dall’aggiunta di DexMA con 3 diversi gradi di metacrilazione
(L: basso, M: medio, H: alto) [35].

— GelMA
* = GelA-Dexhs
20 28 - = mm DexMA
18 4 a) GelMA-DexMA-H 21 b) . X
4 GelMA-DexMAa-M / 24
16 GelMA-DexMA-L T 22
1 Geala =
14 4 # w 204 «
a 12 ' = 8
= ] 'g 16
g = 14
@ 2 12
7] 8 10
£ o
E 6
= .
2 i
2 4
0 . : 0

10 20 30 40
Strain /%

GalA Low Medium High

Figura 2.10: Curve sforzo deformazione (a) e misura del modulo elastico (b) dei provini GeIMA/DexMA



Un altro materiale che e stato utilizzato come sostegno meccanico per idrogeli composti di gelatina
metacrilata e I'alginato [36][37]. L’alginato & un copolimero naturale formato da blocchi di a-D-mannuronato
(M) e B-L-guluronato (G) che forma un gel fisico in presenza di ioni Ca%" tramite una reticolazione ionica.
Accoppiando l'alginato con un polimero fotoreticolabile si genera un network interpenetrato che gelifica sia
mediante interazioni fisiche che attraverso legami chimici, cido permette un migliore controllo delle proprieta
meccaniche dell’idrogelo [37].

L'olio di soia acrilato & stato utilizzato con successo per modulare le caratteristiche meccaniche e degradative
di alcuni polimeri sintetici come I'acido polilattico [38] e per incrementare |a resistenza meccanica di idrogeli
a base di PVA [39]. Inoltre, presenta delle caratteristiche molto promettenti per un rinforzante. In particolare
la biocompatibilita, il costo basso e la presenza di gruppi fotopolimerizzabili.

2.5 Materiali per idrogeli

| materiali per la produzione di idrogeli si suddividono in due grandi famiglie: polimeri naturali e polimeri
sintetici. | polimeri naturali possono essere proteine come collagene, elastina, gelatina oppure polisaccaridi
come amido, chitosano, alginato. Questi polimeri possono essere adesivi nei confronti delle cellule anche
senza ulteriori modifiche superficiali, tuttavia possiedono una serie di svantaggi: sono poco stabili in
ambiente fisiologico, generalmente possiedono scarse proprieta meccaniche, possono subire una veloce
degradazione enzimatica e in base alla loro origine possono avere composizioni molto differenti. | polimeri
sintetici come PEG, PLA, PLGA, al contrario, hanno migliori proprieta meccaniche, sono stabili in ambiente
fisiologico e sono riproducibili, tuttavia non contengono sequenze adesive per le cellule. Solitamente queste
due famiglie di materiali vengono combinate tra loro in modo da creare scaffolds con buone proprieta
meccaniche e alte capacita adesive [16].

In questo lavoro di tesi si realizzeranno degli scaffold bioartificiali composti da: gelatina di pesce metacrilata
(GelMA) e polietileneglicole dimetacrilato (PEGDMA) con olio di soia acrilato (ASO) come rinforzante. La
GelMA verra utilizzata per la sua elevata bioattivita, il PEGDMA (derivante dal petrolio) verra utilizzato per
creare scaffold parzialmente bio.

2.5.1 Gelatina di pesce e GelMA

La gelatina & un polimero naturale che deriva dal collagene attraverso reazioni di denaturazione acida o
basica [40]. Negli ultimi anni I'interesse verso la gelatina di pesce € cresciuto molto, essa & ampiamente
accettata da tutte le religioni al contrario della gelatina bovina e suina, inoltre non € affetta dell’encefalopatia
spongiforme bovina (morbo della mucca pazza). Il collagene, da cui proviene la gelatina, & una proteina
fibrosa formata da una tripla elica di tropocollagene. | legami a idrogeno che mantengono uniti i tre filamenti
di tropocollagene vengono rotti durante il processo di denaturazione e si genera una struttura di tipo random
coil idrosolubile. Le proprieta fisico-chimiche della gelatina possono essere influenzate da innumerevoli
fattori tra cui troviamo: la provenienza dell’animale, le condizioni ambientali e il metodo di denaturazione
[41]. La gelatina presenta numerose caratteristiche che la rendono particolarmente adatta per le applicazioni
biomedicali: & citocompatibile, biodegradabile, economica e non stimola la reazione del sistema immunitario.
Essa mantiene le sequenze bioattive del collagene, ad esempio, la sequenza Arg-Gly-Asp (RGD) che promuove
I'adesione, il differenziamento e la crescita cellulare [42]. Tuttavia, a causa del processo di denaturazione, la
gelatina perde la stabilita strutturale del collagene e diventa idrosolubile, di conseguenza non é direttamente
utilizzabile per la produzione di idrogeli [42]. Per ottenere un idrogelo mediante irraggiamento UV e
necessario funzionalizzare la gelatina con gruppi fotoreticolabili come il gruppo metacrilato che comprende
un doppio legame C=C (vedi figura 2.11 per la composizione chimica della gelatina e della GelMA) [40].
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Figura 2.11: Struttura chimica della gelatina (a sinistra) e della GelMA (a destra)

Il polimero reticolato assume una superficie porosa con una dimensione media dei pori dell’ordine dei
micrometri come riportato nell'immagine 2.12. Tale costituzione risulta molto importante per I'adesione e la
crescita cellulare in quanto fornisce una superficie biomimetica e un corretto apporto di nutrienti [42][43].
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Figura 2.12: Morfologia di un idrogelo composto da GelMA

2.5.2 PEGDMA

Il PEGDMA (polietilenglicole dimetacrilato) formato da un polietere idrofilico con struttura lineare derivato
dal petrolio (PEG) funzionalizzato alle estremita con due gruppi metacrilati come riportato in figura 2.13. La
sintesi del PEGDMA prevede di far reagire il PEG con |'acido metacrilico per 4 giorni a temperatura ambiente.
Successivamente, il PEGDMA viene ottenuto attraverso una precipitazione di dietil etere e una filtrazione a
vuoto [44]. I| PEGDMA & un polimero commerciale molto utilizzato in drug delivery e nelle applicazioni che
richiedono I'utilizzo di materiali antiadesivi. Gli scaffold basati sul PEG presentano numerosi vantaggi, sono
biocompatibili, idrofilici, non scatenano la risposta immunitaria, oltre a cio, siccome si basano su un polimero
sintetico, permettono un facile controllo sull’architettura e sulla rigidezza del polimero [45][46][47]. Tuttavia,
gli idrogeli composti esclusivamente da PEGDMA, non costituiscono un ambiente ideale dal punto di vista
cellulare, infatti a causa della loro natura bioinerte non supportano I'adesione e la proliferazione, in piu, il
PEG e un polimero non biodegradabile. A tal proposito, & possibile funzionalizzare gli idrogeli di PEG con dei
peptidi adesivi per aumentare la bioattivita del materiale, inoltre, per rendere il polimero piu facilmente



degradabile dagli enzimi si puo sintetizzare un copolimero inserendo anche dei poliesteri (PLA, PLGA e PGA)
all'interno della catena [45].
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Figura 2.13: Struttura chimica del PEGDMA

2.5.3  Olio di soia acrilato (ASO)

Gli oli vegetali sono una miscela di lipidi derivante da semi o frutti oleosi, essi sono composti soprattutto da
trigliceridi con una certa distribuzione di acidi grassi. Gli oli vegetali vengono principalmente associati settore
agroalimentare, tuttavia, l'utilizzo come materiale per la sintesi dei polimeri rappresenta una valida
alternativa ai tradizionali prodotti petrolchimici (vedi immagine 2.14 per le possibili applicazioni degli oli
vegetali). Per quanto riguarda il settore biomedico, gli oli vegetali sono materiali molto interessanti data la
loro biocompatibilita, biodegradabilita e i costi molto bassi [48][49]. Per tutti questi motivi, I'utilizzo di oli
vegetali come copolimeri e additivi per la sintesi di materiali piu ecologici dal punto di vista ambientale & una
prassi sempre piu in espansione [50]. Essi sono stati utilizzati per la realizzazione di un gran numero di
biopolimeri:

e Poliesteri

e Poliuretani

e Poliammidi

e Polimeri vinilici

e Polimeri epossidici

Vegetable oils

l
J | [ | | |

Coatings Biopolymers Insulators Composites Varnish Paints

Y h h 4

Adhesives Meodified oil and its derivatives Medical sutures & tissue engineering

Figura 2.14: Applicazioni degli oli vegetali

L’olio di soia & un olio vegetale formato da trigliceridi aventi diversi tipi di acidi grassi (acido linoleico, stearico,
palmitico). La caratteristica principale degli acidi grassi e I'elevata presenza di insaturazioni che consentono
una facile funzionalizzazione. Per ottenere una resina fotoreticolabile a base di olio di soia € innanzitutto
necessario sintetizzare I'olio di soia epossidato (ESO), tale reazione viene realizzata miscelando I'olio di soia
con acido perossiacetico. Successivamente, la reazione per la sintesi dell’ASO consiste nel far reagire I'ESO



con acido acrilico per 5 ore a 120 °Cin presenza di un catalizzatore (trifenilfosfina) e un inibitore per impedire
I"autopolimerizzazione del polimero. |l catalizzatore provoca I'apertura dell’anello epossidico dell’'ESO e libera
un sito di legame per I'acido acrilico formando I'olio di soia acrilato (vedi figura 2.15 per la struttura chimica
dell’ASO). La soluzione viene poi miscelata con butanone per rimuovere I’acido acrilico non reagito [51][52].

o 8] ch%,o
\\//
o
OH
C)%C/(}

Figura 2.15: Struttura chimica dell'’ASO

2.5.4 Irgacure 819 (BAPO)

Affinché possa avvenire la reazione di fotopolimerizzazione radicalica & necessario utilizzare un
fotoiniziatore. Il fotoiniziatore & una specie chimica la cui decomposizione attraverso esposizione ai raggi UV,
provoca il rilascio di intermedi di reazione reattivi, in questo caso, radicali liberi [24]. In base alla reazione che
sviluppa le specie radicali, & possibile suddividere i fotoiniziatori in due tipologie:

e Fotoiniziatori di tipo | (reazione di Norrish |)
e Fotoiniziatori di tipo Il (reazione di Norrish Il)

In presenza di raggi UV, il fotoiniziatore di tipo | passa in uno stato eccitato e va incontro a una scissione
omolitica del legame o tra il carbonio carbonilico e il carbonio a come raffigurato in figura 2.16. tale scissione
viene chiamata a-cleavage e genera due radicali: uno carbonilico e uno alchilico [19][53].
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Figura 2.16: Fotolisi di un fotoiniziatore di tipo |

| fotoiniziatori di tipo | piu utilizzati sono dei composti carbonilici aromatici che presentano dei sostituenti
adatti all’assorbimento della luce: i chetoni aromatici (benzoino e derivati, eteri del benzoino e derivati,
derivati dell’acetofenone), i chetoni alogenati e gli ammino-chetoni [53].



| fotoiniziatori di tipo Il vengono utilizzati insieme a un co-iniziatore in grado di donare un atomo di idrogeno.
Questa tipo di reazione consiste nel trasporto chimico del y-idrogeno del co-iniziatore sull’ossigeno
carbonilico del fotoiniziatore, I'energia per far avvenire questa cattura viene fornita mediante esposizione ai
raggi UV. Il trasporto dell’idrogeno sull’iniziatore genera un diradicale reattivo che da il via alla reticolazione
(vedi immagine 2.17 per la reazione) [54].
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Figura 2.17: Fotoiniziatore di tipo Il con un co-iniziatore donatore di idrogeno

| fotoiniziatori di tipo Il pil comuni sono i camforchinoni, i co-iniziatori piu utilizzati sono le ammine, i tioli e
gli alcoli.

Il fotoiniziatore utilizzato in questo progetto di tesi & I'lrgacure 819 (BAPO), la sua formula di struttura e
rappresentata in figura 2.18. Il BAPO ¢ un fotoiniziatore commerciale che, se esposto a radiazione UV, subisce
la rottura di legami C-P attraverso una reazione di Norrish I. La fotolisi dei legami o porta al rilascio di 4 radicali
per ogni molecola di BAPO, questi radicali generano i siti attivi per la reticolazione dei polimeri GelMA/ASO
e PEGDMA/ASO [55][56].
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Figura 2.18: Struttura chimica del BAPO



3 Materiali e metodi

3.1 Materiali

Per la sintesi degli scaffold di GelMA/ASO e PEGDMA/ASO si fara uso di gelatina di pesce e polietilenglicole
metacrilato con massa molare pari a 750 g/mol. Entrambi i precursori polimerici, cosi come I'olio di soia
acrilato, sono forniti da Sigma-Aldrich.

3.2 Sintesi della gelatina metacrilata

Prima di reticolare i polimeri & necessario funzionalizzare la gelatina di pesce con gruppi metacrilati
fotopolimerizzabili. La sintesi della GelMA si effettua mediante una reazione tra gelatina e anidride
metacrilica in ambiente acquoso (vedi figura 3.1 per la reazione chimica).
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Figura 3.1: Reazione di sintesi della GelMIA

In ambiente acquoso basico I'anidride metacrilica si scinde in due e reagisce con i gruppi amminici (-NH,)
della gelatina. Come sottoprodotto di reazione si ha la produzione di acido metacrilico che tende a bloccare
la reazione, quindi € necessario aggiungere dell’idrossido di sodio (NaOH) in modo da mantenere un pH
costante compreso fra 8 e 9. La sintesi prevede I'apporto di un eccesso di anidride metacrilica rispetto ai
gruppi amminici della gelatina: per ogni mole di unita ripetitiva di gelatina si fanno reagire 4 moli di anidride
metacrilica.

Esempio di calcolo:

1. Numero di moli di anidride metacrilica:

Pgelatina = 10,0156 g

P ; 10,0156
Nyeating = gelatina = 9 _ 0,01223 mol
Pmolecolare gelatina 819 g/mOI
Nanidride = 4 * Ngel = 0,04891 mol
2. Quantita di anidride metacrilica:
Protecotare aniariaze = 154,17 g/mol
danigrige = 1,04 g/ml
Panidaride = Nanidaride * Pmotecolare aniariae = 154,17 g/mol * 0,04891mol = 7,54 g

Vaniaridze = Paniaride /Qaniariae = 7,25 ml



Figura 3.2: Reazione di sintesi della GelMA

La reazione tra anidride metacrilica e gelatina impiega circa 24 ore a temperatura ambiente, tuttavia, &
possibile ridurre il tempo a 3 ore ponendo il becher di reazione in un bagnomaria ad una temperatura
compresatrai50 ei60 gradi. In figura 3.2 é riportata un’immagine di come e stata svolta la reazione. Passate
le 3 ore, occorre sottoporre la soluzione a dialisi in modo da eliminare le componenti non reagite, I'acido e il
sale prodotto dalla reazione tra acido metacrilico e idrossido di sodio. La dialisi viene effettuata ponendo la
soluzione in una membrana semipermeabile di cellulosa che una volta chiusa, viene messa in un contenitore
cilindrico contenente acqua deionizzata per almeno due giorni. Con il passare del tempo i sali tenderanno a
passare attraverso la membrana semipermeabile verso la soluzione ipotonica in modo da raggiungere
I’equilibrio. Se, pero, si effettuano diversi ricambi di soluzione dializzante i sottoprodotti di reazione (a basso
peso molecolare) tenderanno ad uscire dai fori della membrana mentre all’'interno rimarra la GelMA. La
soluzione di GelMA verra quindi versata in diverse petri di vetro e lasciata ad essiccare sotto cappa (in figura
3.3 & riportata un’immagine della GelMA ottenuta con questo procedimento). Alternativamente
all’essicazione sotto cappa, & possibile effettuare una liofilizzazione.



Figura 3.3: Polvere di GelMA ottenuta tramite essiccazione sotto cappa

3.3 Sintesi dei polimeri
| precursori polimerici (GelMA, ASO e PEGDMA) sono stati miscelati in diversi rapporti percentuali in peso. In
particolare, le resine analizzate sono:

e PEGDMA 100% wt e GelMA 100% wt

e PEGDMA/ASO 80/20% wt e GelMA /ASO 80/20% wt
e PEGDMA/ASO 60/40% wt e GelMA /ASO 60/40% wt
e PEGDMA/ASO 50/50% wt e GelMA /ASO 50/50% wt

e ASO 100% wt

A temperatura ambiente PEGDMA e ASO sono liquidi compatibili, pertanto, per preparare una soluzione &
sufficiente porre le giuste quantita in una provetta e miscelare attraverso un’ancoretta magnetica. La gelatina
metacrilata a temperatura ambiente si presenta come un solido non miscibile in olio di soia, per cui, per
creare una resina € necessario utilizzare un co-solvente a base di dimetilsulfossido con un rapporto minimo
di 2:1 rispetto alla quantita di GelMA. Il dimetilsulfossido (DMSQ), anch’esso fornito da Sigma-Aldrich, &€ un
solvente polare aprotico molto utilizzato in chimica organica in quanto solubilizza un gran numero di
composti polari e apolari [57]. La soluzione di GelIMA e ASO in DMSO viene fatta scaldare a 50 °C in modo da
favorire la formazione di una soluzione omogenea. Le formulazioni precedentemente indicate reticolano
soltanto in presenza di un fotoiniziatore. Il fotoiniziatore utilizzato in questo progetto di tesi & I'lrgacure 819
(BAPO) con una quantita pari all’1% wt rispetto al peso della resina[55][56].

Dopo aver preparato le formulazioni fotopolimerizzabili & possibile procedere alla reticolazione. Si versa la
soluzione in uno stampo e, successivamente, si pone lo stampo sotto una lampada UV, in figura 3.4 & possibile
osservare il setup sperimentale. La tipologia di stampo utilizzato dipende dall’applicazione specifica del
polimero, in questa tesi si sono utilizzati soprattutto stampi rettangolari con spessore 1 mm (FTIR, DSC,
DMTA, TGA, SEM), cilindrici (Test a compressione) e a disco (Test cellulari), in figura 3.5 sono riportati dei
polimeri ottenuti dai 3 diversi stampi. Per |'esposizione ai raggi UV si utilizza una lampada Dymax 5000-EC
con potenza pari a 105 mW/cm? oppure una fibra Hamamatsu Lightningcure LC8 con potenza 90 mW/cm?.
La distanza tra sorgente e campione é fissata ed € pari a 6 cm, il tempo di esposizione e di 60 secondi e
I'intensita luminosa selezionata € 100%. | campioni reticolati in DMSO sono stati posti successivamente in
acqua deionizzata per rimuovere il solvente organico. Infine, dopo circa 48 ore, i polimeri sono stati lasciati
seccare sotto cappa.



Figura 3.4: Reticolazione di un campione a forma cilindrica con la fibra
Lightningcure

Figura 3.5: Campioni a disco (a), rettangolari (b) e cilindrici (c) di PEGDMA/ASO e GelMA/ASO



3.4 Caratterizzazione fisico-chimica degli idrogeli

3.4.1 Fotoreologia

Un test di fotoreologia & una tecnica di caratterizzazione dei materiali utile a misurare rapide variazioni delle
proprieta meccaniche durante il processo di reticolazione. Attraverso I'applicazione di uno sforzo di taglio
accoppiato con l'esposizione ai raggi UV, il fotoreometro effettua una misura real time delle proprieta
reologiche del campione di interesse [58]. Questa tecnica viene solitamente utilizzata per eseguire una
misura dinamica del modulo conservativo (G’) e del modulo dissipativo (G”’) di un polimero durante la
transizione sol-gel. In particolare, la strumentazione sottopone il campione a una deformazione ciclica nota
(v) e ne misura lo stress (7, ) e infine calcola il valore di G’ e di G” [58][59][60].

Y = Yo sin(wt)

Tyy = G'ygsin(wt) + G"y, cos(wt)

A partire dalle misure di y e di 7, € possibile ricavare G’ e G” per ogni istante temporale. Lo sforzo di taglio,
in particolare, puo essere scomposto in due componenti, una di queste risulta in fase con la deformazione y
ed é caratterizzata dal modulo G’. L’altra componente € in controfase rispetto alla deformazione, ed & definita
da G”. La misura di G’ & correlata con la quantita di energia immagazzinata durante un ciclo di oscillazione,
G” ¢, invece, legato all’energia dissipata dagli attriti interni nel medesimo ciclo di oscillazione [58][59][60].

Il reometro utilizzato per effettuare il test & un “Anton Paar MCR 302” in modalita piatto-piatto (la
strumentazione e riportata in figura 3.6). Per eseguire la misura si deposita la formulazione che si vuole
studiare sul vetrino (piatto inferiore) trasparente agli UV. Successivamente, si attiva il motore lineare della
macchina che fa scendere il piatto superiore mandandolo in contatto con la soluzione. La distanza piattino-
vetrino prende il nome di gap ed & uno dei parametri che e necessario impostare per eseguire il test.
Dopodiché si chiude la camera che contiene vetrino e piattino e si avvia la prova. Il test & composto da una
serie di sollecitazioni cicliche a frequenza e ampiezza selezionabili dall’utente (in questo caso si imposta
frequenza 1 Hz, amplitude pari all’1% e un gap di 300 um). Prima iniziare I’esposizione ai raggi UV € necessario
aspettare 20/30 secondi in modo che i valori di G’ e G” possano stabilizzarsi. Dopodiché & possibile accendere
la lampada e, osservando I'andamento del grafico G’ in funzione del tempo, si puo determinare la velocita di
polimerizzazione delle formulazioni di GeIMA/ASO e PEGDMA/ASO.



Figura 3.6: Reometro Anton Paar MCR 302

3.4.2 FTIR

La FTIR (Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier) & una tecnica spettroscopica che si basa
sull’utilizzo di un fascio IR che viene convogliato attraverso il campione che si vuole analizzare. Lo
spettrofotometro IR € normalmente costituito da una sorgente, un interferometro, un rivelatore e un
computer (in figura 3.7 e rappresentato uno schema dei componenti dello spettrofotometro IR). La sorgente
e I'elemento che emette un fascio di fotoni IR verso il campione posto su un substrato di silicio. Prima di
impattare contro il campione, il fascio di fotoni viene fatto passare attraverso un interferometro,
I'interferometro suddivide in due il fascio e, attraverso un sistema di specchi, genera un segnale interferente
che contiene al suo interno tutte le frequenze IR. Il segnale interferente viene poi convogliato verso il
campione, il quale, puo assorbire o meno un determinato range di lunghezze d’onda in funzione dei suoi
legami chimici. Il detector serve a captare lo spettro di assorbimento in uscita dal campione. Infine, il
computer digitalizza il segnale e applica la trasformata di Fourier [61]. Lo spettro che si genera rappresenta
un’impronta digitale dei campioni in quanto dipende unicamente dalla sua composizione chimica. Un tipico
spettro IR esprime la trasmittanza (o I'assorbanza) in funzione del numero d’onda. Quando i fotoni IR
impattano contro il materiale, causano delle transizioni vibrazionali a livello dei legami chimici del campione.
Allo stesso modo delle transizioni elettroniche, le transizioni vibrazionali sono energicamente quantizzate e
si riferiscono a una ben precisa lunghezza d’onda (o frequenza) della radiazione incidente. Infatti, i legami
chimici assorbono una caratteristica frequenza quando sono esposti a una radiazione IR. Di conseguenza,
analizzando lo spettro del campione, & possibile identificare i gruppi funzionali caratteristici della GelMA, del
PEGDMA e dell’ASO.
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Figura 3.7: Componenti di uno spettrofotometro

Oltre alla classica spettroscopia a trasmissione che permette di analizzare solo campioni molto sottili, esiste
una tecnica basata sul principio della riflettanza totale attenuata (ATR). In questo caso, il campione (solido o
liquido) viene compresso sulla superficie di un cristallo (diamante) ad alto indice di rifrazione. Il fascio di
fotoni IR dello strumento viene convogliato sul cristallo e subisce un fenomeno chiamato riflessione interna
totale. Il fascio IR penetrando nel cristallo viene a contatto con la superficie del campione e viene in parte
attenuato prima di essere riflesso all’interno del cristallo. Come riportato in figura 3.8, questo fenomeno di
riflessione e assorbimento viene ripetuto piu volte in modo tale che I'attenuazione dell’intensita del raggio
IR sia sufficiente per essere rilevata dallo spettrofotometro.
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Figura 3.8: Funzionamento di una spettroscopia ATR

Per analizzare gli spettri FTIR a trasmissione e ATR-FTIR dei campioni di GeIMA/ASO e PEGDMA/ASO si & usato
un “FTIR/ATR ThermoScientific™ Nicolet™ Smart iTX-Diamond” (vedi immagine 3.9). Osservando gli spettri
ATR-FTIR dei materiali utilizzati per sintetizzare gli idrogeli (gelatina, GeIMA, PEGDMA e olio di soia) e stato
possibile identificare i legami caratteristici dei materiali. Inoltre, esaminando i picchi relativi al doppio legame
C=C presente nel gruppo metacrilato, si & potuto verificare la presenza di gruppi metacrilici sulla gelatina.
Infine, si sono svolti delle FTIR a trasmissione pre e post reticolazione per calcolare il grado di conversione
del doppio legame C=C.



Figura 3.9: FT-IR/ATR ThermoScientific™ Nicolet™ Smart iTX-Diamond

3.43 %Gel

Il test relativo al %gel & utile per avere indicazioni sull’efficienza di polimerizzazione. | campioni reticolati
sono stati posti in una soluzione di cloroformio per 24 ore. Il cloroformio permette di solubilizzare ed estrarre
le porzioni non reticolate di polimero. Confrontando il peso del campione originario con il residuo solido
essiccato rimasto dopo le 24 h si e potuto calcolare la percentuale di polimero reticolato rispetto al peso
totale del campione.

Il grado %gel e calcolato attraverso la formula:

P; %100

%gel = P
i

Ps : Peso residuo
P; : Peso iniziale

3.44 DSC

La DSC (Differential Scanning Calorimetry) &€ un’analisi termica che permette di determinare la temperatura
di transizione vetrosa del materiale. Come riportato in figura 3.10, lo strumento utilizzato & una “DSC Mettler-
Toledo”. Il principio di base di questa tecnica consiste nel ricavare informazioni sul materiale riscaldandolo o
raffreddandolo in maniera controllata secondo un programma termico definito dall’'utente. In particolare, la
DSC si basa sulla misura della differenza di flusso termico tra il campione in esame (crogiolo con campione)
e uno di riferimento (crogiolo vuoto). Per effettuare la prova si & ritagliato un piccolo porzione di polimero
anidro (4-8 mg) da porre nel crogiolo portacampione. Tale crogiolo & stato chiuso con un cappuccio bucato
per evitare problematiche legate alla pressione interna. Il programma termico pianificato prevede un primo
ciclo di riscaldamento da -70 °C a 100 °C seguito da un raffreddamento a -70 °C e, dopo un’isoterma a -70°C
per stabilizzare la camera , si & effettuato un riscaldamento -70°C a 100 °C con una rampa termica di
10°C/min. Il primo ciclo di riscaldamento serve ad annullare eventuali stress-residui presenti nel campione e
a eliminare eventuali picchi dovuti a reticolazioni secondarie. Inoltre, per evitare reazioni di ossidazione
indesiderate, si € scelto di eseguire la prova in un’atmosfera inerte (N3). Dal grafico calore/temperatura
analizzato tramite software METTLER & stato possibile ricavare il punto di transizione vetrosa.



Figura 3.10: DSC Mettler-Toledo

3.45 DMTA

L’analisi DMTA (Dynamic Mechanical Analysis) &€ una tecnica di analisi termica che viene utilizzata per lo
studio delle proprieta viscoelastiche dei polimeri. In una DMTA, solitamente, si applica uno sforzo sinusoidale
al campione in esame con parametri definiti dall’utente (displacement e frequenza), la temperatura viene
fatta variare secondo un programma termico modificabile che deve comprende la presunta T, del polimero
analizzato. Anche in questo caso si sono utilizzati dei campioni rettangolari di GelIMA/ASO e PEGDMA/ASO
secchi. Il sistema sperimentale e riportato in figura 3.11 ed € composto da un “TTDMA Triton Technology-
Mettler Toledo” e una bombola di azoto liquido per abbassare la temperatura di inizio analisi. Il displacement
e paria 20 um e la frequenza selezionata &€ 1Hz. La rampa di temperatura con cui sono state eseguite le prove
varia in base alla tipologia del campione, per i campioni di PEGDMA/ASO, data la loro flessibilita, si
impostato un range tra i -60 °C e i 100 °C, per le formulazioni di GelMA/ASO piu rigide si & optato per un
intervallo da circa 0 °C a 230 °C. Oltre a questi parametri & necessario misurare le dimensioni del campione
da inserire all'interno dello strumento per ottenere dei valori assoluti. La strumentazione, attraverso la
misura dello sforzo e della deformazione del polimero, determina il modulo conservativo (G’), il modulo
dissipativo (G”) e il coefficiente di smorzamento (tan6=G’’/G’) in funzione della temperatura. A partire
dall’'andamento di tan 6 & stato possibile determinare la Tg, che pu0 essere assunta pari al picco del
coefficiente di smorzamento.



Figura 3.11: TTDMA Triton Technology-Mettler Toledo

346 TGA

La TGA (Thermogravimetric Analysis) € una tecnica sperimentale per la caratterizzazione della temperatura
di degradazione dei polimeri. Il sistema sperimentale “TGA Mettler-Toledo” & rappresentato in figura 3.12,
esso comprende una bilancia per pesare il campione studiato, un crogiolo di allumina che funge da
contenitore termoresistente, una fornace, una termocoppia che costituisce il sistema di controllo della
temperatura, infine & presente anche un impianto di ventilazione affinché I'atmosfera della camera possa
essere controllata. La prova consiste nel sottoporre il campione anidro a un ciclo riscaldamento fino a 700
gradi e nel misurare la sua variazione di massa nel tempo. Anche in questo caso, come nella DSC, si e scelto
di eseguire la prova in atmosfera inerte (N.) per eliminare problematiche legate a reazioni di ossidazione. Il
risultato finale & un grafico chiamato termogramma che riporta sull’asse Y la variazione % in peso e sull’asse
X la temperatura del campione. Dal grafico si sono ricavare la temperatura di inizio degradazione (Tis) e la
temperatura di degradazione (Tqeg) dei polimeri valutando rispettivamente la temperatura per cui il campione
mostra una perdita di perso il 5% della massa e la temperatura associata al flesso della curva %peso-tempo.

Figura 3.12: TGA Mettler-Toledo



3.4.7 Swelling

La prova di swelling & utile per caratterizzare I'idrofilicita e il rigonfiamento dei polimeri in ambiente acquoso.
Il test prevede di inserire i campioni analizzati in acqua deionizzata e misurarne la variazione in peso a diversi
intervalli temporali. Le prove di swelling sono eseguite sia a temperatura ambiente che a temperatura
fisiologica (37 °C) in modo da evidenziare eventuali differenze nella velocita di rigonfiamento.

Lo swelling ratio e definito come:

(P, — Py) % 100

Swelling Ratio =
Py

P; : Pesoaltempoi

Py : Peso iniziale

3.4.8 Angolo di contatto

L’angolo di contatto & una grandezza termodinamica che descrive I'angolo all’interfaccia tra un substrato
solido e una goccia di liquido. La misura dell’angolo di contatto permette di esaminare la bagnabilita di un
polimero e di stimarne la sua tensione superficiale. Per analizzare la bagnabilita degli scaffold composti da
PEGDMA, GelMA e ASO si sono utilizzati due tipologie di solventi:

e Acqua, ovvero un liquido polare
e Diiodometano, ovvero un solvente organico apolare

La strumento utilizzato € un “Kriiss Drop Shape Analyzer-DSA100E”, esso € composto da un ripiano mobile
dove appoggiare il campione, una telecamera per scattare una foto alla goccia, un computer munito di
software per l'elaborazione e la determinazione dell’angolo di contatto. Per avere un risultato
statisticamente attendibile sono state eseguite 6 misure per ogni campione, successivamente tramite
software software sono state calcolate la media e la deviazione standard.

3.49 SEM

Per analizzare le caratteristiche della superficie dei campioni di GeIMA/ASO e PEGDMA/ASO si ¢ fatto uso di
un SEM “Jeol 6000 Plus” (raffigurato in figura 3.13). Il SEM & un microscopio a scansione che produce
immagini di un campione attraverso un fascio focalizzato di elettroni. Viene spesso utilizzato per I'analisi
superficiale in quanto gli elettroni del fascio interagendo con il materiale generando segnali che portano
informazioni relative alla topografia del campione.

Il fascio elettronico viene generato da un filamento in tungsteno attraversato da corrente e viene focalizzato
attraverso un sistema di lenti elettromagnetiche. |l fascio viene deflesso da una lente obiettivo in modo da
permettere di scansionare le diverse aree del campione. Il SEM lavora in condizioni di vuoto in modo da
evitare lo scattering degli elettroni del fascio con le molecole d’aria, che provocherebbe una perdita di
risoluzione. Si evita inoltre la contaminazione superficiale del campione. Uno dei possibili effetti
dell’interazione elettrone-materiale € il rilascio di elettroni secondari del campione (fascio ionizza gli atomi),
che vengono captati dal rivelatore e convertiti in un segnale elettrico proporzionale al numero di elettroni
secondari rilasciati. L'immagine viene ricostruita attraverso una matrice, ad ogni elemento corrisponde a una



posizione del cannone elettronico che scansiona la superficie del materiale e il valore di tale elemento e
dettato dal segnale elettrico proveniente dal rivelatore. Un maggior numero di elettroni secondari determina
quindi un pixel pit luminoso, un minor numero implica un pixel piu scuro. L'impatto continuo di elettroni su
un materiale non conduttivo provocherebbe un accumulo di carica superficiale, risultando in un’immagine
molto chiara. Per questo motivo, essendo gli scaffold di GeIMA/ASO e PEGDMA/ASO non conduttivi, &
necessario fissare i polimeri su dei substrati metallici e poi metallizzare la superficie attraverso uno sputtering
di platino da 5 nm.

Figura 3.13: SEM Jeol 6000 Plus

3.4.10 Test di compressione

La prova a compressione uniassiale & stata eseguita con un “MTS QTest™/10” (riportato in figura 3.14).
Tramite questa prova meccanica e possibile determinare lo sforzo a rottura (g,,4,) € il modulo elastico (E)
dei campioni rigonfiati in acqua. La prova a compressione ¢ stata eseguita comprimendo fino a rottura un
provino di forma cilindrica fra due superfici piane e parallele. Il campione viene posizionato sulla superficie
inferiore che viene mantenuta fissa, al contrario, la superficie superiore viene montata su una traversa che
si muove a velocita costante (5 mm/min). La strumentazione comprende anche due celle di carico, per i
campioni piu soft & stata utilizzata una cella da 50 N mentre per i campioni piu rigidi si & optato per una cella
da 500 N.



Figura 3.14: MTS QTest™/10

Lo sforzo a rottura viene calcolato attraverso I'equazione:

-

max
2

Omax =

Dove F,, 4, rappresenta il carico a rottura e ry, il raggio dell’area base del provino.

Il modulo elastico E viene invece ricavato a partire dal grafico sforzo-deformazione del polimero. Lo sforzo
istantaneo o; e la deformazione istantanea ¢€; vengono calcolati attraverso le seguenti formule:

o = F; g _ AL
I

dove Al; rappresenta l'iesima variazione di lunghezza del provino in seguito alla compressione del piatto
superiore e [ la lunghezza iniziale del provino. Per ricavare ry e [, si sono misurati altezza e raggio del provino
prima del test, Al; viene invece ottenuto a partire dai dati relativi al movimento della traversa.

Secondo la legge di Hooke vi € una relazione lineare tra ¢ e € per valori inferiori al carico di snervamento:

oc=EFE¢



Per cui, per determinare il valore della rigidezza del polimero, & sufficiente calcolare la pendenza della retta
9 /¢ nel tratto lineare elastico. In figura 3.15 & raffigurato il tipico comportamento meccanico di un provino
sottoposto a un carico di compressione, € inoltre evidenziato il tratto lineare elastico. In questo caso
particolare, per ogni formulazione si calcola il modulo elastico prendendo come riferimento il tratto di
deformazione compreso tra lo 0% e il 10%.

Rottura, compressione

Camipo lineare elastico

Figura 3.15: Curva sforzo-deformazione di un provino polimerico

3.5 Test cellulari

3.5.1 Test dicitotossicita

Dopo aver sintetizzato e caratterizzato gli scaffold dal punto di vista meccanico, risulta necessario studiare la
biocompatibilita dei polimeri ottenuti. Per valutare la biocompatibilita di un biomateriale bisogna eseguire
dei test di citotossicita in modo da esaminare la capacita di un campione di inibire o promuovere la crescita
cellulare. Siccome gli scaffold di PEGDMA, GelMA e ASO dovranno andare in contatto diretto con cellule ne
consegue l'importanza di analizzare, tramite un test di citotossicita, se questi polimeri possano rilasciare
sostanze che inducono I'apoptosi cellulare. Per effettuare i test di citotossicita sui polimeri di PEGDMA/ASO
e GelMA/ASO reticolati in presenza di DMSO (DMSO rimosso prima del test, tramite estrazione di solvente
in acqua), si e utilizzato un metodo indiretto usando come cellule fibroblasti di linea (HH1) e. Gli scaffold sono
rimasti immersi in medium di coltura per 24 ore, successivamente, il liquido di coltura & stato prelevato e
posto a contatto con le cellule HFF-1 adese su piastra e in coltura da 24h (concentrazione cellulare di semina
20.000 cell per 100 pl in ciascun pozzetto di MW96). Infine, dopo altre 24 ore, si & effettuato un saggio
colorimetrico Cell Titer Blue per valutare la vitalita cellulare, in questo modo e stato possibile quantificare la
citotossicita dei materiali. Per ogni tipologia di scaffold si sono effettuati 6 ripetizioni in modo da ottenere un
risultato statisticamente attendibile.

Di seguito vengono riportati i dettagli relativi al protocollo dei test indiretti effettuati. | fibroblasti sono
conservati adesi a un substrato di polistirene, per effettuare il test € quindi necessario staccarli e porli nei
pozzetti di una multiwell. Per prelevare le cellule si & utilizzato I'enzima tripsina, il quale fa assumere alle
cellule una morfologia tondeggiante tipica delle cellule non adese. Tuttavia, prima di estrarre le cellule, si e
realizzato un risciacquo in PBS per rimuovere le cellule morenti che avrebbero potuto falsare il risultato della
prova. Dopo aver verificato il distacco delle cellule al microscopio, si € inserito una soluzione di medium di
coltura fresco per inattivare la tripsina. Per avere risultati colorimetrici confrontabili € importante inserire la
stessa quantita di cellule in ogni pozzetto della multiwell, in particolare, I'obiettivo era quello di inserire
20'000 cellule in ogni pozzetto da 100 pl. Pertanto, utilizzando una camera di Neubauer si & eseguita una
conta cellulare, dopodiché la soluzione é stata diluita in modo da ottenere la giusta concentrazione di cellule.
A questo punto, tramite una pipetta, e stato possibile immettere le cellule all’interno della multiwell.

Dopo aver finito di preparare la multiwell contenente i fibroblasti, sono stati inseriti gli scaffold con il mezzo
di coltura cellulare; la concentrazione stabilita era 1 ml di medium ogni 100 mg di polimero. Quindi si & pesato



ogni campione polimerico g, in seguito, si € immessa la quantita di medium necessaria per arrivare alla giusta
concentrazione. Dopo 24 ore in incubatore, previa verifica dell’adesione delle cellule alla multiwell, & stato
possibile rimuovere da tutti i pozzetti il liquido di coltura inserito il giorno precedente e immettere il medium
rimasto a contatto con gli scaffold considerati. Prima di sostituire il medium bisogna sterilizzare il mezzo di
coltura per evitare la contaminazione batterica. La sterilizzazione si puo effettuare mediante esposizione ai
raggi UV oppure tramite filtrazione (con dimensione dei pori non oltre i 0,2 um). Infine, dopo ulteriori 24 ore
in incubatore, si e eseguito il test colorimetrico Cell Titer Blue che permette di monitorare la vitalita cellulare
analizzando la fluorescenza di un campione post-trattamento. Il Cell Titer Blue si basa sulla capacita delle
cellule di metabolizzare la resazurina che viene ridotta in resorufina fluorescente. Le cellule vitali sono in
grado di ridurre la resazurina, al contrario le cellule non vitali non riescono a metabolizzarla e non si genera
la fluorescenza. Il grado di vitalita cellulare pud essere letto sia in assorbanza che in fluorescenza, questo
perché in seguito al metabolismo cellulare la colorazione della soluzione varia da blu a viola, al contempo &
anche possibile visualizzare la fluorescenza della molecola eccitando la soluzione con un’onda
elettromagnetica a 530 nm e visualizzando l'intensita di emissione a 590 nm. Per visualizzare i risultati
occorre utilizzare uno spettrofotometro che permette di leggere il segnale sia in assorbanza che in
fluorescenza, per ognuna delle 6 ripetizioni si € ottiene I'intensita di emissione, successivamente si € sottratto
il bianco e si € calcolato il tasso di vitalita cellulare percentuale rispetto al controllo, infine si ricava I'indice di
vitalita medio dei 6 campioni e la deviazione standard.

3.5.2 Test diadesione cellulare

Le cellule comunicano con un materiale mediante i recettori integrinici e proteoglicanici. Questi recettori
della cellula mettono in comunicazione il substrato esterno con i filamenti di actina del citoscheletro, quando
una cellula aderisce a un substrato adesivo riorganizza il suo citoscheletro e si appiattisce sul substrato
formando un’adesione focale matura. Inoltre, in seguito a un’adesione focale, la cellula attiva una serie di
segnalazioni a livello biochimico che regolano I'attivita cellulare stimolando la proliferazione, la migrazione,
oppure il differenziamento. Se, al contrario, una popolazione cellulare viene messa a contatto con un
materiale scarsamente adesivo, la morfologia delle cellule rimane tondeggiante e si attiva la cascata
biochimica che porta all’apoptosi, ovvero la morte programmata della cellula. Per analizzare se le cellule
aderiscono o meno a un determinato substrato si sfrutta proprio la correlazione tra capacita adesive di un
materiale e vitalita cellulare. Per effettuare il test, si € ripetuto il trattamento con la tripsina per staccare le
cellule dal polistirene, successivamente si & eseguita la conta cellulare e si & concentrata la soluzione in modo
da ottenere una concentrazione pari a 20'000 cellule ogni 10 pl di soluzione. Infine, & stata depositata una
goccia da 10 pl in ogni pozzetto contenente i campioni. | campioni sono stati posti in incubatore e dopo 2h
sono stati aggiunti 500 pl di terreno di coltura cellulare e si sono coltivate le cellule a contatto con lo scaffold
per diversi time point: 24 ore, 72 ore e 7 giorni. Per ogni time point si & effettuato un saggio Cell Title Blue in
modo da avere un’indicazione quantitativa sul numero di cellule aderite al polimero.

3.5.3 Saggio Falloidina

Oltre al test colorimetrico Cell Titer Blue si & eseguito anche un saggio con la falloidina per osservare
direttamente la morfologia delle cellule adese agli scaffold. Per questo test di morfologia si & preparata
un’altra multiwell contenente 5 campioni per ogni time step. Dopodiché si & inserita nei pozzetti una
soluzione di paraformaldeide al 4% per fissare le cellule. Successivamente, per proseguire I'analisi
dell’adesione superficiale, si & utilizzato un marcatore fluorescente alla falloidina. La falloidina € un peptide
ciclico contenuto all'interno dei funghi, essa si lega in modo selettivo alle subunita di F-actina del
citoscheletro. Il legame provoca una diminuzione della costante di dissociazione delle subunita actiniche
promuovendo la stabilizzazione del filamento e impedendone la depolimerizzazione. Questo legame selettivo



puo essere sfruttato per determinare la distribuzione spaziale dei filamenti actinici di una cellula adesa ad un
substrato, infatti, la falloidina puo essere marcata con un tag fluorescente in modo da rendere visibile in
microscopia la struttura dei filamenti di actina. Prima di utilizzare |a falloidina si € aumentata la permeabilita
della membrana cellulare in modo da facilitare I'ingresso del marcatore fluorescente all’interno delle cellule.
A tal proposito, si e preparata una soluzione di TritonX in PBS (concentrazione pari a 0,5%) e si sono lasciati i
campioni a contatto con 100 pl di soluzione di TritonX per 10 minuti. Successivamente si sono effettuati dei
lavaggi in PBS. Dopodiché, per evitare problematiche derivanti dall’adesione aspecifica della falloidina, si €
eseguito un pretrattamento in soluzione di BSA (Albumina Sierica Bovinica) per 30 minuti. Infine, si e
realizzata la soluzione di falloidina in PBS con una proporzione pari a 0,5:200. Dopo aver lasciato i campioni
a contatto con il colorante fluorescente (40 minuti) si € potuto analizzare in microscopia a fluorescenza
(Nikon) I’adesione cellulare osservando la distribuzione spaziale dei filamenti actinici.



4 Risultati e discussione

In questo capitolo vengono presentati i risultati dei diversi test sperimentali effettuati. Per i test dove le
misure sono state ripetute piu volte viene riportato nel grafico o in tabella il valore medio con la deviazione
standard associata.

4.1 Caratterizzazione fisico-chimica degli idrogeli

4.1.1 Fotoreologia

Il test di fotoreologia ha permesso lo studio delle proprieta reologiche dei campioni di PEGDMA/ASO e
GelMA/ASO durante la transizione sol-gel, a partire dalla misura del modulo conservativo G’ & stato possibile
determinare la velocita di reticolazione dei polimeri. Analizzando i grafici riportati in figura 4.1, si puo
osservare come le tempistiche di polimerizzazione delle soluzioni PEGDMA/ASO siano diverse rispetto a
quelle formate da GelMA/ASO. La gelatina metacrilata, infatti, possiede piu gruppi reattivi rispetto al
PEGDMA, cio consente una cinetica di reticolazione pil rapida. Le formulazioni a maggior contenuto PEGDMA
necessitano di pil tempo per arrivare a plateau e, inoltre, mostrano un ritardo nell’inizio della
polimerizzazione rispetto a quelle con I’ASO. Come ¢ possibile notare in figura 4.2, & presente un trend tra il
ritardo dell’inizio della reazione e la concentrazione di ASO nella formulazione. Infatti, le soluzioni contenenti
piu olio di soia polimerizzano piu velocemente, questo fenomeno avviene perché I'olio di soia acrilato ha in
media 4 gruppi reattivi, il PEGDMA invece ne ha solo due, di conseguenza reticola piu lentamente. Sempre
dall'immagine 4.2 si evince che la cinetica di reazione delle formulazioni contenenti GelMA non viene
influenzata dall’ASQ, infatti esse reticolano in modo istantaneo indipendentemente dal rapporto specifico
dei due componenti.
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Figura 4.1: Andamento del modulo conservativo G' per gli idrogeli PEGDMA/ASO (a) e GelMA/ASO (b)
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Figura 4.2: Confronto reattivita PEGDMA/ASO e GelMA/ASO a parita di concentrazione di ASO
4.1.2 FTIR

Analizzando gli spettri ATR-FTIR della Gelatina, del GelMA, del PEGDMA e dell’lASO é stato possibile
identificare la natura chimica dei precursori polimerici (vedi figure 4.3, 4.4, 4.5, 4.6). Gli spettri della gelatina
e del GelMA risultano molto simili, infatti, gran parte della struttura non viene modificata dalla
metacrilazione. Tuttavia, sono presenti alcune differenze nel passaggio da gelatina a GelMA:

e Aumenta l'intensita del picco a 1630 cm'?
e Compare un picco a 815 cm™?

Nel primo caso il picco a 1630 cm™ era gia presente nella gelatina a causa del doppio legame C=0, tuttavia
nella GelIMA l'intensita del picco aumenta come ci si aspetterebbe per I'aggiunta del gruppo metacrilato. A
815 cm™ & possibile notare un nuovo picco che pud essere attribuito alla vibrazione del doppio legame C=C.
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Figura 4.6: Spettro ATR-FTIR dell'’ASO

Il segnale del picco a 815 cm™ & stato poi utilizzato come picco di riferimento nel calcolo della conversione
del doppio legame C=C durante la polimerizzazione. Infatti, durante la reticolazione, i radicali liberi generati
dal fotoiniziatori rompono il doppio legame presente nei monomeri di GelMA e PEGDMA. Osservando gli
spettri FTIR a trasmissione pre e post polimerizzazione & possibile calcolare il grado di conversione C%
analizzando le aree sottese al picco a 815 cm™:
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In tabella 4.1 e 4.2 sono riportati i valori di conversione dei vari campioni. Un basso valore C% é indice di
un’apertura dei doppi legami incompleta, un valore C% alto implica una minor quantita di doppi legami non
reagiti.

Formulazione C%
ASO 42 %
PEGDMA/ASO 50/50 53 %
PEGDMA/ASO 60/40 53%
PEGDMA/ASO 80/20 67 %
PEGDMA 68 %

Tabella 4.1: Grado di conversione C% campioni PEGDMA/ASO

Formulazione C%
ASO 42 %
GelMA/ASO 50/50 64 %
GelMA/ASO 60/40 78 %
GelMA/ASO 80/20 86 %
GelMA /

Tabella 4.2: Grado di conversione C% campioni GelMA/ASO

In entrambi gli scaffold di PEGDMA/ASO e di GelMA/ASO si puo notare che I’aggiunta di olio di soia all’interno
dello scaffold provoca una diminuzione del valore di C%. | valori di conversione piu alti sono quelli associati
a gel con la minore quantita di ASO, ovvero PEGDMA e GelMA/ASO 80/20 (68% e 86%) al contrario I’ASO
puro presenta una C% pari a 42%, le composizioni intermedie presentano un grado di conversione compreso
tra questi due estremi in funzione alla quantita di olio di soia presente all'interno della formulazione. Il basso
grado di conversione dell’'olio di soia pud essere attribuito alla sua elevata viscosita. A parita di
concentrazione di ASO si puo inoltre notare che gli scaffold basati sulla gelatina presentano una C% piu alta
rispetto al PEGDMA, questo perché la gelatina presenta piu gruppi metacrilati rispetto al PEGDMA, di
conseguenza la reticolazione avviene piu rapidamente e con una migliore efficienza.



Per avere una conferma qualitativa si & deciso di effettuare una ATR-FTIR sui polimeri reticolati andando ad
analizzare il picco associato al doppio legame C=C, in figura 4.7 & raffigurato il picco a 815 cm™ dei campioni
di GelMA/ASO e PEGDMA/ASO.
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Figura 4.7: Picco ATR-FTIR a 815 cm™ PEGDMA/ASO e GelMA/ASO

| risultati della ATR-FTIR degli scaffold di PEGDMA/ASO e di GelMA/ASO confermano il trend presente nelle
precedenti analisi. Infatti, & possibile osservare come I’'abbassamento del picco a 815 cm™ sia correlato con
la diminuzione della concentrazione specifica di ASO.



4.1.3  %Gel

Formulazione % Gel
PEGDMA/ASO 50/50 90,2 %
PEGDMA/ASO 60/40 91,1 %
PEGDMA/ASO 80/20 93,9%

PEGDMA 92,0 %
ASO 60,0 %

Tabella 4.3: Grado %Gel dei campioni PEGDMA/ASO

Dai risultati riportati in tabella 4.3 si evince che tutte le composizioni contenenti PEGDMA presentano una
percentuale solida superiore al 90%, cio implica che la maggior parte del campione presenta struttura
polimerica reticolata mentre solo una piccola porzione non e polimerizzata. In accordo con dati relativi al
grado di conversione C=C, I’ASO puro presenta una percentuale solida abbastanza bassa di circa il 60%.

4.1.4 DSC

| risultati del test sono rappresentati in figura 4.8, a partire dal grafico calore/temperatura si sono ricavate le
T, dei campioni in condizioni anidre (riportate in tabella 4.4 e 4.5). Le Ty dei copolimeri PEGDMA/ASO sono
ampiamente inferiori allo zero, di conseguenza a temperatura ambiente i polimeri si trovano in uno stato
gommoso in quanto la temperatura esterna € maggiore della temperatura di transizione vetrosa. In
particolare, il polimero di PEGDMA puro ¢ quello che presenta la T, piu bassa (-36,5 °C) mentre I’ASO ha una
Te compresa fra 0 °C e i 5 °C. Le formulazioni intermedie hanno una T, compresa tra questi due estremi in
funzione del rapporto reciproco dei due componenti. Gli idrogeli secchi costituiti da GelMA/ASO presentano
una T compresa tra 80 °C e i 140 °C, quindi, a temperatura ambiente i polimeri sono rigidi. Il GelMA puro ha
una Tg di 138,2 °C mentre le formulazioni intermedie presentano una transizione vetrosa piu bassa in
relazione al loro contenuto di ASO. Risulta importante osservare come |'aggiunta di olio di soia abbia due
conseguenze opposte sugli scaffold in questione, inserire ASO all'interno dei gel PEGDMA/ASO irrigidisce la
struttura provocando un aumento della T, del polimero, al contrario, includere maggiori quantita di ASO
all'interno degli idrogeli GelMA/ASO flessibilizza il network.
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Figura 4.8: DSC degli scaffold PEGDMA/ASO e GelMA/ASO

Formulazione Tg:::sc
ASO 3,6
PEGDMA/ASO 50/50 -194
PEGDMA/ASO 60/40 -24,3
PEGDMA/ASO 80/20 -35,5
PEGDMA -36,5

Tabella 4.4: T, DSC PEGDMA/ASO

100



Formulazione TgOIZSC
ASO 3,6
GelMA/ASO 50/50 89,0
GelMA /ASO 60/40 126,8
GelMA /ASO 80/20 130,1
GelMA 138,2

Tabella 4.5: Ty DSC GelMA/ASO

4.1.5 DMTA

L’andamento del coefficiente di smorzamento dei campioni di PEGDMA/ASO e GelMA/ASO é raffigurato in
figura 4.9 e 4.11, le temperature di transizione vetrosa dei polimeri sono riportate in tabella 4.6 e 4.7. il valore
di modulo conservativo in funzione del tempo € invece rappresentato in figura 4.10 e 4.12. Le T, dei campioni
composti da PEGDMA/ASO si dimostrano in linea con i risultati ottenuti con la DSC, infatti le formulazioni
PEGDMA e ASO presentano i due valori estremi e le formulazioni intermedie assumono una Tgintermedia. E’
possibile inoltre constatare anche l'irrigidimento della struttura reticolata in seguito all’aggiunta di olio di
soia. Dall’analisi DMTA dei polimeri GelMA/ASO si puo notare che I'andamento del coefficiente di
smorzamento mostra un doppio picco, questo doppio picco € dovuto ad una separazione di fase. Andando
nello specifico, le DMTA GelMA/ASO 80/20, 60/40 e 50/50 assumono un andamento bifasico in cui i due
polimeri di olio di soia e GelMA si separano e reticolando danno origine a due temperature di transizione
vetrosa diverse. Il picco del GeIMA (componente piu rigido) € compreso tra i 160 °C e i 210 °C mentre I’ASO
(componente meno rigido) risulta essere tra i 55 °C e i 105 °C. In particolare, la T, relativa all’ASO per il
campione 50/50 si assesta sui 56,4 °C, per il campione 60/40 si sposta a 90,9 °C, infine, nel caso 80/20 il picco
e oltre i 100 °C. Quest’ultima osservazione dimostra che le due fasi polimeriche sono separate ma
interpenetrate in quanto la rigidita di un network condiziona I’altro, infatti aumentando la concentrazione di
GelMA (da 50/50 a 60/40 e poi a 80/20) il picco dell’ASO si sposta verso le alte temperature poiché &
condizionato dalla rigidita del GelMA.
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Formulazione Te I?,':ITA
ASO 45,0
PEGDMA/ASO 50/50 -7,0
PEGDMA/ASO 60/40 -11,3
PEGDMA/ASO 80/20 -22,7
PEGDMA -26,1

Tabella 4.6: T, DMTA PEGDMA/ASO

Formulazione Te I?,ZITA
ASO 45,0
GelMA/ASO 50/50 56,4 174,0
GelMA /ASO 60/40 90,9 180,1
GelMA /ASO 80/20 105,9 209,9
GelMA 163,2

Tabella 4.7 T, DMTA GelMA/ASO

416 TGA

Le curve peso% in funzione del tempo degli idrogeli costituiti da PEGDMA/ASO e GelMA/ASO sono
rappresentate rispettivamente in figura 4.13 e 4.14, i dati relativi a Tiq, Taeg € al residuo post-degradazione
dei copolimeri sono riportati nelle tabelle 4.8 e 4.9. Gli scaffold basati sul PEGDMA/ASO si dimostrano
maggiormente resistenti alla degradazione termica in quanto sia Tiq che Tqeg risultano sensibilmente maggiori
rispetto ai corrispettivi polimeri GeIMA/ASO. La degradazione dei campioni di GelMA/ASO risulta fortemente
dipendente dalla composizione specifica, infatti, pil aumenta la concentrazione di ASO nello scaffold piu
qguest’ultimo tende ad essere termoresistente. Si possono osservare anche delle differenze a livello del
residuo; i campioni che contengono piu olio di soia hanno prodotti di degradazione che volatilizzano
completamente non lasciando residui, mentre le formulazioni composte principalmente da GelMA tendono
ad avere un certo residuo in quanto il GelIMA si degrada formando uno scheletro carbonioso che non
volatilizza. Se si confrontano gli scaffold di PEGDMA e ASO si pu0 notare che le temperature di degradazione
sono simili e non si notano differenze significative a livello di residuo.
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Tia Tdeg Residuo

Formulazione

°C °C %

PEGDMA 337,7 398,5 0,8
PEGDMA/ASO

80/20 358,0 | 402,9 4,4
PEGDMA/ASO

60/40 363,8 | 412,6 8,2
PEGDMA/ASO

50/50 350,9 | 414,6 3,5

ASO 319,3 393,3 2,8

Tabella 4.8: TGA dei campioni PEGDMA/ASO

ST G — Taeg | Residuo
°C °C %

GelMA 184,7 308,6 25,8
GelMA/ASO

80/20 210,9 307,5 25,1
GelMA/ASO

60/40 246,6 384,8 19,0
GelMA/ASO

e 215,8 | 3822 | 146

ASO 319,3 393,3 2,8

Tabella 4.9: TGA dei campioni GelIMA/ASO

4.1.7 Swelling

Il rigonfiamento in acqua a temperatura ambiente dei copolimeri PEGDMA/ASO e GelMA/ASO &
rappresentato in figura 4.15 e 4.16, in figura 4.17 e 4.18 é riportato lo swelling degli stessi campioni ma
condotto a temperatura fisiologica. Come & possibile notare dal valore di rigonfiamento a plateau, i gel
composti principalmente da GelMA e PEGDMA sono quelli che rigonfiano di pili in acqua essendo costituiti
interamente da polimero idrofilico, man mano che si aumenta la quantita di ASO idrofobico diminuisce sia il
la velocita di rigonfiamento iniziale che lo swelling a plateau. Confrontando i valori a plateau di grafici diversi
si puo osservare come la gelatina sia molto piu idrofilica del PEGDMA, infatti, le formulazioni contenenti
GelMA possono arrivare a un massimo di 100%-120% di rigonfiamento mentre i polimeri che includono il
PEGDMA si fermano al 50%-55%.



L'effetto della temperatura si pud studiare comparando gli swelling a 37 °C e quelli svolti a temperatura
ambiente. Aumentando la temperatura non si osservano variazioni significative di swelling percentuale
all’equilibrio, tuttavia, si pud notare una differenza nella velocita iniziale di rigonfiamento. Infatti, il tratto
iniziale delle curve a 37 °Crisulta piu ripido rispetto alle curve osservate a 20 °C, ne consegue che i copolimeri
a 37 °Craggiungeranno il plateau in tempi inferiori rispetto ai corrispettivi scaffold a temperatura ambiente.
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Figura 4.15: swelling dei campioni PEGDMA/ASO a temperatura ambiente
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Figura 4.16: swelling dei campioni GeIMA/ASO a temperatura ambiente



PEGDMA/ASO (37 °C)
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Figura 4.17: swelling dei campioni PEGDMA/ASO a 37°C
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Figura 4.18: swelling dei campioni GelMA/ASO a 37°C

4.1.8 Angolo di contatto

L'angolo di contatto con acqua, diodometano e il valore di tensione superficiale degli idrogeli sono
rappresentati nelle tabelle 4.10 e 4.11. Gli scaffold composti maggiormente da polimero idrofilico (PEGDMA
e GELMA) presentano angoli di contatto molto bassi con acqua, al contrario gli angoli con diodometano
organico sono molto piu elevati rispetto alle altre formulazioni contenenti olio di soia. Man mano che si
aumenta la concentrazione di ASO idrofobico si va verso la situazione opposta, gli angoli di contatto con
acqua aumentano, al contempo gli angoli con diodometano diminuiscono.



PEGDMA 37,6 £1,27 | 35,0+4,01 60,6
PEGDMA/ASO
+ +
80/20 379+242 | 20,1+1,57 62,6
PEGDMA/ASO
+ +
60/40 41,6+4,40 | 20,0+1,30 60,8
PEGDMA/ASO
+ +
50/50 42,3+3,44 | 16,1£2,48 60,9

Tabella 4.10: Angoli di contatto campione PEGDMA/ASO

GelMA 51,9+2,6 47,2 +£4,43 54,5
GelMA/ASO
+ +
80/20 56,8 +6,6 39,8 +2,26 48,8
GelMA/ASO
+ +
60/40 62,2+2,5 37,3+3,47 46,8
GelMA/ASO
+ +
50/50 70,7 +6,8 36,1+1,47 43,9
ASO 85,3+3,27 | 26,3+1,76 45,8

Tabella 4.11: Angoli di contatto campione GelMA/ASO
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Figura 4.19: Ingrandimento x500 (a sinistra) e x5000 (a destra) del campione di GeIMA (a, b), GelMA/ASO 80/20 (c,
d), GelMA/ASO 60/40 (e, f), GelMA/ASO 50/50 (g, h).
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Figura 4.20: Ingrandimento x150 (a sinistra) e x500 (a destra) del campione di PEGDMA (a, b), PEGDMA/ASO 80/20
(c, d), PEGDMA/ASO 60/40 (e, f), PEGDMA/ASO 50/50 (g, h), ASO (i, j)

Le immagini topografiche dei campioni ottenute tramite SEM sono rappresentate in figura 4.19 e figura 4.20,
analizzando le superfici dei campioni € possibile evidenziare la struttura porosa interconnessa degli gli
scaffold GelMA/ASO. In particolare, I'idrogelo composto esclusivamente da GelMA possiede una struttura
composta da sia macropori (circa 20/30 um) che micropori di dimensione massima a 5 um. Gli scaffold
contenenti sia GelMA che ASO, a conferma dei risultati della DMTA, possiedono una porosita pil omogenea
con una parziale separazione di fase in cui la gelatina metacrilata forma la matrice e I'ASO il componente
minoritario. Gli scaffold di PEGDMA, PEGDMA/ASO e ASO, a causa del rigonfiamento in acqua insufficiente,
possiedono una topografia superficiale liscia priva di porosita.

4.1.10 Test di compressione

| valori di modulo elastico e sforzo a rottura ottenuti dal test a compressione sui copolimeri PEGDMA/ASO
sono riportati in figura 4.21, i corrispettivi dati dei gel composti da GelMA e ASO sono riportati in figura 4.22.
Analizzando il valore del modulo elastico a compressione degli scaffold di GelMA/ASO e PEGDMA/ASO é
possibile verificare l'irrigidimento della struttura polimerica all'aumentare della concentrazione specifica di
ASO. Pil precisamente, I'olio di soia ha permesso di incrementare la rigidezza dell'idrogelo di PEGDMA da
1,25 MPa (PEGDMA 100% wt) a circa 3,17 MPa (PEGDMA/ASO 50/50), per gli scaffold GeIMA/ASO si sono
registrate variazioni piu contenute da circa 130 kPa a 170 kPa. Tale aumento é giustificato dal valore di
rigidezza dell'ASO notevolmente maggiore rispetto al PEGDMA e al GelMA.

Il valore di tensione a rottura risulta anch'esso influenzato dalla presenza del rinforzante meccanico. In
funzione della quantita di ASO, il valore di omax degli scaffold di PEGDMA/ASO varia tra i 170 kPa a 1,5 MPa.
Per gliidrogeli contenenti gelatina metacrilata si & registrato un aumento di tensione a rottura molto limitato
tra gli scaffold GelMA 100% wt, GeIMA/ASO 80/20 e 60/40 mentre per lo scaffold GelMA/ASO 50/50 si &
rilevato un aumento di omax fino a 400 kPa pur con un'alta variabilita tra i diversi campioni.
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4.2 Test cellulari

4.2.1 Test dicitotossicita

Dai grafici di vitalita dei copolimeri PEGDMA/ASO (figura 4.23) e GelMA/ASO (figura 4.24) si possono ricavare
diverse informazioni. Innanzitutto, nonostante la variabilita dei risultati (soprattutto per i campioni di
GelMA/ASO), tutte le formulazioni presentano un grado di vitalita tale da garantire la biocompatibilita (>70%
rispetto ai controlli). Analizzando piu nel dettaglio i dati relativi ai polimeri GelMA/ASO si evince che i
campioni migliori dal punto di vista della citotossicita sono quelli a composizione intermedia 80/20 e 60/40.
Infatti, il valore di vitalita del GelMA puro e risultato piu basso del previsto a causa di un leggero rilascio acido,
verificato in modo semi-quantitativo con cartina al tornasole. Gli scaffold ad alto contenuto di ASO hanno
valori di vitalita piu bassi rispetto ai controlli, questo perché nel processo di scambio di solventi in acqua
potrebbe non essersi liberato tutto il DMSO. Infatti, al contrario del GelMA, I’ASO & molto idrofobo quindi
puo aver trattenuto pil solvente causando un valore piu basso di vitalita cellulare dopo la semina. | dati di
vitalita per i polimeri di PEGDMA/ASO sono piu costanti e sono compresi tra il 100% e il 120% dei controlli.
Tuttavia, anche per questa tipologia di polimeri si pu0 osservare una leggera diminuzione dell’indice di vitalita
per i campioni piu idrofobici, la causa di questo trend e anch’essa associata all’estrazione incompleta di
DMSO.
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Figura 4.23: Test di citotossicita PEGDMA/ASO Figura 4.24: Test di citotossicita GelMA/ASO

4.2.2 Test di adesione cellulare

In figura 4.25 e 4.26 sono riportati i risultati del test di adesione per gli scaffold di PEGDMA/ASO e
GelMA/ASO. Mediamente, tra i copolimeri PEGDMA/ASO, l'idrogelo costituito da PEGDMA/ASO 50/50 &
guello che maggiormente riesce a promuovere I'adesione cellulare. Quest’ultimo assume un tasso di vitalita
attorno al 50% per tutti i time step. Al contrario, il PEGDMA 100% wt ¢ il polimero che presenta i valori di
adesione piu bassi. Gli idrogeli PEGDMA/ASO 80/20 e 60/40 presentano dei valori di vitalita intermedi tra la
combinazione 50/50 e il PEGDMA puro. L’ASO riporta un andamento poco ripetibile tipico dei materiali con
scarse proprieta adesive.

Gli idrogeli costituiti da GelMA/ASO danno origine a un comportamento differente. | polimeri a minor
contenuto di ASO, ovvero GelMA e GelMA/ASO 80/20, sono quelli che generano dei valori di vitalita piu
comparabili ai controlli nei diversi time step. Questi ultimi possiedono quindi il miglior comportamento sia in
termini di adesione che in termini di proliferazione. Per gli idrogeli a maggior contenuto di polimero
idrofobico si assiste a una diminuzione del tasso di vitalita cellulare all’laumento di quantita di ASO. Tuttavia,
a 14 giorni la differenza tra la vitalita delle cellule sui campioni a maggior contenuto di ASO e quelli a maggior



contenuto di GelMA si assottiglia notevolmente. Infatti, se la formulazione 50/50 a 3 giorni possiede un grado
di vitalita del 58%, a 14 giorni la vitalita aumenta fino al 75%. Analogamente, GeIMA/ASO 60/40 a 3 giorni
genera una vitalita del 76% mentre a 14 giorni I'indice aumenta fino al 94% rispetto ai controlli. Questo
aumento di vitalita cellulare per i time step a lungo termine risulta correlato con la proliferazione dei
fibroblasti adesi precedentemente.

In generale, gli scaffold costituiti da PEGDMA presentano un’adesione molto piu bassa rispetto ai polimeri
GelMA/ASO. Tale differenza risulta evidente soprattutto per le formulazioni a minor contenuto di ASO.
Infatti, a causa delle loro caratteristiche chimico-superficiali, i substrati di PEGDMA/ASO non assumono le
proprieta ottimali per favorire I'adesione. In particolare, I'assenza di sequenze adesive, la topografia
superficiale liscia e la scarsa bagnabilita dell’ASO sono le due caratteristiche che maggiormente tendono ad
inibire 'adesione e la proliferazione cellulare.
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Figura 4.25: Test di adesione cellulare sui campioni PEGDMA/ASO
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Figura 4.26: Test di adesione cellulare sui campioni GelMA/ASO



4.2.3  Saggio Falloidina
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Figura 4.27: Saggio Falloidina a 72h (a sinistra) e 7 giorni (a destra) sui campioni di
GelMA (a, b), GelMA/ASO 80/20 (c, d), GelMA/ASO 60/40 (e, f), GelMA/ASO 50/50 (g,
h), ASO (i, j)
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Figura 4.28: Saggio Falloidina a 24h (a sinistra), 72 ore (al centro) e 7 giorni (a destra) sui campioni di PEGDMA (a, b), PEGDMA/ASO
80/20 (c, d, e), PEGDMA /ASO 60/40 (f, g, h), PEGDMA /ASO 50/50 (i, j, k), ASO (I, m, n)




In figura 4.27 e 4.28 é riportata la morfologia delle cellule adese agli scaffold. Analizzando le immagini delle
cellule adese sui copolimeri PEGDMA/ASO é possibile rilevare un comportamento comune tra i vari time step.
In accordo con i dati della resazurina, gli scaffold molto idrofilici e molto idrofobici (PEGDMA e I’ASO)
sembrano essere i substrati che meno promuovono I'adesione cellulare, infatti, le immagini 4.38, 4.39 e 4.43
presentano pochi fibroblasti con morfologia per lo pit tondeggiante. Al contrario, gli scaffold a composizione
intermedia (come il PEGDMA/ASO 60/40 e 50/50) sembrano avere maggiori capacita adesive in quanto le
cellule sono presenti in maggior quantita e tendono ad appiattirsi di piu.

Al contrario, sui substrati costituiti da GelMA/ASO si & riscontrato un gran numero di cellule adese su tutti i
copolimeri. Infatti, a parita di concentrazione di ASO, gli scaffold composti da GelMA/ASO possiedono
generalmente un numero maggiore di cellule adese rispetto ai corrispettivi copolimeri PEGDMA/ASO. In
accordo al risultato del test di adesione, tale differenza & particolarmente evidente nel confronto tra GelMA-
PEGDMA e GelMA/ASO 80/20-PEGDMA/ASO 80/20 mentre risulta meno marcata confrontando i copolimeri
a maggior contenuto di ASO.

5 Conclusioni e sviluppi futuri

Nel presente lavoro di tesi si sono analizzate le proprieta fisico-chimiche di idrogeli fotoreticolati composti
da GelMA e PEGDMA. Questi prepolimeri sono ben noti nel settore biomedico, tuttavia, essi presentano delle
caratteristiche meccaniche ben definite mentre la rigidezza dei tessuti umani varia da 100 Pa (tessuto
cerebrale) fino a 2-4 GPa (osso corticale). Per questo motivo, si & utilizzato I’ASO come materiale di rinforzo
meccanico per poter espandere il range di rigidezza di questi idrogeli. L'ASO ha permesso di modulare la
rigidezza dell’idrogelo composto da PEGDMA/ASO in un range compreso tra circa 1 MPa e 3 MPa. Questi
valori di modulo elastico sono molto simili a quelli ottenuti per la cartilagine (4-5 MPa), il midollo spinale (1-
1,2 MPa) e per il nervo periferico (500 kPa-1MPa) [62] questo suggerisce una potenziale applicabilita di questi
idrogeli come sostituti di questi tessuti. Inoltre, si puo ipotizzare di utilizzare questa tipologia di scaffold per
indurre il differenziamento specifico delle cellule staminali.

Per quanto riguarda gli idrogeli contenenti gelatina, il rinforzo meccanico ha consentito di incrementare la
rigidezza del copolimero del 30% definendo un range di utilizzo tra 130 e 170 kPa. Questi risultati rendono
gli scaffold di GeIMA/ASO pill adatti ad essere utilizzati con tessuti che compongono la cornea (200 kPa)
oppure la vescica (50-100 kPa) [62]. Risulta importante notare che, per la sintesi degli scaffold di GelIMA/ASO,
si sono realizzate delle soluzioni a massima concentrazione di gelatina. Ne consegue che l'intervallo 130-170
kPa rappresenta solo il limite superiore per questa tipologia di copolimeri. E possibile ipotizzare che,
diminuendo la concentrazione di prepolimero in DMSO, si possa sintetizzare degli idrogeli di GeIMA/ASO che
presentano dei valori di rigidezza inferiori. In questo contesto, 'utilizzo di un rinforzo meccanico a base di
olio di soia potrebbe rappresentare una variabile di controllo in pil per poter espandere il range di utilizzo a
una data concentrazione di GelMA.

Confrontando i dati di adesione cellulare con i risultati del test a compressione e dell’angolo di contatto e
possibile evidenziare una correlazione positiva tra la rigidezza dei substrati costituiti di PEGDMA/ASO e la
vitalita cellulare delle cellule adese. Per quanto riguarda gli scaffold di GelMA/ASO non si verifica lo stesso
fenomeno, poiché in questo caso I'aggiunta di ASO non provoca un aumento di rigidezza significativo. Come
conseguenza, in questi idrogeli, le differenze di adesione possono essere correlate prevalentemente
all'idrofilicita e alla bioattivita della gelatina.

Si pone come obiettivo futuro di questo lavoro I'ottimizzazione dei parametri di sintesi in modo da aumentare
il range di modularita degli scaffold costituiti da GelMA/ASO. Inoltre, un altro possibile sviluppo di questo
progetto sara sfruttare questi idrogeli per indurre il differenziamento specifico delle cellule staminali.
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