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Resumo

Nas últimas décadas tem-se assistido a uma crescente evolução na área da Me-
dicina Dentária, sobretudo ao nível da Implantologia. Dados os requisitos estéticos
e funcionais de uma sociedade cada vez mais exigente, muitas vezes há a necessidade
de recorrer a cirurgias reconstrutivas, que permitam regenerar o tecido ósseo outrora
perdido. Nestas cirurgias, por sua vez, utilizam-se biomateriais de substituição óssea
de origem humana, animal ou sintética que, implantados no organismo, mimetizam
a fisiologia óssea, atuam como suporte e potenciam a formação do novo tecido, sem
que seja induzida resposta imunológica.

Neste contexto surgiu o tema desta dissertação que teve como principal obje-
tivo avaliar a citotoxicidade de diferentes scaffolds quando sujeitos a três técnicas
de esterilização distintas, para uma futura aplicação em Medicina Dentária para
preenchimento de defeitos ósseos. Os referidos scaffolds foram produzidos por uma
técnica de fabricação aditiva, sendo constituídos por poli(caprolactona) (PCL) ou
PCL e hidroxiapatite (HA). Para o efeito, foram fabricados não só com diferentes
teores de HA, 10% ou 25%, mas também tendo duas origens distintas: natural e sin-
tética. Quanto à sua composição estrutural, os scaffolds são formados por filamentos
cuja distância entre eles pode ser 300 ou 600 µm e cujo ângulo varia entre 0o/90o

ou 0o/45o. O objetivo ao desenvolver scaffolds com formulações e arquiteturas dis-
tintas, sujeitos a três métodos de esterilização frequentemente usados na clínica, a
saber, a esterilização por óxido etileno, radiação gama e esterilização por plasma,
era a possibilidade de inferir sobre qual das combinações teria maior influência no
desempenho biológico, correlacionado com o processo de esterilização.

Os diferentes scaffolds foram esterilizados e, posteriormente, avaliados através
de ensaios microbiológicos, para confirmar a eficácia do método de esterilização.
Os resultados destes ensaios confirmaram a ausência de crescimento microbiano,
revelando que os resultados estão em conformidade com as normas em vigor.

Quando testados in vitro, como suporte para a cultura de células fibroblásticas,
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Resumo

macrocíticas e sua co-cultura, observou-se uma distribuição uniforme das células
por todo o scaffold, indicando afinidade para estas estruturas. Os resultados obtidos
revelam que o melhor desempenho da técnica de esterilização depende, efetivamente,
da formulação utilizada, do tipo de células (individual ou em combinação) e dos dias
de estudo. Contudo, apesar de não permitirem estabelecer uma relação precisa entre
algumas variáveis, os resultados obtidos para a co-cultura ao fim dos 7 dias parecem
indicar que, in vitro, a esterilização por plasma é a mais promissora.

De forma a provar o processo de integração in vivo, foram selecionados alguns
dos scaffolds que obtiveram os melhores e piores resultados in vitro. Após 1 mês da
implantação, o processo de integração foi avaliado, por observação macro e micros-
cópica, em relação ao processo de cicatrização e reação inflamatória. Da observação
macroscópica, os resultados indicam que o processo de reação inflamatória decor-
reu de acordo com o esperado, obtendo-se uma cicatrização sugestiva de uma boa
integração. In vivo, os resultados não estão em conformidade com os analisados In
vitro, uma vez que a esterilização por óxido etileno foi a que menos reagiu com o
organismo do modelo animal utilizado.

Na tentativa de obter células estaminais para posterior diferenciação em células
produtoras de osso, a partir de polpa dentária e papila apical jovens, realizaram-se
ensaios de cultura de explantes, tendo-se observado crescimento de células adipogé-
nicas.

Os resultados dos testes in vitro permitiram refinar a seleção de melhores for-
mulações promotoras da regeneração de defeitos ósseos da cavidade oral, sendo que
os métodos de esterilização demonstraram estar diretamente correlacionados com a
formulação e a duração de ensaio.

Palavras-chave: poli(caprolactona), hidroxiapatite, scaffolds, culturas celulares, Me-
dicina Dentária.
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Abstract

In the last decades there has been a extraordinary evolution in the area of Den-
tistry, especially in Implantology. Given the aesthetic and functional requirements
of an increasingly demanding society, there is often the need to resort to reconstruc-
tive surgeries, which allow the regeneration of bone tissue once lost. Biomaterials,
both from human, animal or synthetic origin, have been used as bone replacement
for implants. They intend to mimetize the bone physiology, act as a support and
potentiate the formation of new tissue, without inducing immune response.

The present thesis is included in a wider project intending to fill in bone defects
for Dentistry. The main objective has been to evaluate the cytotoxicity of different
scaffold formualtions, sterilized with different common techniques. These scaffolds
were produced by an additive manufacturing technique, consisting of poly(caprolacto-
ne) (PCL) or PCL and hidroxyapatite (HA). They were manufactured not only with
different levels of HA (10% or 25%), but also from two different origins: natural and
synthetic. Regarding their structural composition, scaffolds are formed by filaments
which distance can be 300 or 600 µm, and with an angle variation between filaments
of 0o/90o or 0o/45o. The goal of such scaffolds, with distinct formulations and archi-
tectures, sterilized by the three most used methods of sterilization in clinics, namely
ethlyene oxide, gamma radiation and plasma, was to infer which combination would
have the greatest influence on biological performance, correlated with the steriliza-
tion process.

The different scaffolds were sterilized and evaluated through microbiological
assays, to confirm the effectiveness of the sterilization method. The results of these
tests confirmed the absence of microbial growth, showing that the results are in
compliance with the current rules.

When tested in vitro, as support for fibroblast, macrocytic, and their co-
culture, an uniform cell distribution throughout the scaffold was observed, indicating
an affinity for these structures. The results showed that the best performance of the
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sterilization technique depends on the formulation, the cell type (individual or in
combination) and the length of the study. However, although they do not allow a
precise relationship between some variables, the results obtained for the co-culture at
7 days seem to indicate that, in vitro, the plasma sterilization is the most promising.

In order to comprove the integration process in vivo some of the scaffolds,
those obtaining the best and the worst results in vitro, were selected. One month
post implantation, the integration process was evaluated, by macro and microscopic
observation. Regarding the healing process and inflammatory reaction, the results
indicate that they proceeded as expected, obtaining a good healing, suggestive of a
good integration. In vivo, the results are not in accordance with those analyzed in
vitro, since ethylene oxide sterilization was the least reactive for the animal model.

Attempting to obtain stem cells for further differentiation into bone-like pro-
ducing cells, from young dental pulp and apical papilla, explant culture assays were
performed, and the growth of adipogenic cells was observed.

The results of the in vitro tests allowed to refine the selection of the best for-
mulations, promoting the regeneration of bone defects in the oral cavity. It has been
shown that sterilization methods are directly correlated with the formulation and
duration of the study.

Keywords: poli(caprolactone), hydroxyapatite, scaffolds, cell culture, Dentistry
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Capítulo 1
Introdução

1.1 Motivação

Numa época em que a imagem é cada vez mais valorizada, o sorriso conquista
um papel determinante na nossa vida profissional e na maneira como somos perce-
cionados pelos outros. Apesar de não ser algo que gostemos de admitir, direta ou
indiretamente, faz parte da Natureza Humana julgar os outros pela aparência e, por
isso, a perda de um único dente, por diferentes razões, pode criar um certo constran-
gimento e, por conseguinte, não proporcionar a “melhor impressão” da pessoa. No
caso particular da perda dentária, a este problema acresce ainda a perda funcional,
nomeadamente nas funções fonadoras, de mastigação e de deglutição.

A necessidade de desenvolver técnicas que permitam melhorar significativa-
mente a capacidade estética e funcional dos doentes torna-se, portanto, evidente e
tem sido tema de investigação desde há várias décadas.

A grande revolução na Medicina Dentária data, sem dúvida, do início dos
implantes osteointegrados. O desenvolvimento destes implantes tem recebido grande
destaque, uma vez que oferecem uma solução segura, duradoura e mais confortável,
quando comparada com as técnicas anteriormente usadas, como por exemplo as
próteses.
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Apesar dos custos associados, a comunidade médica relata que o tratamento
com implantes dentários apresenta altíssimos níveis de sucesso. No entanto, tal
como em qualquer outro tratamento médico, este sucesso depende de vários fatores,
nomeadamente das características anatómicas e fisiológicas de cada doente, dos seus
hábitos de higiene oral, hábitos tabágicos, da presença de patologias concomitan-
tes como a diabetes não controlada, de terapêutica aguda/crónica instituída, entre
outros. Contudo, nem sempre é possível substituir as raízes dentárias ausentes por
implantes. A indicação de implantes osteointegrados requer uma análise cuidadosa
de vários parâmetros. Entre os mais importantes, destacam-se a análise da quanti-
dade e da qualidade do volume ósseo alveolar na área recetora e a proximidade de
outras estruturas anatómicas, tal como o seio maxilar, que podem dificultar ou até
mesmo impedir a utilização dos implantes.

Apesar da osteointegração dos implantes ser uma realidade no dia-a-dia, a
qualidade e a quantidade ósseas disponíveis são fatores determinantes no planea-
mento da reabilitação com estes materiais, sendo, por isso, indicada a cirurgia oral
reconstrutiva para aumentar o volume de tecido ósseo antes da implantação. Ainda
que, atualmente, existiam algumas técnicas que permitem esta reconstrução, nome-
adamente os enxertos ósseos e a utilização de membranas para regeneração óssea
guiada, vários esforços têm sido efetuados para determinar o melhor método para
recriar osso no maxilar e/ou na mandíbula. Este enquadramento da determinação
do melhor método para formar osso e, assim, preparar o leito recetor, apresenta-se
como o grande fator impulsionador deste projeto de investigação.

Neste sentido, o principal objetivo do trabalho em que este projeto se in-
tegra foi, a partir da Engenharia de Tecidos (ET), desenvolver uma metodologia
que permitisse avaliar o desempenho biológico de diferentes scaffolds na integra-
ção/regeneração óssea, em particular, da mandíbula e do maxilar. Os scaffolds uti-
lizados foram produzidos num estudo anterior por uma técnica de fabricação aditiva
e são constituídos por poli(caprolactona) (PCL) ou por uma combinação de PCL e
hidroxiapatite (HA). Para além disso, foram fabricados com diferentes composições
de HA (10 % e 25%), com diferentes tipos de HA (natural ou sintética) e com ge-
ometria e porosidade específicas. Uma vez que os scaffolds foram desenhados para
ser implantados in vivo, a esterilização é um processo imprescindível para evitar
a transmissão e desenvolvimento de microrganismos. Neste contexto, os scaffolds
foram esterilizados recorrendo às técnicas de esterilização mais utilizadas na clínica,
compatíveis com as suas características: óxido etileno, radiação gama e plasma. O
principal objetivo deste projeto é tentar identificar se existe uma técnica de este-
rilização preferencial, para além de tentar correlacionar com a melhor formulação
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dos scaffolds. Para cada método de esterilização foi efetuado o respetivo controlo
de qualidade microbiológico. Prevenida a contaminação cruzada, foram realizados
os estudos in vitro para os scaffolds que anteriormente não tinham sido testados e
estudos in vivo para aqueles que obtiveram os melhores e piores comportamentos
celulares em cultura. Por último, foi ainda posto em prática um protocolo recente
para obtenção e diferenciação de células estaminais produtoras de tecido duro, a
partir da polpa total ou papila apical de dentes humanos jovens.

A presente dissertação está dividida em 4 capítulos, sendo que no primeiro é
apresentada o estado da arte sobre anatomia dentária, em particular das células que
inclui, dos princípios de regeneração óssea e da interação do osso com os biomateriais
substitutos de osso. No segundo capítulo são apresentados os materiais e as técnicas
utilizadas para a esterilização dos scaffolds e os ensaios microbiológicos, ensaios in
vitro e ensaios in vivo realizados. No terceiro capítulo são apresentados e discutidos
os resultados obtidos e, por fim, no quarto capítulo são enumeradas as principais
conclusões e apresentadas algumas sugestões de trabalho futuro. Pretende-se, com
este estudo, dar continuidade ao trabalho desenvolvido por ex-alunos do Mestrado
Integrado em Engenharia Biomédica, contribuindo com mais algum conhecimento
em relação ao comportamento biológico destes scaffolds, face às diferentes composi-
ções, arquiteturas e esterilização.
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1.2 Estado da Arte

1.2.1 Anatomia dentária e dos tecidos de suporte

Os dentes correspondem a cerca de 20% da cavidade oral e são um elemento
essencial na estética facial, mastigação, função respiratória e fonética. Apesar de
cada dente se desenvolver como uma entidade independente e de existirem vários
tipos de dentes, diferindo uns dos outros pela forma e função, a sua constituição
na porção interna e externa é similar. Assim, independentemente do tipo de dente,
macroscopicamente, podemos considerar duas porções principais: a coroa - porção
do dente que se desenvolve acima da linha da gengiva e contacta com o meio oral -
e a raiz - porção do dente que se insere e se fixa no osso alveolar. A união das duas
porções é feita através da linha cervical (Figura 1.1) [1].

Figura 1.1: Representação macroscópica das porções de um dente (adaptada de
[2]).

Na porção coronária, o dente é revestido por esmalte que, por apresentar mais de 96%
de matéria inorgânica e menos de 1% de matriz orgânica, é considerado o tecido mais duro
do organismo [3, 4]. Em virtude das suas propriedades estruturais e mecânicas, o esmalte
apresenta elevada dureza e elevado módulo de elasticidade (Tabela 1.1), que lhe conferem
a estabilidade necessária ao longo da vida. No entanto, apesar do seu elevado conteúdo
mineral, é muito vulnerável a lesões e ao desgaste por atrito (desgaste devido ao contacto
esmalte contra esmalte), abrasão (devido às partículas abrasivas na comida e na pasta dos
dentes), abfração (pela fratura do esmalte) e erosão dentárias (pela decomposição química)
[5] . A sua função principal é proteger a dentina, impedindo que ela fique exposta ao meio
bucal [1]. Por sua vez, a dentina forma o eixo estrutural do dente e constitui o tecido
mineralizado que ocupa a maior parte da estrutura do dente (desde a coroa até à raiz) [1].
Contrariamente ao esmalte, a dentina é formada por uma menor percentagem de conteúdo
mineral, aproximadamente 70% (HA enriquecida com carbonato de cálcio), e por 20% de
matriz orgânica na forma de colagénio, glicosaminoglicanos (GAGs) e fosfoproteínas [4].
Em virtude do seu conteúdo colagénico, a dentina forma um tecido resiliente e, por isso,
suporta o esmalte e compensa a sua fragilidade [2, 5]. Isto significa que, por ser menos
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dura e mais dúctil que o esmalte, a dentina atua como uma camada de amortecimento
para reduzir o efeito da carga da mastigação sobre este (Tabela 1.1) [5].

No interior da dentina existem inúmeros túbulos dentinários, com cerca de 3µm de
diâmetro, que se estendem desde a superfície pulpar até à junção esmalte-dentina. Cada
túbulo aloja no seu interior um prolongamento odontoblástico, que mantém contacto direto
entre a dentina e a polpa [4].

Tabela 1.1: Algumas propriedades do esmalte e da dentina (adaptado de [5]).

Propriedades Esmalte Dentina
Módulo de Young (GPa) 20,0-84,2 10,2-15,6

Resistência à compressão (GPa) 0,095-0,386 0,249-0,315
Dureza de Knoop 250-500 51-71

Na sua porção radicular, a dentina está protegida por outro tecido mineralizado, o
cemento [1]. Quanto à composição, o cemento é estruturalmente semelhante ao osso, com
cerca de 50% de HA(componente inorgânico), mas avascular [4]. A sua principal função
consiste na inserção das fibras do ligamento periodontal na raíz do dente [1, 2].

O ligamento periodontal é um tecido conjuntivo denso e vascularizado, constituído
por feixes de fibras, essencialmente de colagénio, que se inserem, por um lado no cemento e
por outro no osso alveolar, atuando como um ligamento suspensor do dente [1, 4]. Devido
às suas características estruturais, o ligamento periodontal tem como funções fornecer a
ligação do dente ao osso alveolar, gerar a força necessária à erupção dentária, fornecer
as informações sensoriais sobre a posição do dente e produzir as forças que facilitam a
atividade do maxilar/mandíbula [4].

Para além disso, a dentina delimita um espaço de forma aproximadamente seme-
lhante ao dente, designada cavidade ou câmara pulpar [1]. Esta cavidade contém a polpa
dentária que é formada por um tecido conjuntivo laxo, ricamente vascularizado e inervado,
constituindo, assim, o substrato biológico da vitalidade dentária [1, 4]. Tal como qualquer
tecido conjuntivo, a polpa dentária é formada pelas células características deste tecido, bem
como, por células mais especializadas, os odontoblastos, que se desenvolvem num ambiente
propício à sua interação: a matriz extracelular (ECM, do inglês extracellular matrix ). Este
complexo tridimensional consiste numa combinação de proteínas fibrosas, em particular o
colagénio, e de substância fundamental, um complexo viscoso à base de macromoléculas
biológicas, nomeadamente, os GAGs e glicoproteínas (laminina e fibronectina, entre ou-
tras), que fornece às células o suporte físico e a força mecânica essenciais à manutenção da
estabilidade estrutural dos tecidos [6].
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Na literatura, a polpa é descrita como um tecido detentor de duas regiões bem
definidas, a central e a periférica. Na periferia da polpa, na região adjacente à camada de
pré-dentina, localizam-se os odontoblastos. Estas células pertencem tanto à polpa como
à dentina, pelo facto do seu corpo celular estar situado na polpa, mas os prolongamentos
estarem alojados no interior dos túbulos dentinários que atravessam a dentina (Figura
1.2) [7].

ug

Figura 1.2: [A] esquema representativo da zona periférica da polpa e os seus
principais constituintes; [B] - fotomicrografia de média potência de uma amostra de
polpa humana: (D)dentina; (P) pré-dentina; (O) odontoblastos; (CF) zona pobre
em células; (CR) zona rica em células; (CP) região central da polpa. (adaptada de
[7]).

Em direção ao interior da polpa, a seguir à camada de odontoblastos, observa-se
a camada sub-odontoblástica. Esta camada subdividide-se, por sua vez, em duas zonas
distintas: uma zona periférica, caracterizada por um pobre conteúdo celular (zona deWeil),
e uma zona mais central formada por células. Esta zona rica em células contém células
indiferenciadas, células de natureza inflamatória, células dendríticas e fibroblastos. Na
presença de estímulos exógenos, como cáries e exposição pulpar, os odontoblastos podem ser
destruídos e, como tal, são as células indiferenciadas da polpa que sustentam a população
de odontoblastos, através dos processos de diferenciação e proliferação. Ao longo de toda
a camada sub-odontoblástica é ainda evidente a presença de uma grande densidade capilar
e de pequenas fibras nervosas, que constituem o suprimento vascular e nervoso da polpa
dentária. A região central da polpa ocupa a área circunscrita pela zona rica em células e
constitui o principal sistema de suporte para a polpa periférica [7].

De uma forma geral, a polpa é constituída pelos seguintes constituintes celulares,
cada um com características funcionais próprias, a saber: fibroblastos, células de defesa,
odontoblastos e células estaminais.
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1. Fibroblastos

Os fibroblastos são as células mais comuns do tecido conjuntivo e formam o
componente principal do tecido pulpar. Estas células apresentam uma morfologia
extremamente variável, mais frequentemente fusiforme, e caracterizam-se por pos-
suírem um citoplasma abundante, rico em organitos intracelulares, como o retículo
endoplasmático rugoso, o aparelho de Golgi e as mitocôndrias. O núcleo é grande
e ovóide, pelo que são facilmente identificados em cortes histológicos. A princi-
pal função dos fibroblastos é sintetizar e segregar os componentes que farão parte
dos constituintes da ECM, nomeadamente o colagénio e a substância fundamental
[1, 7, 8].

2. Células de Defesa

As células dendríticas, os macrófagos e os linfócitos são as células maioritari-
amente envolvidas nos mecanismos de defesa celular [9]. Porém, a atividade destas
células está muito dependente das condições ditas normais ou patológicas da polpa,
sendo estas determinantes para a posterior modelação da resposta celular. Assim,
pode afirmar-se que as mesmas células, na polpa normal, regulam a densidade po-
pulacional celular e controlam a proliferação e apoptose celulares, enquanto que na
polpa exposta ou patológica, contribuem essencialmente para resolver os processos
inflamatórios [10]. Das células mencionadas anteriormente, destacam-se as células
dendríticas que, por reconhecerem e capturarem o agente patogénico, ativam os lin-
fócitos T, que iniciam uma resposta imunológica específica. [7, 10, 11].

3. Odontoblastos

Frequentemente designados por dentinoblastos, os odontoblastos são as células
mais especializadas da polpa dentária e são os responsáveis pela formação da dentina
e da pré-dentina, enquanto o dente permanecer vital [12]. Contudo, com o envelheci-
mento, verifica-se uma diminuição progressiva da polpa dentária, que se torna cada
vez mais mineralizada [10].

À semelhança dos neurónios, os odontoblastos são células pós-mitóticas e, por
isso, não se podem dividir. Neste sentido, os odontoblastos dispõem-se na zona
periférica da polpa dentária num arranjo em paliçada, pois são aqui mais numerosos,
enquanto que na raiz assumem o aspeto de um epitélio prismático simples [1, 12].

Relativamente à sua morfologia, os odontoblastos maduros, que se situam na
periferia da polpa, são células grandes e colunares que possuem, em média, 50 m de
comprimento e 5 m de largura [13]. Cada odontoblasto possui um núcleo grande e
oval, localizado na região basal da célula. O seu citoplasma é rico em retículo endo-
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plasmático rugoso, complexo de Golgi e mitocôndrias, sintetizando várias proteínas
relacionadas com a dentinogénese (processo de formação da dentina) [12, 13].

Apesar de serem células conjuntivas, os odontoblastos são células altamente
polarizadas, estabelecendo entre si numerosas junções intercelulares, nomeadamente
as junções em hiato (do inglês gap junctions), junções apertadas (do inglês tight
junctions) e desmossomas, que permitem a sinalização e a integridade celular e ge-
rem o grau de permeabilidade [1, 12, 13]. Para além de produzir dentina, existem
evidências que sugerem que os odontoblastos operam como células sensoriais que
detetam os sinais nociceptivos e que os seus prolongamentos atuam como sensores
capazes de detetar vários sinais [12].

4. Células estaminais

As células estaminais mesenquimais (MSC, do inglêsMesenchymal Stem Cells)
derivadas dos tecidos dentários têm-se revelado muito promissoras principalmente na
área de regeneração óssea. Este interesse tem crescido substancialmente em virtude
da facilidade de obtenção destas células, do grande potencial proliferativo e da capa-
cidade de diferenciação em odontoblastos, cementoblastos e osteoblastos, o que torna
vantajosa a sua utilização na regeneração óssea. Entre estas utilizações, inclui-se in-
variavelmente o desejo de um dia se conseguir desenvolver um dente em toda a sua
complexidade [14, 15].

As células estaminais dos tecidos dentários, que hoje temos ao nosso dispor,
provêm essencialmente de cinco origens distintas: da própria polpa dentária (DPSCs,
do inglês Dental pulp stem cells), do ligamento periodontal (PDLSCs, do inglês
Periodontal ligament stem cells), dos dentes decíduos exfoliados (SHEDs, do inglês
Stem cells from exfoliated deciduous teeth), da papila apical (SCAPs, do inglês Stem
cells from apical papila) e do folículo dentário (DFPCs, do inglês Dental follicle
percursor cells) (Figura 1.3) [14]. Uma vez que nesta dissertação vai ser realizado
um protocolo de diferenciação de células estaminais extraídas da polpa e da papila
de um dente humano, as DPSCs e as SCAPs irão ser abordadas de forma um pouco
mais detalhada.

Estudos desenvolvidos até hoje demonstraram que as DPSCs, isoladas pela
primeira vez em 2000 por Gronthos et col., são capazes de se diferenciar em células
neurogénicas, condrogénicas, miogénicas e osteogénicas, apesar de se verificar uma
tendência natural para se diferenciarem em células da linhagem óssea [14, 17]. A
principal vantagem é que podem ser facilmente obtidas no momento da extração
dentária, em consequência, por exemplo, de procedimentos ortodônticos, do trata-
mento da cárie dentária e da extração dos dentes do siso, sem perda considerável de
vitalidade/funcionalidade [7, 18]. Um trabalho desenvolvido neste ano por Louvrier
et col. confirmou que, de facto, é possível extrair células de dentes cariados desde
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Figura 1.3: Esquema representativo das diferentes células estaminais derivadas do
tecido dentário (imagem adaptada de [16]).

que a vitalidade da polpa esteja conservada [19]. No caso da sua utilização não ser
imediata, podem ser criopreservadas, uma vez que conseguem manter a sua elevada
capacidade de diferenciação [14].

Outro tipo de recurso celular importante, e de fácil acesso, são as células
localizadas na papila apical [18]. Por se manterem unidas ao ápice da raiz dos
dentes permanentes, podem ser facilmente obtidas no momento da extração dentária,
constituindo uma vantagem para a sua utilização [14, 18] As SCAPs foram isoladas
pela primeira vez em 2006 por Sonoyama et col., que conseguiram demonstrar a
capacidade de diferenciação osteogénica, odontogénica, adipogénica e neurogénica
destas células nos meios de cultura apropriados [14, 17] Quando comparadas com
as DPSCs, as SCAPs apresentam uma taxa de proliferação superior e conseguem
diferenciar-se, in vivo, em células dentinogénicas funcionais [18].

É intuitivo que, por serem naturalmente descartadas pela substituição da den-
tição permanente, as SHEDs constituam uma vantagem, uma vez que não implicam
métodos invasivos nem problemas éticos para a sua colheita. No entanto, uma vez
que estes problemas de reabsorção óssea surgem, normalmente, numa fase mais avan-
çada da idade, é natural que nessa altura o doente não disponha da sua dentição
decídua. No que diz respeito às PDLSCs e às DFPCs, a colheita requer um método
mais invasivo, comparativamente às restantes, implicando, deste modo, o consenti-
mento do doente.
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1.2.1.1 Osso Alveolar

O osso alveolar é o osso que suporta e protege os alvéolos dentários onde estão
ancorados os dentes [4]. A organização básica do osso alveolar é semelhante à do tecido
ósseo, sendo constituído por 65% de matéria inorgânica, 20% de matéria orgânica e 10%
de água [20]. O principal componente inorgânico da matriz óssea são os cristais de fosfato
de cálcio, sob a forma de HA, que, devido às suas propriedades mecânicas únicas, fornece
ao osso a rigidez e a força necessárias para superar a força imposta pela atividade normal.
Além de desempenhar uma evidente função estrutural, o componente inorgânico também
atua como um reservatório de iões que, face às atividades fisiológicas tais como a condução
nervosa, a contração muscular e as reações bioquímicas, permite manter a sua concentração
no fluido extracelular dentro do limiar necessário. A fase orgânica, por sua vez, é composta
por proteínas fibrosas de colagénio tipo I (90%) e pelas fibras não colagénias (10%), como a
osteocalcina e a osteopontina, que fornecem ao osso a flexibilidade e resistência necessárias
[20].

Apesar da sua dureza e rigidez, o osso alveolar é extremamente dinâmico e metabo-
licamente ativo, respondendo rapidamente a estímulos que induzem processos de formação
e reabsorção óssea [6]. Estes processos, por sua vez, resultam da atividade combinada
dos osteoblastos e dos osteoclastos com as células osteoprogenitoras, designadas por pré-
osteoblastos e pré-osteoclastos [21, 22]. Na presença de determinados estímulos, tais como
fatores de crescimento, hormonas e vitaminas, os pré-osteoblastos, que têm origem nas
MSC, diferenciam-se em osteoblastos, cuja principal função consiste na síntese dos com-
ponentes orgânicos da ECM [20, 21, 22, 23, 24] À medida que realizam a sua função, os
osteoblastos vão sendo rodeados pelos seus próprios produtos de secreção. Após a mine-
ralização da ECM, os osteoblastos que ficam aprisionados no interior das lacunas passam
então a serem designados por osteócitos [6, 22, 23] Porém, se os osteoblastos entrarem
num estado de quiescência, deixam de produzir matriz e atuam apenas como células de
revestimento, que protegem a superfície óssea da reabsorção inapropriada (Figura 1.4)
[20].

Os osteócitos, por apresentarem numerosos prolongamentos citoplasmáticos, comu-
nicam com os osteócitos vizinhos através das junções gap, permitindo, assim, a difusão de
substâncias metabólicas que mantêm as células e o osso envolvente saudáveis. Por outro
lado, a presença de áreas da matriz danificadas pode impedir, por exemplo, que os os-
teócitos adjacentes recebam os nutrientes necessários à sua atividade celular, conduzindo
à apoptose. O osso que circunda essa região também acaba por morrer e é rapidamente
removido pelos osteoclastos, demonstrando a importância destas células na manutenção
de um esqueleto saudável [6, 24].

De modo semelhante, os pré-osteoclastos, que se originam a partir das células pre-
cursoras hematopoiéticas, nomeadamente, da linha celular dos monócitos, diferenciam-se
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Figura 1.4: Esquema representativo da atividade das MSC na diferenciação de
células ósseas (imagem adaptada de [20]).

em osteoclastos. Os osteoclastos são as células especializadas nos processos de reabsorção
da matriz óssea, que permanentemente ocorre no interior do osso, permitindo que esteja
sempre em constante remodelação [20, 24]. Deste modo, perante uma lesão óssea, os os-
teoclastos eliminam a matriz danificada e libertam proteínas bioativas, que recrutam os
osteoblastos necessários ao processo de reparação e cicatrização [20].

Na Figura 1.5 está representado um esquema deste processo de remodelação (for-
mação e reabsorção) óssea.

Após o terminus do crescimento, o tecido ósseo continua em constante remodelação
devido às solicitações mecânicas e metabólicas a que diariamente somos expomos. Como
tal, torna-se fundamental que os processos de formação e reabsorção ósseas sejam estrita-
mente complementares no tempo e no espaço, de forma a garantir a homeostasia do tecido
ósseo [24].

Nas situações em que a carga excede ou não atinge um limiar específico, o processo de
reabsorção pode conduzir à atrofia do osso [24]. Esta situação é particularmente evidente
no osso alveolar que sofre um processo de atrofia e reabsorção como resultado da perda
dentária, das doenças ósseas metabólicas, das desordens nutricionais, dos traumas e das
técnicas de exodontia [25].
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Figura 1.5: Esquema representativo do processo de remodelagem óssea (imagem
adaptada de [20]).

Apesar do procedimento de extração dentária ser um dos procedimentos mais re-
alizados em Medicina Dentária, após a realização de uma exodontia ocorrem alterações
dimensionais significativas de volume ósseo alveolar. Numa revisão realizada por Tan et
col. foi demonstrado que, 6 meses após a extração dentária, a taxa de reabsorção óssea
horizontal foi de 29% a 63% e a vertical de 11% a 22%, variando de acordo com a idade
do doente, o local anatómico e os vários fatores locais e sistémicos, como por exemplo, o
tabagismo [26, 27]. Outra revisão recente concluiu que a perda média horizontal e vertical,
no mesmo período de tempo, foi, em média, 3,80,2 e 1,20,1 mm, respetivamente. Quanto
aos efeitos imediatos após a extração dentária, um estudo conduzido por Leblebicioglu et
col. em 2015, demonstrou que em 77% dos 30 doentes estudados se verificaram alterações
imediatas na largura do rebordo alveolar [28]. Neste sentido, as alterações morfológicas ve-
rificadas pelos diversos estudos, comprometem a posterior reabilitação implantosuportada,
no sentido em que muitas vezes é necessário recuperar o volume perdido para garantir uma
estabilidade e desempenho melhorados. No esquema da Figura 1.6, consegue-se perceber
facilmente o processo de reabsorção óssea.
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Figura 1.6: Esquema representativo dos cinco estágios da cicatrização alveolar
após a exodontia (imagem adaptada de [29]).

Na primeira fase e imediatamente após a exodontia, o alvéolo é preenchido por um
coágulo sanguíneo formado a partir da coagulação de glóbulos vermelhos e brancos presos
na fibrina. De seguida, o coágulo é substituído por tecido de granulação, que se desenvolve
em 4 a 5 dias. Na terçeira etapa verifica-se a substituição do tecido de granulação pelo
tecido conjuntivo, que contém fibroblastos fusiformes, colagénio e substância fundamental.
Passados 15 dias da exodontia, ou seja, no quaro estágio, o alvéolo já está coberto de tecido
conjuntivo e dá-se o início à calcificação dos esteóides na base do alvéolo. A quinta etapa
fica então completa ao fim de 24 a 35 dias. Nesta fase a maior parte do alvéolo já está
preenchido por novo osso e o mesmo é coberto. Quarenta dias após a extração do dente
a atividade osteogénica começa a diminuir e, por volta da 16a semana, o preenchimento
ósseo fica completo com atividade osteogénica relativamente pequena. Após a exodontia
podem-se observar alterações clinicamente visíveis, especialmente de forma horizontal [29].

Dos factos apresentados, torna-se evidente a necessidade de preservar o alvéolo, pre-
venindo as complicações estéticas, a perda de função e a disponibilidade óssea inadequada
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que impossibilita a colocação de um implante.

1.2.2 Relação Osso/Implante

A relação entre a interface do osso e o biomaterial é, sem dúvida, determinante para
o sucesso do implante. Atualmente, a principal preocupação dos médicos dentistas é, de
facto, coordenar a melhor exodontia com a menor reabsorção óssea e, ao mesmo tempo,
permitir a futura reabilitação. Nos casos em que não se consegue estabelecer um contacto
próximo entre o osso e o implante dentário, por ausência óssea, a utilização destes implantes
pode implicar que sejam necessárias técnicas cirúrgicas que permitam a sua estabilidade e
o bom-funcionamento. Alguns destes métodos são a técnica de expansão óssea, a divisão
do rebordo alveolar, o levantamento do seio maxilar, a distração osteogénica, as técnicas de
enxerto e a regeneração óssea guiada. Por sua vez, os biomateriais utilizados nestas técnicas
incluem biomateriais ósseos, como por exemplo, os autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos
e enxertos aloplásticos, bem como menbranas de barreira e fatores de crescimento [29, 30].

Os enxertos de osso autógeno são considerados os gold-standard entre todos os en-
xertos ósseos para regeneração óssea. Este tipo de enxerto é transplantado de um local
para o outro do próprio dador e, como tal, minimiza a rejeição imunológica. O osso autó-
geno pode ser colhido em zonas intra-orais, como as tuberosidades maxilares ou a sínfise
mandibular, ou zonas extra-orais, como a crista do osso calvário. As suas desvantagens
prendem-se com a morbilidade associada ao local dador, a dor pós-cirúrgica, o risco de
parestesia e as limitações na quantidade e qualidade de osso disponível [31, 32, 33].

Para evitar as complicações associadas à morbilidade do local dador são utilizados
enxertos provenientes da espécie humana que não o próprio doente, os aloenxertos. Estes
enxertos incluem enxertos provenientes de cadáveres humanos, desmineralizados e liofili-
zados (osso seco-congelado), que são cuidadosamente submetidos a longos e dispendiosos
processos de descelularização e esterilização, de modo a minimizar, respetivamente, a rejei-
ção e a transmissão de doenças. A principal vantagem da sua utilização é o facto de estarem
disponíveis em grandes quantidades, no entanto, devido aos custos elevados do procedi-
mento e à elavada taxa de reabsorção, os materiais alogénicos são limitados a pequenos e
médios defeitos [31, 32]. Como estes ossos não possuem potencial osteogénico, a formação
óssea requer mais tempo e origina um menor volume ósseo comparativamente ao osso au-
togéno. Adicionalmente, devido aos tratamentos a que são submetidos, a capacidade de
osteoindução e as propriedades mecânicas do enxerto podem ser afetadas [33].

Quando os enxertos ósseos são obtidos de espécies diferentes, nomeadamente a par-
tir de osso bovino, equino e porcino, designam-se por xenoenxertos. Por este motivo estes
enxertos ósseos são uma alternativa mais barata, tendo também de ser sujeitos a um tra-
tamento antigénico e à desativação de proteínas, permanecendo apenas a sua fase mineral
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[32].

Os enxertos aloplásticos, tais como o β-fosfato-tricálcio (β-TCP), as biocerâmicas,
polímeros HA, entre outros, são materiais de implante que estão disponíveis numa grande
variedade de texturas, formas e tamanhos. De acordo com a sua porosidade, podem ser
classificados como densos, macroporosos e microporosos; quanto à sua estrutura podem
ser cristalinos ou amorfos. Estes enxertos podem ser produzidos a baixo custo, mas a
taxa de reabsorção não é a ideal, pelo que o material de enxerto residual pode dificultar a
osteointegração [32, 33].

Por osteointegração entende-se como a conexão estrutural e funcional entre o osso e
a superfície do implante, pelo que é considerado um pré-requisito para o sucesso clínico a
longo prazo [34].

A seleção do tipo de material regenerativo e/ou a membrana utilizada dependerá
da anatomia e morfologia do defeito ósseo alveolar, do resultado esperado baseado em
evidências científicas, das complicações associadas e das propriedades requeridas no caso
clínico, nomeadamente, as propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas que
irão ditar o seu sucesso [30]. Neste sentido, os materiais osteocondutores são os responsáveis
por estimular o recrutamento e a migração de células potencialmente osteogénicas para o
local da formação da matriz e fornecer uma estrutura a partir da qual as células ósseas
possam desenvolver-se. Um exemplo prático destes materiais são os polímeros, o vidro
bioativo e a HA sintética e natural. Já o termo osteoindução refere-se à propriedade
do material induzir a diferenciação de células indiferenciadas em direção a um fenótipo
osteoblástico, aumentando a formação óssea no local. São exemplos destes materiais os
fatores de crescimento e o aloenxerto ósseo. As células com potencial osteogénico, tais
como os osteoblastos e as MSC, são células capazes de formar novo tecido [27].

Com efeito, dos vários enxertos aqui apresentados, o enxerto autógeno é o único que
apresenta em simultâneo propriedades osteogénicas, osteocondutoras e osteodindutoras,
sendo esta a sua principal vantagem [33].

De modo a colmatar as limitações individuais de cada biomaterial, vários investigado-
res recomendam combinar diferentes materiais para melhorar as propriedades do conjunto.
Um exemplo das combinações utilizadas é a junção do osso autógeno com partículas de HA,
permitindo unir as propriedades osteogénicas às propriedades osteocondutoras da HA [33].
Apesar desta conjugação ser bastante promissora, as desvantagens face à utilização dos
enxertos autógenos continuam a coexistir, o que não torna a sua utilização completamente
vantajosa.

Neste contexto, as limitações destas técnicas motivaram o desenvolvimento de novas
estratégias baseadas na Engenharia de Tecidos (ET).
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1.2.2.1 Engenharia de Tecidos

A ET é uma área multidisciplinar que combina os princípios da engenharia e das
ciências vivas para o desenvolvimento de substitutos biológicos que restaurem, mantenham
ou melhorem a função normal de um tecido. Este campo tem vindo a ganhar especial
atenção na Medicina Dentária e na cirurgia maxilofacial, solucionando os problemas da
transferência de tecido autógeno, nomeadamente no que se refere à morbilidade do local
dador, ao risco de parestesia e à necessidade de duas cirurgias com anestesia geral [35, 36].

O principio básico da ET assenta sobre a tríade que envolve a combinação de célu-
las, moléculas sinalizadoras e scaffolds [36]. Os scaffolds, ou andaimes, são definidos como
estruturas tridimensionais porosas que fornecem o suporte físico e o ambiente favorável
à formação de novo tecido e, por isso, devem ser biocompatíveis e mecânica, química e
biologicamente similares à ECM do osso humano [37]. A sua tridimensionalidade pro-
move a adesão, migração, proliferação e diferenciação celular, e a sua biocompatibilidade
é determinante para não desencadear nenhuma resposta imune ou rejeição pelo organismo
[32, 38]. Um dos principais parâmetros que afeta a eficiência destes processos celulares é
o tamanho do poro do scaffold. Por sua vez, os poros devem ser largos para permitir que
um número suficiente de células consiga ingressar no scaffold e interligados para promover
uma fácil difusão dos nutrientes [39]. No entanto, se por um lado a porosidade é desejada,
por outro, diminui a área de superfície dos scaffolds. Os estudos desenvolvidos até hoje
demonstraram que o tamanho mínimo de poro varia de acordo com o material constituinte
do scaffold, contudo é consensual que uma porosidade superior a 100 µm favorece uma
maior formação óssea [38]. A melhor formação óssea, em conjunto com a vascularização,
é relatada para scaffolds com tamanho do poro superior a 300 µm [40]. Porém, o scaffold
ideal está intimamente dependente da aplicação [37].

No caso particular da regeneração óssea, é fundamental que o scaffold apresente
propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas. Deste modo, o scaffold os-
teocondutor proporciona a estrutura física e estimula as células ósseas a crescerem na sua
superfície. No processo de osteoindução, o scaffold osteocondutor é implantado conjun-
tamente com materiais osteoindutores, como os fatores de crescimento, que induzem a
diferenciação celular e auxiliam no processo de cicatrização. No processo de osteogénese,
o scaffold osteocondutor é semeado com células vivas capazes de formar osso [32].

Os materiais utilizados para a produção dos scaffolds devem ainda cumprir um con-
junto de requisitos, entre os quais, ser biocompatíveis, bioativos e biodegradáveis com uma
cinética de degradação controlada. Uma vez que o nosso projeto é uma aplicação óssea, o
scaffold deve possuir uma resistência mecânica adequada para resistir às tensões contínuas
a que o osso está sujeito [32, 37].

Com o objetivo de satisfazer os requisitos e as exigências geométricas necessárias, fo-
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ram desenvolvidas várias técnicas para fabrico de scaffolds como, por exemplo, a formação
de espumas, a lixiviação e a separação de fases. No entanto, por apresentarem algumas
limitações, principalmente no que toca ao processamento de poros interconectados e ao
controlo do tamanho dos poros, foram desenvolvidos métodos mais avançados que permi-
tem um maior controlo da arquitetura interior. Recentemente foram desenvolvidas várias
técnicas de prototipagem rápida (PR) tais como a estereolitografia, a sinterização laser, a
impressão 3D e o processo de extrusão. Todos estes processos de PR, por estarem acopla-
dos a um software especializado, permitem a produção em massa de scaffolds de geometria
complexa e com maior controlo da porosidade [40].

1.2.2.2 Biomateriais

Devido à sua semelhança com a matriz mineral do tecido ósseo, o envolvimento da
HA, [Ca10(PO4)6(OH)2] na regeneração óssea tem sido, cada vez mais, alvo de atenção
por muitos autores (Figura 1.7). Devido às suas únicas propriedades de biocompatibili-
dade, bioatividade e osteocondutividade, têm sido desenvolvidos numerosos scaffolds para
aplicações ósseas à base deste composto [41, 42, 43]. Todavia, apesar de ser um cerâmico
bastante promissor para aplicações ósseas, a principal desvantagem da utilização da HA
é o facto de apresentar baixa resistência mecânica, nomeadamente, a baixa tenacidade à
fratura, que limita a sua processabilidade [37, 42, 43].

Figura 1.7: Estrutura atómica da hidroxiapatite (imagem adaptada de [44]).

Relativamente à sua origem, a HA pode ser facilmente obtida a partir de ossos de
animais (hidroxiapatite xenogénica) ou então ser produzida sinteticamente, por exemplo,
pelos sais percursores de cálcio e fosfato, como o óxido de cálcio e o ácido fosfórico [45].
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Sabendo que a composição química do substrato é umas das características mais
determinantes nos processos celulares e que, conforme mencionado, os fosfatos de cálcio
têm sido os materiais de eleição na substituição óssea, o desenvolvimento da HA(S) partiu
da proposição de que materiais sintéticos do mesmo material seriam biocompatíveis com o
tecido ósseo, beneficiando da facilidade de obtenção e dos custos de produção. No entanto,
a HA presente no osso difere da fórmula anteriormente referida. Trata-se de uma apatite
deficiente em cálcio que contém uma pequena percentagem de iões carbonato (CO−2

3 ) (3-
8%) e incluí outros elementos tais como o Na+ e o Mg2+ que, por desempenharem um
papel crucial nos processos metabólicos do osso, podem influenciar consideravelmente o
seu comportamento biológico [42, 46].

Em relação à composição e às propriedades dos biomateriais de fosfato de cálcio
sintéticos, comparativamente às do osso mineral, foram publicados estudos que demonstram
que a composição, estrutura e o comportamento biológico variam. Assim, enquanto que a
HA(S) apresenta a estequiometria esperada, o osso mineral apresenta uma estrutura mais
complexa e um menor grau de cristalinidade [46].

Para além da HA, o fosfato de tricálcio e os vidros bioativos também têm sido
bastante utilizados como materiais de substituição óssea, no entanto, a preferência pela HA
pode ser atribuída pela semelhança estrutural e funcional à composição mineral presente
nos ossos e dentes [45].

De forma a tirar máxima vantagem das propriedades únicas da HA, vários estudos
têm sido realizados com a poli(caprolactona) (PCL), um polímero aprovado pela FDA (do
inglês, Food and Drug Administration como clinicamente seguro, de forma a melhorar as
propriedades físico-químicas e biológicas do scaffold de, assim, obter benefícios de cada
componente, completando-se mutuamente [37, 47, 48] (Figura 1.8).

Figura 1.8: Estrutura molecular da PCL (imagem adaptada de [45]).

O polímero sintético PCL é um poliéster alifático semicristalino, biocompatível e
biodegradável, que exibe várias propriedades incomuns que os outros poliésteres alifáticos
não possuem. Algumas destas propriedades estão descritas na Tabela 1.2 [49, 48].
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Tabela 1.2: Algumas propriedades da PCL.

Propriedades Referências
Temperatura de transição vítrea -60oC [49]

Temperatura de fusão 57-64oC [49, 50]
Temperatura de decomposição 350oC [49]

A degradação deste poliéster alifático depende do peso molecular, do grau de cris-
talinidade do polímero e das condições de degradação, podendo demorar entre 2 a 4 anos.
Na natureza existem muitos microrganismos, como os fungos e as bactérias, que são capa-
zes de degradar enzimáticamente a PCL por completo, contudo nos humanos o processo
de degradação realiza-se em dois estágios, dada a ausência de enzimas adequadas para o
efeito. Assim, no primeiro ocorre a degradação hidrolítica não enzimática dos grupos éster
e no segundo, quando o polímero é mais cristalino e tem um peso molecular inferior a 3 000
g/mol, realiza-se a degradação intracelular, sendo inteiramente reabsorvida e degradada.
É de referir que este primeiro estágio é similar à degradação hidrolítica in vitro a 40oC.
Isto significa que os mecanismos de degradação da PCL podem ser atribuídos à cilivagem
hidrolítica e aleatória das ligações éster, formando grupos carboxílicos (-COOH) e hidroxilo
(-OH). Consequentemente, a hidrólise das cadeias provoca a diminuição do peso molecular,
permitindo que os monómeros e os oligómeros se difundam e a degradação por mecanis-
mos intracelulares ocorrerá gradualmente. Os produtos resultantes da degradação da PCL
são reabsorvidos por vias metabólicas e não provocam a acidose dos tecidos circundantes
[48, 49, 50, 51].

Não obstante, em comparação com outros polímeros sintéticos, a PCL apresenta boas
propriedades mecânicas, pode ser facilmente processada devido ao seu baixo ponto de fusão
e forma misturas miscíveis com uma ampla gama de outros produtos substitutos, tornando-
se um polímero ideal para aplicações em Engenharia de Tecido Ósseo [48, 49]. Para além
destas vantagens, a degradação da PCL é mais lenta do que a dos restantes polímeros
sintéticos biodegradáveis vulgarmente utilizados, em particular, o poli(ácido lático) (PLA),
o poli(ácido glicólico) (PGA) e os respetivos copolímeros. Com efeito, estas propriedades
(degrabilidade controlada, miscibilidade com outro polímeros e biocompatibilidade) são a
razão pela qual este poliéster tem sido profundamente estudado em scaffolds para ET, em
aplicações de sistema de libertação de fármaco com taxas de libertação pré-determindas,
em microeletrónica,como adesivos e em embalagens [49, 50, 51].

Apesar da PCL ser um polímero muito promissor, apresenta algumas desvantagens
entre as quais se realça a sua hidrofobicidade e a ausência de grupos funcionais. Com efeito,
estas características contribuem para uma fraca adesão e proliferação celular, pelo que a sua
utilização isolada não é propícia a aplicações de regeneração óssea. De forma a colmatar
estas limitações, a combinação da PCL com a HA resulta num material compósito com
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propriedades mecânicas aprimoradas pela força obtida pela fase cerâmica e pela resistência
e plasticidade conferidas pela fase polimérica. A bioactividade e a osteocondutividade
conferidas pela HA, potenciam a adesão e a proliferação celulares [42, 52].

Num estudo realizado por Kim et col. em 2010 foi comparado o potencial osteogénico
de dois tipos de scaffolds: scaffolds de PCL e scaffolds compósitos de PCL-HA. Para tal,
os dois scaffolds foram semeados com osteoblastos neonatais de ratos Sprague-Dawley e,
de seguida, foram cultivados in vitro e implantados subcutaneamente em ratinhos atímicos
BALB/c-nu, com 6 semanas. Os resultados permitiram concluir que a incorporação de
HA nos scaffolds de PCL aumentou a resistência mecânica e o módulo de elasticidade dos
scaffolds, o que, segundo os autores, se deve à ligação física entre a HA e a PCL durante
o processo de solidificação. Neste estudo in vitro foi demonstrado que os scaffolds compó-
sitos de PCL-HA apresentavam um potencial osteogénico superior aos scaffolds de PCL,
devido à presença de marcadores osteogénicos na análise RT-PCR (reação em cadeia de
polimerase de transcrição reversa em tempo real - do inglês Real time-polimerase chain
reaction). As experiências in vivo reforçaram os resultados anteriormente obtidos, pelo
que foi observado que os scaffolds de PCL-HA induziam uma maior deposição de cálcio e
formação óssea, comparativamente aos scaffolds de PCL. Desta forma, a combinação de
cerâmicos e polímeros biodegradáveis é bastante promissora, na medida em que permite
melhores propriedades mecânicas, biodegrabilidade controlável e uma maior osteoconduti-
vidade [43].

1.2.2.3 Técnicas de esterilização

Qualquer biomaterial que seja implantado no organismo deve ser previamente este-
rilizado ou produzido com materiais produzidos em condições estéreis. A esterilização é o
processo que consiste na destruição completa da vida microbiana, incluindo bactérias, es-
poros, vírus e leveduras. No caso particular dos scaffolds, devido à inexistência de técnicas
projetadas para este fim, a escolha das técnicas convencionais de esterilização estabelecidas
para aplicações clínicas, nomeadamente a esterilização por autoclave, por óxido etileno, por
irradiação e por plasma, tornaram-se as alternativas ideais. Na Tabela 1.3 estão suma-
riadas as principais técnicas de esterilização, o nível de inativação atingido (comumente
definido como alto, médio e baixo) e o espetro antimicrobiano para cada uma delas [53].

Tabela 1.3: Principais técnicas de esteriização (adaptado de [53]).

Categoria Técnica Nível de inativação Microbactérias Bactérias vegetativas Vírus envolvidos Vírus não envolvidos Esporos de bactérias Priões Fungos
Calor Autoclave Alto X X X X X X X

Irradiação Gama Alto X X X X X - X
Irradiação Eletrões Alto X X X X X - X
Irradiação UV Médio - X X - - - -
Plasma Plasma Alto X X X X X X X
Química Óxido de etileno Alto X X X X X X X
Química Etanol Médio X X X - - - X
Química Ácido peracético Alto - X X X X X X
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Neste trabalho foram utilizados os métodos de esterilização por plasma, óxido etileno
e radiação gama (γ), por serem os mais utilizados na clínica quando a esterilização por
autoclave não é exequível. Apesar da esterilização por autoclave ser uma técnica rápida,
simples e que não liberta produtos tóxicos, nem sempre pode ser aplicada. Isto verifica-se
nas situações em que a temperatura de transição vítrea do material é inferior à temperatura
de processamento utilizada por esta técnica, o que resulta na degradação do material [53].
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Capítulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Produção dos scaffolds

Os biomateriais utilizados para a produção dos scaffolds foram a hidroxiapatite (HA)
de origem natural [HA(N)] e sintética [HA(S)], e a poli(caprolactona) (PCL). A utilização
de HA de diferentes origens de teve como objetivo verificar se realmente existem diferenças
no comportamento celular e se estas são ou não favoráveis para o sucesso do biomaterial.

Desta forma, foram utilizados três tipos distintos de scaffolds: scaffolds compostos
por PCL, scaffolds compósitos de PCL-HA natural [PCL-HA(N)] e scaffolds compósitos
de PCL-HA sintética [PCL-HA(S)]. Estes scaffolds foram produzidos no âmbito de um
estudo que precede este projeto, mas por terem sido devidamente guardados e conservados,
puderam ser utilizados para continuar os estudos anteriores e contribuir com mais alguns
dados para desenvolvimentos futuros.

De acordo com o referido anteriormente, para a produção dos scaffolds foi utilizada
HA de duas origens distintas: natural e sintética. A HA(S) foi adquirida à Altakitin
Company (Aveiro, Portugal), com um tamanho médio das partículas de 5 µm e a HA(N)
foi obtida pela calcinação de ossos bovinos a 600oC, segundo o procedimento descrito por
Figueiredo et col. em 2010 [54]. Foi utilizada PCL Cap ( Mn= 50 000 g/mol), fornecida
pela empresa Perstorp Caprolactones Limited (Cheshire, UK).
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Para a preparação dos compósitos foi escolhida para matriz a PCL, com um reforço
de partículas de HA 10 ou 25% (p/p), uniformemente distribuídas no seu interior, sintética
ou natural [55]. O protocolo de preparação dos compósitos foi descrito por Coimbra et col.
em 2017 [42].

Os scaffolds foram produzidos utilizando o equipamento Bioextruder, desenvolvido
pelo Instituto Politécnico de Leiria. Este equipamento funciona com o software comercial
Matlab, o que permitiu controlar diversos parâmetros relativos à geometria do scaffold, no-
meadamente a distância entre os filamentos (FD – do inglês filament distance), a espessura
da camada (ST – do inglês Slice Thickness), o tamanho do poro (PS – do inglês Pore Size)
e o ângulo formado entre os filamentos que formam uma camada (Figura 2.1). Neste
estudo, a FW e o ângulo formado entre os filamentos da camada variaram, respetivamente,
entre 300 µm ou 600 µm e 0o/45o ou 0o/90o, o ST e o PS mantiveram-se fixos durante toda
a produção, sendo, respetivamente 280 µm e 350 µm. No final obtiveram-se quadrados de
3×3 cm e 1 mm de espessura de cada formulação.

Figura 2.1: Esquema representativo de um scaffold com tamanho de poro de 350
µm e espaçamento entre os filamentos de 600 µm (imagem adaptada de [56]).

Na Tabela 2.1 estão sumariados os parâmetros de geometria e composição que
sofreram variações na preparação dos scaffolds. Estes parâmetros foram todos otimizados
em estudos anteriores, a partir dos quais foi demonstrado que a quantidade de HA presente
nas amostras era semelhante ao valor teórico e que nem as condições de processamento nem
a adição de HA alteravam significativamente o grau de cristalinidade e a temperatura de
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fusão da PCL. O procedimento experimental utilizado para a preparação e caracterização
dos diferentes scaffolds foi descrito, detalhadamente, por Coimbra et col. em 2017 [42].

Tabela 2.1: Combinações possíveis das propriedades dos scaffolds e respetivas
designações.

Matriz HA(N/S) Quantidade de HA Espaçamento entre filamentos Geometria Designação

PCL

— —
300

45 PCL-300-45
90 PCL-300-90

600
45 PCL-600-45
90 PCL-600-90

N

10
300

45 PCL-HA(N)10-300-45
90 PCL-HA(N)25-300-45

600
45 PCL-HA(N)10-600-45
90 PCL-HA(N)10-600-90

25
300

45 PCL-HA(N)25-300-45
90 PCL-HA(N)25-300-90

600
45 PCL-HA(N)25-600-45
90 PCL-HA(N)25-600-45

S

10
300

45 PCL-HA(S)10-300-45
90 PCL-HA(S)10-300-90

600
45 PCL-HA(S)10-600-45
90 PCL-HA(S)10-600-90

25
300

45 PCL-HA(S)25-300-45
90 PCL-HA(S)25-300-90

600
45 PCL-HA(S)25-600-45
90 PCL-HA(S)25-600-45

Posteriormente, os scaffolds impressos tridimensionalmente, com as dimensões de
30×30×1 mm, foram cortados na forma de discos com 1 cm de diâmetro e em pequenos
retângulos, de forma a puderem ser usados nos estudos in vitro, in vivo e nos ensaios de
microbiologia.

2.2 Técnicas de Esterilização

No sentido de tentar impedir o desenvolvimento de contaminações microbianas/fúngicas
nos estudos que nos propusemos realizar, depois de produzidos, os scaffolds foram esterili-
zados. De entre as técnicas de esterilização disponíveis, as escolhidas foram a esterilização
por óxido etileno, a esterilização por plasma e a esterilização por radiação gama.
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2.2.1 Esterilização por óxido etileno

A técnica de esterilização por óxido etileno é a técnica mais utilizada para esterilizar
materiais e dispositivos médicos que não podem suportar a esterilização convencional por
autoclave. A técnica combina a baixa temperatura com um vasto espectro de atividade
antimicrobiana, o que permite inativar qualquer microrganismo (representados na Tabela
1.3) [53, 57]. O princípio de atuação é a alquilação irreversível das moléculas celulares que
possam conter grupos amina, carboxilo, tiol, hidroxilo e amida, o que resulta na supressão
permanente do metabolismo e da divisão celular [53]. O óxido etileno é um gás inflamável e
explosivo que produz resíduos tóxicos. As suas principais vantagens é que decorre a baixas
temperaturas, é altamente penetrante e compatível com uma ampla gama de materiais e
o custo não é elevado [57].

O equipamento utilizado para este procedimento foi uma câmara 130LF Matachana,
que pertence ao Centro Hospitalar Universitário de Coimbra (CHUC). A câmara opera
a uma temperatura entre os 37o- 55o, durante 3 h 45 min. Depois da esterilização, os
scaffolds foram arejados com fluxo de ar quente à pressão atmosférica durante 8 h 15 min
para remover o gás residual.

2.2.2 Esterilização por radiação gama (γ)

Através da radiação ionizante, em particular a radiação γ , é possível obter uma
esterilização particularmente favorável por ser um método simples, rápido e barato, que não
forma resíduos e pode ser facilmente monitorizado por dosimetria [53, 57]. O seu mecanismo
está diretamente relacionado com as características intrínsecas da própria radiação que,
dada a sua natureza, penetra no material e, como possuí energia suficiente para ionizar
os átomos e as moléculas dos materiais com os quais interatua, destrói os patogénios pela
quebra das cadeias de ácido desoxirribonucleico (ADN). Da interação, entre os raios que
passam e os eletrões orbitais dos átomos do meio atravessado, gera-se uma colisão com
transferência de energia cinética (Ec). A Ec transferida provoca a ejeção dos eletrões
do material que está a ser esterilizado, o que inativa os microrganismos apresentados na
Tabela 1.3 [53, 58].

O equipamento utilizado foi uma câmara de irradiação PRECISA22, do Laboratório
de Ensaios Tecnológicos em Áreas Limpas (LETAL) do Centro de Ciências e Tecnologias
Nucleares do Instituto Superior Técnico da Universidade de Lisboa (ITN). Os scaffolds
foram irradiados com radiação obtida a partir de uma fonte de cobalto-60 em rotação
(IRIS, CTN/IST). O débito de dose1 foi de 1,51 kGy/h e a dose acumulada foi de 25 kGy.

1O débito de dose é definido como a quantidade de radiação à qual os scaffolds estiveram
expostos por unidade de tempo.
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Para o controlo da irradiação utilizaram-se 3 dosímetros Amber 3042 lote X (Harwell) cuja
leitura da absorvância foi feita através do espectrofotómetro (Shimadzu, UV-1800, Japão).

Procedimento

• As amostras foram enviadas ao ITN previamente numeradas de 1 a 20 de acordo
com a ordem de produção com a bioextrusora;

• de modo aleatório, mas com um certo cuidado para selecionar amostras com compo-
sições e geometrias diferentes, escolheram-se as amostras de scaffolds PCL-HA(N)25-
300-45, identificada como o número 16, e PCL-600-90, identificada como o número
17, para controlos de esterilidade;

• estas amostras foram contaminadas artificialmente com 106 unidades formadoras de
colónias (UFC) de Bacillus subtilis ATCC 6633;

• A irradiação decorreu em datas distintas para cada um dos lotes de 10 amostras.

2.2.3 Esterilização por plasma

A esterilização por plasma é uma técnica que permite esterilizar materiais termo-
sensíveis. O plasma é habitualmente definido como um gás ionizado que, devido às suas
propriedades únicas, é considerado o quarto estado físico da matéria [59]. O tratamento
por plasma a baixa temperatura é um método altamente eficiente e seguro, que remove
quaisquer contaminações sem criar nenhum subproduto tóxico. Este tipo de plasma é
gerado sob condições de vácuo. Para tal, o vácuo é criado na câmara através de uma bomba
de vácuo e, de seguida, procede-se à injeção do gás na referida câmara. São vários os tipos
de gases que podem ser utilizados como fonte de plasma, como por exemplo O2, Ar, Ne, Xe,
N2 [53, 60]. No entanto, o plasma de O2 mostra-se bastante eficaz, uma vez que produz uma
grande quantidade de radicais que contribuem para o efeito da esterilização [60]. Acresce
que o radical OH− é considerado o radical mais eficaz na inativação microbiana. Já o N2

e os gases raros como o Ar, o Xe, o Ne e o He são mais difíceis de ionizar [60]. O plasma
forma-se quando o gás é sujeito a descargas pulsadas de corrente direta, por radiofrequência
ou microondas, que gera espécies quimicamente reativas devido à excitação, dissociação e
ionização dos eletrões. O gás é ionizado e o material fica sujeito ao tratamento por plasma,
removendo os agentes contaminantes apresentados na Tabela 1.3 [53].

O equipamento utilizado foi o Diener Electronic - Plasma Surface Technology (Femto,
Alemanha) (Figura 2.2), disponível no Departamento de Engenharia Química da Univer-
sidade de Coimbra (DEQ). O tempo de exposição ao plasma foi de 1 minuto e o gás
escolhido foi o O2, a uma pressão de 0,6 mbar. Todos os materiais utilizados na manipu-
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lação dos scaffolds foram esterilizados previamente e todos os parâmetros influenciadores
da esterilização foram otimizados em estudos anteriores pelo grupo de trabalho [61, 62].

Figura 2.2: Equipamento para modificação de superfícies por plasma do DEQ.

Na Figura 2.3 é possível observar o procedimento realizado. Foram esterilizados os
discos e os pequenos retângulos de scaffolds, em ambas as faces, para serem, respetivamente,
usados nos estudos in vitro e in vivo e ensaios de microbiologia.

Figura 2.3: Preparação da esterilização dos pequenos retângulos de scaffolds (a,
b) e esterilização dos mesmos (c,d).

Depois de esterilizados, quer os discos quer os retângulos, foram guardados em tubos
de Falcon estéreis de 15 ml (Sarstedt, 15 ml tube 12017 mm 62.554.502, Alemanha) pre-
viamente identificados, em ambiente desinfetado com álcool a 75o, e selados com parafilm
(American National Can Parafilm “M” 60631, EUA).
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2.3 Ensaios Microbiológicos

Para que os scaffolds pudessem ser utilizados in vitro e in vivo, sem o risco de
aparecerem contaminações devidas ao material, foram realizados testes microbiológicos por
amostragem às três esterilizações anteriormente referidas, para avaliar qualitativamente a
sua eficácia.

2.3.1 Ensaio microbiológico para o método de esterilização

por óxido etileno

O ensaio microbiológico realizado para comprovar a esterilização pelo método do
óxido de etileno consistiu em cultivar os scaffolds esterilizados por este óxido em placas
de meio de cultura sólido Tryptic Soy Agar (Oxoid, TSA Col+SB Plus 2159532, RU).
Estas placas compram-se já preparadas, pelo que só foi necessário retirar cuidadosamente
os scaffolds dos respetivos falcons e colocá-los nas placas devidamente identificadas. O
procedimento realizou-se dentro de uma câmara de fluxo laminar, com luvas aspergidas com
álcool a 75o e as manipulações efetuaram-se com a ajuda de agulhas estéreis (uma para cada
tipo de scaffold). Os scaffolds foram colocados espaçadamente sobre o meio TSA nas caixas
de Petri e foram mantidos a incubar numa estufa dedicada (Thermo Electron Corporation,
Hera Cell 150, Alemanha) a 37oC durante 18 dias. Sempre que foi possível foram colocadas
três amostras retangulares de scaffolds em cada placa, de maneira a garantir o número de
amostras suficientes para reduzir os eventuais erros aleatórios.

Para eliminar a ocorrência de falsos-positivos e validar que o crescimento microbiano
ocorreria se estivessem presentes microrganismos nas amostras, foi incluído um controlo
positivo para o grupo testado. Para tal, escolheu-se um dos vários scaffolds não esterilizados
e repetiu-se o procedimento anteriormente descrito (Figura 2.4).

O ensaio foi realizado no Serviço de Patologia Clínica do CHUC, sob a supervisão
da Patologista Clínica Dra Catarina Chaves.
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Figura 2.4: Procedimento realizado para o teste microbiológico para o método de
esterilização por óxido etileno. Numa câmara de fluxo laminar, com uma agulha
estéril (a), os pequenos retângulos foram cortados espaçadamente sobre as placas de
meio de cultura sólido (b, c). Depois de colocadas todas as amostras do scaffolds
em questão, a placa foi fechada (d) e o procedimento repetiu-se para as restantes
amostras, quer fossem pequenos retângulos ou discos (f). Por fim, as placas foram
encaixadas num suporte apropriado e foram colocadas a incubar durante 18 dias
(g).
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2.3.2 Ensaio microbiológico para o método de esterilização

por radiação γ

O teste microbiológico realizado para confirmação da técnica de esterilização por
radiação γ permite, não só, observar se o scaffold apresenta atividade microbiana após a
irradiação, bem como se é bactericida ou bacteriostático. Após a irradiação, foram adi-
cionados a cada uma das amostras 10 ml de meio de cultura líquido Tryptic Soy Broth
(TSB MHA000T2B, Merck Millipore, Alemanha). Seguidamente, os falcons foram incu-
bados durante 21 dias, a 30o±2oC, numa estufa dedicada (Thermo Electron Corporation,
Hera Cell 150, Alemanha), para assim se observar a presença ou a ausência de crescimento
microbiano. Passado o referido tempo de incubação, uma alíquota da cultura de cada
amostra, colhida com uma ansa esterilizada num bico de bunsen, foi transferida para a
superfície das placas de meio de cultura sólido TSA (Oxoid, TSA Col+SB Plus 2159532,
RU) e foi espalhada sobre a superfície do meio num movimento rápido e suave, designado
por método das estrias. Este método permite que as células fiquem isoladas umas das
outras de maneira que, depois da incubação e no caso da presença de microrganismos, se
desenvolvam colónias isoladas [63]. As placas do meio de cultura foram colocadas a incu-
bar a uma temperatura constante de 30oC durante 24 horas. Com o objetivo de avaliar a
eficiência da esterilização, foram preparados os seguintes controlos:

- Positivo: falcon com 10 ml de TBS contaminado artificialmente com 106 UFC/ml
de Bacillus subtilis ATCC 6633 (por cada data de esterilização);

- Negativo: falcon com 10 ml de TBS (por cada data de esterilização).
- Bacteriostático: uma amostra do scaffold 17, irradiada a 25 kGy, foi contaminada

com 106 UFC/amostra de Bacillus subtilis ATCC 6633, à qual foram adicionados 10 ml
de TBS;

- Bactericida: amostra do scaffold 16 à qual foram adicionados 10 ml de TBS;
- Ambiental: 3 placas do meio de cultura sólido TSA mantidas abertas durante

todo o procedimento.

Este estudo foi realizado, em condições assépticas, numa sala limpa com a classifica-
ção ISO 5, no LETAL do Centro de Ciências e Tecnologias Nucleares do Instituto Superior
Técnico da Universidade de Lisboa, sob a supervisão da Dra Sandra Cabo Verde.

2.3.3 Ensaio microbiológico para o método de esterilização

por plasma

À semelhança do descrito para os ensaios anteriores, o ensaio microbiológico da es-
terilização pelo método do plasma permite avaliar a esterilização dos scaffolds sujeitos ao
tratamento por plasma. Este ensaio foi realizado em conjunto com o teste microbiológico
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realizado para a técnica de esterilização pelo método do óxido de etileno, pelo que o proce-
dimento é similar. De forma a inferir sobre a validade dos ensaios foram incluídos quatro
grupos de controlo:

- Positivo: um item da amostra do scaffold PCL-HA(S)10-600-45, número 10, não
esterilizado, colocada sobre a placa de meio de cultura sólido;

- Ambiental (câmara de cultura): um item da amostra do scaffold PCL-HA(S)10-
300-90 esterilizado por plasma e identificado com o número 11, colocada primeiro em con-
tacto com a base da câmara de fluxo laminar e depois sobre o meio de cultura.

- 2 Controlos ambientais (laboratório): três itens das amostras scaffolds PCL-
HA(S)25-300-45 e PCL-HA(S)10-600-45, números 16 e 7, respetivamente, colocadas pri-
meiro em contacto com a bancada de manipulação perto da câmara de plasma e depois
sobre o meio de cultura.

2.4 Estudos in vitro

O comportamento biológico dos diferentes scaffolds foi avaliado, numa primeira fase,
pela realização de testes in vitro, utilizando fibroblastos humanos isolados a partir de
polpa dentária, em colaboração com o Departamento de Medicina Dentária da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC), e os macrófagos peritoneais de rato
recolhidos pelo grupo de investigação no Instituto de Biofísica da Universidade de Coimbra
(IBILI).

Na tentativa de simular as características mais aproximadas à situação real num
humano, os fibroblastos foram escolhidos por serem as células predominantes do tecido
conjuntivo, permitindo sintetizar, segregar, modificar e degradar os componentes da matriz
extracelular (ECM- do inglês extracelular matrix ), que formará o novo tecido [8]. Faria
igualmente sentido, por exemplo, utilizar-se fibroblastos da gengiva ou da mucosa do palato,
pois continuam a ser fibroblastos da cavidade oral. No entanto, uma vez que a colheita
destas amostras é um método invasivo, que requer anestesia local e o consentimento do
doente, utilizaram-se fibroblastos da polpa devido à facilidade de obtenção das células
através dos frequentes procedimentos ortodônticos e para o qual já existe um protocolo
de consentimento informado. A colheita de tecidos (gengiva ou mucosa do palato) não é
efetuado propositadamente, mas sim em situações muito específicas de Periodontologia ou
Cirurgia Oral, não tão vulgares emMedicina Dentária. A cavidade oral possui normalmente
espécies microbianas e estes doentes têm habitualmente descompensação da flora oral. A
colheita de dentes segue um protocolo de desinfecção muito criterioso, que diminui a carga
microbiana das amostras.

Já a escolha de macrófagos peritoneais de rato baseou-se no facto do programa de
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expressão genética e proteica ser muito semelhante ao dos macrófagos humanos [64]. Com
efeito, a presença de uma grande quantidade de células torna a cavidade peritoneal o local
de eleição para a colheita de macrófagos [65].

Um ponto importante e comum a todos os procedimentos de cultura foi o facto de
que sempre que se colocou material na câmara de fluxo laminar e na estufa de cultura,
o mesmo foi aspergido com álcool a 75o para garantir uma boa desinfeção. Antes do
trabalho laboratorial ser iniciado, a câmara foi devidamente limpa na véspera, a lâmpada
de U.V. foi ligada por cerca de 8 h (durante a noite) e 30 - 60 min imediatamente antes do
procedimento, para se obter um ambiente estéril. O fluxo manteve-se ligado durante todo
o procedimento.

2.4.1 Metodologia da colheita e cultivo das células

1. Fibroblastos

Os fibroblastos foram inicialmente cultivados em frascos estéreis de 25 cm2

para células aderentes (Corning Inc CorningFlask, 430639, EUA) e expandidos em
cultura em monocamada a 37oC, numa atmosfera humidificada com 95% de ar e
5% CO2 (Thermo Electron Corporation, Hera Cell 150, EUA). O meio de cultura
utilizado foi o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco 1x, 11966-025,
RU) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS – do inglês Fetal Bovine
Serum) (Sigma-Aldrich, F7524, EUA), 1% de L-glutamina (Biowest, L-Glutamine
100x, 200 Mm X0550-100, RU) e 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina (Lonza,
Pen/Strep Amphotericin B, 100x, 17-745E, EUA), também denominado por DMEM
completo. A incubação decorreu aproximadamente durante 48 h. No fim deste pe-
ríodo as células foram observadas ao microscópio ótico de contraste de fase (MOCF)
(Nikon, Eclipse TS100, Japão) e, se tivessem atingido cerca de 70% de confluência,
eram tripsinizadas e transferidas para novos frascos de 25 cm2 ou de 75 cm2 (Corning
Inc CorningFlask, 430639, EUA) (Corning Inc Costar, 430641U, EUA) conforme o
número de células. Se esta situação não se verificasse, o meio era mudado para for-
necer mais nutrientes às células e para retirar os produtos do metabolismo próprios
do crescimento celular, que se vão acumulando e fazem mudar de cor o indicador de
pH presente no meio de cultura.2

2Um dos componentes do meio de cultura é o vermelho de fenol, um indicador de pH. O
metabolismo normal das células, devido à sua proliferação, gera compostos que acidificam o meio,
tornando-o de alaranjado a amarelo, de acordo com a menor ou maior acidez, o que dá uma
indicação visual rápida da boa progressão da cultura.
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2. Macrófagos

Para os testes in vitro com macrófagos foi necessário, numa primeira fase,
proceder à ocisão do animal por inalação de isoflurano. O isofluorano (Cristália
Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Isoflurine, Portugal) é um líquido à tem-
peratura ambiente e, através do equipamento utilizado (E-Z Anesthesia, EZ 1315,
Alemanha), transforma-se num gás que é inalado pelo animal e provoca, primeiro,
uma anestesia indolor e, depois, overdose que leva à depressão do centro respiratório.

Após overdose anestésica, o animal foi aspergido com álcool a 75o e colocado
dentro de uma câmara de fluxo laminar (Holten Lamin Air, HB2448, Dinamarca,
certificada pela Certilab, Portugal), sobre um suporte protegido com material absor-
vente, em decúbito dorsal. O protocolo de colheita foi otimizado pelo grupo [66, 67].
De seguida, foram injetados cerca de 20 ml de tampão fosfato salino (PBS – do in-
glês phosphate buffered saline) numa prega da cavidade peritoneal, utilizando uma
seringa de 20 ml (TSE, BD DiscarditII, 20 ml 0905, Espanha), acoplada a uma agu-
lha 25 G (T.Terumo Neolus, 25 G5/8” 0,516mm NN-2516R, Bélgica). Nesta etapa do
procedimento, foi crucial que o bisel da seringa estivesse virado para cima, para não
atingir nenhum órgão desta cavidade, nomeadamente o intestino. O PBS utilizado
foi preparado no laboratório, segundo o procedimento descrito no (Apêndice .1).

Depois da injeção de PBS, realizou-se uma massagem abdominal durante
1 a 2 min, de modo a que as células fossem atraídas mecânica e quimiotatica-
mente para o exterior dos vasos sanguíneos e tecidos. Com uma seringa de 1 ml
(T.TerumoSyringe,U-100 insulina 1 ml SS+01H1, Bélgica), acoplada a uma agulha
de 19 G (T.Terumos Neolus, 19 G1” 1.125mm NN-1925R,Bélgica), fez-se a colheita
da suspensão celular composta por PBS e células sanguíneas da linhagem fagocítica,
nomeadamente macrófagos, com alguns eritrócitos e plaquetas. A suspensão celular
foi colocada em falcons estéreis de 15 ml (Sarstedt, 12017mm 62.554.502, Alemanha),
os quais foram centrifugados a 1 100 rpm (rotações por min), durrante 10 min a 4oC
(Heraeus, Multifuge 1L-R, Alemanha, certificada pela Certilab, Portugal). Após a
centrifugação, aspergiram-se os tubos com álcool a 75o e, dentro de outra câmara
de fluxo laminar (Holten Lamin Air, HB2448, Dinamarca, certificada pela Certilab,
Portugal), numa sala de cultura, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressus-
pendido em 1 ml de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma, R0883, RU), suplementado
com 10% de FBS (Sigma, F7524, EUA), 1% de L-glutamina (Sigma, G7513, Ale-
manha) e 1% de solução antibiótica com Pen/Strep (Sigma, A5955, Alemanha). O
meio suplementado designa-se por RPMI-1640 completo.

A suspensão celular foi homogeneizada com uma micropipeta e foram recolhi-
dos 10 µl para um eppendorf estéril de 1,5 ml (Deltalab S.L, Microtubo 20 ml Tapon
Plano 4092.7N, Espanha). Fora da câmara de fluxo laminar, adicionaram-se 10 µl de
uma solução a 0,4 % de azul tripano (Sigma-Aldrich, T0776,EUA) (solução a 0,4 %),
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preparado no laboratório , à suspensão do eppendorf. Uma alíquota desta suspensão
celular, corada com azul tripano, foi colocada numa câmara de Neubauer (Neubauer-
improved,0640030, Alemanha) para ser observada ao MOCF (Nikon, Eclipse TS100,
Japão) com ampliação de 100× (Figura 2.5).

Figura 2.5: Imagens representativas do processo de adição do azul tripano à câmara
de Neubauer. Adicionam-se 10µl do corante à suspensão celular (a) e coloca-se uma
alíquota da suspensão corada na câmara (b) para ser observada ao MOCF (c).

O azul tripano é um corante vital diazo que permite corar seletivamente as
células. Apesar do seu mecanismo de coloração se basear no princípio de que as
células viáveis possuem membranas intactas, muito seletivas quanto aos compostos
que as atravessam e, portanto, não absorvem o azul tripano quando íntegras, os
macrófagos, como são células fagocíticas, englobam o azul tripano. Assim, neste
caso particular, os macrófagos corados são os macrófagos vivos [68]. Esta etapa
do procedimento foi realizada para avaliar a quantidade relativa de eritrócitos e
plaquetas presentes, verificando a ausência de contaminação microbiana.

De forma a poderem separar-se os macrófagos das restantes células sanguíneas,
a suspensão celular foi semeada em caixas de cultura estéreis de 6 poços para células
aderentes (Corning Inc Costar R©, 6 well cell Flat Bottom 3516, EUA), que foram
continuadas a incubar, de um dia para o outro, a 37oC numa atmosfera humedecida
e enriquecida em 5% de CO2. Como as células sanguíneas não são aderentes, ao
contrário dos macrófagos, o meio foi aspirado dos poços, com a micropipeta mais
adequada, e foram lavados com PBS estéril ajustado a pH 7,4.

Para permitir o descolamento dos macrófagos do fundo do poço, foi realizado
um método mecânico. Para tal, adicionou-se 1 ml de RPMI completo a cada poço e,
com um raspador estéril (Sarstedt, Cell Scraper 25 cm 83.1830, EUA), realizaram-
se movimentos circulares suaves para descolar as células. A suspensão celular foi
recolhida com uma pipeta de 1 000 µl (Gilson, Pipetman Neo F144566, França),
com pontas estéreis (Sarstedt, Popette tip 1000 l 70.762, Alemanha), para um falcon
estéril de 15 ml que foi, posteriormente, centrifugado nas condições anteriormente
referidas. Após a centrifugação, de novo na câmara, retirou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet com 1 ml de meio de cultura RPMI completo. O teste de
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viabilidade celular pelo método de exclusão do azul tripano foi novamente realizado
segundo o procedimento já referido, o que permitiu determinar o número de células
viáveis presentes na suspensão celular.

2.4.2 Estudos de adesão e citotoxicidade celular

Com o objetivo de observar o comportamento biológico dos diferentes scaffolds, foram
realizados estudos de adesão celular usando os scaffolds como suporte para a cultura de
fibroblastos, macrófagos e sua co-cultura, e estudos de citotoxicidade para avaliação da
proliferação celular.

1. Monocultura com Fibroblastos

A realização dos ensaios de monocultura com fibroblastos implicou a prepa-
ração prévia de 1,3×104 células/ml por poço [42]. Para tal o meio foi aspirado do
frasco de cultura com recurso a um pipetador automático (Gilson, pipetting Aid
08033, França), acoplado a pipetas de vidro estéreis (VWR, Pasteur Pipettes 612-
107, EUA). De seguida, transferiram-se para o frasco 6 a 7 ml de uma solução de
tripsina a 0,25% (Sigma-Aldrich, Trypsin-EDTA solution T4049-500 ml, EUA), ali-
quotada no laboratório. A cultura celular de fibroblastos foi mantida a incubar numa
atmosfera de 5% CO2/95% ar humedecido, a 37oC, durante 5-10 min, para assim
ocorrer o descolamento celular que foi controlado ao MOCF. Para inativar a tripsina,
dentro de uma câmara de fluxo, foram adicionados à suspensão celular 1 a 2 ml de
meio DMEM completo, dependendo do volume celular. A suspensão celular foi então
recolhida para falcons estéreis de 15 ml e centrifugada a 1 100 rpm durante 5 min a
4oC, na centrifuga anteriormente referida.

Seguindo o protocolo referido na página 33, preparam-se as amostras para
determinar a viabilidade celular. Como o método do azul tripano se baseia no
princípio de que as células viáveis possuem membranas intactas que excluem qualquer
corante, as células vivas observadas ao microscópio são as células que não estão
coradas a azul. As células mortas são permeáveis ao corante, pelo que surgem coradas
a azul [69].

Assim, efetuou-se a contagem das células vivas nos quatro quadrantes da câ-
mara de Neubauer e calculou-se a média do número de células vivas. Uma vez que o
volume de cada quadrante é de 0,1 mm3, o número total de células foi multiplicado
por 104. Sempre que a concentração celular foi elevada, diluiu-se a suspensão de
modo a tornar a contagem mais fácil, anotando o fator de diluição a ter em conta,
obrigatoriamente, nos cálculos posteriores.

Após a preparação da suspensão celular, os scaffolds que se pretendiam estu-
dar foram distribuídos em caixas estéreis de 48 poços de fundo plano para células
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aderentes (Corning Inc Costar R©, 3548, EUA) Este procedimento foi realizado com a
ajuda de uma agulha estéril 25 G (T.Terumo Neolus, 25 G5/8” 0,516mm NN-2516R,
Bélgica) e requer especial cuidado, uma vez que o fluxo da câmara e as diferentes ge-
ometrias e composições dos scaffolds afetam a metodologia. Colocados os scaffolds,
volta-se a homogeneizar a suspensão celular e semeiam-se, sobre cada scaffold, apro-
ximadamente 1,3×104 fibroblastos por ml. No final, adiciona-se DMEM completo
até perfazer o volume de 300 µl por poço (Figura 2.6).

Figura 2.6: Procedimento realizado para os ensaios de monocultura com fibroblas-
tos. Com uma agulha estéril (a), os scaffolds são colocados no interior dos poços
pretendidos (b). De seguida, a suspensão celular é semeada sobre os scaffolds co-
locados nos poços destinados para controlos (c,d). Por fim, adiciona-se meio, de
maneira a perfazer os 300 µl (e) por poço. A caixa, identificada e isolada com fita
cola, está pronta a incubar (f).

As caixas foram posteriormente isoladas com fita cola e mantidas a incubar a
37oC, numa atmosfera humidificada com 5% CO2 durante 3 ou 7 dias, dependendo da
experiência [61, 62]. Em todas as experiências foram realizados triplicados para cada
amostra de scaffod. Para garantir que o scaffold não exercia nenhum efeito sobre as
células, os controlos realizados consistiram na adição do volume de suspensão celular
pretendido e da posterior adição de meio até perfazer os 300 µl. O número médio de
controlos realizados nas experiências foi de 6 poços por cada caixa utilizada.
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2. Monocultura com Macrófagos

Para a realização deste estudo distribuíram-se suspensões celulares com 5×104

células/ ml em meio de cultura nas placas acima referidas, com um volume final
de 300 µl. O procedimento foi muito semelhante ao anteriormente descrito, com a
diferença de que com os macrófagos não se usa DMEM completo, mas sim RPMI
completo como meio de cultura.

A cultura celular foi mantida numa atmosfera húmida com 95% de ar e 5% de
CO2, a 37oC, durante 3 ou 5 dias [61, 62].

3. Co-cultura com Fibroblastos e Macrófagos

Para a realização deste estudo foi necessária a preparação prévia de um volume
de células tal que permitisse distribuir 5×104 macrófagos e 1,3×104 fibroblastos, por
poço, em simultâneo em vários poços.

Como no organismo os macrófagos são as primeiras células de defesa a chegar
ao local de entrada de um agente agressor, in vitro optou-se por recriar a mesma
situação [70]. Assim, após a colocação dos scaffolds aos respetivos poços, primeiro
foram adicionados os macrófagos e só depois os fibroblastos [61, 62]. Neste caso
da co-cultura, dadas as características dos fibroblastos, que produzem fatores de
crescimento que são aproveitados pelos macrófagos, foi usado DMEM completo. No
final, adiciona-se meio até o volume perfazer os 300 µl por poço e a caixa é mantida
a incubar a 37oC, numa atmosfera humidificada e com 5% CO2 durante 3 ou 5 dias
[61, 62].

2.4.3 Avaliação da viabilidade celular

Para avaliar os efeitos dos diferentes scaffolds na proliferação dos fibroblastos, dos
macrófagos e da coc-ultura, foi realizado o teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazólio (MTT) com o intuito de perceber se as diferentes formulações induziriam
comportamentos distintos nas células.

O MTT é um teste colorimétrico quantitativo que se baseia na capacidade das mi-
tocôndrias ativas, presentes nas células viáveis, converterem o MTT (composto de cor
amarela) em cristais de formazan de cor azul/roxa escura, com um máximo de absorvância
aos 570 nm (Figura 2.7). Quando as células morrem, perdem a capacidade de converter o
MTT em cristais de formazan. Assim, quanto menor for a viabilidade celular, menor será
a redução do MTT e menor será o sinal gerado no espectrofotómetro. Por sua vez, este
sinal depende de alguns parâmetros, nomeadamente, da concentração de MTT, do período
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de incubação, do número de células viáveis e da sua atividade metabólica, podendo haver
alguma margem de erro devido a mitocôndrias ativas extracelulares [71].

Figura 2.7: Redução do MTT a formazan pelas células metabolicamente ativas
(imagem adaptada de [71]).

Passado o respetivo tempo de incubação, com uma micropipeta de 1 000 µl (Gilson,
Pipetman Neo F144566, França) e pontas estéreis (Sarstedt, Pipette tip 1000 mul 70.762,
Alemanha), aspirou-se o volume total do meio de cultura presente nos poços. Devido às
diferentes formulações dos scaffolds, a ponta da micropipeta foi mudada a cada conjunto
dos triplicados. De seguida adicionaram-se 270 µl de DMEM completo a todos os poços
e, posteriormente, 30 µl de MTT, preparado no laboratório, (Sigma-Aldrich, M2128,EUA)
(Apêndice .2), homogeneizando bem a mistura. As caixas, devidamente isoladas com fita
cola, foram mantidas a incubar durante 4 h, a 37oC, com 5% de CO2.

Após a incubação, o meio voltou a ser aspirado e adicionaram-se 300 µl de uma solu-
ção de isopropanol ácido a 0,04 M, preparado no laboratório, (Sigma-Aldrich, I9516, EUA),
usando as micropipetas referidas sem pontas estéreis. Como o isopropanol ácido destrói as
células e dissolve os cristais azuis que se acumulam dentro destas, este procedimento pode
ser realizado num ambiente não estéril.

Passados 15 min, a absorvância foi quantificada a 570 nm, com um comprimento de
onda de referência de 620 nm, usando um espectrofotómetro (BioTeck, Synergy HT, EUA,
certificado pela Izasa, Portugal), da FMUC. Este aparelho está acoplado a um computador
PC (HP Compaq, China) com monitor HP 1755, que, por sua vez, está acocplado a um
programa específico Gen 5 BioTeck.

Antes e após a realização do MTT, a adesão das células às diferentes formulações foi
observada e fotografada no MOCF (com o equipamento fotográfico digital já referido).

2.5 Estudos in vivo

Com o objetivo de complementar alguns dos resultados obtidos in vitro, foram re-
alizados estudos in vivo em ratos Wistar, de forma a observar a resposta fisiológica face
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a algumas formulações e métodos de esterilização. A escolha destes animais justifica-se
pelo facto de serem mamíferos que possuem uma temperatura corporal, um metabolismo
fisiológico e uma elevada percentagem do código genético muito semelhantes aos do ser
humano. Para além das vantagens supracitadas, é um animal fácil de criar e trabalhar e é
pouco dispendioso.

2.5.1 Implantação dos scaffolds

Neste estudo foram utilizados 8 ratos Wistar do sexo masculino, com 15 semanas
de idade, criados nas condições exigidas pela legislação da União Europeia em vigor, no
biotério do IBILI-FMUC.3 Os scaffolds foram selecionados de acordo com os resultados
in vitro, escolhendo-se uns que apresentavam resultados mais favoráveis e outros menos
favoráveis. Espera-se concluir sobre os possíveis efeitos do método de esterilização e da
formulação utilizados.

A abordagem adotada encontra-se representada na Figura 2.8 e consistiu em im-
plantar o mesmo tipo de scaffold, de dimensões médias de 2× 2,5 mm, mas submetidos a
diferentes esterilizações, nos três dos quatro quadrantes do dorso dos animais. Para todos
os ratos, optou-se por implantar no primeiro quadrante o scaffold esterilizado por radia-
ção γ; no segundo quadrante, o mesmo scaffold esterilizado por óxido etileno; no terceiro
quadrante, o esterilizado por plasma; e no quarto, apenas se iria criar a bolsa subcutânea
para simular as mesmas condições cirúrgicas da implantação. Para cada animal foi ainda
criada uma ficha para efetuar o registo dos procedimentos.

O procedimento cirúrgico foi efetuado dentro de uma câmara de fluxo laminar (Hol-
tem Lamin Air, BB2448, Dinamarca, certificada pela Certilab, Portugal), sujeita a esteri-
lização por U.V. durante a noite e durante a hora imediatamente antes da cirurgia com o
fluxo e a lâmpada U.V. ligados.

Os ratos foram todos previamente pesados numa balança dedicada (Seca, 734, Alema-
nha), foram anestesiados, com tempos desfasados, por inalação de isoflurano. A dosagem
administrada foi adequada ao peso de cada animal, para garantir uma duração anestésica
durante todo o procedimento cirúrgico e no pós-operatório imediato. Sob efeito anestésico,
as áreas do campo operatório foram desinfetadas com uma solução de espuma de iodopovi-
dona (Egrema, 0670, Espanha), permitindo efetuar a tricotomia nas áreas de implantação
(quatro áreas aproximadamente quadrangulares nos quatro quadrantes dorsais referidos).
Depois da tricotomia, estas áreas foram novamente desinfetadas com solução dérmica de
iodopovidona (Agadine, 13060029, Portugal).

3De acordo com o anexo II do Decreto-Lei Português no 113/2013
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Figura 2.8: Esquema representativo dos campos cirúrgicos criados.

Posteriormente, o rato foi transferido para a câmara de fluxo laminar, posicionado
em decúbito ventral sobre um suporte revestido com material absorvente. Nesta fase é
importante referir que todos os materiais de manipulação cirúrgica não descartáveis foram
sujeitos a esterilização prévia por óxido de etileno e todos os animais e materiais que
entraram na câmara de fluxo laminar foram aspergidos com álcool a 75o, para garantir a
melhor desinfeção possível.

Nas áreas trictomizadas foram então feitas pequenas incisões transversais e criadas
bolsas subcutâneas. À medida que cada bolsa era criada, se fosse o caso, o scaffold era
inserido no seu interior e a incisão cirúrgica era suturada para permitir a contenção do
material, a cicatrização dos tecidos e evitar a contaminação bacteriana. No fim do pro-
cedimento para os quatro quadrantes, as regiões suturadas foram de novo desinfetadas
com a solução dérmica de iodopovidona. Posteriormente, o animal foi transferido para a
respetiva gaiola, devidamente identificada, com um cobertor aquecido a 37oC e vigiado no
pós-operatório até recuperar a consciência e beber água. O procedimento repetiu-se para
todos os animais.

De maneira a controlar o progresso da resposta fisiológica, os ratos foram observa-
dos diariamente para certificar que o processo de cicatrização corria sem intercorrência e
que nenhum scaffold era perdido/rejeitado e foram pesados semanalmente numa balança
adequada (Seca, 734, Alemanha).
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2.5.2 Ocisão dos Animais

Passados 30 dias, os ratos foram ocisados após overdose anestésica com isofluorano.
Foi realizada novamente a tricotomia dos quatro campos operatórios e, por sensibilidade
táctil, verificou-se a localização subcutânea do scaffold. De seguida, foram recolhidas amos-
tras das regiões de tecido ocupadas pelo scaffold e circundantes, bem como do quadrante
de controlo. As amostras foram colocadas em cassetes específicas para estudos histológicos
(Thermo Fisher Scientific, PrintMateEmbedding Cassettes A84210078, EUA) corretamente
identificadas de acordo com um sistema de código previamente elaborado e registado na
ficha de cada animal. Cada cassete (Figura 2.9) foi fotografada e, de seguida, as quatro
de cada animal foram colocadas dentro de um recipiente apropriado e devidamente identi-
ficado com formol neutro tamponado a 10% (Applichem Panreac, 143091.1214, Espanha)
no frigorífico a 4oC.

Figura 2.9: Exemplo de amostras recolhidas para a formulação PCL-HA(S)10-
300-45 com a esterilização por óxido etileno (a), plasma (b), radiação (c) e controlo
(d).

2.5.3 Estudo Histológico

O estudo histológico foi realizado no laboratório de Patologia Experimental do De-
partamento de Medicina Dentária da FMUC.

Segundo o protocolo para o estudo histológico, o procedimento é constituído por um
conjunto de passos fundamentais que devem ser iniciados após a obtenção das amostras,
para evitar a digestão dos tecidos pelas enzimas presentes nas células, que leva à sua rápida
degradação. O primeiro passo designa-se por fixação e é, sem dúvida, o mais importante
para obter bons resultados. Este passo foi iniciado no momento em que as cassetes foram
colocadas dentro do recipiente com formol neutro tamponado a 10%. Esta solução aquosa
vai penetrar nos tecidos e substituir toda a água tecidular, protegendo e impedindo a
degradação da amostra. Cada uma das amostras foi fixada a 4oC pelo menos durante 1
semana, foi seccionada a meio e foi mantida a fixar por mais 4 dias [72].

Foi iniciado depois o processo para análise histológica de rotina com inclusão em pa-
raplast, uma espécie de cera com polímeros plásticos, que dá suporte de corte e estrutura ao
tecido. Assim, a preparação das amostras, num equipamento adequado (Ika Labortechnik,
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H5501 digital, Alemanha), começou com a desidratação dos tecidos através de sucessivas
soluções alcoólicas, desde a solução de álcool a 70o até à concentração de 100o, realizando-
se o que se designa por desidratação (Ensure, Ethanol absolute for analysis k46525683516,
Alemanha). De seguida, o álcool a 100o foi substituído por um solvente orgânico miscível
com o paraplast, o xilol (Sigma Aldrich, 534,056,EUA). À medida que o solvente se infiltra
no tecido, este torna-se cada vez mais transparente (diafanização). De seguida, o tecido
diafinizado foi transferido para o meio de inclusão, o paraplast, a 60oC dentro da estufa
(Raypa, Drying oven 40oC, Espanha) durante a noite. O paraplast tem uma temperatura
de fusão de 56-58oC (Sigma, P3568, EUA) e fornece à amostra a consistência rígida ne-
cessária ao arrefecer até à temperatura ambiente, para facilitar a obtenção de cortes finos.
A esta temperatura de 60oC, o solvente evapora e o tecido é preenchido pelo paraplast no
estado líquido, realizando-se o que se designa de impregnação.

Após esta fase, foi efetuada a inclusão das amostras em moldes preenchidos com pa-
raplast no estado líquido, usando um equipamento dedicado (Medite, Tes 99, Alemanha).
Foi vertido paraplast para recipientes retangulares de inox (Thermo Fisher Scientific, Mini
Metal Base Mold, Leica Biosystems, EUA) e foram colocados os tecidos com a ajuda de
pinça de disseção aquecida para ficarem aderentes ao fundo com a orientação apropriada
para o corte. Os moldes são transferidos para uma zona arrefecida do aparelho, para endu-
recerem à temperatura ambiente. Os blocos endurecidos foram colocados num micrótomo
(Leica, RM2155, Alemanha) e foram cortados em seções extremamente finas com 3 a 5 µm
de espessura, usando facas descartáveis dedicadas (Kiato, Sterile Surgical blades carbon
steel 188999108, Alemanha). Os blocos foram desbastados e, quando se via atingiu toda a
superfície da amostra, os cortes histológicos foram recolhidos sob a forma de uma “ténia”
de cortes sequenciais. Escolhidos os cortes, estes são estendidos numa solução alcoólica
a 30% sobre uma lâmina de vidro (Knittel Glser, Star Frost Microscope slides ca. 7626
mm KO67, Alemanha) e transferidos para uma tina termostatizada de fundo escuro a
37oC com água corrente (Falc, WB-M5, Itália) Estes cortes ficam assim livres da maior
parte das rugas (o paraplast estica devido à temperatura) e são transferidos para lâminas
de vidro previamente revestidas com uma camada fina de cola biológica (Sigma Aldrich,
Poly-L-Lysine solution 0.1% em água p8920, EUA), identificadas e secas em racks (Me-
dite, 0T540.340, Alemanha). De seguida, vão novamente à estufa anteriormente indicada,
durante pelo menos 24 h, para certificar que os cortes ficaram perfeitamente adrentes à
lâmina [72, 73].

A coloração histológica selecionada foi a coloração de rotina Hematoxilina-Eosina.
Antes de se iniciar a coloração histológica foi necessário, primeiramente, retirar o paraplast
e hidratar os tecidos, uma vez que os corantes são aquosos. Para isso, colocaram-se as
lâminas dentro de cestos de vidro compatíveis com tinas de vido apropriadas. A sequência
de tinas de vidro contém: duas com xilol, duas com álcool a 100o, duas com álcool a 96o,
uma com álcool a 70o e outra com água destilada. Efetuada a desparafinização e hidratação
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dos cortes, as amostras foram coradas com hematoxilina 2% (Sigma Aldrich, MHS1, EUA),
lavadas com água corrente e coradas com eosina 1% (Sigma Aldrich, HT110280, EUA).
Este método é baseado no princípio de que a hematoxilina cora o ADN do núcleo das
células e outras substâncias acídicas, tais como porções do citoplasma ricas RNA e matriz
de cartilagem em azul e roxo escuros, e a eosina cora os componentes citoplasmáticos a cor
de rosa. Depois de coradas, as lâminas com os cortes histológicos passam-se novamente
por álcool a 70o e refaz-se o percurso das tinas, anteriormente referido, até ao xilol. Este
percurso fará com que as lâminas desidratem e fiquem em xilol, diafanizado. Para proteger
os cortes e tornar a preparaçãi histilógica definitiva, os cortes histológicos corados foram
protegidos com uma lamela (RS, Cover Glass 100 PCS Thickness 0,13-0,17 mm, França)
colada à lâmina com uma cola sintética (meio de montagem) (Fluka, 44581, Alemanha)
miscível com o xilol [72, 73].

Deixou-se secar de um dia para o outro na estufa e, retirado o excesso de meio de
montagem, as preparações foram observadas à lupa ótica (Nikon, SMZ 1500, Japão) e ao
microscópio ótico (Nikon, Eclipse E 600, Japão) que, por estarem associados a um sistema
computadorizado com software adequado, permitiram o tratamento e registo das imagens
obtidas em suporte digital.

2.6 Cultura de células primárias da polpa e da pa-

pila de dentes humanos

2.6.0.1 Metodologia de extração das células

Neste estudo foram utilizados dentes molares imaturos sem cárie para obtenção da
polpa e da papila apical obtidas por extração dentária devida a tratamento ortodôntico.
Imediatamente após a extração, o dente foi lavado com uma solução aquosa de etanol 70o

(v/v) e com PBS. Com o auxílio de uma broca dentária estéril, iniciaram-se movimentos
suaves e concisos na região entre a coroa e a raiz que permitiram abrir cuidadosamente o
dente. A polpa foi extraída na sua totalidade e foi transferida para um falcon estéril de 15
ml com meio DMEM completo. De seguida, extraiu-se a papila apical que foi transportadas
nas mesmas condições. Na Figura 2.10 estão representados os principais passos descritos.

Este procedimento foi realizado com a colaboração do Departamento de Medicina
Dentária da FMUC. Os tubos com as células foram transportadas até ao IBILI num con-
tentor com gelo picado.
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Figura 2.10: Sequência de imagens ilustrativas do procedimento da obtenção da
polpa dentária a partir do dente. Com uma broca dentária abre-se, cuidadosamente,
o dente (a,b), extraem-se a polpa e a papila (c) e colocam-se as mesmas em falcons
com DMEM (d).

2.6.0.2 Meios e condições de cultivo

Em condições estéreis e com a ajuda de uma micropipeta, a polpa foi transferida
do falcon para uma caixa de Petri de 100 mm de diâmetro (Sigma-Aldrich, P7741, EUA).
Posteriormente, com uma lâmina de bisturi (Kiato, Sterile Surgical blades carbon steel
188999108, Alemanha) e uma agulha estéreis (T.TerumoNeolus, 19 G1” 1.125 mm NN-
1925R, Bélgica) o tecido pulpar foi cortado em pequenos pedacinhos de 1-2 mm. Os
explantes foram distribuídos por uma caixa de 6 poços (Corning Inc Costar, 6 well cell flat
bottom 3516, EUA), separados uns dos outros, e sobre cada fragmento adicionaram-se,
aproximadamente, 20 µl de DMEM completo suplementado com fungizona (gibco, Fungi-
zone Amphotericin B 250g/ml, RU). Como a cavidade oral é um local de excelência para
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o crescimento de fungos, bactérias e outros microrganismos, foi adicionada a fungizona
ao meio de cultura para que eliminasse qualquer fungo presente ou inibisse o seu desen-
volvimento. As caixas foram posteriormente seladas com fita-cola e colocadas na estufa
(Thermo Electron Corporation, Hera Cell 150, Alemanha) a uma temperatura constante
de 37oC, numa atmosfera humidificada e com 5% CO2. No final, repetiu-se o mesmo
procedimento para o tecido da papila.

As células foram observadas diariamente e, sempre que foi necessário, mudou-se o
meio de cultura. Na Figura 2.11 está representada a metodologia seguida.

Figura 2.11: magens ilustrativas do procedimento de cultivo. A amostra de polpa
(ou papila) foi transferida para uma caixa de Petri (a) e foi reduzida a pequenos
fragmentos (b). Com uma agulha estéril distribuíram-se os fragmentos por uma
caixa de 6 poços (c) e adicionou-se meio a cada um deles (d).

Após 6 semanas de incubação, a cultura celular do tecido da papila foi descar-
tada, uma vez que não se observaram diferenças durante o período de incubação. Na
cultura do tecido da polpa verificou-se desenvolvimento celular, retiraram-se os explantes,
dissociaram-se mecanicamente as células novas e foram transferidas para um frasco de 25
cm2 (Corning Inc CorningFlask, 430639, EUA) com DMEM completo. A cultura celular
da polpa foi mantida a incubar na estufa já referida, numa atmosfera de 5% CO2/95% ar,
a 37oC.
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2.7 Análise Estatística

A análise estatística foi realizada unicamente aos estudos in vitro, através do software
de tratamento estatístico SPSS, do inglês, Statistical Package for Social Sciences, versão
23 (IBM Corporation, Armonk, EUA).

Para esta análise foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, visto que nos permite com-
parar um número reduzido de amostras entre 3 ou mais grupos independentes, que não
seguem uma distribuição normal.

De modo a cumprir com os objetivos deste trabalho, determinar a melhor esteriliza-
ção para cada uma das formulações testadas, procedeu-se numa fase inicial à elaboração
de uma tabela para cada uma das células em estudo: fibroblastos, macrófagos e a sua
co-cultura. Nesta tabela foi representada a esterilização com o respetivo valor de p, que
produziu os melhores comportamentos para cada uma das formulações, nos dias estuda-
dos. O critério de seleção consistiu na observação do valor da mediana de MTT e no grau
de dispersão dos valores. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativos
para valores de p<0,05.

Contudo, como nos propusemos a avaliar a influência de muitas variáveis simultanea-
mente – o ângulo do filamento, a origem e o teor de HA, o espaçamento entre os filamentos
e a esterilização utilizada – neste estudo, não se justificava analisar os resultados atendendo
exclusivamente ao valor de p, pois comparamos várias amostras diferentes, com um número
reduzido de casos.

Por este motivo, optou-se, numa fase seguinte, por se construir uma tabela dos valores
máximos da mediana de MTT para cada formulação, esterilização e correspondentes dias
estudados (Apêndice .3).

Em cada dia estudado e para cada tipo de célula (individual ou em combinação)
selecionámos de todas as esterilizações, o melhor valor obtido entre as três e determinamos
o valor percentual dos restantes relativamente a esse máximo.
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Capítulo 3

Resultados e Discussão

O presente capítulo apresentará os resultados obtidos em quatro partes principais. No
primeiro subcapítulo são apresentados os resultados dos testes microbiológicos realizados
para os três métodos de esterilização. Seguidamente, são apresentados os resultados dos
estudos in vitro e, mediante estes, os scaffolds selecionados para testar na fase seguinte.
Numa terceira parte são apresentados os resultados dos estudos in vivo, nomeadamente
os resultados dos estudos histológicos após os 30 dias de pós-operatório e, por último, são
descritos os resultados obtidos relativos à cultura primária de células da polpa e da papila
de dentes humanos.

3.1 Testes microbiológicos

A principal questão que se colocou no início deste trabalho foi perceber se os mé-
todos de esterilização aplicados permitiam a destruição dos microrganismos presentes nos
scaffolds, de forma a garantir a esterilidade do produto. Nesta fase do estudo, a determi-
nação da(s) espécie(s)/estirpe(s) contaminante(s) que pudesse(m) desenvolver-se, não foi
realizada, uma vez que o objetivo único era certificar a eficácia da esterilização.
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3.1.1 Teste microbiológico para o método de esterilização por

óxido eliteno

O teste microbiológico para o método de esterilização por óxido etileno foi avaliado
através da incubação do material com o meio de cultura sólido Tryptic Soy Agar, enri-
quecido com a adição de sangue de ovelha. A justificação para a escolha deste meio está
relacionada com o facto de ser o meio mais utilizado, em muitos países europeus, na moni-
torização de espécies clínicas [74]. Pela análise da Figura 3.1 é possível observar algumas
das amostras sem qualquer sinal de contaminação (Figura 3.1 a,b,c), comparativamente
com o controlo positivo (Figura 3.1 f). Relativamente às Figura 3.1 d,e, observa-se, de
facto, que o meio de cultura microbiológico tem áreas contaminadas que não envolvem os
scaffolds. Isto significa que a contaminação teve origem num erro durante o procedimento
laboratorial, como por exemplo, na manipulação da agulha para colocação dos scaffolds,
que deixou de estar estéril, e não do processo de esterilização usado. Se a contamina-
ção fosse resultado da ausência de esterilidade, a contaminação seria em torno do scaffold
(como acontece no controlo positivo) e não em sítios dispersos da caixa de Petri.

Figura 3.1: Fotografias de algumas das amostras não contaminadas (a, b, c),
contaminadas devido a falhas no procedimento (d,e) e o controlo positivo (f).
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Para as restantes amostras, nenhum dos meios apresentou quaisquer evidências de
contaminação neste período de incubação. Como o procedimento foi realizado com um
meio nutritivo, isto é, um meio que promove o crescimento rápido dos microrganismos e,
neste caso, microrganismos frequentemente associados a patologias clínicas, se as amostras
não apresentaram sinais de contaminação durante duas semanas de incubação, não é de
esperar que permitam o desenvolvimento de microrganismos após 18 dias.

3.1.2 Teste microbiológico para o método de esterilização por

radiação gama (γ)

As doses médias de radiação estimadas para as amostras irradiadas foram de 24,9±0,2
kGy, que está de acordo com a dose mínima para esterilização por radiação de dispositivos
médicos e produtos para cuidados de saúde, descritos pela norma ISO 11137 [75]. Os
resultados obtidos nos ensaios de esterilidade estão apresentados na Tabela 3.1.

Neste trabalho, os scaffolds irradiados foram colocados em suspensão em 10 ml de
meio de cultura líquido Tryptic Soy Broth (TSB) durante 21 dias, de modo a observar se
ocorria crescimento microbiano. Com base na Tabela 3, fazendo uma posterior compara-
ção com os controlos positivos e negativos (um controlo positivo e negativo por cada data
de ensaio), não se observou crescimento microbiano em nenhuma amostra. Não obstante,
nos controlos positivos, que consistiram na indução propositada de contaminação com 106

unidades formadoras de colónias (UFC)/ml de Bacillus subtilis (ATCC 6633) em 10 ml de
TSB, foi observada turbidez do meio de cultura, após 24 h do início da respetiva incubação,
um sinal que significa a presença de crescimento microbiano.

A garantia de que o meio de cultura não apresentava quaisquer evidências de con-
taminação por si, foi demonstrada nos controlos negativos pela presença de um meio de
cultura translúcido, que determina a ausência de crescimento microbiano.

Para avaliar que a dose de radiação aplicada garantia a inativação de uma concentra-
ção padrão de microrganimos, foram escolhidas amostras dos scaffolds 16 e 17 para serem
contaminadas com 106 UFC de Bacillus subtilis (ATCC 6633) e, de seguida, irradiadas.
Na literatura, apesar de alguns estudos demonstrarem que o tratamento das amostras com
25 kGy remove alguns microrganismos, mas não assegura a esterilização total porque as
bactérias mais resistentes como os esporos, sobrevivem até 30 kGy, está descrito que a dose
de radiação de 25 kGy é a dose padrão e é a mais usada para a esterilização de produtos
biomédicos, sendo suficiente para eliminar o crescimento microbiano [58]. Neste trabalho,
apesar da dose de radiação mais indicada não ser consensual, a dose de 25 kGy mostrou-se
muito eficaz para o fim pretendido, uma vez que nestas amostras também foi verificado
ausência de crescimento microbiano.
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Tabela 3.1: Tabela de resultados referentes ao ensaio de esterilização por radiação
γ.

Amostras Crescimento Microbiano Formação de colónias
1 ND ND
2 ND ND
3 ND ND
4 ND ND
5 ND ND
6 ND ND
7 ND ND
8 ND ND
9 ND ND
10 ND ND
11 ND ND
12 ND ND
13 ND ND
14 ND ND
15 ND ND
16* ND ND
17* ND ND
18 ND ND
19 ND ND
20 ND ND

Controlo Crescimento Microbiano
Negativo ND/ND
Positivo +(após 24h)/+(após 24h)

Bacteriostático (Amostra 16) ND
Bactericida (Amostra 17) +(após 24h)

Ambiental ND/ND/ND
*Contaminados artificialmente e irradiados
ND: Não detetado crescimento microbiano

Para verificar que a própria amostra não irradiada por si só, não inibia o crescimento
microbiano (efeito bacteriostático) característico da produção em ambiente não estéril,
utilizou-se outra amostra do scaffold 16 não irradiada, que foi colocada em 10 ml de
TSB. Neste teste não foi detetado crescimento microbiano, o que demonstra que o scaffold
tem um efeito bacteriostático no meio. Paralelamente, efetuou-se também a avaliação do
possível efeito bactericida dos scaffolds, ou seja, se o próprio produto provocava a morte dos
microrganismos presentes. Para tal uma amostra do scaffold 17 irradiada, foi contaminada
com 106 UFC/amostra de Bacillus subtilis (ATCC 6633) e foi colocada em 10 ml de TSB.
Da análise do resultado obtido, pode-se verificar que foi detetada a presença de crescimento
bacterianos após 24 h em incubação, o que sugere que o scaffold não manifesta um efeito
bactericida sobre o meio. Pelo contrário, se na amostra 17 irradiada não se tivesse detetado
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crescimento microbiano pela observação do meio de cultura turvo, então poderia indicar
um efeito bactericida do próprio material do scaffold.

A monitorização do ambiente em que decorreram estes ensaios também foi controlada
pelas três placas de meio de cultura sólido Tryptic Soy Agar (TSA) abertas durante todo
o procedimento. Os resultados obtidos evidenciam que não foi detetado crescimento mi-
crobiano em nenhuma das placas, dados que indicam que a sala estava efetivamente limpa
e que o procedimento foi realizado nas condições de esterilização e assepsia necessárias.

A ausência de crescimento microbiano foi posteriormente corroborada pela inoculação
de cada amostra em meio de cultura sólido TSA, com o objetivo de avaliar a formação de
colónias. Após as 24 h de incubação a 30oC, foi possível observar a ausência de colónias
de microrganismos no meio de cultura sólido, que confirma a ausência de crescimento
microbiano.

Assim, podemos inferir que esterilização por radiação γ foi eficaz no seu procedimento
e os ensaios microbiológicos garantem esse resultado.

3.1.3 Teste microbiológico para o método de esterilização por

plasma

Para avaliar a esterilização por plasma foram realizados estudos microbiológicos em
meio de cultura sólido TSA, enriquecido com sangue de ovelha.

A Figura 3.2 apresenta as imagens fotográficas de algumas amostras, nomeada-
mente, dois exemplos de amostras não contaminadas, o controlo ambiental do ensaio mi-
crobiológico, os controlos ambientais da esterilização e o controlo positivo. No que diz
respeito às amostras não contaminadas (Figura 3.2 a,b) é possível observar que o en-
saio de esterilidade é considerado válido, no sentido em que não foi verificado crescimento
microbiano após as 18 semanas de incubação. A “nuvem” de vapor de água, evidente na
Figura 3.2 (b,d), deve-se à diferença de temperatura entre a sala e a estufa. Nas res-
tantes amostras, aqui não apresentadas, os resultados foram, igualmente, de ausência de
crescimento microbiano.

Sabendo que um dos principais requisitos da manipulação de um produto estéril é ter
de ser obrigatoriamente manipulado em salas limpas e adequadas a todo o procedimento, o
scaffold PCL-HA(S)10-300-90, codificado por 11* (Figura 3.2 c) manteve contacto direto
com a base da câmara de fluxo e com a face que estabeleceu contacto voltada para baixo,
foi colocado sobre o meio de cultura sólido TSA e incubado. Pela análise da Figura 3.2 c é
possível observar que não foi detetado crescimento microbiano na amostra, o que evidencia
que as condições de trabalho foram de perfeita segurança.
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Figura 3.2: Fotografias de algumas das amostras não contaminadas (a, b), o con-
trolo ambiental da esterilização (c), os controlos ambientais do ensaio microbiológico
(d,e) e o controlo positivo (f).

Como controlo ambiental do processo de esterilização, os scaffolds PCL-HA(S)25-
300-45 e PCL-HA(N)10-300-45, respetivamente identificados com os números 16 e 7 (Figura
3.2 d,e), foram esterilizados e, de seguida, colocados em contacto com a bancada de la-
boratório (perto da câmara de plasma). Com efeito, pela análise da Figura 3.2 d,e,
é possível observar que, em ambas as caixas de Petri, uma das três amostras apresenta
um crescimento microbiano significativo. Apesar da bancada ter sido limpa e desinfetada
com álcool a 75o não é um ambiente estéril, o que explica estes resultados. A inserção
dos scaffolds esterilizados por plasma nos tubos de falcon foi efetuada o mais perto do
orifício de entrada do equipamento, sem tocar em nada exterior e os tubos foram roscados
de imediato. No entanto, como a câmara de plasma não está inserida numa câmara de
fluxo laminar, a contaminação evidente em ambas as figuras pode estar relacionada com
microrganismos (bactérias, fungos, vírus) ou seus esporos presentes na bancada.

Para controlo positivo, uma amostra não esterilizada do scaffold PCL-HA(S)10-600-
45, identificado com o número 10 (Figura 3.2 f), foi colocada sobre o meio de cultura
sólido. Após incubação, foi verificada a presença de crescimento bacteriano, o que sugere
que a esterilização por plasma foi eficaz na destruição dos microrganimos presentes nas
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amostras.

Na Figura 3.3 estão representados os casos em que a contaminação resultou de falhas
técnicas durante a realização experimental. Em oposição à Figura 3.2 d,e,f, a Figura
3.3 a,b,c revela uma contaminação macroscopicamente diferente, sem estar em redor dos
scaffolds apresentados. Esta contaminação parece indicar um erro no procedimento, como
por exemplo, no manuseamento com a agulha que deixou de estar estéril.

Figura 3.3: Fotografias de amostras contaminadas devido a falas no procedimento.

De um modo geral, os resultados dos ensaios microbiológicos permitiram concluir que
os três métodos de esterilização foram eficazes no seu procedimento e, por isso, pode-se
dizer que o produto está em conformidade com o teste de esterilidade. Nos casos em que se
observaram evidências de crescimento microbiano, foi claramente demonstrado que o teste
foi inválido para causas não relacionadas ao produto, pelo que, todos os resultados estão
em conformidade com o teste de esterilidade.

Assim, tendo-se verificado a esterilidade do produto, os mesmos puderam ser utili-
zados nos estudos in vitro e in vivo que se seguem.

3.2 Estudos in vitro

Os estudos in vitro foram realizados de modo a avaliar os efeitos biológicos das
diferentes formulações de scaffolds esterilizados por óxido etileno, plasma e radiação γ,
para posterior implantação de alguns destes num modelo animal.

Neste estudo, foram semeados, em monocultura fibroblastos e macrófagos sobre cada
um dos scaffolds. Selecionaram-se fibroblastos pois são as principais células do tecido
conjuntivo e, como tal, as que irão revestir o enxerto ósseo e dar suporte às células. Por sua
vez os macrófagos são as células de defesa que irão responder face à presença/ausência de
toxicidade do material a ser implantado. Os efeitos biológicos, nomeadamente a viabilidade
celular, foram avaliados em diferentes períodos de tempo, recorrendo ao teste do MTT. A
razão para a escolha dos tempos estudados reside no facto das células utilizadas estarem
mais ou menos instituídas e com as suas funções normalizadas em diferentes tempos.
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Convencionalmente, os macrófagos são as primeiras células a ser atraídas quimiota-
ticamente ao local cirúrgico, pelo que a sua ação terá de ser estudada nos tempos iniciais.
No caso específico de algum dos scaffolds ser citotóxico, observar-se-iam macrófagos mai-
ores comparativamente aos iniciais, uma vez que estes iriam fagocitar as partículas, os
metabolitos e os resíduos de metabolitos tóxicos do material.

Relativamente aos fibroblastos, a sua ação normal é restabelecida plos 7 dias, razão
pela qual, por exemplo, as suturas superficiais extra-orais são removidas, em média, a
partir dos 7 dias [76].

A cultura de macrófagos foi avaliada, em estudos anteriores, aos 3, 5 e 7 dias, para
combinar a função máxima destes com o melhor desempenho dos fibroblastos na sua co-
cultura. Os resultados demonstraram que aos 3 dias os macrófagos evidenciavam o melhor
desempenho, no entanto, aos 5 dias tinham uma atividade menos exuberante e aos 7 dias
acabavam por morrer. Assim, os fibroblastos foram testados, em monocultura, também
aos 3 dias, apesar de ainda estarem em desenvolvimento.

A co-cultura foi testada aos 3 dias tendo-se verificado que os fibroblastos não estavam
maturados o suficiente para desempenharem as suas funções. Deste modo, fizeram-se
estudos da co-cultura aos 5 dias. Observou-se uma resposta adequada dos macrófagos,
já que são estimulam os fibroblastos a produzir mais fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGF’s, do inglês vascular endothelial growth factor) que, por sua vez, os levam
a responder adequadamente no meio [77].

Por sua vez, os macrófagos ativados produzem maior quantidade de fatores de ne-
crose tumoral alfa (TNF-α) (uma citoquina pleiotrópica) que influencia positivamente quer
os fibroblastos quer os macrófagos. Os macrófagos respondem aos TNF-α diferenciando-se
para expressar diferentes recetores de membrana que, por sua vez, ativam a cascata de
proteínas quinases mitogénicas (MAPK, do inglês mitogen-activated protein kinase) [78].
Da mesma forma, os fibroblastos são influenciados pelos TNF’s, induzindo a produção de
fatores de crescimento fibroblásticos (FGF’s) que conduzem à sua proliferação e maturação
[79]. O trabalho pretendia utilizar, ainda, células produtoras de osso, tendo-se, para tal,
colhido polpa e papila dentárias no sentido de obter MSC e diferenciá-las naquelas. As
células diferenciadas seriam cultivadas em monocultura, em co-cultura com macrófagos e
com fibroblastos, respetivamente, e, ainda, em tri-cultura. De acordo com a literatura,
os FGF’s, plasma rico em plaquetas (PRP), TNF’s, interleucinas (IL’s), VEGF’s e proteí-
nas ósseas morfogenéticas (BMP’s) influenciam a diferenciação e crescimento das células
produtoras de osso [78, 79, 80, 81].

Nas Figuras 3.4 estão representadas fotomicrografias de alguns scaffolds nas quais
é possível observar que a arquitetura dos mesmos efetivamente varia, contudo as células
disseminam-se em toda a sua estrutura.
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Figura 3.4: Fotomicrografias dos scaffolds PCL-600-90 (a), PCL-HA(S)10-600-90
(b), PCL-HA(N)25-300-90 (c) e PCL-HA(N)10-600-45 (d).

3.2.1 Monocultura de Fibroblastos

Os testes realizados em monocultura de fibroblastos tiveram como principal objetivo
comparar o desempenho biológico de fibroblastos semeados sobre scaffolds esterilizados por
óxido etileno, plasma e radiação γ, aos 3 e aos 7 dias.

Na tabela da Figura 3.5 estão sumariadas as melhores esterilizações obtidas para
cada formulação, nos diferentes tempos estudados. Pela análise desta é possível observar
que as três esterilizações influenciam de modo semelhante o comportamento biológico dos
fibroblastos, uma vez que nenhuma se mostrou tendencialmente melhor. Destaca-se que,
para teores mais elevados de HA natural e ambos para a HA sintética, a radiação γ induz
uma diminuição da viabilidade celular aos 7 dias, por comparação com os 3 dias. Uma
vez que os ensaios para os 3 e para os 7 dias foram realizados nas mesmas condições, a
diferença de desempenho verificada poderá estar relacionada com o grau de instituição dos
fibroblastos que, segundo a literatura, é adequada a partir dos 7 dias [82]. Adicionalmente,
para várias formulações existem várias diferenças estatísticas e algumas tendencionalmente
estatísticas, o que parece indicar que a esterilização adequada depende da formulação e do
dia estudado.
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Figura 3.5: Identificação das melhores esterilizações para a monocultura de fibro-
blastos, para cada uma das formulações, aos 3 e 7 dias.

O gráfico da Figura 3.6 traduz a relação entre a viabilidade celular e a técnica de
esterilização usada para cada formulação. Ao valor máximo de viabilidade obtido para
cada formulação foi atribuído o valor de 100%.

Da leitura da Figura 3.6 pode observar-se que a esterilização por plasma induziu
um desempenho biológico consideravelmente pior para um filamento mais espesso, sendo a
formulação com PCL-HA(N)25 independente da espessura do filamento e do ângulo. Assim,
foi a formulação ideal para esta esterilização. Quanto aos scaffolds PCL-HA(N)10-300-45
e PCL-HA(N)25-300-45, não se obtiveram diferenças consideráveis quanto à influência das
técnicas de esterilização implementadas, o que está de acordo com o valor de p obtido para
estas formulações (Tabela da Figura 3.5).
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Figura 3.6: Representação gráfica do efeito da esterilização na adesão e proliferação
celulares de fibroblastos, após 3 dias de cultura. Os resultados expressam a diferença
percentual relativamente ao máximo de viabilidade obtido para cada formulação.

Como se pode verificar na Figura 3.7, quando os fibroblastos são semeados so-
bre os scaffolds PCL-300-45, PCL-600-90, PCL-HA(N)10-300-45, PCL-HA(N)25-600-45 e
PCL-HA(S)25-300-45, não se constataram diferenças de desempenho celular entre as três
técnicas de esterilização.

Figura 3.7: Representação gráfica do efeito da esterilização na adesão e proliferação
celulares de fibroblastos, após 7 dias do cultura. Os resultados expressam a diferença
percentual relativamente ao máximo de viabilidade obtido para cada formulação.
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Adicionalmente, o óxido etileno parece induzir uma diminuição da proliferação celular
no scaffold PCL-HA(N)25-600-45, comparativamente ao PCL-HA(N)10-600-45. Dadas
as arquiteturas equivalentes, este facto poderá estar relacionado com o efeito biológico
induzido pela maior quantidade de HA.

3.2.2 Monocultura de Macrófagos

Da tabela da Figura 3.8, para a monocultura de macrófagos, torna-se evidente que
a esterilização por radiação γ é tendencionalmente melhor comparada com as restantes
técnicas. Mais uma vez, existem várias diferenças significativas entre cada formulação.

Figura 3.8: Identificação das melhores esterilizações para a monocultura de ma-
crófagos, de acordo com as formulações, aos 3 dias.

Como se pode ver na Figura 3.9, o scaffold PCL-HA(S)10 parece demonstrar um
melhor comportamento in vitro, quando esterilizado por radiação γ. Comparando o com-
portamento do scaffold PCL-HA(N)10-300 com o PCL-HA(S)10-300, verifica-se um com-
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portamento similar para os 45o, mas há uma diferença considerável entre os 90o. Da mesma
forma, PCL-HA(N)10-600-90 tem comportamento semelhante a PCL-HA(N)25-600-45 e
PCL-300-90 com PCL-600-45.

Figura 3.9: Representação gráfica do efeito da esterilização na adesão e proliferação
celulares de macrófagos, após 3 dias de cultura. Os resultados expressam a diferença
percentual relativamente ao máximo de viabilidade obtido para cada formulação.

Adaptando da literatura consultada, a justificação para os macrófagos estarem mais
ativos, quando as formulações são sujeitas ao tratamento por radiação γ, poderá estar
relacionada com o facto de esta induzir a quebra das cadeias, promovendo o estabelecimento
de ligações cruzadas. Assim, este novo arranjo químico pode ser mais propício à ação dos
macrófagos, comparativamente às restantes técnicas [75, 83].

3.2.3 Co-cultura de fibroblastos e macrófagos

A análise da tabela da Figura 3.10 mostra, indubitavelmente, que os resultados
obtidos são tendencionalmente melhores para a esterilização por plasma aos 5 dias. Com-
parando com a tabela da Figura 3.8, pode inferir-se que, na co-cultura, os fibroblastos
são mais influenciados pela esterilização realizada do que os macrófagos. Os valores da
tabela revelam que existem várias diferenças estatisticamente significativas entre eles, o
que sugere que a esterilização a usar depende da formulação.

A análise da Figura 3.11 mostra que existem diferenças consideráveis entre os méto-
dos de esterilização para o scaffold PCL-600-90 e PCL-HA(S)10-600-90, corroborada pelos
valores de p (tabela da Figura 3.10). Para estes casos, a esterilização por radiação γ
é definitivamente a mais vantajosa em termos de indução dos melhores comportamentos
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celulares. Relativamente ao scaffold PCL-300-45 e PCL-300-90, observa-se que o compor-
tamento das três esterilizações é bastante similar e, por isso, os valores de p (tabela da
Figura 3.10) também são muito próximos. Da mesma forma, pode concluir-se que, para
os scaffolds com máxima espessura do filamento e ângulo de 90o, a esterilização por plasma
não é tão vantajosa em comparação com filamentos menos espessos. É ainda de referir que,
para o scaffold PCL-HA(N)25-600-90, a utilização da esterilização por plasma ou radiação
γ revela comportamentos análogos, no entanto, terá de se aumentar o número de amostras
por formulação para se poder inferir uma tendência.

Figura 3.10: Identificação das melhores esterilizações para a co-cultura de macró-
fagos e fibroblastos, para cada uma das formulações, aos 3 e 5 dias.

De uma forma geral, a análise da Figura 3.12, revela que a esterilização por plasma
foi a que produziu melhores comportamentos in vitro, seguida da esterilização por radiação
γ e, por fim, óxido etileno. Os scaffolds PCL-HA(N)10-600-45 e PCL-HA(S)10-600-90 apre-
sentam um comportamento bastante similar para as três esterilizações, contudo o primeiro
apresenta uma resposta in vitro ligeiramente superior. Para os scaffolds PCL-HA(S)25-600-
45 e PCL-HA(S)25-600-90, o comportamento in vitro também é similar, podendo significar
que, para a co-cultura, para a mesma formulação, os ângulos da mesma não exercem uma
influência considerável na resposta biológica. Este facto também se verifica para os scaffolds
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Figura 3.11: Representação gráfica do efeito da esterilização na adesão e prolifera-
ção celulares de co-cultura de macrófagos e fibroblastos, após 3 dias de cultura. Os
resultados expressam a diferença percentual relativamente ao máximo de viabilidade
obtido para cada formulação.

PCL-HA(N)25-600-45 e PCL-HA(N)25-600-90 que, não só são mutuamente semelhantes,
como revelam um comportamento muito próximo dos scaffolds PCL-HA(S)25-300-45 e
PCL-HA(N)10-600-90, respetivamente. No que concerne aos scaffolds PCL-HA(S)10-600-
90 e PCL-HA(N)10-600-90, a esterilização por plasma mostra-se, indiscutivelmente, a mais
promissora. Por último, destaca-se o facto da esterilização por plasma e a radiação γ reve-
larem um comportamento celular equivalente, obtendo-se um valor de p=1. Contudo, com
uma maior número de amostras é de esperar que a esterilização por plasma se destaque,
de acordo com a tendência observada na tabela da Figura 3.10.

A diferença observada entre a influência biológica de cada esterilização para cada
formulação, nos respetivos dias, poderá estar relacionada com a influência recíproca entre
fibroblastos e macrófagos, reconhecida pela literatura. Tal como anteriormente referido,
e dados os comportamentos obtidos em monocultura, os fibroblastos parecem ser o tipo
celular mais dependente do tipo de esterilização (tabelas das Figuras 3.5 e 3.8). Estes
fatores, em conjunto com uma maior funcionalização dos fibroblastos aos 5 dias, poderão
explicar a tendência acentuada que se verifica para o melhor desempenho para a esterili-
zação por plasma, em comparação com os 3 dias. Acresce que a esterilização por plasma
de oxigénio pode induzir modificações na superfície dos scaffolds. O bombardeamento da
superfície com átomos de O2 induz a criação de espécies reativas que tornam a superfície
mais hidrofílica, promovendo, assim, os processos de adesão e migração celular .

De um modo geral, nada se pode concluir em relação à influência de cada um dos
parâmetros variados, a saber, o ângulo de contato, o espaçamento entre os filamentos, o
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Figura 3.12: Representação do efeito da esterilização na adesão e proliferação
celulares de co-cultura de macrófagos e fibroblastos , após 5 dias de cultura. Os
resultados expressam a diferença percentual relativamente ao máximo de viabilidade
obtido para cada formulação.

reforço do scaffold, origem e a percentagem desse reforço. A divergência dos resultados,
quer em monocultura quer em co-cultura, mostra o quanto os comportamentos celulares
dependem da esterilização, da formulação, do tipo de células (individual ou em combinação)
e dos dias estudados.

3.3 Estudos in vivo

Com o objetivo de estudar o comportamento de alguns scaffolds, foram realizados
estudos in vivo que incluíram a implantação de um determinado tipo esterilizado pelas três
técnicas já referidas, em três dos quatro quadrantes matemáticos do dorso de ratosWistars.
O quadrante sobrante foi utilizado como controlo do próprio animal, para assegurar que
o procedimento cirúrgico não influenciaria a resposta à presença dos scaffolds, validando
assim o procedimento.

Neste estudo em particular, optou-se sempre por seguir a mesma distribuição dos
materiais esterilizados nos animais, segundo o padrão mencionado na página 40, apenas
para facilitar a identificação dos mesmos durante todo o procedimento.

Assim foram testadas 5 formulações de scaffolds, sendo que três delas obtiveram, em
média, bons resultados in vitro pelo menos para duas esterilizações - PCL-HA(N)25-300-90,
PCL-HA(S)10-300-45 e PCL-HA(S)25-300-90 – e duas menos favoráveis – PCL-HA(S)25-
600-90 e PCL-HA(S)25-600-90, como se verifica nas Figuras 3.11 e 3.12.
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Apesar da utilização de um modelo animal experimental ser uma mais valia na extra-
polação dos resultados, antes de avançar para os testes na espécie humana, as implicações e
questões éticas envolvidas neste procedimento devem ser criteriosamente pensadas. Neste
sentido, a escolha deve ter sempre presente o princípio dos 3R’s que inclui três regras bá-
sicas: Substituição, do inglês Replacement ; Redução, do inglês Reduction e Refinamento,
do inglês Refinement. A substituição refere-se à utilização de métodos alternativos de in-
vestigação que não envolvam organismos vivos. Redução significa utilizar a quantidade de
animais mínima que permita obter resultados igualmente credíveis. Por sua vez, Refina-
mento refere-se ao aperfeiçoar de todos os processos envolvidos durante o procedimento
e de pessoal bem treinado e credenciado, de forma a evitar erros que comprometam o
bem-estar animal, bem como impliquem uma utilização excessiva [84].

De forma a cumprir estes princípios, vários fatores foram tidos em consideração,
previamente à realização do trabalho prático. O modelo animal utilizado foi escolhido da-
das as suas semelhanças genéticas e fisiológicas com a espécie humana, permitindo, assim,
extrapolar os resultados para o ambiente clínico. O procedimento de distribuir o mesmo
scaffold no dorso do animal, mas esterilizado pelas diferentes técnicas, teve por finalidade
única diminuir o número de animais utilizados, respeitando assim um dos princípios referi-
dos. Por fim, a facilidade de criação, os custos reduzidos de manutenção e a experiência de
profissionais bem treinados e credenciados que integram este grupo de investigação foram
fatores igualmente determinantes para a nossa decisão sobre o rato Wistar como modelo
animal a usar.

Dada a intenção de uma aplicação óssea, numa primeira fase do estudo, os scaffolds
foram implantados no tecido subcutâneo dos ratos, uma vez que este tecido contém todos
os elementos básicos do tecido conjuntivo, possui maior taxa de metabolismo relativamente
ao osso e é vascularizado. Estas propriedades enumeradas são cruciais nesta fase inicial,
pois permitem identificar mais facilmente as respostas imunológicas à matriz implantada
antes da implantação óssea [85].

3.3.1 Observações clínicas após implantação dos scaffolds

Após a implantação dos scaffolds, os animais foram colocados numa sala de recobro,
cobertos por um material termo-isolante e foram mantidos na mesma disposição das gaiolas
para evitar agressões que, direta ou indiretamente, pudessem induzir eventuais traumatis-
mos na recuperação pós-cirúrgica. No fim do efeito anestésico, foi verificado que todos os
animais apresentaram uma resposta vital adequada, não se tendo detetado comportamen-
tos estranhos, sinais de dor ou infeção.
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3.3.2 Observações macroscópicas ao longo do período expe-

rimental

Para avaliar uma possível resposta imunológica, os scaffolds foram mantidos durante
um mês no animal. Durante este período de estudo, não foram observados, macroscopica-
mente, sinais de inflamação ou infeção e nenhum dos scaffolds foi rejeitado pelos animais.
As suturas foram, como habitualmente, autoremovidas, demonstrando à primeira vista,
que o processo cicatricial decorreu em conformidade com o esperado. De forma a monito-
rizar possíveis alterações no metabolismo normal do animal, foi realizada, semanalmente,
a monitorização do peso. O peso médio inicial foi de 392 g e o peso médio final de 370 g,
o que traduz uma diminuição aproximadamente de 6%, valor dentro do normal aceite pela
legislação nacional e internacional4.

3.3.3 Observações histológicas

Antes de iniciar uma discussão relativamente às diferenças histológicas observadas,
é importante referir que, no momento de extração dos implantes foi possível detetar dife-
renças macroscópicas quanto à integração tecidular e neovascularização. Estas diferenças
devem-se efetivamente às diferentes formulações, nomeadamente aos diferentes materiais e
arquiteturas correspondentes, bem como às técnicas de esterilização implementadas que,
segundo a literatura, ao esterilizarem o material, podem induzir alterações nas propriedades
do scaffold e gerar metabolitos tóxicos. Por sua vez, estas novas propriedades/metabolitos
poderão influenciar, positiva ou negativamente, o desempenho biológico destes scaffolds.

Posteriormente à colheita, as amostras de scaffolds, integrados no tecido envolvente,
foram analisadas por uma técnica histológica não descalcificada, com recurso à coloração
hematoxilina-eosina. A utilização destes corantes permitiu a obtenção de fotografias à lupa
e ao microscópio ótico, para tornar possível a avaliação histológica das várias estruturas
que circundam o scaffold e o próprio scaffold. É de referir que, como os caffolds utilizados
têm por base a PCL e, sendo a PCL solúvel em hidrocarbonetos, como benzeno e tolu-
eno, a cuja família o xilol, utilizado no procedimento descrito na página 42-43, pertence,
torna-se evidente que a PCL não seja visível nas figuras que se seguem [50]. Contudo, a
integridade dos tecidos circundantes é assegurada pelo processo de desidratação dos teci-
dos antes da diafanização com o xilol, no qual o paraplast é miscível. Em nenhuma das
imagens se observaram artefactos relevantes, no entanto, em certos casos, devido à etapa
do procedimento de preservação da lâmina por intermédio de uma cola sintética, alguns
fragmentos deslocaram-se da sua posição normal. De seguida são, então, apresentadas vá-
rias imagens obtidas para cada scaffold implantado, submetido às três esterilizações: óxido

4De acordo com o anexo II do Decreto-Lei Português no 113/2013
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etileno, radiação γ e plasma.

As estruturas mais comumente observáveis são: estrato córneo (E), folículos pilosos
(F), glândulas sebáceas (S), miofibrilas (M), tecido celular subcutâneo (T), colagénio (C),
miofribrilhas incorporadas com fibras de colagénio (MC), vasos sanguíneos (Vs), infiltrado
inflamatório (I) e tecido conjuntivo (TC) a invadir a estrutura ôca do scaffold. As man-
chas/esfumados escuros são restos da HA, aparecendo igualmente sob uma forma ponteada
a delimitar os filamentos.

3.3.3.1 Análise histológica da zona de controlo

Como referido anteriormente, cada animal funcionou como controlo de si próprio,
tendo-se, para tal, criado uma bolsa com a respetiva sutura. Esta bolsa teve como finalidade
criar um descolamento de estruturas, de forma a avaliar a respetiva resposta de cicatrização.
Tendo-se verificado que não existiam diferenças nas imagens obtidas para cada rato, optou-
se por representar a imagem correspondente ao Rato 1.

Figura 3.13: Corte histológico da zona de controlo, obtido com uma lupa ótica com
ampliação 5,5×. Neste corte são visíveis folículos pilosos (F), glândulas sebáceas (S),
miofibrilas (M), tecido celular subcutâneo (T) e tecido conjuntivo, em particular
colagénio (C).

67



Resultados e Discussão

3.3.3.2 Análise histológica do scaffold PCL-HA(N)25-300-90

Na Figura 3.14 A),B),C) e D), estão representados, respetivamente, os cortes
histológicos obtidos para a esterilização por óxido etileno para duas ampliações distintas,
radiação γ e plasma. Pela análise das figuras, pode concluir-se que, para esta formulação,
a esterilização por óxido etileno é a que apresenta menos infiltrado inflamatório, seguido
da esterilização por radiação γ e, por fim, plasma. Sabendo que o infiltrado inflamatório
corresponde a uma cascata de células de defesa, que são recrutadas por atração quimiotática
para o campo cirúrgico, a presença deste em menor quantidade, no scaffold esterilizado por
óxido etileno, sugere que esta foi a esterilização que induziu um melhor comportamento in
vivo.
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Figura 3.14: Corte histológico observado a um microscópio ótico de um animal
implantado com o scaffold PCL-HA(S)25-300-45, esterilizado por óxido etileno (A)
(ampliação 20×), (B) (ampliação 40×), radiação γ (C) (ampliação 20×) e plasma
(D) (ampliação 40×). Nestas imagens é possível observar folículos pilosos (F), glân-
dulas sebáceas (S), miofibrilas (M), tecido celular subcutâneo (T), colagénio (C),
miofribrilhas incorporadas com fibras de colagénio (MC),tecido conjuntivo (TC) a
invadir a zona do scaffold, infiltrado inflamatório (I) e tecido conjuntivo com infil-
trado inflamatório a envolver o scaffold (TCI). A zona ocupada pelo scaffold (PCL)
corresponde às estruturas brancas, uma vez que a PCL foi dissolvida em xilol. A
HA presente é identificada pelos fragmentos mais escuros e delimitam a estrutura
ôca do scaffold.

3.3.3.3 Análise histológica do scaffold PCL-HA(S)10-300-45

Pela análise da Figura 3.15), podemos observar que nas três figuras existe
infiltrado inflamatório, sendo este mais notório na esterilização por plasma (3.15 C)).
Os resultados parecem indicar um desempenho análogo, in vivo, entre a esterilização por
óxido etileno (3.15 (A) e por radiação γ (3.15 B), que são nitidamente melhores que a
do plasma. Contudo, a esterilização por plasma torna-se favorável pela presença de vasos
sanguíneos. Comparando com as imagens anteriores, Figura 3.14, é possível observar que
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o teor de HA representado é inferior, uma vez que a HA desta formulação apresenta um
teor de 10%.

Figura 3.15: Corte histológico observado a um microscópio ótico de um animal
implantado com o scaffold PCL-HA(S)10-300-45, esterilizado por óxido etileno (A)
(ampliação 40×), radiação γ (B) (ampliação 100×) e plasma (C) (ampliação 40×).
Nestas imagens é possível destacar miofibrilas (M), colagénio (C),vasos sanguíneos
(Vs) infiltrado inflamatório (I), tecido conjuntivo com infiltrado inflamatório a en-
volver o scaffold (TCI), a (PCL) e a HA.

3.3.3.4 Análise histológica do scaffold PCL-HA(S)25-300-90

Na Figura 3.16 (A),( B) e (C) estão representados, respetivamente, os cortes
histológicos obtidos para a esterilização por óxido etileno, radiação γ e plasma. Pela análise
das figuras, pode concluir-se que esta formulação parece ser favorável in vivo à exceção do
scaffold esterilizado por radiação γ. Na imagem (A), o scaffold não está visível, uma vez
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que como tem maior teor de HA, o corte é mais espesso e ao colocar a lamela o conteúdo
sofreu arrasto.

Figura 3.16: Corte histológico observado a um microscópio ótico de um animal
implantado com o scaffold PCL-HA(S)25-300-90, esterilizado por óxido etileno (A)
(ampliação 100×), radiação γ (B) (ampliação 40×) e plasma (C) (ampliação 40×).
Nestas imagens destacam-se o infiltrado inflamatório (I), o tecido conjuntivo com
infiltrado inflamatório a envolver o scaffold (TCI), a (PCL) e a HA.

3.3.3.5 Análise histológica do scaffold PCL-HA(S)25-600-90

Pela análise da Figura 3.17, verifica-se a presença de grandes quantidades de infil-
trado inflamatório, traduzindo um mau desempenho in vivo. Este resultado é consistente
com os resultados obtidos in vitro no sentido em que o scaffold não é dos mais favoráveis,
contudo, in vitro a esterilização por plasma revela-se a mais promissora, mas in vivo o
mesmo não acontece pois a esterilização por óxido etileno e γ revelam melhores desempe-
nhos que a do plasma.
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Figura 3.17: Corte histológico observado a um microscópio ótico de um animal
implantado com o scaffold PCL-HA(S)25-600-90, esterilizado por óxido etileno (A)
(ampliação 40×), radiação γ (B) (ampliação 40×) e plasma (C) (ampliação 40×).
Nestas imagens deu-se enfâse ao infiltrado inflamatório (I), à (PCL), à HA e ao
tecido conjuntivo com infiltrado inflamatório a envolver o scaffold (TCI).

3.3.3.6 Análise histológica do scaffold PCL-HA(N)25-600-90

Na Figura 3.18 observam-se, respetivamente, os cortes histológicos obtidos para
a esterilização por óxido etileno, radiação γ e plasma. Os cortes indicam que o scaffold
não desempenha um pior comportamento in vivo, comparativamente ao evidenciado nos
estudos in vitro. Observa-se, de facto, infiltrado inflamatório em ambas as imagens (B) e
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(C), contudo não é em grandes quantidades, portanto, é de esperar que desapareça com o
passar do tempo. Para além disto, estas mesmas figuras mostram vasos sanguíneos, o que
sugere uma boa integração in vivo. Relativamente à imagem (A), tal como foi explicado
anteriormente, a falta da porção com o biomaterial deve-se ao teor da HA, que dificulta
a preservação do scaffold aquando da colocação da cola sintética para a montagem da
preparação.

Figura 3.18: orte histológico observado a um microscópio ótico de um animal
implantado com o scaffold PCL-HA(N)25-600-90, esterilizado por óxido etileno (A)
(ampliação 40×), radiação γ (B) (ampliação 40×) e plasma (C) (ampliação 40×).
Nestas imagens deu-se enfâse ao infiltrado inflamatório (I), à (PCL), à HA, aos
vasos sanguíneos (Vs) presentes, ao tecido conjuntivo com infiltrado inflamatório a
envolver o scaffold (TCI), à glândula sebácea (S), colagénio (C), extrato córneo (E)
e ao folículo piloso (F).
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3.4 Cultura de células primárias da polpa e da pa-

pila de dentes humanos

Dada a importância que as células estaminais têm na regeneração de células produ-
toras de osso, no caso do dente - odontoblastos - e no osso - osteoblastos - face a lesões
ou traumatismos, foi realizado um procedimento inovador de obtenção de células da polpa
e da papila obtidas através da extração de um dente humano jovem. Este procedimento
teve como finalidade única obter células produtoras de osso, para ser possível iniciar os
testes com estas células. Os resultados permitiram concluir que o modelo experimental foi
adequado, uma vez que a maioria dos explantes aderiu à placa de poços, tendo-se verificado
crescimento de estruturas, semana a semana. Até ao momento, os resultados demonstra-
ram que as células estaminais se diferenciaram em células da linhagem adipogénica, por
ser a forma mais fácil de diferenciação e por estarem em número reduzido.

Figura 3.19: Fotomiografias representativas dos explantes (Ex) da polpa (a,b,c)
e da papila (d), onde é possível observar o desenvolvimento de uma membrana
formadora de células (Mf), com uma frente de crescimento ativa (Fc).

Pela análise da Figura 3.19 a,b e c é possível observar uma membrana à volta do
explante. Ao longo das várias semanas de incubação, cresceram e diferenciaram-se, nesta
membrana, células adipogénicas, uma vez que é um processo de diferenciação simples que
exige menos fatores sinalizadores.

No que diz respeito à papila (Figura 3.19 d) não se observou o crescimento de
nenhuma membrana, também porque a papila era consideravelmente mais pequena que a
polpa.

Na realização deste trabalho, não se atingiu a fase de efetuar o protocolo de dife-
renciação. Numa próxima experiência este protocolo será otimizado retirando mais cedo
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o explante e passando as células para um frasco de cultura, com adição de fatores di-
ferenciadores ósseos, tais como a vitamina D, vitamina C, L-glutamina, glicerofosfato e
dexametasona.
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Capítulo 4

Conclusões e Perspetivas Futuras

O presente trabalho permitiu dar mais alguns passos para a otimização de matrizes
poliméricas de PCL e matrizes compósitas de PCL-HA com vista a uma aplicação em
Dentária para regeneração de pequenos defeitos ósseo na mandíbula e no maxilar. Um dos
requisitos desta aplicação é o facto do material que compõe o scaffold ser osteocondutor, de
forma a guiar a formação do tecido ósseo. Como tal, foram utilizadas duas origens diferentes
de hidroxiapatite, a natural e a sintética, com um tamanho de partícula micrométrico para
dar reforço à PCL. Apesar das diferenças estequiométricas reportadas na literatura, neste
trabalho, os resultados relativos a este desempenho não foram conclusivos.

De modo a cumprir o objetivo deste trabalho, que consistiu na determinação do
método de esterilização que induzia o melhor comportamento biológico para cada uma
das formulações testadas, procedeu-se, numa fase inicial, à esterilização dos scaffolds por
óxido etileno, radiação γ e plasma. Para assegurar que a esterilização tinha sido eficaz, na
eliminação de todas as espécies microbianas, foram realizados testes de microbiologia para
cada uma delas. Os resultados obtidos revelaram que, efetivamente, os scaffolds estavam
estéreis, tendo sido utilizados nos estudos que se seguem.

Numa segunda fase, os scaffolds esterilizados foram utilizados nos estudos in vitro de
monocultura de fibroblastos, macrófagos e a co-cultura de fibroblastos e macrófagos. Os
resultados obtidos não foram conclusivos, uma vez que a esterilização depende fortemente
da formulação utilizada. No caso particular dos estudos em monocultura, observou-se que o

77



Conclusões e Perspetivas Futuras

tipo celular e os dias avaliados também influenciam os comportamentos celulares, obtendo-
se comportamento diferentes que não se relacionam no seu todo. No entanto, nos estudos de
co-cultura, os resultados revelaram uma tendência para um melhor desempenho, aos 5 dias,
quando esterilizados por plasma. Uma justificação para este facto poderá estar relacionada
com o maior grau de instituição dos fibroblastos neste tempo e, essencialmente, com as
modificações de superfície reportadas na literatura, no momento da esterilização. O facto
da esterilização por plasma aumentar a concentração de componentes polares à superfície,
torna o scaffold mais hidrofílico. Sabendo ainda que as células aderem preferencialmente a
superfícies hidrofílicas e moderadamente hidrofílicas, a modificação de superfície intrínseca
à esterilização por plasma aumenta a adsorção de proteínas sem modificar a sua natural
conformação e, consequentemente, promove a adesão celular. Relativamente ao tipo de cé-
lulas, podemos concluir que, em co-cultura, são os fibroblastos quem lidera o desempenho
in vitro, uma vez que na monocultura de macrófagos foi observada uma tendência conside-
rável para a utilização da radiação γ , diminuindo nos estudos em co-cultura. O facto dos
macrófagos apresentarem um melhor desempenho in vitro nos scaffolds esterilizados por
radiação γ poderá estar relacionado com o facto desse processo poder induzir a quebra das
cadeias. Apesar da quebra das cadeias induzir a posterior formação de ligações cruzadas, o
rearranjo da estrutura atómica pode ser favorável à maximização da função dos macrófagos
pelo possível aumento da área exposta ou produção de resíduos.

Com o intuito de melhorar os resultados in vitro obtidos sugere-se a possível produ-
ção de scaffolds com HA de tamanho nanométrico, uma vez que os materiais em nanoescala
têm revelado performances melhoradas devido ao aumento da área de superfície e, espe-
cialmente, à sua reatividade superficial pela maior capacidade de ligação com proteínas.
Adicionalmente, vários estudos, que comparam as características da HA manométrica com
a micrométrica, têm demonstrado diferenças ao nível dos processos de adesão e da to-
pografia, que se têm relevado primordiais na modelação dos comportamentos celulares.
Dados os valores de viabilidade celular por vezes baixos, a possibilidade de inclusão de
PRP nestes estudos seria uma alternativa promissora para a estimulação da proliferação
celular in vitro. Como se trata de uma aplicação óssea, sugere-se que, futuramente, sejam
realizados estudos em monocultura, co-cultura dois a dois e tri-cultura com fibroblastos,
macrófagos e células produtoras de osso. Visto que a diferenciação destas células é um
processo extremamente difícil, poderá ser interessante adicionar BMP’s que estimulem a
diferenciação celular.

De forma a esclarecer o desempenho in vitro de alguns scaffolds, em particular, três
mais favoráveis in vitro – PCL-HA(N)25-300-90, PCL-HA(S)10-300-45 e PCL-HA(S)25-
300-90 – e dois menos favoráveis – PCL-HA(S)25-600-90 e PCL-HA(N)25-600-90 – também
foram realizados estudos in vivo em ratos Wistar, com posterior análise histológica. Nesta
fase inicial do estudo, os scaffolds foram implantados no dorso do animal com a finalidade
de avaliar o potencial imunogénico face à implantação da mesma formulação de scaffold
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esterilizado pelas diferentes técnicas. A observação das lâminas histológicas revelou a pre-
sença de uma maior ou menor quantidade de infiltrado inflamatório a envolver a estrutura
ôca do scaffold, dependendo dos metabolitos libertados pela esterilização que reagem mais
ou menos com as células. De uma forma geral, os resultados obtidos in vivo sugerem me-
lhores resultados para a esterilização por óxido etileno, obtendo-se menores quantidades
de infiltrado inflamatório. Estes resultados não estão em conformidade com a tendência
verificada para os estudos em co-cultura, porém in vitro, não se consegue simular a con-
tante renovação de fluidos como num organismo vivo nem o vasto leque de células que vão
povoar o scaffold, o que poderá estar na causa destas diferenças. A partir dos resultados
in vitro foi possível ainda verificar que os materiais utilizados mostraram uma adequada
biocompatibilidade, indicada pela ausência de reações inflamatórias acentuadas ou infe-
ção. À semelhança do que aconteceu em trabalhos anteriores, não se pode extrapolar os
resultados do in vitro para o in vivo, dado a estas diferenças. Porém, pode concluir-se que
o modelo experimental adotado se revelou muito eficaz na avaliação do comportamento
biológico das três esterilizações usadas.

Como trabalho futuro seria interessante implantar os scaffolds em osso. Para tal,
será necessário produzir scaffolds de maior espessura e cortar com o formato do defeito
criado. Idealmente o fémur seria o osso de eleição para este procedimento, porém, dadas
às forças exercidas pelos membros posteriores do rato, seria indicado, numa primeira fase
a implantação na calote craneana, sendo a cirurgia extremamente minuciosa.

Por fim, foi realizado um procedimento de diferenciação de células da polpa e da pa-
pila apical, extraídas de um dente humano jovem, em células produtoras de osso. Assim,
foi realizado um procedimento alternativo ao método enzimático, anteriormente testado
num dos trabalhos do grupo de investigação. Este novo procedimento tem sido explorado
nos mais diversos laboratórios de todo o mundo e promete ser revolucionário na medida
que é mais económico face ao anteriormente experimentado e é acessível a toda a comu-
nidade científica. A principal desvantagem é que é um processo mais moroso, mas que
no final produz altos rendimentos. Contudo, nesta tentativa, como a polpa e a papila ex-
traídas provieram de um dente não tão jovem quanto seria desejado, as células estaminais
diferenciaram-se na forma celular mais fácil – células adipogénicas. Por razões externas ao
trabalho, não foi possível obter mais fragmentos da polpa e da papila para repetir o estudo
com dentes mais jovens.

Em jeito de conclusão, a divergência dos resultados revela o quanto as características
da formulação, vista como um todo, e a esterilização que se utilizou influenciam o compor-
tamento celular. Posto isto, a sinergia resultante da combinação das várias formulações
dos scaffolds e de técnicas que os esterilizem, mas ao mesmo tempo induzam alterações
na superfície que potenciem melhores comportamentos celulares, poderá estar na base do
sucesso deste biomaterial, na regeneração de defeitos ósseos para aumento qualitativo e
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quantitativo de osso. Contudo, de forma a tirar conclusões mais precisas, é imprescindível
a realização de testes mecânicos que determinem verdadeiramente as alterações induzidas
na superfície e/ou no bulk do biomaterial, após esterilização pelas técnicas implementadas.
De facto, seria interessante investir, de ora em diante, nestes testes, dando continuidade a
este trabalho.
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.1 PBS

O procedimento consiste em adicionar a um frasco Schott de 500 ml estéril (Duran,
00361668, Alemanha) 7,4 g de Na2HPO4 (Panreac, 1319651211, Espanha), 0,215 g de
KH2PO4(Merck, 6580, EUA), 3,6 g de NaCl (Sigma, S7653, EUA) e 500 ml de água ultra
pura. No fim, o pH é ajustado a 7,4 e o frasco é fechado e rotulado.

.2 MTT

O procedimento consiste em adicionar 4 mg de MTT para 10 ml de PBS estéril.
Homogeneiza-se a solução com um vórtex e filtra-se a mesma para a tornar estéril.

.3 Tabelas

Tabela 1: Fibroblastos - 3 dias

Formulação Controlo Óxido
etileno Plasma Gamma Max Qual

Óxido
etileno
(%)

Plasma
(%)

Gamma
(%)

1/1/0/300/45/3 PCL 300 45 0,143 1,51 1,77 1,57 1,77 Plasma 85,31 100,00 88,70
1/1/0/300/90/3 90 0,143 1,3 1,72 1,73 1,73 Gamma 75,14 99,42 100,00
1/1/0/600/45/3 600 45 0,143 1,15 0,81 1,34 1,34 Gamma 85,82 60,45 100,00
1/1/0/600/90/3 90 0,143 0,84 0,69 0,75 0,84 Óxido etileno 100,00 82,14 89,29

1/2/10/300/45/3 PCL +
HA N 10% 300 45 0,143 1,96 1,98 1,86 1,98 Plasma 98,99 100,00 93,94

1/2/10/300/90/3 90 0,143 1,92 1,86 1,72 1,92 Óxido etileno 100,00 96,88 89,58
1/2/10/600/45/3 600 45 0,143 1,81 0,86 1,5 1,81 Óxido etileno 100,00 47,51 82,87
1/2/10/600/90/3 90 0,143 0,91 1,15 1,39 1,39 Gamma 65,47 82,73 100,00

1/2/25/300/45/3 PCL +
HA N 25% 300 45 0,143 2,14 2,14 2,09 2,14 Óxido etileno 100,00 100,00 97,66

1/2/25/300/90/3 90 0,143 2,01 2,35 2,3 2,35 Plasma 85,53 100,00 97,87
1/2/25/600/45/3 600 45 0,143 1,1 1,64 1,5 1,64 Plasma 67,07 100,00 91,46
1/2/25/600/90/3 90 0,143 0,91 0,99 0,77 0,99 Plasma 91,92 100,00 77,78

1/3/10/300/45/3 PCL +
HA S 10% 300 45 0,143 1,95 1,87 1,63 1,95 Óxido etileno 100,00 95,90 83,59

1/3/10/300/90/3 90 0,143 1,45 1,66 1,43 1,66 Plasma 87,35 100,00 86,14
1/3/10/600/45/3 600 45 0,143 1,11 1,19 1,4 1,4 Gamma 79,29 85,00 100,00
1/3/10/600/90/3 90 0,143 0,77 1,27 1,38 1,38 Gamma 55,80 92,03 100,00

1/3/25/300/45/3 PCL +
HA S 25% 300 45 0,143 2,15 1,98 2,45 2,45 Gamma 87,76 80,82 100,00

1/3/25/300/90/3 90 0,143 1,71 1,88 1,69 1,88 Plasma 90,96 100,00 89,89
1/3/25/600/45/3 600 45 0,143 1,22 1,37 2,01 2,01 Gamma 60,70 68,16 100,00
1/3/25/600/90/3 90 0,143 1,71 0,84 0,98 1,71 Óxido etileno 100,00 49,12 57,31
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Tabela 2: Fibroblastos - 7 dia

Formulação Controlo Óxido
etileno Plasma Gamma Max Qual

Óxido
etileno

% Plasma% Gama%

1/1/0/300/45/3 PCL 300 45 0,154 1,61 1,51 1,64 1,64 Gamma 98,17 92,07 100,00
1/1/0/300/90/3 90 0,154 1,07 1,73 1,75 1,75 Gamma 61,14 98,86 100,00
1/1/0/600/45/3 600 45 0,154 1,15 1,42 0,86 1,42 Plasma 80,99 100,00 60,56
1/1/0/600/90/3 90 0,154 0,72 0,75 0,77 0,77 Gamma 93,51 97,40 100,00

1/2/10/300/45/3 PCL +
HA N 10% 300 45 0,154 1,89 1,94 1,86 1,94 Plasma 97,42 100,00 95,88

1/2/10/300/90/3 90 0,154 2,17 1,51 2,24 2,24 Gamma 96,88 67,41 100,00
1/2/10/600/45/3 600 45 0,154 1,13 1,98 1,88 1,98 Plasma 57,07 100,00 94,95
1/2/10/600/90/3 90 0,154 1,18 0,83 1,28 1,28 Gamma 92,19 64,84 100,00

1/2/25/300/45/3 PCL +
HA N 25% 300 45 0,154 0,2 1,94 1,91 1,94 Plasma 10,31 100,00 98,45

1/2/25/300/90/3 90 0,154 2,1 1,49 1,31 2,1 Óxido etileno 100,00 70,95 62,38
1/2/25/600/45/3 600 45 0,154 1,34 1,29 1,24 1,34 Óxido etileno 100,00 96,27 92,54
1/2/25/600/90/3 90 0,154 1,13 0,89 0,96 1,13 Óxido etileno 100,00 78,76 84,96

1/3/10/300/45/3 PCL +
HA S 10% 300 45 0,154 1,69 1,6 1,56 1,69 Óxido etileno 100,00 94,67 92,31

1/3/10/300/90/3 90 0,154 1,55 2,04 1,84 2,04 Plasma 75,98 100,00 90,20
1/3/10/600/45/3 600 45 0,154 1,2 1,09 1,07 1,2 Óxido etileno 100,00 90,83 89,17
1/3/10/600/90/3 90 0,154 0,75 1,06 0,69 1,06 Plasma 70,75 100,00 65,09

1/3/25/300/45/3 PCL +
HA S 25% 300 45 0,154 1,86 2 1,98 2 Plasma 93,00 100,00 99,00

1/3/25/300/90/3 90 0,154 1,8 1,65 1,38 1,8 Óxido etileno 100,00 91,67 76,67
1/3/25/600/45/3 600 45 0,154 1,59 1,81 1,23 1,81 Plasma 87,85 100,00 67,96
1/3/25/600/90/3 90 0,154 1,04 0,79 0,17 1,04 Óxido etileno 100,00 75,96 16,35

Tabela 3: Co-cultura - 3 dias

Formulação Controlo Óxido
etileno Plasma Gamma Max Qual

Óxido
etileno

%

Plasma
%

Gamma
%

12/1/0/300/45/3 PCL 300 45 0,166 1,31 1,6 1,7 1,7 Gamma 77,06 94,12 100,00
12/1/0/300/90/3 90 0,166 1,2 1,7 1,8 1,8 Gamma 66,67 94,44 100,00
12/1/0/600/45/3 600 45 0,166 1,37 0,92 1,19 1,37 Óxido etileno 100,00 67,15 86,86
12/1/0/600/90/3 90 0,166 0,76 0,97 1,71 1,71 Gamma 44,44 56,73 100,00

12/2/10/300/45/3 PCL +
HA N 10% 300 45 0,166 2,05 2,15 1,71 2,15 Plasma 95,35 100,00 79,53

12/2/10/300/90/3 90 0,166 2,09 1,67 1,43 2,09 Óxido etileno 100,00 79,90 68,42
12/2/10/600/45/3 600 45 0,166 1,21 1,8 1,66 1,8 Plasma 67,22 100,00 92,22
12/2/10/600/90/3 90 0,166 0,72 1 1,23 1,23 Gamma 58,54 81,30 100,00

12/2/25/300/45/3 PCL +
HA N 25% 300 45 0,166 1,92 2 1,9 2 Plasma 96,00 100,00 95,00

12/2/25/300/90/3 90 0,166 1,99 1,54 2,28 2,28 Gamma 87,28 67,54 100,00
12/2/25/600/45/3 600 45 0,166 1,06 1,44 1,51 1,51 Gamma 70,20 95,36 100,00
12/2/25/600/90/3 90 0,166 1,42 0,97 0,97 1,42 Óxido etileno 100,00 68,31 68,31

12/3/10/300/45/3 PCL +
HA S 10% 300 45 0,166 1,91 1,97 1,58 1,97 Plasma 96,95 100,00 80,20

12/3/10/300/90/3 90 0,166 1,5 2,05 1,34 2,05 Plasma 73,17 100,00 65,37
12/3/10/600/45/3 600 45 0,166 1,4 1,23 1,17 1,4 Óxido etileno 100,00 87,86 83,57
12/3/10/600/90/3 90 0,166 0,78 0,63 1,16 1,16 Gamma 67,24 54,31 100,00

12/3/25/300/45/3 PCL +
HA S 25% 300 45 0,166 2,02 1,8 2 2,02 Óxido etileno 100,00 89,11 99,01

12/3/25/300/90/3 90 0,166 1,78 1,37 1,94 1,94 Gamma 91,75 70,62 100,00
12/3/25/600/45/3 600 45 0,166 1,12 1,29 1,78 1,78 Gamma 62,92 72,47 100,00
12/3/25/600/90/3 90 0,166 1,25 0,85 0,96 1,25 Óxido etileno 100,00 68,00 76,80
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Tabela 4: Co-cultura - 5 dias

Formulação Controlo Óxido
etileno Plasma Gamma Max Qual

Óxido
etileno

%

Plasma
%

Gama
%

12/1/0/300/45/3 PCL 300 45 0,146 1,47 1,76 1,47 1,76 Plasma 83,52 100,00 85,52
12/1/0/300/90/3 90 0,146 1,66 2,07 1,77 2,07 Plasma 80,19 100,00 85,51
12/1/0/600/45/3 600 45 0,146 0,85 1,13 0,98 1,13 Plasma 75,22 100,00 86,73
12/1/0/600/90/3 90 0,146 0,68 0,8 0,57 0,8 Plasma 85,00 100,00 71,25

12/2/10/300/45/3 PCL +
HA N 10% 300 45 0,146 2,08 2,62 2,01 2,62 Plasma 79,39 100,00 76,72

12/2/10/300/90/3 90 0,146 1,85 1,52 1,87 1,87 Gamma 98,93 81,28 100,00
12/2/10/600/45/3 600 45 0,146 1,2 1,54 0,98 1,54 Plasma 77,92 100,00 63,64
12/2/10/600/90/3 90 0,146 0,92 1,49 0,98 1,49 Plasma 61,74 100,00 65,77

12/2/25/300/45/3 PCL +
HA N 25% 300 45 0,146 1,69 2,42 1,85 2,42 Plasma 69,83 100,00 76,45

12/2/25/300/90/3 90 0,146 1,98 2,54 2,36 2,54 Plasma 77,95 100,00 92,91
12/2/25/600/45/3 600 45 0,146 1,12 1,62 1,26 1,62 Plasma 69,14 100,00 77,78
12/2/25/600/90/3 90 0,146 0,69 1,06 0,78 1,06 Plasma 65,09 100,00 73,58

12/3/10/300/45/3 PCL +
HA S 10% 300 45 0,146 1,73 1,99 1,66 1,99 Plasma 86,93 100,00 83,42

12/3/10/300/90/3 90 0,146 1,19 1,48 1,42 1,48 Plasma 80,41 100,00 95,95
12/3/10/600/45/3 600 45 0,146 1,02 1,16 0,88 1,16 Plasma 87,93 100,00 75,86
12/3/10/600/90/3 90 0,146 0,77 1,16 0,65 1,16 Plasma 66,38 100,00 56,03

12/3/25/300/45/3 PCL +
HA S 25% 300 45 0,146 2,03 1,91 1,8 2,03 Óxido etileno 100,00 94,09 88,67

12/3/25/300/90/3 90 0,146 1,4 1,98 1,98 1,98 Plasma 70,71 100,00 100,00
12/3/25/600/45/3 600 45 0,146 1,04 1,4 1,02 1,4 Plasma 74,29 100,00 72,86
12/3/25/600/90/3 90 0,146 0,76 0,96 0,74 0,96 Plasma 79,17 100,00 77,08

Tabela 5: Macrófagos - 3 dias

Formulação Controlo Óxido
etileno Plasma Gamma Max Qual

Óxido
etileno

%

Plasma
%

Gamma
%

2/1/0/300/45/3 PCL 300 45 0,1815 1,55 1,5 1,68 1,68 Gamma 92,26 89,29 100,00
2/1/0/300/90/3 90 0,1815 1,23 1,66 1,84 1,84 Gamma 66,85 90,22 100,00
2/1/0/600/45/3 600 45 0,1815 1,06 1,31 1,53 1,53 Gamma 69,28 85,62 100,00
2/1/0/600/90/3 90 0,1815 0,73 0,85 0,82 0,85 Plasma 85,88 100,00 96,47

2/2/10/300/45/3 PCL +
HA N 10% 300 45 0,1815 1,96 2,1 1,98 2,1 Plasma 93,33 100,00 94,29

2/2/10/300/90/3 90 0,1815 2,11 1,77 1,88 2,11 Óxido etileno 100,00 83,89 89,10
2/2/10/600/45/3 600 45 0,1815 1,46 1,55 1,94 1,94 Gamma 75,26 79,90 100,00
2/2/10/600/90/3 90 0,1815 0,71 0,79 1,36 1,36 Gamma 52,21 58,09 100,00

2/2/25/300/45/3 PCL +
HA N 25% 300 45 0,1815 1,93 1,82 2,05 2,05 Gamma 94,15 88,78 100,00

2/2/25/300/90/3 90 0,1815 1,87 2,04 2,08 2,08 Gamma 89,90 98,08 100,00
2/2/25/600/45/3 600 45 0,1815 1,24 1,28 2,23 2,23 Gamma 55,61 57,40 100,00
2/2/25/600/90/3 90 0,1815 0,85 0,74 0,84 0,85 Óxido etileno 100,00 87,06 98,82

2/3/10/300/45/3 PCL +
HA S 10% 300 45 0,1815 1,6 1,77 1,76 1,77 Plasma 90,40 100,00 99,44

2/3/10/300/90/3 90 0,1815 1,4 1,15 1,8 1,8 Gamma 77,78 63,89 100,00
2/3/10/600/45/3 600 45 0,1815 1,21 0,92 1,78 1,78 Gamma 67,98 51,69 100,00
2/3/10/600/90/3 90 0,1815 0,81 1,17 1,78 1,78 Gamma 45,51 65,73 100,00

2/3/25/300/45/3 PCL +
HA S 25% 300 45 0,1815 1,99 1,93 2,01 2,01 Gamma 99,00 96,02 100,00

2/3/25/300/90/3 90 0,1815 1,85 1,71 1,88 1,88 Gamma 98,40 90,96 100,00
2/3/25/600/45/3 600 45 0,1815 1,51 2,48 2,1 2,48 Plasma 60,89 100,00 84,68
2/3/25/600/90/3 90 0,1815 1,62 0,83 1,19 1,62 Óxido etileno 100,00 51,23 73,46
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