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“COMPOSICAO SEMI-SOLIDA DE OSTEOBLASTOS CONTENDO FIBRINA
PARA A UNIAO OSSEA E METODO PARA O PREPARO DA MESMA”

Campo Técnico

[001] Trata-se a presente invencdo de uma composicao
semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a unido éssea, bem como de
um método para o preparo da mesma. De forma mais especifica, trata-se a
presente invencdo de uma composicdo semi-sélida de osteoblastos contendo
fibrina para a unido éssea, que oferece um agente terapéutico contendo uma
mistura constituida de osteoblastos e fibrina, que pode ser injetado em uma parte
afetada para a unido déssea, em tratamentos de fraturas Osseas graves, bem

como se trata de um método para o preparo da mesma.

Fundamentos da Invencao

[002] Geralmente, uma fratura éssea simples pode ser
suficientemente cicatrizada, por meio da imobilizacdo da fratura 6ssea por
diversas semanas, no entanto, uma fratura 6ssea ou um defeito ésseo grave

requer enxerto 6sseo.

[003] Um método utilizado em enxertia 6ssea preferido pela
maioria dos médicos consiste no auto-enxerto 6sseo, que envolve a coleta do
0sso de uma parte do corpo do paciente, particularmente da crista iliaca, seguida
pelo enxerto 6sseo da parte afetada do paciente. Este método de enxertia éssea
pode proporcionar resultados excelentes pelo fato de o enxerto ésseo ser
realizado com o osso do préprio paciente. Entretanto, tal método de auto-enxerto
0sseo € uma técnica cirargica desvantajosa que acompanha dores muito intensas
e apresenta uma variedade de possiveis problemas associados a provavel
ocorréncia de dolorimento e perda de sensibilidade na regido em que foi coletado
0 0sso, além da necessidade de um procedimento cirdrgico adicional para o
enxerto 0sseo, e, conseqlentemente, implica em um longo periodo de
hospitalizacdo e de recuperagado, acarretando, portanto, no aumento de custos
com honorarios médicos. Além disso, ndo ha uma quantidade extra de 0ssos que

seja suficiente para enxertos no corpo e, conseqlentemente, o auto-enxerto
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0sseo é uma técnica que enfrenta uma grande dificuldade para garantir partes
doadoras que possam doar o 0sso para a implantacdo éssea. No caso de uma
cirurgia da coluna lombar, que necessita de uma grande quantidade de enxerto
0sseo, ha relatos que a incidéncia de complicacbes causadas pelo auto-enxerto
0sseo chega a ser de aproximadamente 23%.

[004] A técnica de aloenxerto, que tem sido utilizada para
reduzir estas desvantagens apresentadas pelo auto-enxerto, basicamente, obtém
0os 0ssos de cadaveres e & uma técnica vantajosa pelo fato de nao ter a
necessidade de um segundo procedimento cirdrgico adicional para o enxerto
0sseo, mas apresenta desvantagens fatais, como, por exemplo, enfraquecimento
da forca dssea durante um processo de esterilizagdo, ocorréncia de rejeicdo ao
enxerto 6sseo e a probabilidade de infeccdo, com doencas contagiosas, como,
por exemplo, hepatite e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Além
disso, a técnica de aloenxerto apresenta outras desvantagens como, por exemplo,
efeitos de pouca formacao 6ssea, reacdo imunoldgica, absorcdo 6ssea e nova
fratura dos o0ssos correspondentes, conseqlientemente, assim a aplicacdo da
técnica de aloenxerto fica limitada a wuma escala muito restrita.
Conseqguentemente, o uso desta técnica cirurgica foi reduzido desde o final de
1993, quando o Departamento de Alimentos e Saude dos Estados Unidos (FDA)

estabeleceu regulamentos para os bancos de tecido ésseo contra infeccoes.

[005] Entretanto, a injecao de medula 6ssea é uma técnica
baseada em afirmacoes, que foi proposta por Huggins (1931), Friedenstein (1973)
e Ashton (1980), na qual as células osteoprogenitoras provenientes da medula
O0ssea induzem e facilitam a formacdo éssea. A injecao de medula éssea é
geralmente realizada apenas para cicatrizacao de fraturas 6sseas, mas também é
realizada em combinacdo com enxerto 6ésseo. Ao contrario de outras técnicas de
enxertia 6ssea, a dita injecdo de medula 6ssea nao envolve incisao cirurgica da
pele das partes doadoras e, conseqiientemente, é vantajoso pelo fato de nao
apresentar morbidade ao local doador, nenhuma complicacdo € nem mesmo

efeitos colaterais adversos.

[006] Depois disso, mesmo que alguns excelentes
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resultados tenham sido publicados através de uma grande quantidade de casos
de aplicagao clinica, a técnica de injecdo de medula 6ssea € desvantajosa devido
a sua base teorica infundada, uma vez que parcelas consideraveis dos resultados
obtidos ndo sdo consistentes entre si, pois a quantidade de medula 6ssea que
pode ser coletada de um local é limitada e, além disso, uma quantidade
significativamente limitada de células osteoprogenitoras esta presente na medula

Ossea.

Problema Técnico

[007] Conseqlientemente, a presente invencao foi
fundamentada de forma a solucionar os problemas acima mencionados e um
objeto da presente invencéo consiste em apresentar uma composicao semi-sélida
de osteoblastos contendo fibrina para a unido 6ssea, bem como um método para
0 preparo da mesma, sendo que a dita composicdo da presente invencdo nao
apresenta rejeicao clinica ao enxerto através da injecao da mistura constituida de
osteoblastos e fibrina, em um local onde a unido éssea é desejada, além de poder
realizar a unido Ossea de forma rapida e eficaz, através da injecdo de uma
composigcao que, de certa forma, foi formada para aliviar os problemas associados
a probabilidade de formacgdo de tecido 6sseo em regides ndo desejadas, em
decorréncia do escape dos osteoblastos injetados para a unido O6ssea, que
escapam do local, e, subseqlentemente, a propagacédo destes osteoblastos
injetados para outros locais através da corrente sangiinea, que pode ser causada
pela injecao de uma suspensao constituida apenas de osteoblastos.

[008] Um outro objeto da presente invencado consiste em
apresentar uma composicao semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a
unido 6ssea, bem como um método para o preparo da mesma, sendo que o
procedimento cirdrgico necessario requer uma incisdo minima quando o0s
osteoblastos e a fibrina sdo injetados em um local onde a unido 6ssea é desejada
e a dita uniao 6ssea é executada através da injecao simples e eficaz de uma
composi¢ao mista constituida de osteoblastos e fibrina, sem a incisdo das regides
danificadas correspondentes, mediante o uso de radiacao.
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Solucédo Técnica

[009] De acordo com um aspecto da presente invencao, os
objetos acima mencionados, bem como outros objetos podem ser alcancados por
meio de um método de preparo de uma composi¢ao semi-sélida de osteoblastos
contendo fibrina para a uniao 6ssea, que compreende as seguintes etapas:

- 0 isolamento dos osteoblastos de um tecido ésseo e o
cultivo/proliferacdo dos osteoblastos isolados, no meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ou a - MEM (Minimum Essential Medium,

Alpha Modification), para o preparo de uma suspensao de osteoblastos, €;

- a mistura da suspensao de osteoblastos resultantes com
um fator de coagulacdo, para o preparo de um agente terapéutico de
osteoblastos.

[0010] No presente relatério descritivo, o fator de coagulacao

€ uma mistura constituida de trombina e fibrinogénio.

[0011] No presente relatério descritivo, as etapas de

preparacao do agente terapéutico incluem:

- a dissolucdo da trombina liofilizada no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e, subseqlientemente, a mistura de 1Ul/ml a 100 Ul/ml
da trombina dissolvida com a solucao mista constituida de osteoblastos, e;

- a dissolucao de fibrinogénio liofilizado no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e, subseglientemente, a mistura de 20 mg/ml a 100
mg/ml do fibrinogénio dissolvido com a solugdo mista constituida de osteoblastos

contendo trombina misturada na mesma.

[0012] De acordo com um outro aspecto da presente
invencdo, é apresentada uma composicdo de osteoblastos preparada pelo
método acima mencionado, para o preparo de uma composi¢cdo semi-sélida de

osteoblastos contendo fibrina para a uniao 6ssea.

Efeitos Vantajosos

[0013] De acordo com a presente invencdo, a composicao
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semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a unidao 6ssea e o0 método para
o preparo da mesma, de acordo com a presente invencao, cuja construcao € feita
de acordo com a descricdo acima mencionada, permite a realizacdo do enxerto
0sseo, sem apresentar nenhuma rejeicao clinica ao enxerto, através da injecao de
uma mistura constituida de osteoblastos e fibrina, em um local onde a uniao
Ossea € desejada, além de poder realizar a unido 6ssea de forma rapida e eficaz,
através da injecdo de uma composicao que, de certa forma, foi formada para
aliviar os problemas associados a probabilidade de formacao de tecido 6sseo em
regidbes nao desejadas, em decorréncia do escape dos osteoblastos injetados
para a uniao 6ssea, que escapam do local, e, subseqiientemente, a propagacao
destes para outros locais, através da corrente sanglinea, que é causada pela

injecdo de uma suspensao constituida apenas de osteoblastos.

[0014] Além disso, a presente invencao possibilita a enxertia
Ossea, sendo que o procedimento cirirgico necessario requer uma incisdo
minima, quando os osteoblastos e a fibrina sdo injetados em um local onde a
unido 6ssea é desejada, bem como também possibilita a realizacado da uniao
Ossea através da injecao simples e eficaz de uma composicao mista constituida
de osteoblastos e fibrina, sem a incisdo das regides danificadas correspondentes,
mediante o uso de radiacao.

Breve Descricao dos Desenhos

[0015] Os objetos acima mencionados, bem como outros
objetos e outras caracteristicas e vantagens da presente invencdo serdo mais
bem compreendidos por intermédio da seguinte descricdo detalhada,

conjuntamente com os desenhos em anexo.

[0016] A Figura 1 é uma vista que mostra a cascata da
polimerizacao da fibrina.

[0017] A Figura 2 é um diagrama esquematico que mostra a

polimerizacdo de uma matriz de fibrina.

[0018] A Figura 3 é um fluxograma que mostra um processo
para o preparo de uma composi¢do semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina
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para a uniao éssea, de acordo com a presente invencao.

[0019] A Figura 4 é uma fotografia que mostra a injecao de
uma mistura constituida de fibrina e osteoblastos, apds a apresentacédo da fratura

0ssea de 15 mm em um antebrago de um coelho.

[0020] A Figura 5 é uma radiografia tirada seis semanas
apds a injecao de um agente terapéutico semi-sélido de osteoblastos contendo
uma mistura constituida de fibrina e osteoblastos, apds a apresentacédo da fratura

0ssea de 15 mm em um antebrago de um coelho.

[0021] A Figura 6 € uma fotografia de um corte histolégico
submetido a coloracao com hematoxilina-eosina, que foi tirada seis semanas apo6s
a injecdo de um agente terapéutico semi-solido de osteoblastos contendo uma
mistura constituida de fibrina e osteoblastos, apds a apresentagdo da fratura
0ssea de 15 mm em um antebrago de um coelho.

[0022] A Figura 7 € uma fotografia de um corte histolégico
submetido a coloracdao com Tricrémio de Masson, que foi tirada seis semanas
apods a injecdo de uma mistura constituida de fibrina e osteoblastos, apoés a
apresentacao da fratura 6ssea de 15 mm em um antebraco de um coelho.

Modo de Execucao

[0023] Daqui por diante, a composicdo semi-sélida de
osteoblastos contendo fibrina para a unidao éssea, de acordo com a presente
invencao, e um método para o preparo da mesma, serdao descritos de forma mais

detalhada, em referéncia aos desenhos em anexo.

[0024] Com a finalidade de superar as desvantagens
apresentadas pelas terapias convencionais para o tratamento de disfuncdes e
doencas relacionadas aos 0ssos, como, por exemplo, implantes e enxertia éssea,
uma técnica de transplante de osteoblasto autdlogo, que ndo apresenta nenhum
efeito colateral adverso a uma parte afetada, através do cultivo dos osteoblastos,
como um método de tratamento determinante, foi desenvolvida em conjunto com

0 aprimoramento das terapias convencionais.
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[0025] Entretanto, para a realizacao da unido 6ssea precoce,
€ necessario misturar osteoblastos com uma matriz e, por meio disso, as mais
diversas lesbes podem ser tratadas e, consequentemente, é possivel tratar mais
doencas 6sseas que nao recebem beneficios terapéuticos com a injecdo de uma
suspensao liquida de osteoblastos constituida apenas de osteoblastos.

[0026] Pode-se dizer de que o agente terapéutico semi-
sélido de osteoblastos para a unido éssea, que é uma mistura constituida de
fibrina e osteoblastos, € um produto mais avangado de um método de injecao de
uma suspensao liquida de osteoblastos, que é baseada na terapia celular. O
método convencional de injecdo de uma suspensao liquida de osteoblastos, que
envolve apenas o transplante de osteoblastos, somente pode tratar tipos limitados
de defeitos 6sseos e também pode ocasionar problemas associados a
probabilidade de formacao de tecido 6sseo em regides nao desejadas, em
decorréncia do escape dos osteoblastos injetados que escapam do local da
formacao dssea, e, subsequentemente, a propagacdo destes para outros locais
através da corrente sangliinea. Ao contrario disso, o agente terapéutico semi-
sélido de osteoblastos contendo fibrina, de acordo com a presente invengao, é
composto de uma mistura constituida de fibrina e osteoblastos e,
consequentemente, também pode tratar, de forma mais rapida e eficaz, uma

variedade mais ampla de fraturas 6sseas e doencas ésseas graves.

[0027] Sabe-se que a cola de fibrina promove a
neovascularizagcdo em modelos animais (Schlag G. Clinical Orthopedics, 1988),
bem como € muito eficaz para aumentar a aplicabilidade dos métodos utilizados
em enxertos de materiais de implante, para a substituicao 6ssea, como, por
exemplo, p6 de osso desmineralizado, vidro bioativo, granulos de hidroxiapatita

coralina, ao realizar o procedimento de cirargico para o enxerto de tais materiais.

[0028] Além disso, a cola de fibrina serve como um eficaz
veiculo de liberacédo de bioativadores para uma matriz 6ssea. Como exemplos de
tais bioativadores, pode-se mencionar TGF-p-1 (fator transformador de
crescimento beta 1) e BMP relacionada ao TGF-B (proteina morfogenética 6ssea
relacionada ao fator transformador de crescimento beta). Recentemente, a cola
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de fibrina recebeu maior atencdo como um material componente da matriz que
libera células de forma eficaz, em aplicacées de engenharia de tecidos (Huang Q.
Tissue Engineering, 2002). As caracteristicas acima mencionadas da cola de
fibrina resultam em um processo rapido de unido éssea na composicdo da
presente invencao, que envolve a mistura constituida de osteoblastos com a cola
de fibrina, como um material componente da matriz, seguida pela aplicacao, para

a uniao 6ssea.

[0029] Em referéncia aos desenhos, a Figura 1 mostra a
cascata da polimerizacdo da fibrina e a Figura 2 mostra, esquematicamente, a

polimerizacao de uma matriz de fibrina.

[0030] Para a cicatrizacao da fratura d&ssea, deve-se,
primeiramente, fazer a imobilizacdo das regides da fratura e garantir o
fornecimento suficiente de sangue e aplicacao de tensao apropriada as regides da
fratura Ossea. Quando ocorre a fratura Ossea, geralmente a fratura é
acompanhada de lesées na pele, nos musculos, nos ligamentos, nos vasos

sanglineos, nos nervos e nas articulagdes circunvizinhas a fratura éssea.

[0031] Sob o ponto de vista histoldgico, os processos de
cicatrizacdo da fratura déssea envolvem trés etapas, isto €, as etapas de
inflamacéo, restauracao e remodelagem, e estes estagios ndo sdo rigidamente

divididos, mas progridem continuamente e ocorrem concomitantemente.

[0032] A etapa de inflamacdo é um estagio em que as
células, na matriz éssea, nos vasos sanguineos e também nos tecidos moles,
como, por exemplo, no peridsteo, e nos musculos em torno das regides da fratura
0ssea, sao danificadas devido ao trauma causador da fratura, tendo por resultado
a formacao de hematoma em uma cavidade medular e abaixo do periésteo. Os
derivados inflamatorios liberados das células necréticas danificadas conduzem a
dilatacdo dos vasos sangliineos e a exsudacao do plasma sangtiineo, causando,
consequentemente, edema agudo. ApoOs a etapa de inflamagcao, a mudanca para
uma etapa de restauracdo é acompanhada pela iniciagdo da formacao da nova

matriz.
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[0033] A etapa de restauracao é iniciada com a organizacao
do hematoma formado nos locais fraturados. O hematoma cria um arcabouc¢o de
fibrina que, entdo, recebe as células restauradoras. Subseqlentemente, os
fatores de crescimento ou outras proteinas formadas por estas células
restauradoras induzem a migracao e a proliferacao celular, bem como a formacao
de uma matriz de restauracdo, que sao a primeira etapa de restauracao da fratura
Ossea. A maioria das células que forma os tecidos ésseos durante a cicatrizacao
da fratura déssea aparece no local da fratura juntamente com os tecidos de
granulacao e forma calos, que sdo compostos de tecidos fibrosos, cartilagem e
0sso0s nao-lamelares, em torno do local da fratura. A mineralizacdo do calo é
iniciada por acdes seqlenciais das células osteogénicas. A matriz, que é
sintetizada por estas células osteogénicas, contém uma grande quantidade de
fibras de colageno do tipo | espagcadas regularmente, que oferecem condicoes
para a deposicao dos complexos de fosfato de calcio nestes espacos. Entretanto,
esta etapa de restauragdo ndo € um estagio em que a unido éssea é finalizada e,
conseqlientemente, os calos de fratura imaturos resultantes tém uma forga éssea
mais fraca do que a dos tecidos 6sseos normais. Conseqlientemente, durante o
estagio de remodelagem, tais calos de fratura adquirem forca semelhante aquela
exibida pelos tecidos ésseos normais.

[0034] No que diz respeito ao estagio de remodelagem, os
0ss0s nao-lamelares dentro dos calos sado substituidos pelos ossos lamelares
maduros e os calos desnecessarios e supérfluos sdo gradualmente absorvidos.
Com base nos resultados do exame com marcagao com is6topo radioativo, pode-
se verificar que a atividade aumentada do is6topo radioativo € mantida no local da
fratura por um periodo de tempo prolongado, mesmo depois de a unido 6ssea ter
sido concluida e a recuperagdao das funcdes do local da fratura voltarem ao
estado normal, como mostrado na radiografia. Conseqientemente, o estagio de
remodelagem continua ainda por diversos anos, depois que ocorreu a uniao

clinica da fratura 6ssea.

[0035] A Figura 3 mostra um fluxograma que ilustra um

processo para o preparo de uma composicao semi-sélida de osteoblastos
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contendo fibrina para a uniao 6ssea, de acordo com a presente invencao.

[0036] Em referéncia agora a Figura 3, um método de
preparo de uma composicdo semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a

unido ossea, de acordo com a presente invencao, compreende:

- 0 isolamento de osteoblastos de um tecido 6sseo e o
cultivo/proliferacdo dos osteoblastos isolados no meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ou a - MEM (Minimum Essential Medium,

Alpha Modification), para o preparo de uma suspensao de osteoblastos (S100), e;

- a mistura da suspensao resultante de osteoblastos com um
fator de coagulagdo para o preparo de um agente terapéutico de osteoblastos
(S200).

[0037] No presente relatério descritivo, o fator de coagulacao

€ uma mistura constituida de trombina e fibrinogénio.

[0038] No presente relatorio descritivo, as etapas de

preparacao do agente terapéutico incluem:

- a dissolugédo da trombina liofilizada no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e depois a mistura de 1 Ul/ml a 100 Ul/ml da trombina
dissolvida com a solugcédo mista constituida de osteoblastos (S210), e;

- a dissolucao de fibrinogénio liofilizado no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e depois misturar de 20 a 100 mg/ml do fibrinogénio
dissolvido com a solugcao mista constituida de osteoblastos contendo trombina
misturada na mesma (S220).

[0039] Entretanto, uma concentracao de trombina determina
o tempo de polimerizacdo da fibrina. Conseqlentemente, o tempo de
polimerizacao da fibrina pode ser reduzido dentro de um intervalo de tempo que
varia entre aproximadamente 4 horas e 3 segundos, dependendo da
concentracdo de trombina. A trombina é aplicada a concentracéo, de tal maneira
que a composicao da presente invencao foi desenvolvida para impedir que 0s

osteoblastos e os fatores de coagulacao escapem dos locais da lesdo quando
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injetados em um local para a uniao da fratura éssea, sendo que a injecdo da
composicao no local afetado ocasiona a rapida formacdo de uma matriz, bem
como uma 6tima matriz porosa de fibrina para a formacao éssea por osteoblastos

é formada.

Modalidade da Invencao

[0040] Daqui por diante, os efeitos de uma composicao
semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a unidao éssea, de acordo com
um exemplo da presente invencao, serdao descritos de forma mais detalhada, em

referéncia aos desenhos em anexo.

[0041] Em primeiro lugar, os osteoblastos foram isolados dos
tecidos correspondentes e cultivados no meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) ou a - MEM (Minimum Essential Medium, Alpha
Modification) durante quatro semanas, para a proliferacdo de quantidades
suficientes de osteoblastos. Depois disso, os osteoblastos resultantes foram
suspendidos no meio de cultura DMEM ou a- MEM, para o preparo de uma

suspensao de osteoblastos.

[0042] Apdés o preparo de uma cola de fibrina de grau
médico ajustada a temperatura ambiente, o fibrinogénio foi dissolvido por meio da
adicdo de uma quantidade apropriada de DMEM liquido ou a- MEM em um frasco

contendo fibrinogénio liofilizado.

[0043] Além disso, a trombina também foi dissolvida por
meio da adicao de uma quantidade apropriada de DMEM liquido ou a- MEM, em

um frasco contendo trombina liofilizada.

[0044] Depois disso, a trombina dissolvida foi adicionada
(volume de 1/5) a suspensao liquida de osteoblastos e bem misturada.

[0045] Uma suspensao de osteoblastos misturada com
trombina foi misturada com uma quantidade igual de fibrinogénio para o preparo

de 500 pf de uma composigao de osteoblastos.

[0046] Trinta coelhos brancos da Nova Zelandia, pesando
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aproximadamente 3 kg, independentemente do sexo, foram divididos em um
grupo de controle para o enxerto ésseo e em um grupo experimental para o
enxerto de uma composi¢dao semi-solida de osteoblastos contendo fibrina para a

unido 6ssea, sendo que cada um dos grupos compreendia 15 coelhos.

[0047] De acordo com a abordagem de Henry, foi feita uma
incisdao longitudinal no antebraco dos coelhos, expondo, assim, o eixo do raio, e
entdo o defeito ésseo de 15 mm foi feito por meio do uso de uma serra e, em

seqguida, foi feita a remocao completa do peridsteo da area do defeito dsseo.

[0048] No grupo de controle, o o0sso esponjoso foi
previamente coletado do osso longo e o enxerto 6sseo foi realizado na area do
defeito 6sseo e, em seguida, foi feita a sutura da pele e dos tecidos subcuténeos.

[0049] No grupo experimental, a pele e o0s tecidos
subcutaneos foram cuidadosamente suturados, de tal maneira que a area do
defeito ésseo se transformou em um espaco livre e a composicao de osteoblastos

foi injetada trés semanas mais tarde, conforme ilustragéo na Figura 4.

[0050] Depois de feitas as radiografias nas semanas 3, 6 e
9, a partir do inicio da experiéncia, a uniao Ossea foi avaliada por meio de
atribuicao de ponto(s) correspondente(s) as areas da osteotomia proximal e distal
e a area do defeito 6sseo, respectivamente, dependendo do grau da unidao éssea

das mesmas, e a soma dos pontos obtidos.
Tabela 1

[0051] Método de determinacdo da unidao da fratura 6ssea

para lesoes:
pponto Aarea da osteotomia Aarea da Pporcao leve do

proximal osteotomia distal defeito

T3 Uuniao Uuniao Uuniao

22 Pponte moderada Pponte moderada | Pponte moderada
(> 50%) (> 50%) (> 50%)

11 Pponte suave Pponte suave Pponte suave
(< 50%) (< 50%) (< 50%)

00 Ssem uniao Ssem uniao Ssem uniao
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Tabela 2

[0052] Resultados ap6s nove semanas do enxerto 6Sseo nos
grupos de controle e experimental

Grupo de controle Grupo experimental
Excelente (8-9) 14 13
Bom (6-7) 1 2

Satisfatério (4-5) - -

Insatisfatorio (2-3) - -

Sem efeito (0-1) - -

[0053] A Figura 5 mostra uma radiografia tirada seis
semanas apos a injecdo de um agente terapéutico semi-sélido de osteoblastos
contendo uma mistura constituida de osteoblastos e fibrina, ap6s a apresentacao
da fratura éssea de 15 mm no antebraco de um coelho. Pode-se observar que a
unido completa da fratura 6ssea foi alcangada.

[0054] A Figura 6 mostra uma fotografia corte histolégico
submetido a coloracao com hematoxilina-eosina, que foi tirada seis semanas apo6s
a injecao de um agente terapéutico semi-soélido de osteoblastos contendo uma
mistura constituida de fibrina e osteoblastos, apdés a apresentagdo da fratura
O0ssea de 15 mm em um antebraco de um coelho. Observou-se a formacao de

apenas uma ilhota éssea.

[0055] A Figura 7 mostra uma fotografia de um corte
histolégico submetido a coloracdo com Tricrobmio de Masson, que foi tirada seis
semanas apds a injecao de uma mistura constituida de fibrina e osteoblastos,
apos a apresentacao da fratura éssea de 15 mm em um antebraco de um coelho.
Pode-se confirmar que o colageno foi produzido segundo padroes
predeterminados, representando, assim, o progresso da formacado éssea e da

formacao de vasos sanglineos de sangue entre 0s mesmos (representado por

Peticdo 870170065111, de 01/09/2017, pag. 31/35



14/15

uma linha pontilhada eliptica vermelha).

[0056] Consequientemente, de acordo com a presente
invencédo, € possivel realizar o enxerto ésseo, sem a presenca de rejeicao
imunoldgica, por meio da mistura de osteoblastos com fibrina e da injecao da dita
mistura nas partes afetadas para a uniao 6ssea, quando a unido 6ssea nao
progride pelo fato de a fratura 6ssea ser grave, exibindo efeitos eficazes e rapidos
da unido éssea, através da injecdo de uma composicao que, de certa forma, foi

formada.

Aplicabilidade Industrial

[0057] Constata-se que, pelo acima mencionado, a
composicao semi-sélida de osteoblastos contendo fibrina para a unido éssea e o
método para o preparo da mesma, de acordo com a presente invencao, cuja
construgao é feita de acordo com a descricdo acima mencionada, permite a
juncdo da fratura éssea, sem apresentar nenhuma rejeicao clinica ao enxerto,
através da injecdo de uma mistura constituida de osteoblastos e fibrina, em um
local onde a unido 6ssea é desejada, além de poder realizar a unido 6ssea, de
forma rapida e eficaz, através da injecao de uma composicao que, de certa forma,
foi formada para aliviar os problemas associados a probabilidade de formacéo de
tecido 6sseo em regides nao desejadas, em decorréncia do escape dos
osteoblastos injetados para a unido Ossea, que escapam do local, e,
subseqiientemente, a propagacao destes para outros locais, através da corrente
sanglinea, que é causada pela injecdo de uma suspensao constituida apenas de
osteoblastos.

[0058] Além disso, a presente invengao permite a juncao da
fratura 6ssea, sendo que o procedimento cirdrgico necessario requer uma incisao
minima, quando os osteoblastos e a fibrina sdo injetados em um local onde a
uniao 6ssea é desejada, bem como também possibilita a realizacdo da uniao
Ossea através da injecao simples e eficaz de uma composicao mista constituida
de osteoblastos e fibrina, sem a incisdo das regides danificadas correspondentes,
mediante o uso do sistema de radiacdao, como, por exemplo, raios-X.
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[0059] Apesar de as modalidades preferidas da presente
invencdo terem sido apresentadas a titulo de ilustracdo, ficard evidente aos
especialistas versados na técnica que sado possiveis diversas modificacoes,
acréscimos e substituicoes, sem que se desvie do escopo e espirito da presente

invencao, conforme descricdo nas reivindicagdes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE PREPARO DE UMA COMPOSICAO
SEMI-SOLIDA DE OSTEOBLASTOS CONTENDO FIBRINA PARA A UNIAO

OSSEA, caracterizado pelo fato de compreender as seguintes etapas:

- 0 isolamento dos osteoblastos de um tecido 0sseo e o
cultivo/proliferacdo dos osteoblastos isolados, no meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ou a - MEM (Minimum Essential
Medium, Alpha Modification), para o0 preparo de uma suspensdo de

osteoblastos, e

- a mistura da suspensao de osteoblastos resultantes com
um fator de coagulacdo, para o preparo de um agente terapéutico de
osteoblastos, sendo o fator de coagulacdo uma mistura constituida de trombina

e fibrinogénio;
as etapas de preparacao do agente terapéutico incluindo:

- a dissolugcéo da trombina liofilizada no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e, subsequentemente, a mistura de 1UlI/ml a 100
Ul/ml da trombina dissolvida com a solucdo mista constituida de osteoblastos,

e

- a dissolucéao de fibrinogénio liofilizado no meio de cultura
DMEM liquido ou a- MEM e, subsequentemente, a mistura de 20 mg/ml a 100
mg/ml do fibrinogénio dissolvido com a solugcdo mista constituida de

osteoblastos contendo trombina misturada na mesma.

2. COMPOSICAO SEMI-SOLIDA DE OSTEOBLASTOS,
obtida conforme o método de preparo definido na reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de conter 1 Ul/ml a 100 Ul/ml de trombina liofilizada e

20 mg/ml a 100 mg/ml de fibrinogénio liofilizado.
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