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Terminologias e defini¢cbes

Bioceramica: ceramica para uso bioldgico.

Ceramicas: Materiais compostos solidos formados pela aplicagdo de calor, algumas
vezes calor e pressdo, constituidos por ao menos um metal (M) e um sdélido elementar
ndo-metalico (SENM) ou um ndo-metal (NM), dois SENM, ou um SENM e NM
(BARSOUM, 1997).

Compositos: associagdo de materiais para uma finalidade comum, buscando otimizacdo de

propriedades (LEGEROZ 2008).

Bioatividade: capacidade do material de induzir a deposicao de cristais de apatita sobre sua superficie

(LEGEROZ 2008).

Bioativo: refere-se a um material que induz uma resposta bioldgica especifica, sendo o oposto de

bioinerte (LEGEROZ 2008).

Osteocondugdo: processo no qual é provido um arcabougo micro e macroscdpico para possibilitar a
migracdo de elementos celulares envolvidos na formagdo d&ssea (p.e.células mesenquimais,

osteoblastos, osteoclastos e vasculatura) (FITCH et al., 1997).

Osteoindugao: processo de recrutamento de células mesenquimais circundantes que
diferenciardo em células formadoras de cartilagem e osso, sob a influéncia de BMPs (URIST, 1980;

STEVENSON, 1999), onde a bioagdo envolvida é a osteogénese (RIPAMONTI, 1996).

Osteogénese: em um senso comum, osteogénese refere-se a formagao dssea sem a indicagdo de origem
celular, ou seja, o osso neoformado pode se originar de células vivas do enxerto ou de células derivadas
do hospedeiro (STEVENSON, 1999). Uma definicdo mais estrita e mais comumente utilizada para

osteogénese refere-se a formacgao 6ssea pelo transplante de células vitais (FITCH et al., 1997).

Polimeros: longas cadeias de moléculas que consistem em um nimero de pequenas unidades repetidas

(RATNER et al, 1996).
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Lista de Simbolos e Abreviaturas

e a-Alpha

e Angl-Angiotensinal

e Angll- Angiotensina ll

e Ang-(1-7) - Angiotensina 1-7

e Ang-(1-9) - Angiotensina 1-9

e AT1 - Receptor da Angiotensina Il do subtipo 1
e AT2 - Receptor da Angiotensina Il do subtipo 2
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e ACE2 - Enzima conversora de Angiotensina 2

e BCP - Ceramica Bifasica
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e  u-CT — Microtomografia Computadorizada

e  Mas - Receptor da Angiotensina 1-7

e mg- Miligrama

e mL- Mililitro

e mm — Milimetro
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e NEP - Neutral endopeptidase
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RESUMO

A estrutura de um biomaterial para regeneracao éssea é fator chave para seu sucesso
clinico. Ndo existe um Unico biomaterial usado para reparo e regeneragdo éssea capaz
de preencher todos os requisitos para um enxerto ésseo ideal. Assim, optou-se por
utilizar neste estudo dois biomateriais largamente utilizados na engenharia de tecido
dsseo, a policaprolactona (PCL) e ceramica bifasica (BCP). Neste estudo, compdsitos
porosos tridimensionais de PCL:BCP (3:1 e 1:1 p:p) foram fabricados utilizando a
combina¢do das técnicas de evapora¢dao do solvente e lavagem de particulas de sal
com ou sem a adicdo de Angiotensina (Ang)-(1-7). Os compésitos de PCL:BCP com alta
porosidade e interconectividade obtidos foram analisados usando microtomografia
computadorizada (u-CT). A viabilidade dos compdsitos com e sem a adicdo da Ang-(1-
7) foram analisados utilizando osteoblastos de cultura primaria nos periodos de 3 e 7
dias utilizando o teste de MTT e secrecdo de Fosfatase Alcalina. Diferencas
significativas de todas as varidveis foram testadas através de andlises multivaridveis
(p<0,05). Demonstrou-se uma estrutura mais uniformemente distribuida quando a
razdo PCL/BCP foi aumentada. A conectividade dos poros foi mensurada através do
indice de fragmentacdo (FI) demonstrando estruturas desconexas nas amostras
analisadas possuindo valores de Fl préximos. Quanto maior a razdo PCL/BCP, maior a
dimensao fractal (FD). Analises in vitro utilizando o teste do MTT demonstraram que as
amostras contendo ou ndao Ang-(1-7) possuiram efeitos citotoxico médio e moderado,
respectivamente. A analise da atividade de fosfatase alcalina ndao monstrou diferenca
entre as amostras no periodo de 3 dias decrescendo sua atividade nas amostras
contendo Ang-(1-7) no periodo de 7 dias. Dessa forma, utilizando a combinagao das
técnicas de evaporacdo do solvente e lavagem do sal, obtiveram-se estruturas porosas
tridimensionais, desejavel para defeitos dsseos tendo capacidade para sistema de
transporte de drogas podendo ser avaliada em futuros testes in vivo.

Palavras chave: Compdsitos, Angiotensina-(1-7), Micro tomografia, Ceramicas

bifasicas, Policaprolactona, Viabilidade in vitro.
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ABSTRACT

Polycaprolactone (PCL) and biphasic ceramics (BCP) each have many applications as
tissue repair materials. In this study, three-dimensional (3D) porous composite
scaffolds of PCL: BCP (in 3:1 and 1:1 weight ratios) were fabricated using solvent
casting and particulate leaching method with or without Angiotensin-(1-7). PCL:BCP
scaffolds with high porosity and interconnected 3D pores were obtained and were
analyzed using micro-computed tomography (micro-CT). The biocompatibilities of
PCL:BCP with or without Ang-(1-7) were investigated during 3 and 7 days using MTT
test and Alkaline Phosphatase Activity. Significant differences of all variables were
tested by multivariate analysis (p<0.05). The results showed a structure with more
finely distribution within the sample when the PCL/BCP weight ratios were increased.
The connectivity of pores was measured between fragmentation index (Fl), and we
noted that both analyzed samples present disconnected structures, with close values
of FI. The higher is PCL/BCP weight ratios leads to higher fractal dimension (FD). The in
vitro tests using MTT showed that the constructs with and without Ang-(1-7) showed
mild and moderate cytotoxic effects respectively. The Alkaline Phosphatase Activity
showed no differences on the constructs with 3 days and only has decreasing activity
on the constructs containing Ang-(1-7) on the 7 day. Thus, using solvent casting and
particule leaching method we obtained 3D porous composites which have suitable
shapes for bone defects having potential for drug delivery system and can be used in
future in vivo tests.

KEY WORDS: Composites, Angiotensin-(1-7), Micro tomography, Biphasic Ceramics,

Polycaprolactone, In vitro Viability.
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1. Introducao

Enxertos ésseos tém sido usados para recuperar defeitos causados por doencas
ou traumas, como fraturas, infec¢ées e tumores (KIM et al., 2006). Como padrdo ouro,
existe o enxerto autégeno na qual o tecido é removido do sitio doador do préprio
paciente e é transplantado. Como vantagens, possui minimos problemas éticos e
imunolégicos. Mas, existem importantes limitacdes como disponibilidade limitada,
segundo local com morbidade e algumas vezes comprometimento da biomecanica
local (KIM et al.,2006). Pode-se substituir o autégeno por osso homdlogo de caddver
humano. Entretanto, disponibilidade, requerimentos de drogas de imunossupressao,
risco de rejeicdo e de transmissdao de doencas e preocupacdes éticas e religiosas sdo
limitacOes deste tipo de enxerto (HENCH, 1998; JONES, EHRENFRIED E HENCH, 2006).
Existe a possibilidade de utilizar enxerto de outras espécies, vivas ou nao vivas e sao
chamadas de heterogénos ou xendgenos, mas os resultados clinicos sdo inferiores aos
anteriormente citados (HENCH, 1998).

Para suprir a necessidade de uma area com crescente demanda, observa-se
grande avango na engenharia de tecido dsseo no desenvolvimento de materiais
biodegraddveis como substitutos de enxertos ésseos (KIM et al., 2006, PORTER et al.,
2009). Estes materiais devem manter adequadas propriedades mecanicas, serem
osteocondutivos e degradarem de forma controlada permitindo nova formacgao dssea.
Adicionalmente, estes substitutos podem atuar como veiculos para liberacdo
controlada de farmacos (XUE et al., 2009).

A reproducdo da arquitetura éssea porosa, com uma matriz organica e
constituintes minerais parece ser o modelo ideal para utilizagdo pratica dos
biomateriais (enxertos aloplasticos), por possuirem propriedades osteocondutoras
(NARHI et al., 2003; COOMBES et al., 2004; KIM, KNOWLES, KIM, 2004).

As razbes para o desenvolvimento de biomateriais baseados em fosfato de
calcio (CaP) sdo sua similaridade em composi¢cdo com a fase mineral do osso e algumas
propriedades dsseas similares como biodegradacdo, bioatividade e osteoconducdo

(LEGEROS 2008, CAO & KUBOYAMA, 2010). Entretanto, apesar destas desejaveis
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propriedades, estes biomateriais possuem pobres propriedades mecanicas, ndo sendo
indicados para areas com grande carga (LEGEROS 2008).

A utilizagdo de polimeros na engenharia o6ssea tem sido utilizada
extensivamente (LAM et al., 2008; GE et al., 2008), sendo a poli-(e-caprolactona) (PCL)
um dos polimeros mais indicados para esta aplicacio (PORTER et al., 2009,
CHUENJITKUNTOWORN et al., 2010).

Os polimeros absorviveis tém sido utilizados como sistema de liberacdo
lenta e controlada de farmacos. A incorporacdo de fatores estimuladores de
crescimento Osseo e diferenciacdo de células mesenquimatosas em células
osteoprogenitoras e osteoblastos podem incrementar a matriz com a capacidade
osteoindutora (COOMBES et al., 2004; KIM et al., 2006; KHAN, KATTI, LAURENCIN,
2004; SINHA et al., 2004; TADDEI et al., 2006).

Com crescente interesse na inibicdo do Sistema Renina Angiotensina (RAS) no
contexto do sistema cardiovascular foi descoberto ha mais de 30 anos a Angiotensina-
(1-7) [Ang-(1-7)] (SEMPLE et al. 1976; SEMPLE & MORTON 1976),que tem
demonstrado neutralizar os efeitos causados pela Ang(ll) (SANTOS et al.,, 2000).
Estudos clinicos recentes tém demonstrado uma possivel ligacdo entre drogas
betabloqueadoras e antihipertensivas diminuindo o risco de fraturas (SCHLIENGER et
al., 2004; LYNN et al., 2004; REID et al., 2005). Estudos in vitro utilizando osteoblastos e
osteoclastos tém demonstrado a presenca de receptores para a Angiotensina (Ang) Il
gue é o principal efetor do RAS e principal alvo de acdo de inibicdo das drogas
antihipertensivas (IZU et al.,, 2009; GUO et al.,, 2011). Entretanto, ndo existem
pesquisas associando a Ang-(1-7) e células dsseas como osteoblastos.

Neste estudo utilizar-se-a um compdsito poroso fabricado pela combinagao
das técnicas de evaporagao do solvente e lixiviagdo de sal (NaCl) formada pelo
polimero absorvivel (PCL) e por uma bioceramica (BCP) com o intuito de avaliar a sua
morfologia através de microtomografia computadorizada (u-CT) e sua resposta in vitro
utilizando osteoblastos de cultura primaria (CIAPETTI et al., 2003; CHOI et al., 2004;
COOMBES et al., 2004; KIM, KNOWLES, KIM, 2004; KHAN, KATTI, LAURENCIN, 2004;
RAI et al., 2004; SCHILLER et al., 2004; TADDEI, et al., 2006). Também sera incorporada
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no composito de PCL/BC a Ang-(1-7), antagonista da Ang 2 (IZU et al., 2009) e avaliada

sua resposta em osteoblastos de cultura primaria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A engenharia de tecidos vem desenvolvendo materiais com aplicagdes na
substituicdo, reparacdo e regeneracao de tecidos vivos (HENCH, 1998; CIAPETTI et al.,
2003; VALERIO et al., 2004). Contudo, estes materiais ainda sofrem problemas de
estabilidade superficial na interface com os tecidos do hospedeiro, problemas
biomecanicos de elasticidade e resisténcia, subprodutos de degradacgao irritantes e
inviabilizagdo de angiogénese no seu interior. Além disto, estes materiais ndo
apresentam as caracteristicas de auto-restauracdo e adaptabilidade de suas estrutura
e propriedades que sdo inerentes aos tecidos vivos (HENCH, 1998; JONES, EHRENFRIED
e HENCH. 2006).

2.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo com matriz
extracelular mineralizada, possuindo algum grau de rigidez e elasticidade, que confere
ao corpo a funcao de suporte. Este tecido por ser o maior reservatorio de calcio do
organismo também participa da manutencdo do pH interno do corpo, transmissdo e
conducgdo do impulso elétrico em nervos e musculos. Pode ser categorizado em quatro
componentes microestruturais: células, matriz organica, matriz inorganica e fatores
sinalizadores soltveis. E composto por 25% de matriz organica, divido em 95% de
colageno, principalmente colageno tipo 1 e 5% de proteinas ndo colagenosas
(osteocalcina, osteonectina, proteinas morfogenéticas, proteoglicanas, sialoproteinas,
etc). A matriz inorganica corresponde a 65% do tecido dsseo sendo composta
principalmente por hidroxiapatita e 10% de 4gua (VALERIO et al.,2004; GE et al., 2008).

Existem dois tipos morfolégicos de osso: cortical e esponjoso (Figura 1). A
forma cortical possui porosidade variando de 50 a 95%, sendo observada normalmente
em o0ssos cubdides, chatos e nas terminacdes de ossos longos. Os poros sao
interconectados e preenchidos com a medula (tecido composto por vasos sangiiineos,

nervos e varios tipos de células que tem como caracteristica principal a producdo de
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células sangliineas basicas) enquanto a matriz tem a forma de planos e estruturas
chamadas trabéculas, com espessura de cerca de 200um e variada disposi¢cdao

(DOBLARE, GARCIA e GOMEZ. 2004).

Figura 1. Secdo 6ssea mostrando as formas: cortical (seta espessa) e esponjosa (seta normal)

(Fonte: WILLIANS PL. 1995).

A forma cortical possui cerca de 5 a 10% de porosidade e variados tipos de
poros. A porosidade vascular é a mais larga (50um de diametro), formada por canais
de Havers e de Volkmann com capilares e nervos. Outras porosidades sao associadas
com lacunas (cavidades conectadas por pequenos canais chamados canaliculos) e com
espaco entre o coldgeno e a hidroxiapatita (cerca de 10um). O osso cortical é formado
por estruturas cilindricas conhecidas como Sistema de Havers (Figura 2), com didametro
de cerca de 200um formado por lamela cilindrica ao redor dos canais de Havers

(DOBLARE, GARCIA e GOMEZ. 2004).
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Ostedcitos ~Prolongamentos celulares

Figura 2. Esquema mostrando parte de um Sistema de Havers com dois ostedcitos (esquerda).
Nas lamelas contiguas do sistema, as fibras colagenas sdo cortadas segundo diferentes incidéncias,

porque tem diferentes orientagdes (Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO. 2004)

Os principais fendtipos celulares associados ao osso sdo as células
osteoprogenitoras, os osteoblastos, os ostedcitos e os osteoclastos. As células
osteoprogenitoras sao células com atividade ainda ndo completamente conhecida
(PORTER et al.,, 2009). Osteoblastos sdao células jovens com intensa atividade
metabdlica e responsaveis pela producdo da parte organica da matriz e regulacdo da
mineralizacao. Durante a formacao dssea, a medida que se da a calcificacdo da matriz
Ossea, o0s osteoblastos acabam ficando em lacunas, diminuem sua atividade
metabdlica e passam a ser denominados de ostedcitos, células adultas que atuam na
manutencdo dos componentes da matriz. Nas regides ocupadas pelas ramificacdes dos
osteoblastos formam-se os canais e canaliculos, que permitem uma comunicagdo
entre os ostedcitos e os vasos sanguineos que os alimentam. Os osteoclastos sdo
células gigantes, originadas dos mondcitos, multinucleadas responsaveis pela
degradacdo do tecido dsseo em condicdes fisiologicas e patoldgicas. Originam-se pela
fusdo de células mononucleares da medula éssea, sendo porém observadas somente
nas superficies dsseas. Os osteoclastos secretam acidos, colagenase e outras enzimas

que atacam e liberam Ca®*(GE, JIN e CAO. 2008).
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As células mesénquimais diferenciam-se em osteoblastos através de trés
subseqlientes estagios: proliferacdo, secre¢cdao de matriz e mineralizagdao. Durante a
formacao 6ssea, multiplos fatores de crescimento sdo expressos sendo que cada um
possui diferente papel no desenvolvimento deste tecido. Embora o processo de
regenerac¢do nao seja exatamente homdlogo ao que ocorre durante a embriogénese, o
reparo de fratura recapitula os processos cruciais que controlam o desenvolvimento
6sseo (DOBLARE, GARCIA e GOMEZ. 2004).

A importancia da integridade da estrutura dssea torna-se clara nos casos de
doengas como osteogénese imperfeita, osteoartrites, osteomielites e osteoporose.
Estas doencas associadas com traumas, cirurgias ortopédicas e resseccdo de tumor
levam ou induzem defeitos ésseos, sendo aumentado a cada ano o impacto clinico e
econdmico destes tratamentos (PORTER et al., 2009).

Por uma variedade de razbes (como tamanho do defeito dsseo, infeccdo e
outros), o osso traumatizado pode ndo ser capaz de auto reparar-se, resultando em
uma ndo unido dssea. Para defeitos com tamanhos criticos ou sem unido, um material
substituto deve ser usado para preencher o espac¢o ésseo defeituoso. Atualmente, o
padrdo ouro no tratamento de defeitos 6sseos com tamanho critico é o enxerto
autégeno (LEGEROS 2008). Neste tratamento, remove-se de outro sitio cirurgico tecido
0sseo do proprio paciente (tipicamente da Crista lliaca). Entretanto, a taxa de
complicagdo neste tipo de enxerto é superior a 30% incluindo morbidade do local de
remocao do enxerto, dor, prolongada hospitalizacdo, parestesia, aumento do risco de
infeccdo, hematoma além de restringida disponibilidade de tecido (HEARY et al., 2002).

Outra opc¢do para pacientes e cirurgioes, é o uso de tecido de outro humano
(tipicamente cadaver), sendo denominado alégeno. O sucesso clinico nestes dois tipos
de enxertos é atribuido a similaridade fisica e biolégica do doador (sitio ou paciente)
com o tecido hospedeiro. Entretanto, enxertos alégenos possuem taxa de incidéncia
de infec¢do acima de 13%, além de possivel resposta imune do hospedeiro (NISHIDA et
al., 2008). Assim, devido ao alto custo e limitada disponibilidade de enxertos
autogenos e alégenos existe a necessidade de desenvolver biomateriais sintéticos para

reparo, substituicdo e preenchimento ésseo (NISHIDA et al., 2008).
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2.2. Engenharia de tecido dsseo

Para Jones, Ehrenfried e Hench (2006) a engenharia de tecidos é uma técnica
que consiste na regeneragdao de orgaos e tecidos vivos através do recrutamento de
tecidos do prdéprio paciente, que sdo dissociados e cultivados sobre suportes em trés
dimensdes para serem inseridos no paciente.

Estudos comparativos de compdsitos tém sido estabelecidos e existe uma
consideravel variacdo de niveis de bioatividade, como mensurado por valores de
ligacdo do osso ao implante ou porcentagem de proliferacdo dssea em presenca de
particulas bioativas. Classe A de bioatividade sdo considerados aqueles materiais que
sdo osteoprodutivos e osteocondutivos. Osteoproducdo ocorre quando o 0ssO
prolifera na superficie de uma massa devido ao aumento da atividade osteoblastica.
Aumentam tanto a mitose quanto a diferenciacdao de osteoblastos.Na classe B sao
considerados materiais que exibem potencial osteocondutor (HENCH, 1998; JONES,

EHRENFRIED e HENCH, 2006).

2.3. Arcaboucos para Reconstrucdo Ossea

Um arcabouco ou “scaffold” para aplicacdo em engenharia de tecido dsseo
deve preencher varios critérios. Primeiro o arcabouco deve ser biocompativel (ndo
tdéxico) e atuar como modelo 3D para crescimento dsseo tanto in vitro quanto in vivo.
Para isto é necessdrio que existam poros interconectados com um diametro de pelo
menos 100um para permitir migragao celular, crescimento de tecido e vascularizagdo
(RATNER et al.,1996).

O arcabouco deveria ser o Unico a promover adesdo e atividade celular,
idealmente promover osteogénese em nivel genético e ter propriedades mecénicas
semelhantes ao do osso receptor. A interface do biomaterial com o osso ndo deve
possuir a formacdo de tecido cicatricial, deve possuir uma interface estavel e uma
porcentagem de degradacdo semelhante a regeneracdao 6ssea. Os produtos da

degradacdo ndo devem ser téxicos e devem ser facilmente excretados pelo organismo
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de modo que o osso original retorne a sua forma e fun¢do original (JONES,
EHRENFRIED e HENCH, 2006).

O processo de fabricacdo dos arcaboucos deve permitir que sejam produzidas
varias formas para adequar ao defeito dsseo, permitir esterilizagao e ter potencial para
ser comercializado nos padrdes internacionais de utilizagdo clinica (JONES,

EHRENFRIED e HENCH, 2006).

2.3.1. Estrutura micro e macroporosa

A porosidade é um fator critico para a migracdo celular e elabora¢do de uma
matriz dssea. Kim, Knowles e Kim (2004) reportaram que os osteoblastos preferem
poros com tamanhos variando de 200 a 400um de diametro para facilitar a migragao,
adesdo e proliferacdo. Esse fato pode ser explicado pela curvatura do poro que prové
o6tima compressdao e tensdao nos mecanoreceptores celulares, permitindo que eles
migrem para as aberturas de tamanhos especificos (HOU, GRIJPMA e FEIJEN, 2003;
DHANARAIJU et al., 2003).

A porosidade minima necessaria para o tecido 6sseo regenerado mineralizado
geralmente é considerada em torno de 50 a 100um. Poros inferiores ao anteriormente
citado resultam em ndo crescimento do tecido ostedide, somado ao fato de haver
somente penetracdo de tecido fibroso nestes poros (KASTEN et al., 2008).

Arcaboucos de materiais organicos e inorganicos biodegraddveis para a
engenharia de tecidos éssea devem apresentar macro-porosidade. Além disso, deve
haver uma intercomunica¢ao dessas macro-porosidades para permitir o crescimento
Osseo de forma tri-dimensional por toda a estrutura. A interconectividade pode ser
otimizada em um estagio in vitro, através do emprego de condi¢cdes de cultura
dinamicas (KIM, KNOWLES e KIM, 2004).

A micro-porosidade influencia no desempenho biolégico dos arcaboucgos in
vivo, uma vez que a taxa e distribuicdo da osteogénese por volta e ao longo desses sao

afetadas pelo nimero e tamanho dos canais intercomunicantes. A porosidade pode
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afetar importantes propriedades mecanicas de um polimero. Pode reduzir sua

maleabilidade e aumentar sua fragilidade. (KIM, KNOWLES e KIM, 2004).

2.3.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos arcaboucos como também do subseqiiente
osso formado devem ser capazes de suportar a carga de atividades fisicas diarias. In
vitro, os andaimes devem ter resisténcia mecanica suficiente para suportar pressdes
hidrostaticas e manter a porosidade requerida para o crescimento celular e producdo
da matriz. In vivo, devido o osso estar em continuo estresse, as propriedades
mecanicas do arcabouco devem idealmente assemelhar-se ao do tecido 6&sseo
(SALGADO, COUTINHO e REIS. 2004). As propriedades mecanicas sdao importantes
tanto a nivel microscdpico quanto a nivel macroscdpico. Apesar do aumento da
porosidade e do tamanho dos poros facilitar o crescimento de tecido dsseo, o
resultado é a reducdo das propriedades mecanicas do material podendo inclusive
comprometer a integridade do biomaterial (KARAGEORGIOU & KAPLAN 2005).

Assim, a porosidade deve ter um tamanho critico — pequeno o suficiente para
manter a integridade mecanica do arcabouco e grande o suficiente para prover étima
atividade biolégica (HENRIKSEN et al., 2011).

Para prevenir a ocorréncia de fratura inicial no arcabouco, as propriedades
deste devem ser fortes o suficiente para resistir as cargas aplicadas — assim a
porosidade inicial deve ser pequena, ou as propriedades mecanicas devem
suficientemente fortes para suportar as cargas enquanto o material se torna mais
fraco com a degradacdo. Assim, segundo Byrne et al. (2007) deve-se achar o ponto de
equilibrio entre porosidade e a porcentagem de degradacdo para se determinar étimos

parametros de um arcabouco.
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2.3.3. Degradagao controlada

Como a regeneracdo 6ssea e subseqliente remodelamento tém duracdo de
varios meses, é importante que a degradacao do arcabougo ocorra de forma
controlada permitindo que o novo osso formado ocupe o espaco do biomaterial que

foi absorvido (WOODRUFF & HUTMACHER 2010).

2.4. Polimeros utilizados para regeneragao 6ssea

Existem diversos tipos de polimeros (bioldgicos ou sintéticos), podendo
também ser classificados em degradaveis e ndao degradaveis. O termo “polimero
biodegraddvel” refere-se a susceptibilidade de um polimero ser decomposto no
organismo ou por fatores ambientais. De acordo com a ASTM (Sociedade Americana
para Testes e Materiais - www.astm.org) a definicdo padrdao de biodegradavel refere-
se a capacidade de decomposicdo em CO,, CH;, H,O, componentes inorganicos ou
biomassa.

Entretanto, como um material para ser usado na engenharia de biomateriais,
os polimeros biodegradaveis podem ser decompostos em moléculas bioldgicas
aceitdveis (sem a producdo de intermediarios nocivos) que podem ser metabolizados e
removidos do corpo por metabolizacdo ou excrecdo. Poliésteres alifaticos sdo
polimeros sintéticos mais utilizados devido a sua facil degradacdo no organismo por
hidrélise da ligacdo éster e seus produtos de degradacdao sdao absorvidos por
metabolizacdo (GE, JIN e CAO. 2008).

Polimeros bioldgicos como o coldgeno, alginato, agarose e acido hialurénico
podem ser utilizados na engenharia de biomateriais devido suas propriedades e
biocompatibilidade.

Os polimeros sintéticos tém a vantagem de facilidade de fabricacdo e
controlada degradacdo (HUTMACHER 2000). Entretanto, os polimeros sintéticos sdo
guimicamente e biologicamente inertes ndo induzindo dessa forma a adesdo celular e

a formacdo de tecido. Para superar isto, hidroxiapatitas (HA) e trifosfato de célcio (TCP)
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tém sido adicionados para aumentar a ostecondutividade do biomaterial (WANG et al.,

2005).

2.4.1. Poli (e-caprolactona) (PCL)

O estudo para a polimerizacdo da Policaprolactona (PCL) comegou por volta de
1930 e sua propriedade de biodegradacao foi primeiramente estudada em 1973 (VAN
NATTA ET AL., 1934; SINHA et al., 2004). O PCL (Figura 3) é um polimero sintético
biodegraddvel e biocompativel da classe dos poliésteres alifaticos aprovado para

utilizacdo em humanos (COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004).

Figura 3. Estrutura quimica tridimensional da poli-(s-caprolactona).

A PCL é utilizada para liberacdo controlada de medicamentos devida sua alta
permeabilidade para varios firmacos. E um material mais resiliente que outros
polimeros ja utilizados [por exemplo: poli cido latico (PLA), poli acido glicélico (PLG) e
Poli acido latico co-acido glicolico(PLGA)], com caracteristicas melhores para reparacao
d0ssea por manter as propriedades fisicas da matriz por pelo menos seis meses
(CIAPETTI et al., 2003).

Dessa forma, a PCL tem apresentado varias aplicabilidades na engenharia de
tecidos como andaime e como sistema de liberagao controlada de farmaco de longa
dura¢do, em microeletrénica e como adesivo. Sua vasta aplicabilidade e interessantes
propriedades (controlada degradacdo, miscibilidade com outros polimeros,
biocompatibilidade e potencial para ser fabricada através de fontes renovaveis) fazem
da PCL um polimero de primeira escolha na engenharia de tecido ésseo (LABET &

THIELEMANS 2009).
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2.5. Bioceramica

Osteosynt® é uma bioceramica (BC) bifasica micro-macro porosa, composta por
65% de RB-Trifosfato de Calcio (B-TCP), que é a fase mais solivel, e 35% de
Hidroxiapatita (HA), que é a fase mais estavel. Apresentam macro-poros
intercomunicantes, na faixa de 50um 400um, que induzem uma resposta organica
mais efetiva, forte ligacdo e crescimento tecidual intrinseco e micro-poros
intercomunicantes (inclusive com os macroporos) na faixa de 1y e 104 que aumentam
o contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os liquidos organicos,
além de poros intermedidrios de 10um a 50um (P10602372-0, PATARO et al., 2007).

Preferivelmente, o material ceramico deve ser capaz de prover uma superficie
de fosfato de calcio, ‘in vitro’ ou ‘in vivo’, apresentando essa estrutura de superficie
especifica. E preferido, adicionalmente, que o material ceramico seja capaz de
adsorver os agentes biologicamente ativos, como fatores de crescimento (por
exemplo: BMP’s) ‘in vitro’ ou ‘in vivo’. Exemplos satisfatorios de materiais ceramicos
incluem fosfato de célcio, biovidros e materiais que contém calcio fosfato e/ou
biovidros (LEGEROS, 2008).

Entretanto, as hidroxiapatitas (HA) apresentam algumas limitacdes, como: (1)
limitada capacidade de suportar carga de torg¢do; (2) pouco tolerancia de corte; e (3)
uma reabsorcdo minima quando as HA puras policristalinas sdo usadas. Por essas
razdes, 0 seu uso em regides esqueléticas submetidas a altos esforcos sao limitadas, o
gque ja nao acontece da mesma forma com as bioceramicas bifasicas
micro/macroporosas. Contudo, tem-se uma grande utilizacdo nos reparos e/ou
reconstrucdes das perdas ésseas em geral em odontologia e medicina (RIPAMONTI &
DUNEAS, 1996).

Dessa forma, tratamentos superficiais e/ou a preparacdo de compdsitos entre
os diferentes biomateriais (metais, ligas metdlicas, cerdmicas e polimeros, por
exemplo) sdo as estratégias hoje usadas para o melhoramento das propriedades e

otimizacdo do uso dos mesmos dentro de sua especificidade (CIAPETTI et al., 2003).
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2.6. Compodsitos de Policaprolactona/Bioceramica (PCL/BC)

Muitos compédsitos de polimero com bioceramica podem ser usados para
conferir  diferentes caracteristicas e controlar suas propriedades como
biocampatibilidade, absor¢cdo de agua, porcentagem de degradacdo e propriedades
mecanicas, fazendo destes materiais desejaveis para aplicagdo médica.

A incorporacdao de BC em dispositivos poliméricos oferece uma estrutura
mineral que disponibiliza Cdlcio (Ca) e Fésforo (P) para a neoformacgdo dssea, além de
neutralizar os subprodutos acidos da degradacdo polimérica. A Hidroxiapatita (HA),
quando presente na estrutura do compdsito apresenta caracteristicas
osteocondutoras (CIAPETTI et al., 2003).

Os compdsitos de bioceramica:polimero (Osteosynt:Polimero) apresentam
propriedades de indu¢do de dentina reparadora, formacdo de ponte dentinaria
compacta e uma matriz com geometria favoravel para a deposicdo mineral. Esse
material induz uma reparacgao tecidual mais efetiva e provoca uma resposta histoldgica
compativel com o processo de regeneracao tecidual normal (PI0602372-0).

Para ser utilizada efetivamente em compartimentos dsseos, as propriedades
mecanicas da BC e as estruturas dos poros devem ser modificadas para permitir
porosidade, adequado encapsulamento, liberacdao controlada e tamanho dos poros
(KIM, KNOWLES e KIM. 2004).

O compésito formado apresenta propriedades melhores que os dois produtos
isoladamente, especialmente pelas caracteristicas termoplasticas do polimero,
melhorando assim as deficientes propriedades mecanicas da ceramica, permitindo sua

utilizacdo pratica (PATARO, 2005).

2.5. Sistema renina angiotensina e tecido ésseo

A hipertensdo e a osteoporose sao duas doengas comuns que atingem a
populacdo idosa e sdo causadas pela interacdo de fatores genéticos e ambientais.

Como 50% da populacdo hipertensa corresponde a mulheres pds-menopausa com
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risco para osteoporose, a hipertensdo representa um considerdvel problema para essa
populacdo (SHIMIZU et al., 2009). Evidéncias em animais e estudos epidemioldgicos
sugerem que alta pressdo sanguinea estd associada com anormalidades do
metabolismo do calcio, levando ao aumento da perda deste ion, ativagdo secunddria
da glandula Paratiredide e perda desse ion do tecido dsseo, levando desse modo ao
aumento do risco de osteoporose (RESNICK et al., 1983; CAPPUCCIO et al., 2000).

De fato, estudos clinicos tém demonstrado que drogas anti-hipertensivas tém
diminuido o risco de fraturas pela reducdo da excrecdo renal de calcio (SCHOOFS et al.,
2003). Entretanto, outras drogas anti-hipertensivas (B-bloqueadoras e inibidores da
enzima conversora de angiotensina - ACE) estdo também associadas com a reducdo do
risco de fraturas (SANADA et al., 2004; I1ZU et al., 2009).

Estudos clinicos recentes também demonstraram o beneficio dos inibidores da
ACE em reduzir o risco de fraturas ou aumentar o metabolismo ésseo sugerindo a
associacdo do Sistema Renina Angiotensina (RAS) ao metabolismo dsseo (REJNMARK
et al., 2006).

O RAS tem um papel central no controle da pressao sanguinea e tem sido um
importante alvo para drogas anti-hipertensivas (ASABA et a., 2009). No conceito
classico do RAS o angiotensinogénio produzido no figado é seqliencialmente clivado
pela renina, enzima produzida nos rins e secretada na circulacdo, que quebra o
angiotensinogénio para o decapeptideo inativo angiotensina |, que posteriormente é
clivado pela enzima conversora de angiotensina (ACE) gerando Ang Il que opera tanto

sistemicamente quanto localmente em varios tecidos (Figura 4).
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Figura 4. Visdo atual simplificada do Sistema Renina Angiotensina. ACE- enzima conversora de
angiotensina; Ang- angiotensina; AT- receptores para angiotensina Il; MAS- receptor para angiotensina-
(1-7); NEP- natural endopeptidase; PCP- prolilcarboxipeptidase; PEP- prolilendopeptidase (SANTOS &
FERREIRA, 2007; IUSUF et al., 2008; FERRARIO 2011).

Osteoclastos e osteoblastos expressam receptores para angiotensina Il tipo 1 e
2 (AT1 e AT2) sugerindo a atividade do RAS localmente no osso (HATTON et al. 1997;
LAVOIE & SIGMUND, 2003; SAKAI et al., 2007; SHIMIZU et al., 2009).

A expressdo de receptor AT1 foi observado em cultura de osteoblastos
(BANDOW et al., 2007) e a Ang Il inibiu a diferenciagcdo déssea via receptor AT1 em
células osteoblasticas da calvaria de ratos ( HAGIWARA et al., 1998).

Em contraste ao receptor AT1, ndo houve significante efeito em células de
calvéria de ratos via bloqueador de receptor AT2 (HAGIWARA et al., 1998). Entretanto,
Izu et al.(2009) demonstraram que o blogqueio de receptores AT2 significativamente
aumentou os niveis de massa dssea sendo esse efeito baseado no aumento da
atividade osteoblastica como também na diminuicdo da atividade osteoclastica in vivo.

A angiotensina-(1-7) tem sido explorada no contexto da funcdo cardiovascular
desde que foi descoberta. Tem sido demonstrado através de pesquisas farmacoldgicas
que a Ang-(1-7) neutraliza os efeitos causados pela Ang Il tanto através da inibicdo da
ACE qguanto pelo bloqueio dos receptores AT1 (IUSUF et al., 2008). A descoberta da

ACE2 que é uma das enzimas formadoras da Ang-(1-7) e a identificacdo do receptor
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Mas, através do quais muitas acdes da Ang-(1-7) é mediada, tem estabelecido dire¢des
através dos quais o RAS regula a homeostase.

Efeitos estabelecidos da Ang-(1-7) sdo a regulacdo da pressdo sanguinea,
funcdo cardiaca e crescimento celular da musculatura lisa e do miocardio (SANTOS et
al., 2006). Pesquisas envolvendo este peptideo sdo feitas observando o
remodelamento cardiovascular, regulacdo da pressdao sanguinea, cicatrizacdo de
feridas e cancer (SANTOS et al.,, 2006). Entretanto, ndo ha pesquisas avaliando a
influencia da Ang-(1-7) em cultura de osteoblastos e sua aplicacdo na engenharia de

tecidos.
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3. OBJETIVOS

Este projeto visa a preparagdo de compdsitos em base de bioceramicas e
polimeros biodegraddveis, contendo angiotensina (1-7), encapsulados ou ndo, micro-

particulados, na forma de implantes para o processo de reparagao tecidual.

3.1. Objetivos especificos

a) preparar um arcabouco micro e macroporoso formado pelo compdsito
de Policaprolactona/Bioceramica (PCL/BC).

b) caracterizar morfolégicamente, através da Micro tomografia
Computadorizada (u-CT) o compésito PCL/BC.

c) incluir a Ang-(1-7) ao compdsito PCL/BCP,

d) avaliar a viabilidade e a proliferacdo de osteoblastos na presenca dos
compdsitos contendo ou ndao a Ang-(1-7) através dos testes de MTT e secre¢do de

Fosfatase alcalina in vitro.
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4. HIPOTESES

O compdsito formado por PCL e BC deve:

e Ser biocompativel,

e Apresentar propriedades de superficie que permitam sua implantacao,

e Apresentar uma microestrutura porosa compativel com a neoformagdo
vascular,

e Prover ions minerais para a incorporacdao na matriz do osso neoformado,

e Liberar o peptideo incorporado de maneira lenta e continua,

33



5. METODOLOGIA

5.1. Preparagao dos compdsitos

Compdsitos de policaprolactona (PCL; Aldrich; P,-80.000g/mol) foram
fabricados pela combinagdo modificada das técnicas de solvent cating e particle
leaching descrita por Mikos et al. (1994). Como solvente e formador de poros foram
usados respectivamente: Cloroférmio [Labscan (Asia), Thailand] e NaCl (Sigma-Aldrich,
EUA). A ceramica bifasica (BCP) utilizada foi B-Trifosfato de cdlcio/Hidroxiapatita (Einco

Biomaterial, Minas Gerais, Brasil) com a granulacdo de 80-100 mesh.

Inicialmente, varias quantidades de PCL (12,25%, 18,75% e 25% g/mL) foram
dissolvidas em Cloroférmio ficando sob agitacdo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Certas quantidades de BCP foram adicionadas a solucdo de PCL e ficando
sob agitacdo durante 4h a temperatura ambiente (PCL/BCP=3/1, 1/1 e 4/0). Particulas
de NaCl foram separadas usando peneiras (Fisher, USA) padronizadas pela Sociedade
Americana para Testes de Materiais (ASTM) com diametro de 212-355um. Oito gramas
de NaCl foram adicionados a solucao de PCL por sonificacdo (60 seg) formando uma
solucdo altamente viscosa. Em determinados compésitos foi adicionada 1 mL de Ang-
(1-7) (0,28mg/ml) (Bachem, USA) possuindo concentragdo fixa nos compdsitos

testados [Ang-(1-7) / (PCL/BCP) = 0, 00014 p/p].

Posteriormente a suspensdo foi vertida em discos de vidro com 5mm de
profundidade ficando a temperatura ambiente durante 2 dias. Apds a evaporacdo do
solvente, os aracbougos formados foram lavados com agua destilada por 2 dias para

remocao do sal. Apds a lavagem, os materiais ficaram secando a vacuo por 48 horas.

34



PCL:Clorférmio :'> PCL:NaCl :> PCL:BCP
(1 hora de (60 seg. de (4 horas de

agitacdo) sonificacdo) agitacao)

Ang-(1-7)
[ImL (0,28mg/mL]

U

PCL:BCP Evaporacédo de solvente Lavagem do sal

>
:>®:>

Fluxograma 1. Preparacdo das estruturas porosas

5.2. Caracterizagcdao Morfoldgica

5.2.1. Microtomografia Computadorizada

Desde a descoberta dos raios X por Wilhelm C. Roentgen em 1895, esta
radiacdo eletromagnética se tornou uma importante ferramenta de investigacdo para
a ciéncia. Este fato, aliado ao notavel avanco tecnoldgico experimentado pela industria
microeletronica nas ultimas décadas, possibilitou o desenvolvimento de modernas
técnicas de processamento de imagens, tal como a microtomografia computadorizada
de raios X (u-CT) (WITTE et al.,, 2008). Esta técnica se baseia na obtencdo de um
conjunto de projec¢ées bidimensionais do objeto analisado e na construcdo de modelo
tridimensional mediante aplicacdo de algoritmo matematico (FERNANDES et al., 2009).
O material investigado é rotacionado, sendo obtida uma projecdo para cada angulo de

rotacdo. A resolugdo da imagem produzida é proporcional ao nimero de projec¢des
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adquiridas (vide Figura 5). Na Figura 6 é exibida representacdo esquematica das etapas
de aquisi¢do, reconstrucdo e geracao de imagens e modelos 3D na microtomografia de
raios X.

Segundo Lasso et al. (2008) , a tomografia de raios X é uma técnica bastante
versatil, pois além de ser ndo-destrutiva, permite obter importantes parametros
morfoldgicos dos materiais investigados sem exigir uma preparacdao especial das
amostras. Sua aplicacdo mais difundida e de maior impacto na sociedade é no
diagnéstico médico, onde esta técnica foi primeiramente introduzida. A utilizacao
inicial da tomografia em outras areas da ciéncia foi fortemente inibida pelo alto custo
dos equipamentos. Entretanto, recentemente surgiram no mercado aparelhos mais
acessiveis que os tomodgrafos médicos. Estes equipamentos, denominados
microtomografos, possibilitam a obteng¢dao de imagens tridimensionais de alta
resolugdo (micrometros) em amostras de dimensdes reduzidas. Atualmente varias
universidades, centros de pesquisa e empresas privadas em todo o mundo utilizam
estes equipamentos no desenvolvimento de suas pesquisas e em testes de controle de
qualidade.

Durante o ensaio de microtomografia o feixe de raios X proveniente de um
tubo de raios catddicos atravessa o material analisado, havendo transmissdo,
espalhamento e absorcdo de fotons. A relacdo entre as intensidades transmitida e

incidente (I /1) é dada pela lei de Lambert-Beer (SIEGBAHN 1965):

U, = exp (-px)

. . T . -1
onde u representa o coeficiente de atenuacgao linear do material (cm™) e x a espessura

da amostra (cm). Se o objeto escaneado for composto por diferentes fases:

I/I0 = exp [Z(—Hixi)]
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estando o indice i associado a cada fase presente no material. O coeficiente de

atenuacdo em massa p’ (cm®.g’!) é expresso por:

sendo p a densidade do material (g.cm'g). A porosidade @ da amostra pode ser

determinada através da equacao (PHOGAT & AYLMORE, 1989):

9 =100 (M)

)

na qual us e 1, sdo os coeficientes de atenuagdo linear para sélido denso e poroso.

3 projecgdes 5 projecdes 9 projecdes 18 projecdes

- . L .

Figura 2: Reconstrucdo de objeto a partir de diversos niumeros de projecées (Fonte:

SKYSCAN 2005).
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Figura 6. Representacdo esquematica das etapas de aquisi¢do, reconstrucdo e
geracao de imagens e modelos 3D na microtomografia de raios X (Fonte: FERNANDES

et al.,2009).

Rattanasak & Kendall (2005) empregaram a microtomografia de raios X em
estudo acerca da estrutura de poros de compdsito cimento/pozolana. A porosidade é
um parametro estrutural de grande relevancia nesses materiais, ja que possui
influéncia direta em propriedades como permeabilidade, contracdo, mddulo de
elasticidade e resisténcia mecanica. Os autores observaram que a adicdo de pozolanas
ao cimento diminuiu o seu diametro de poros, culminando no aumento da resisténcia
mecanica do compdsito.

Através da p-CT, Appoloni et al. (2004) investigaram a microestrutura de
espumas ceramicas porosas. Li et al.(2006) estudaram a influéncia da porosidade no
crescimento de trincas por fadiga em ligas de aluminio fundido. Farber et al. (2003)
correlacionaram parametros estruturais obtidos através desta técnica e da

porosimetria por intrusdo de mercurio em granulos farmacéuticos. Os autores
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notaram que a microtomografia fornece uma série de dados morfoldgicos que nao sao
acessados na porosimetria por intrusao de mercurio.

Na Figura 7 é exibida fotografia do microtomédgrafo de raios X SkyScan 1172
presente no Laboratdrio de Materiais Ceramicos da UFMG. Com uma fonte de raios X
de 20-100 kV e camera CCD de 10 Mp, este equipamento possui resolu¢do maxima de
0,7 um. Para auxilio no tratamento das imagens obtidas, o computador que controla o
microtomodgrafo (host) foi conectado em rede a um conjunto de computadores
(cluster). Durante as etapas de reconstrucdo e producdo dos modelos 3D, as tarefas
sdo divididas entre os computadores do host e do cluster, aumentando a capacidade

de processamento do sistema.

Figura 7: |. Fotografia do microtomégrafo SkyScan 1172; 1l. Computador de controle e

aquisicao de dados (host); . Cluster de computadores

Para analise no microtomografo SkyScan 1172, foi coletado pequeno fragmento
de cada material a ser investigado. Como esta técnica se baseia na obtencdo de

projecOes bidimensionais do objeto analisado enquanto ele é rotacionado, é muito
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importante que o fragmento retirado possua geometria simétrica. Em seguida, a
porgdo retirada foi posicionada no compartimento de amostras do equipamento e
fixada com massa de modelar.

As amostras investigadas foram rotacionadas em angulos de até 180°,
adotando-se passo de 0,30°. Através das projecdes adquiridas e dos softwares NRecon
e CTAn, foram obtidos pardmetros morfolégicos, bem como representacdo
tridimensional das estruturas escaneadas. Para o célculo da porosidade e do didametro
de poros médio dos materiais estudados, foram consideradas cem secdes

bidimensionais ao longo do volume analisado.

5.3. Analises in vitro

5.3.1 Cultura de osteoblastos

Para os testes com osteoblastos os seguintes materiais foram utilizados.
Solucdo antibidtica-antimicética (Gibco BRL, NY, EUA), soro fetal bovino (Gibco BRL,
NY, EUA), PBS, DMEM (Sigma, St Louis, EUA), tripsina-EDTA, Kit Vybrant MTT
(Molecular Probes, Eugene, OR), Kit BCIP-NBT: (Gibco, Burlington, Ont., Canadd). Meio
de cultura DMEN (Sigma, Sao Louis, EUA), garrafas de cultura T25 e placas com 24
pocos: Nunc products (Naperville, EUA).

Osteoblastos foram isolados da calvaria de ratos Wistar neonatos (3 dias de
vida) (CETEA 167-2007). A calvaria foi dissecada e limpa de tecidos aderidos a ela, e
posteriormente cortada em pequenos fragmentos e lavadas em PBS estéril, que nao
continha nem calcio nem magnésio. As pecas da calvdria ficaram incubadas com
tripsina-EDTA 1% durante 5 minutos, seguida de quatro sequlenciais incubagdes com
colagenase 2% a 37°C por aproximadamente 45 minutos cada. O primeiro
sobrenadante da incubacdo com colagenase contendo alta proporc¢ado de fibroblastos e
hemdcias e foram descartados. Os sobrenadantes seguintes foram recolhidos e
centrifugados a 1000xg por 5 minutos, o pellet formado foi ressuspendido em 5 ml de
meio DMEN suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e 1% de antibidtico e
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antimicotico. As células ficaram incubadas em garrafas para cultura T25 em 5% de CO,,
37°C de temperatura e 95% de umidade, sendo posteriormente utilizadas para testes
na segunda passagem.

Para testar a estimulagdo dos osteoblastos com o grupo Teste utilizard a
densidade celular de 1x10*, nas placas com 96 pogos. Apds 24 horas, o meio foi
mudado para um meio contendo os grupos testados, controle positivo ou somente o
meio puro sem células e sem materiais. Apdés 72 h e 7 dias de incubagdo a
viabilidade/proliferacdo e capacidade de secrecdo de Fosfatase alcalina foram
testados.

Os testes de proliferagao e viabilidade foram feitos como se segue: apds 72h de
incubacdo na presenga de cada um dos materiais citados anteriormente, sendo a
viabilidade dos osteoblastos mensurada pelo método MTT, baseado na reducdo do sal
do tetrazolio para cristais de formazan pela presenca da dehidrogenase nas células
mitocondriais. A formagdo dos sais de formazan é diretamente relacionada com a
guantidade de dehidrogenase, providenciando um método indireto de mensuracao.
Foi adicionado a cada pogo 100 ul de meio de cultura fresco além de 10ul de MTT
(solucdo estoque: 12mM MTT). Quatro horas apds, a morfologia celular foi analisada
por microscopia de fase invertida e os sais de formazan foram solubilizados com 100 pl
de SDS 10% HCI. Apés incubacdo por 18 h, a densidade 6tica foi mensurada a 570nm.

A producdo de fosfatase alcalina foi mensurada utilizando o kit BCIP-NBT. Este
método, baseado na rea¢do cromagénica iniciada pela quebra do grupo fosfato pelo
BCIP da Fosfatase alcalina presente nas células. Esta rea¢cdo produz um préton, que
reduz NBT para um precipitado insolUvel purpura. Brevemente, o sobrenadante de
cada poco foi removido e a camada celular foi lavada por duas vezes com PBS. Entao,
uma solucao de 100 pl de BCIP-NBT, foi adicionado para cada pogo. Apds 2 horas de
incubacdo, as células foram observadas por microscopio invertido e os precipitados
insoluveis purpura foram solubilizados com 100 ul de SDS 10% HCI e incubados por

18 h. A densidade otica foi mensurada em 595 nm.
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Os resultados foram apresentados em graficos. A significancia estatistica foi
mensurada pelo ANOVA e teste de Bonferroni. Valores de p< 0,05 foram considerados

significantes.
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6. Resultado

O resultado desse trabalho foi submetido e aceito na revista Ceramica sendo

apresentado abaixo.
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ABSTRACT

It was obtained highly porous three-dimensional biodegradable scaffolds from beta-tricalcium
phosphate-hydroxyapatite bioceramic (BCP), PCL, and Angiotensin-(1-7). We used the solvent casting
and particulate leaching methods (SCPL). The processed scaffolds were characterized by X-ray
microtomography (U-CT). Biocompatibility tests in vitro were performed during three and seven days
using MTT and Alkaline Phosphatase Activity (APA) assays. Both the MTT activity and APA were
evaluated using a one-way ANOVA test. The p-CT results showed that the increase of the PCL:BCP
weight ratio leads to structures with lower pore sizes. The pore interconnectivity of the processed
scaffolds was evaluated in terms of the fragmentation index (FI). We observed that the obtained
composites present poorly connected structures, with close values of FI. However, as the polymer phase
is almost transparent to the X-rays, it was not taken into consideration in the pu-CT tests. The MTT
activity assay revealed that scaffolds obtained with and without Angiotensin-(1-7) present mild and
moderate cytotoxic effects, respectively. The APA assay showed that the rat osteoblasts, when in contact
for three days with the PCL composites, presented an APA similar to that observed for the control cells.
Nevertheless, for an incubation time of seven days we observed a remarkable decrease in the alkaline
phosphatase activity. In conclusion, using the solvent casting and salt leaching method we obtained 3D
porous that are composites of PCL, BC and Ang-(1-7), which have suitable shapes for the bone defects, a
high porosity and interconnect pores. Furthermore, the viability in vitro showed that the scaffolds have
potential for drug delivery system and could be used in future in vivo tests.

KEYWORDS: Angiotensin-(1-7), composite, scaffold, tissue engineering.

INTRODUCTION

Current treatment strategies for degenerative diseases and damaged bone tissue include
autografts, allografts, xenografts, and artificial materials such as metals and bioceramics [1]. Novel
strategies are necessary because of the limitations related to these treatments such as inadequate tissue
supply, potential for disease transfer, and compliance issue [2].

Bone tissue engineering involves methods from materials engineering and life sciences to create
artificial constructs for regeneration of new bone [3]. A key component in tissue engineering for bone

regeneration is the scaffold that acts as a template for cell interactions and the formation of bone-

44



extracellular matrix that provides mechanical support to the newly formed tissue. Scaffolds for bone
regeneration must meet several criteria in order to serve this application, including adequate mechanical
stability to provide a suitable environment for the formation of new bone tissue, and biodegradability at a
rate commensurate with remodeling. In addition, scaffolds also can act as drug delivery vehicles and
promote bone tissue ingrowth through them [4].

Currently, composites of polymers and ceramics have been developed with the purpose to
increase the scaffold mechanical stability and improve tissue interactions. Calcium phosphate ceramics
have been widely used as synthetic bone graft substitutes for over 30 years in dental and orthopedic
surgery to fill bone defects and coat metallic implant surfaces in order to improve implant integration
with the host bone. Furthermore, commercial hydroxyapatite (HAP) and B-tricalcium phosphate (B-TCP)
have been examined in terms of their suitability as a bone substitute in the clinical setting [3]. However,
their clinical applications have been limited because of their brittleness, difficulty of shaping, and the
extremely slow degradation rate exhibited by HAp [5]. Moreover, the drug loading on the B-TCP surface
takes place by physical adsorption. It is well established that the adsorption capacity is limited, because it
mainly depends on the surface area of the material [4].

The use of a synthetic polymer in bone tissue engineering is an alternative strategy widely used
nowadays [6,7]. The polycaprolactone (PCL), a US food and drug administration (FDA) approved
material for craniofacial surgical procedures, is a biocompatible and biodegradable aliphatic polyester,
having a low melting point. PCL presents a slow degradation rate (over two years in vivo) and higher
elastic modulus when compared to other biodegradable polyesters approved by FDA [8]. In addition, PCL
degradation products are easily resorbed through metabolic pathways and do not produce local acidic
environments. Thus, it is a prime candidate to be used in bone scaffolding applications [6,9]. The addition
of biodegradable polymers such as PCL to calcium phosphate ceramics would allow better manipulation
and control over both the macro- and microstructure in shaping composites to fit bone defects.

Recent clinical studies showed that beta blockers and anti hypertension drugs would reduce the
risk of bone fractures in the elderly population. This suggests a possible link between the vascular and
skeletal systems [10-12].

Angiotensin Il (Ang Il), a biologically active octapeptide, is a primary effectors of the Renin

Angiotensin System (RAS). Ang Il mediates hemodynamic, growth, inflammation and metabolic
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responses in numerous tissues [13]. Osteoblasts and osteoclasts express angiotensin Il receptors (AT1 and
AT?2) in cell cultures [14]. It has been reported that Ang Il induces bone resorption, suppresses alkaline
phosphatase activity in vitro, and stimulates the proliferation of osteoblasts [13].

Angiotensin-(1-7) was first discovered more than 30 years ago and since then it has been
explored in the context of cardiovascular function [15, 16]. It is well known that it often counteracts the
effects caused by angiotensin 1l [17-19]. Similar to Angiotensin-Converting Enzymes (ACE) inhibitors,
the majority of the effects of angiotensin Il type 1 receptor blockers are reminiscent of angiotensin-(1-7)
functions, and there are evidences that angiotensin-(1-7) is also involved in angiotensin 1l type 1 receptor
blocker effects. Of note, angiotensin-(1-7) can interact directly with angiotensin Il type 1 receptor [20,
21], leading to the decrease of their functional regulation [22,23].

In this study, we obtained highly porous three-dimensional biodegradable composite scaffolds
from beta-tricalcium phosphate-hydroxyapatite bioceramic (BCP), PCL and Angiotensin-(1-7). We used
the solvent casting and particulate leaching methods (SCPL). The processed scaffolds were characterized

by X-ray microtomography (u-CT). Biocompatibility tests in vitro were also performed.
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MATERIALS AND METHODS

Scaffolds processing

PCL scaffolds were obtained by the solvent casting and particulate leaching techniques (SCPL).
These syntheses were performed as described by Mikos et al. [24] with some modifications. Chloroform
(Labscan) and NaCl (Sigma-Aldrich) were used as solvent and porogen, respectively. First, PCL was
completely dissolved under stirring in chloroform (0.2g/mL) at room temperature. The BCP powder
(Einco Biomaterial Ltda, BH, MG, Brazil) was then added to the PCL solution. Its mean particle size was
80-100 mesh. The PCL:BCP weight ratio was fitted to 1:0, 1:1, and 3:1. The NaCl particles were
separated into diameter classes from 212 to 355 um, according to procedure proposed by the American
Society for Testing Materials (ASTM) (Fisher, USA). About 8 g of the sieved NaCl particles were added
to the PCL solution under sonication (60 s) until highly viscous slurry was formed. Next, 1mL of an
angiotensin (1-7) solution (Ang-(1-7)/(HA+PCL)=0.28 mg/mL) was added to the slurry. The obtained
solution was then poured into Petri dishes and dried at room temperature for 2 days. After the solvent
evaporation was completed, the scaffolds were washed with distilled water for two days in order to
dissolve away the porogen. It is worth to mentioning that the distilled water was replaced at each six
hours. Lastly, the scaffolds were dried under vacuum for 48 hours. Table 1 presents the composition of

the tested experimental groups.

Scaffolds characterization

The p-CT tests were performed using the Skyscan 1172 high-resolution desktop X-ray
microtomography system. A CCD camera with 2000 x 1048 pixels was used to record the transmission of
the X-ray beam through the samples. Three-frame averaging and a rotation step of 0.30° were used,
covering a view of 180°. Smoothing and beam-hardening correction steps were applied to suppress noise
and beam hardening artifacts The morphological parameters presented in this work were measured after
considering one hundred slices along the analyzed volume in the studied samples. The mean values were

obtained by considering a 95% confidence interval. It is worth to mention that because the polymer phase
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is almost transparent to the X-rays, it was not taken into consideration in the pu-CT experiments. Thus,

only the ceramic phase was considered.

Biocompatibility tests in vitro

Osteoblasts were isolated from the calvaria of three days old neonatal Wistar rats. The calvaria
were dissected and freed from soft tissue, cut into small pieces and rinsed in sterile phosphate-buffered
saline without calcium and magnesium. The calvaria pieces were incubated with 1% trypsin-EDTA for
5 min, followed by four sequential incubations with 2% collagenase type Il at 37°C for 45 min each. The
supernatant of the first collagenase incubation, which contain a high proportion of periosteal fibroblasts,
were discarded. The other digestions produced a suspension of cells with high proportion of osteoblasts.
After centrifugation at 1000g for 5 min, each pellet were resuspended in 5 ml of DMEM (Sigma, St
Louis, USA) medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco BRL, NY, USA) and 1%
antibiotic-antimycotic solution (Gibco BRL, NY, USA). The cells were seeded into 25 ml tissue culture
flasks, and led to grow in a controlled 5% CO, 95% humidified incubator at 37°C. After confluence the

cells were used for experiments on passage 2.

MTT and Alkaline Phosphatase Activity assays

The Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, OR) was used in
order to measure both cell viability and proliferation. The key component of this method is the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT). The MTT agent can react with the
tetrazolium ring (produced by mitochondrial dehydrogenases of living cells) to produce a blue formazan
product which can be measured spectrophotometrically. The amount of formazan produced is
proportional to the number of viable cells present in the media. In this process 10 cells well™ were
cultured in 96-well plates. After 24 hours of incubation, the culture medium was aspired from the cells
izuand replaced by100 pL of fresh medium containing the composite, the positive control, or the empty
vector (blank). The positive control used in this test was lauryl sulphate. After three and seven days, the
composites were removed and the cells were rinsed three times with phosphate-buffered saline (PBS) in

order to eliminate non-viable cells. Next, 100 uL well™ of fresh culture medium was replaced by 10 L of
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12 mM MTT stock solution (PBS : MTT = 1mL : 5mg). The cells were incubated at 37 °C for 4 hours to
allow the formazan crystal formation.

After incubation, the supernatant was removed and 100 pL of the SDS-HCI solution (0.01 M
HCI : SDS = 10 mL : 1mg) was added under shaking to each well in order to dissolve the formazan
crystals. The absorbance was measured in a Thermo Scientific Multiskan® Spectrum, using a test
wavelength of 570 nm. The results from eight individual experiments were averaged. The viability
reduction (Viab.) of a given culture cell when compared to the empty vector was estimated by the

equation:

Viab.=100 x 22570 1)
ODs70p

where ODs7o. and ODsq, are the measured optical densities for the composites and the blanks,
respectively. The lower is the Viab. value, the higher is the cytotoxicity of the culture cell [24].

The alkaline phosphatase production was evaluated by BCIP-NBT assay. This assay is based on
a chromagenic reaction initiated by the cleavage of the phosphate group of BCIP by alkaline phosphatase
present in the cells. This reaction produces a proton which reduces NBT to an insoluble purple
precipitate. Briefly, the supernatant of each well was removed and the cell layer was rinsed twice with
PBS. Then, 200 ul of BCIP-NBT solution, prepared as manufacturer protocol, was added to each well.
After 2 h of incubation, the cells were observed by optical microscopy and the insoluble purple
precipitates were solubilized with 210 pl of SDS 10% HCI and incubated for 18 h. The optical density
measurement was done at 595 nm. Both the MTT activity and alkaline phosphatase activity were
evaluated using a one-way ANOVA. Ranking of the means was performed using the Bonferroni multiple-

comparison test. P values lower than 0.05 were considered statistically significant.

49



RESULTS
Structural morphology

Figures 1 and 2 show the three-dimensional reconstructions of samples obtained using PCL:BCP
weight ratios of 3:1 and 1:1, respectively. From these images one observes that the organic solvent used
to dissolve PCL could not effectively disperse the BCP particles. Thus, the BCP particles have
agglomerated into larger secondary aggregates. In Table 2 it is shown the main morphological parameters
measured for the analyzed samples. We observed that the increase of the PCL:BCP weight ratio leads to a
structure with a lower MPS (mean pore size).

The object perimeter / area ratio (OPAR) is a basic parameter in characterizing the complexity of
a structure. According to Frisullo et al. [26], this parameter indicates the pore size distribution within the
solid; the higher the value, more finely distributed are the pores within the sample. We noticed that the
increase of the PCL:BC weight ratio leads to a structure with a higher value of OPAR. This observation
matches with the lower MPS measured for the scaffold obtained using a PCL:BCP weight ratio of 3:1. Vy
is the volume fraction of the ceramic phase. Increasing the aforementioned ratio leads to the decrease of
the volume fraction of the ceramic phase.

The fragmentation index (FI) is an inverse index of connectivity and it is a measure of the
relative convexity or concavity of the pores [27]. It was originally applied by Hahn et al. [28] to 2D
images of trabecular bone. A low FI value signifies better-connected solid lattices and has a negative
index. On the other hand, a high FI indicates a more disconnected structure and has a positive index [28].
We noticed that both analyzed samples present disconnected structures, with close values of FI. However,
it is worth to stress that the polymer phase was not taken into consideration in the pu-CT tests.

The fractal dimension (FD) is an indicator of the complexity of a structure, which quantifies how
that structure fills space. A fractal object tends to fill up space and its dimension value is not an integer.
Based on this concept, some researchers have proposed that different aspects of the microstructure of
materials can be described as a fractal. With regard to porosity, FD informs us about the spatial
distribution of pores within the sample [29].

There are many specific definitions of fractal dimension and the computational ways to obtain
them vary considerably [30, 31]. In the software used (CTAnalyser), FD is calculated using the

Kolmogorov or “box counting” method. Since the morphological parameters presented in this work were
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measured after considering a series of slices along the analyzed volume for all samples, FD must lie

between 1 and 2. As shown in Table 2, the higher the PCL:BC weight ratio, higher is FD.

MTT and Alkaline Phosphatase Activity assays

Figure 3 shows the amount of viable cells of the composites determined by the MTT assay after
incubation times of three and seven days. The amount of viable cells at three and seven days of incubation
significantly depends on the content of the Ang-(1-7) (p < 0.05). We observed that the A1 and B1 groups
exhibit lower cell viability than C1. It is worth to point out that the presence of the Ang-(1-7) has
decreased the measured amount of viable cells in all analyzed culture media.

The alkaline phosphatase production of the osteoblasts in presence of the Ang-(1-7) composites
was similar to that observed for the control cells (Figure 4). The osteoblasts, when in contact for three
days with the PCL composites, also presented an alkaline phosphatase production similar to that
observed for the control cells. For an incubation time of seven days, the Al and B1 groups exhibit

significantly lower alkaline phosphatase production than A, B, C1 and the control sample.
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DISCUSSION

The complex architecture and variability of properties of bone tissue (e.g. porosity, pore size,
mechanical properties and cytokines gradient features), as well as differences in age, nutritional state,
activity and disease status of individuals, establish a major challenge in fabricating scaffolds that meet the
needs of specific repair sites in specific patients [32]. A key issue to compensate the complexity of bone
tissue is to achieve a fast replacement of bone substitute with new mature bone. In this work an organic-
inorganic composite material suitable for bone tissue engineering and based on BCP, PCL and
angiotensin-(1-7) was studied. Therefore, the strategy of obtaining highly porous three-dimensional
scaffolds from biphasic ceramics and degradable polymers is a promising method to develop composite
systems for application in hard tissue regeneration [2]. PCL is a semi-crystalline, bioresorbable polymer
which belongs to the aliphatic polyester group. It is well known for its slow degradation rate [6]. Because
of this property it has been widely used in several clinical applications, including as temporary joint
spacer and matrix in the fabrication of composite bone substitutes [9].

According to LeGeros [33] B-TCP is a bioactive and biocompatible ceramic that has a
stoichiometry similar to amorphous biological precursors to bone. It is protein free and elicits minimal
immunological and foreign body reactions. In addition, calcium phosphates also posses osteoconductive
abilities and can bind directly to bone. The presence of BCP in the composite material beneficially offsets
the acidic release from the PCL through the alkaline calcium phosphate and mitigates erosion events
associated with the release of acidic degradation products. In vivo and in vitro measurements of pH in
bone chambers have shown that the pH drop is about 0.2 near the eroding polymer [2]. The BCP provides
mechanical anchorage for osteoblastic cells and a more favorable surface for cell attachment, which
determines the ability of the material to support bone ingrowth or to act as a biological template [3]. A
bone tissue engineering scaffold should be able in some cases to provide mechanical support at the
implantation site for up to a year postoperatively [6]. During this time, neo-tissues would ingress the site,
form neo-bone and remodel. In this study, PCL scaffolds intended for use in bone tissue engineering were
obtained by solvent casting and particulate leaching techniques. This combined method has been reported
to be a promising method to obtain porous structures suitable for bone tissue engineering [9]. As an
apatite/polymer composite, the PCL/BCP we obtained mimics the components of natural bones, were

BCP is distributed in the PCL matrix (see Figures 1 and 2).
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The porosity can be defined as the amount of void space in a solid and it is a geometrical
property independent of the material. According to Karageorgiou and Kaplan (2005) [34], the minimum
requirement for pore size is considered to be 100 um due to cell size, migration requirements and
transport. However, pore sizes greater than 300 um are recommended, due to the improved formation of
new bone and capillaries [35]. According to Chuenjitkuntaworn et al. [6], excellent ingrowth of bone cells
has been observed in scaffolds with pore sizes greater than 400um. As presented in Table 2, the p-CT
tests revealed mean pores sizes of about 486 + 37 and 571 + 23 um. Because of vascularization, pore size
has been shown to affect the progression of osteogenesis. Small pores favored hypoxic conditions and
induced osteochondral formation before osteogenesis, while large pores, that are well vascularized, lead
to direct osteogenesis (without preceding cartilage formation). Our results on the scaffold porosity do not
agree with those obtained by Chuenjitkuntaworn et al. [6]. They showed that the addition of BC particles
in PCL scaffolds did not affect the scaffolds porosities. Pores are necessary for bone tissue formation
because they allow migration, proliferation and ALP activity of osteoblasts and mesenchymal cells [7].
Nevertheless, pore diameter is not the only one important parameter in an experimental setting; other
parameters, including implant chemistry, implant topography, resorption and pore interconnectivity must
be considered.

It was proposed by some researchers that in resorbable materials, pore density and
interconnection density are more important than pore size [32, 34]. Thus, an incomplete pore
interconnection could constrain the overall biological system and limit the blood vessel invasion, which is
essential for tissue ingrowth into the porous scaffolds [36]. According to Bohner and Baumgart (2004)
[37], bone ingrowth should not be affected by the pore diameter as long as the structure is fully
interconnected and the pore interconnections have a diameter larger than 50 um. Although the increase of
both porosity and pore size induce bone ingrowth, it compromises the structural integrity of the scaffold
[31, 37, 38].

Based on the results presented in this study, we believe that the lower is the fragmentation index,
the higher is the osteogenic differentiation in vitro (ALP activity). ALP activity is an important parameter
to measure the osteogenic differentiation [39]. However, we observed that both samples analyzed by p-
CT presented close values of Fl and no considerable differences in the ALP activity (see Figure 4). This

may be related to the hydrophobic character of BCP and PCL, which results in a non-homogeneous
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distribution of the BCP particles within the PCL matrix. Organic solvents normally used to dissolve PCL
could not effectively disperse the BCP particles [39]. Therefore, the BCP particles have agglomerated
into larger secondary aggregates (see Figure 1 and 2). These BCP agglomerates act as a source of failure,
decreasing pore interconnectivity. On the basis of these results we should used a surfactant to mediated
the interaction between the hydrophilic BCP and the hydrophobic PCL, to create a homogeneous
dispersion of BCP particles within the polymer matrix [40].

Schlienger et al. [41] observed that the long term use of angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibitors is associated with a decrease in the risk of bone fracture. However, the actual mechanism by
which ACE inhibitors influence bone mass is not well understood. Some researchers believe that this
therapeutic effect takes place due to the deacrease of angiotensin Il levels [42]. Angiotensin (Ang 1) is a
biologically active octapeptide, and a primary effector RAS. It mediates hemodynamic, growth, the
inflammatory process, and the metabolic response in numerous tissues, including the heart, arteries, liver,
bone and kidney. This compound acts through two distinct subtypes of cell-surface receptors, the AT1
and AT2 receptors, while osteoblasts express both receptors [14, 43].

The AT1 receptor is required for Ang Il induced IL-6 secretion in osteoblasts. IL-6 plays an
indispensable role in bone metabolism, which is regulated by a balance between bone formation and
resorption by the osteoclasts. IL-6 is recognized to act as a bone resorbing factor, inducing osteoclast
formation and stimulating bone resorption [13]. It is well established that Angiotensin-(1-7) often
counteracts the effects caused by angiotensin Il. This makes this compound an important study subject in
both experimental and pharmacological areas [44].

There is now a model concept about the RAS which has been established in human and rat. This
concept says that the RAS has two axes, the angiotensin-converting enzyme (ACE)-Angll type (AT) 1
receptor axis and the angiotensin-converting enzyme-related carboxypeptidase (ACE 2)-Ang-(1-7)-Mas
axis. The former axis performs the vasoconstrictive, proliferative and pro-inflammatory functions through
the major player Angll, the latter axis always counteracts on the effects of former through the major
effector, Ang-(1-7). Ang-(1-7) inhibit a lot of process stimulated by Ang Il, such as vasoconstriction,
proliferation of osteoblast-rich populations of cells, prothrombogenic actions and fibrogenic responses
[43, 45]. All of those process stimulated by Ang Il are mediated by AT 1 receptor, and Ang-(1-7) takes

inhibitory effects via a specific receptor, the G-protein-coupled receptor Mas [39]. The Mas receptor is
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reported to antagonize AT1 receptor through the formation of a hetero-oligomeric complex in cultured
mammalian cells [46, 47]. The present study clearly demonstrates a negative correlation between cell
proliferation and Ang-(1-7) content (see Figure 3). However, this negative correlation doesn’t

characterize the citotoxic level [25] and could be used in vivo tests.
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CONCLUSION
In conclusion, we obtained by the solvent casting and particulate leaching methods highly porous
three-dimensional biodegradable scaffolds from beta-tricalcium phosphate-hydroxyapatite bioceramic
(BCP), PCL, and Angiotensin-(1-7). The obtained scaffolds presented suitable forms for filling bone
defects. Furthermore, the in vitro tests revealed that the processed scaffolds have potential for use in drug

delivery systems.
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TABLE 1. Weight ratios of the components of PCL:BTCPHA

scaffolds

Groups  PCL:BTCPHA (wAw) Angiotensin-(1-7)
A 11 No

Al 11 Yes

B k7! No

Bl R4 Yes

C 10 No

C1 10 Yes
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Figure 1. Three dimensional distribution of the ceramic phase in the polymeric matrix (PCL:BC 1:1).

Figure generated from the [ 1-CT data.
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Figure 2 . Image three dimensional generated from the [1-CT data showing the distribution of the ceramic

phase in the polymeric matrix (PCL:BC 3:1).
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TABLE 2: Main morphological parameters measured for the analyzed samples.

Sample MPS (um) Vy (%) FI (um™) FD OPAR (um™)
PCL-BC 1-1 572 + 23 11.7+05 0.010 + 0.001 1.063 +0.003 0.035 + 0.001
PCL-BC 3-1 486 + 37 46+04 0.006 + 0.001 1.092 + 0.005 0.046 + 0.001

* MPS: mean pore size; Vy: volume fraction of the ceramic phase ; FI: fragmentation index; FD: fractal dimension;

OPAR: object perimeter/area ratio.
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Figure 3. Percentage of viable cells relative to the culture plate control following 72 h and 7 days’ growth
on composites (* represents the significant difference of the composite A compared with A1, B1, and C; *
represents the significant difference of the composite B compared with A, B, C, and C1; ® represents the
significant difference between Al and C1 during three days; ** represents the significant difference of the
composite A1 compared with all others during seven days; ** represents the difference between B1 and
C1, and *® represents the difference between C and C1). Results represent mean + SD of eight samples

from two separate experiments (p<0.05).
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Figure 4. Alkaline phosphatase production of osteoblasts after three and seven days of incubation: cells
showed no significant difference in presence of the composites (A, B, C and C1) when compared to
control cells (* represents the significant difference of the composite A1 compared with A, B, C1, and
Control during seven days’; * represents the significant difference of the composite B1 compared with A,

B, and C1). Results represent mean + SD of eight samples from two separate experiments (p<0.05).
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7. CONCLUSAO

Pode concluir frente aos resultados obtidos:

e Obteve-se através das técnicas de lixiviagdo do sal e evaporagdo do solvente
um arcaboug¢o poroso tridimensional contendo bioceramica (BC),
policaprolactona (PCL) e angiotensina-(1-7).

e O arcabouco apresentou formato desejidvel para preenchimento de defeito
dsseo.

e Os testes in vitro avalindo a viabilidade celular e secrecao de fosfatase alcalina
revelaram que o arcabouco desenvolvido apresentou moderada citotoxidade.

e Quando adicionado ao arcabouco, a angiotensina-(1-7) diminui a proliferacao

de osteoblastos.
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8. PERPESCTIVAS FUTURAS

Frente aos resultados apresentados nesse trabalho deve-se destacar a dificuldade
em definir a concentracdo de Angiotensina-(1-7) que esta presente no composito e a
concentracdo deste farmaco que estd sendo liberada. Pode-se observar que a técnica
utilizada para mensurar o tamanho dos poros e a interconectividade apresentou a
limitacdo de demonstrar somente a fase cerdmica do composito excluindo assim a fase
polimérica. Dessa forma, faz-se necesséaria a utilizacdo de uma nova técnica para
mensurar a interconectividade desse compdsito, podendo ser utilizada uma avaliacdo do
nivel de hemoglobina que esta presente nas diferentes sessdes do compdsito

mensurando indiretamente a interconectividade desse material.
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10. ANEXQOS
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ANEXO 1. Microtomografia do compésito PCL:BCP (1:1).
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ANEXO 2. Microtomografia do composito PCL:BCP (3:1).
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ANEXO 3. Microtomografia do composito PCL:BCP (3:1) com Ang-(1-7).
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TABELA ANALIZADA MTT

Repeated Measures

ANOVA

P value P<0.0001

P value summary b

Are means signif. different? Yes

(P <0.05)

Number of groups 12

F 57.16

R squared 0.8909

Was the pairing significantly

effective?

R squared 0.02769

F 2.871

P value 0.0102

P value summary *

Is there significant Yes

matching? (P < 0.05)

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between 16800 11 1527

columns)

Individual (between rows) 537.0 7 76.72

Residual (random) 2057 77 26.72

Total 19390 95

Tukey's Multiple Mean Diff. g Significant? P < Summary 95% CI of

Comparison Test 0.05? diff

A vs Column B -14.22  7.780 Yes *kk -22.96 to -
5.480

Avs B -1.003 0.5487 No ns -9.740 to
7.735

A vs Column D -9.918 5.427 Yes * -18.66 to -
1.180

Avs Al 7.364  4.030 No ns -1.374 to
16.10

A vs Column F 20.87 11.42 Yes el 12.13 to
29.61

Avs Bl 4226 2.312 No ns -4.512 to
12.96

A vs Column H 6.418 3.512 No ns -2.320 to
15.16

Avs C 1.438 0.7868 No ns -7.300 to
10.18

A vs Column J -30.47  16.67 Yes ok -39.21 to -
21.73

AvsCl -6.190 3.387 No ns -14.93to
2.548

A vs Column L -20.71 1134 Yes *hk -29.45 to -
11.98

ColumnBvs B 13.21 7.231 Yes ok 4.477 to
21.95

Column B vs Column D 4299 2.353 No ns -4.438 to
13.04

Column B vs Al 21.58 11.81 Yes rork 12.84 to
30.32
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Column B vs Column F

Column B vs B1

Column B vs Column H

ColumnBvs C

Column B vs Column J

Column B vs C1

Column B vs Column L

B vs Column D

B vs Al

B vs Column F

Bvs Bl

B vs Column H

BvsC

B vs Column J

BvsC1

B vs Column L

Column D vs Al

Column D vs Column F

Column D vs B1

Column D vs Column H

ColumnDvs C

Column D vs Column J

Column D vs C1

Column D vs Column L

Al vs Column F

Al vs B1

Al vs Column H

AlvsC

Al vs Column J

35.09

18.44

20.64

15.66

-16.25

8.028

-6.497

-8.915

8.367

21.87

5.228

7.421

2441

-29.46

-5.187

-19.71

17.28

30.79

14.14

16.34

11.36

-20.55

3.728

-10.80

13.50

-3.139

-0.9463

-5.926

-37.83

19.20

10.09

11.29

8.567

8.892

4.393

3.555

4.879

4.578

11.97

2.861

4.061

1.336

16.12

2.838

10.79

9.457

16.85

7.740

8.939

6.214

11.24

2.040

5.908

7.389

1.717

0.5178

3.243

20.70

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No

Yes

No

Yes

No

No

No

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

No

No

No

Yes

*k%

*kk

*kk

*kk

*k%

ns

ns

ns

*k%

ns

ns

ns

*k*k

ns

*k%

*kk

*kk

*k*k

*k*k

**

*kk

ns

ns

ns

ns

*kk

26.35 to
43.82
9.705 to
27.18
11.90 to
29.37
6.918 to
24.39
-24.99 to -
7.512
-0.7098 to
16.77
-15.23 to
2.241
-17.65 to -
0.1776
-0.3708 to
17.10
13.13 to
30.61
-3.509 to
13.97
-1.317 to
16.16
-6.297 to
11.18
-38.20 to -
20.73
-13.92 to
3.551
-28.45 to -
10.97
8.544 to
26.02
22.05 to
39.52
5.406 to
22.88
7.598 to
25.07
2.618 to
20.09
-29.29 to -
11.81
-5.009 to
12.47
-19.53 to -
2.059
4,766 to
22.24
-11.88 to
5.599
-9.684 to
7.791
-14.66 to
2.811
-46.57 to -
29.09
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Alvs Cl

Al vs Column L

Column F vs B1

Column F vs Column H

Column Fvs C

Column F vs Column J

Column Fvs C1

Column F vs Column L

B1 vs Column H

BlvsC

B1 vs Column J

BlvsCl1l

B1 vs Column L

ColumnHvs C

Column H vs Column J

ColumnHvs C1

Column H vs Column L

C vs Column J

CvsC1l

Cvs Column L

ColumnJvs C1

Column J vs Column L

C1vs Column L

-13.55

-28.08

-16.64

-14.45

-19.43

-51.34

-27.06

-41.58

2.192

-2.788

-34.69

-10.42

-24.94

-4.980

-36.89

-12.61

-27.13

-31.91

-7.627

-22.15

24.28

9.753

-14.52

7.417

15.36

9.107

7.907

10.63

28.09

14.81

22.75

1.200

1.526

18.98

5.699

13.65

2.725

20.18

6.899

14.85

17.46

4174

12.12

13.29

5.337

7.948

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

*k%

*kk

*kk

*kk

*k%

*k%

*kk

*kk

ns

ns

*k%

*%

*k*k

ns

*k*k

*k%

*kk

*kk

ns

*k*k

*k*k

*kk

-22.29to -
4.816
-36.82 to -
19.34
-25.38 to -
7.905
-23.19 to -
5.712
-28.17 to -
10.69
-60.07 to -
42.60
-35.80 to -
18.32
-50.32 to -
32.84
-6.545 to
10.93
-11.53 to
5.950
-43.43 to -
25.96
-19.15to -
1.678
-33.68 to -
16.20
-13.72 to
3.758
-45.62 to -
28.15
-21.35to -
3.870
-35.87 to -
18.39
-40.64 to -
23.17
-16.37 to
1.110
-30.89 to -
13.41
15.54 to
33.02
1.015to
18.49
-23.26 to -
5.787
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TABELA ANALIZADA | FOSFATASE
ALCALINA
Repeated Measures
ANOVA
P value P<0.0001
P value summary b
Are means signif. Yes
different? (P < 0.05)
Number of groups 14
F 15.21
R squared 0.6849
Was the pairing
significantly effective?
R squared 0.02005
F 0.8440
P value 0.5539
P value summary ns
Is there significant No
matching? (P < 0.05)
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between 0.8695 13 0.06688
columns)
Individual (between 0.02597 7 0.003710
rows)
Residual (random) 0.4000 91 0.004396
Total 1.295 111
Bonferroni's Multiple Mean Diff. t Significant? P Summar 95% CI of
Comparison Test <0.05? y diff
A vs Column B -0.2193 6.617 Yes ***  .0.3381to -
0.1006
Avs B -0.05906 1.782 No ns -0.1778 to
0.05970
A vs Column D -0.2255 6.803 Yes *** .0.3443 to -
0.1068
Avs Al 0.02047 0.6175 No ns -0.09828 to
0.1392
A vs Column F -0.05019 1.514 No ns -0.1689 to
0.06856
Avs Bl 0.01163 0.3510 No ns -0.1071 to
0.1304
A vs Column H -0.06423 1.937 No ns -0.1830to
0.05453
Avs C -0.02986 0.9009 No ns -0.1486 to
0.08889
A vs Column J -0.1688 5.091 Yes ** - .0.2875to -
0.05000
AvsCl1l -0.03268 0.9857 No ns -0.1514 to
0.08608
A vs Column L -0.2191 6.608 Yes ¥ -0.3378to0 -
0.1003
A vs control -0.04096 1.236 No ns -0.1597 to
0.07779
A vs Column N -0.1771 5.341 Yes ¥k -0.2958 to -
0.05829
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Column Bvs B

Column B vs Column D

Column B vs Al

Column B vs Column F

Column B vs B1

Column B vs Column H

ColumnBvs C

Column B vs Column J

Column Bvs C1

Column B vs Column L

Column B vs control

Column B vs Column N

B vs Column D

B vs Al

B vs Column F

Bvs Bl

B vs Column H

Bvs C

B vs Column J

BvsC1

B vs Column L

B vs control

B vs Column N

Column D vs Al

Column D vs Column F

Column D vs B1

Column D vs Column H

ColumnDvs C

Column D vs Column J

0.1603

-0.006185

0.2398

0.1692

0.2310

0.1551

0.1895

0.05059

0.1867

0.0002728

0.1784

0.04230

-0.1665

0.07953

0.008867

0.07069

-0.005169

0.02920

-0.1097

0.02638

-0.1600

0.01810

-0.1180

0.2460

0.1753

0.2372

0.1613

0.1957

0.05678

4.835

0.1866

7.234

5.103

6.968

4.679

5.716

1.526

5.631

0.00822

9

5.381

1.276

5.022

2.399

0.2675

2.133

0.1559

0.8807

3.309

0.7958

4.827

0.5459

3.559

7.421

5.289

7.154

4.866

5.902

1.713

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

No

No

No

No

No

No

Yes

No

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

*k%

ns

*kk

*kk

*k%

*k%

*kk

ns

*kk

ns

k%

ns

*kk

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*kk

ns

ns

*kk

*k%

*k%

*kk

*kk

ns

0.04153 to
0.2790
-0.1249 to
0.1126
0.1211 to
0.3586
0.05040 to
0.2879
0.1122 to
0.3497
0.03636 to
0.2739
0.07073 to
0.3082
-0.06816 to
0.1693
0.06791 to
0.3054
-0.1185to
0.1190
0.05963 to
0.2971
-0.07646 to
0.1611
-0.2852 to -
0.04772
-0.03923 to
0.1983
-0.1099 to
0.1276
-0.04806 to
0.1894
-0.1239to
0.1136
-0.08956 to
0.1480
-0.2285 to
0.009061
-0.09237 to
0.1451
-0.2788 to -
0.04126
-0.1007 to
0.1369
-0.2367 to
0.0007646
0.1272 to
0.3648
0.05658 to
0.2941
0.1184 to
0.3559
0.04255 to
0.2801
0.07691 to
0.3144
-0.06198 to
0.1755
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Column Dvs C1

Column D vs Column L

Column D vs control

Column D vs Column N

Al vs Column F

Al vs Bl

Al vs Column H

Alvs C

Al vs Column J

Alvs C1l

Al vs Column L

Al vs control

Al vs Column N

Column F vs B1

Column F vs Column H

Column Fvs C

Column F vs Column J

Column Fvs C1

Column F vs Column L

Column F vs control

Column F vs Column N

B1 vs Column H

BlvsC

B1 vs Column J

Blvs C1l

B1 vs Column L

B1 vs control

B1 vs Column N

ColumnHvs C

0.1929

0.006457

0.1846

0.04848

-0.07066

-0.008836

-0.08470

-0.05033

-0.1892

-0.05315

-0.2395

-0.06143

-0.1975

0.06183

-0.01404

0.02033

-0.1186

0.01752

-0.1689

0.009231

-0.1269

-0.07586

-0.04150

-0.1804

-0.04431

-0.2307

-0.05260

-0.1887

0.03436

5.818

0.1948

5.568

1.462

2.132

0.2665

2.555

1.518

5.708

1.603

7.226

1.853

5.958

1.865

0.4234

0.6132

3.576

0.5284

5.094

0.2785

3.827

2.288

1.252

5.441

1.337

6.959

1.587

5.692

1.037

Yes

No

Yes

No

No
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No

No

Yes
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*kk

ns
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k%
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*kk

ns

ns

ns

ns

ns

*kk
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ns

ns

*kk

ns

*k%

ns

*kk

ns

0.07410 to
0.3116
-0.1123 to
0.1252
0.06581 to
0.3033
-0.07028 to
0.1672
-0.1894 to
0.04809
-0.1276 to
0.1099
-0.2035 to
0.03406
-0.1691 to
0.06842
-0.3080 to -
0.07047
-0.1719 to
0.06561
-0.3583 to -
0.1208
-0.1802 to
0.05732
-0.3163 to -
0.07877
-0.05693 to
0.1806
-0.1328 to
0.1047
-0.09843 to
0.1391
-0.2373 to
0.0001947
-0.1012 to
0.1363
-0.2876 to -
0.05013
-0.1095 to
0.1280
-0.2456 to -
0.008102
-0.1946 to
0.04289
-0.1603 to
0.07726
-0.2991 to -
0.06163
-0.1631 to
0.07444
-0.3495 to -
0.1120
-0.1714 to
0.06616
-0.3074 to -
0.06993
-0.08439 to
0.1531
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Column H vs Column J
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-0.01110
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-0.008297
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-0.008285

-0.1444

0.1781

0.04202

-0.1361

3.153

0.9518
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0.7018

3.403

4.190

0.08484
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0.01423
-0.08720 to
0.1503
-0.2736 to -
0.03609
-0.09549 to
0.1420
-0.2316 to
0.005933
-0.2576 to -
0.02013
-0.1216 to
0.1159
-0.3080 to -
0.07045
-0.1299 to
0.1077
-0.2659 to -
0.02843
0.01732 to
0.2548
-0.1691 to
0.06844
0.009037 to
0.2465
-0.1271 to
0.1105
-0.3052 to -
0.06764
-0.1270 to
0.1105
-0.2631 to -
0.02562
0.05936 to
0.2969
-0.07673 to
0.1608
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