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CONSTANTE DE UMA COMPOSICAO SEMI-SOLIDA DE OSTEOBLASTOS NAS PARTES
AFECTADAS.



RESUMO

“COMPOSIGAO DE OSTEOBLASTOS DE FIBRINA MISTA SEMI-
SOLIDIFICADA PARA AGLUTINAGCAO DE FRACTURA OSSEA E SEU
METODO DE PRODUGAO”

E presentemente apresentada uma composicdo semi-sélida
de osteoblastos que contém fibrina para a unido dssea e um
método para preparagao da mesma. O método inclui o
isolamento de osteoblastos dum tecido o&ésseo e meios de
cultura/proliferacdo dos osteoblastos i1isolados em DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) ou o-MEM (Minimum
Essential Medium, Alpha Modification) para preparar uma
suspensao de osteoblastos; e misturar a suspensao de
osteoblastos resultante com wum factor coagulante para
preparar um agente terapéutico de osteoblastos. De acordo
com a presente invengdo com a estrutura acima mencionada, é
possivel conseguir enxertos &sseos capazes de fazer a uniao
6ssea sem qualquer tipo de rejeicdo em termos de enxerto
clinico assim como distribuicao uniforme dos osteoblastos
por meio de injeccao duma mistura de osteoblastos e fibrina
nas partes afectadas para efeitos de unido dssea, e uniao
6ssea rapida e eficaz por meio de injeccado constante de uma
composigao semi-sdlida de osteoblastos nas partes

afectadas.



DESCRICAO

“COMPOSIGAO DE OSTEOBLASTOS DE FIBRINA MISTA SEMI-
SOLIDIFICADA PARA AGLUTINAGCAO DE FRACTURA OSSEA E SEU
METODO DE PRODUGAO”

Campo Técnico

A presente invencao refere—se a uma composigcao semi-
s6lida de osteoblastos que contém fibrina para a uniao
6ssea e um método para preparagao da mesma. Mais
especificamente, a presente invencao refere-se a uma
composicao semi-sélida de osteoblastos que contém fibrina
para uniao déssea, a qual faculta um agente terapéutico que
contém uma mistura de osteoblastos e fibrina, com
capacidade de ser 1injectada numa parte afectada para
efeitos de unido déssea no tratamento de fractura Ossea

grave; e um método para preparar a mesma.
Técnica anterior

Normalmente, uma fractura oéssea simples pode ser
suficientemente cicatrizada ao se engessar a fractura d&ssea
durante algumas semanas, mas uma fractura d&ssea grave ou

defeito dsseo requer enxerto 6sseo.

Um método para enxerto o6sseo, preferido por muitos
médicos, € o auto-enxerto, o qual envolve a recolha de osso
de uma parte do corpo do doente, particularmente da crista
iliaca, seguindo-se o enxerto para a parte afectada do
doente. Este método pode apresentar excelentes resultados

devido ao enxerto com o prdéprio osso do doente. No entanto,



este auto-enxerto ¢é considerado uma técnica cirurgica
desvantajosa, uma vez que implica uma dor bastante forte e
apresenta uma variedade de problemas potenciais associados
a possivel ocorréncia de flacidez e perda sensorial numa
regido de colheita O6ssea, necessidade de intervencao
cirtrgica adicional para enxerto o6sseo e, deste modo, um
longo tempo de hospitalizagao e recuperagao o que leva a
custos médicos elevados. Para além disso, nao existe osso
extra suficiente para enxerto no corpo e assim o auto-
enxerto implica inumeras dificuldades para fixar as partes
dadoras para preparar o 0sSsO para a implantagao o6ssea. No
caso de cirurgia da coluna vertebral gue necessite uma
grande quantidade de enxerto dsseo, a incidéncia de
complicagdes causada pelo auto-enxerto désseo € registada

como tao alta quanto aproximadamente 23%.

0O aloenxerto, o qual tem sido utilizado para aliviar
estas deficiéncias geradas pelo auto-enxerto, obtém
principalmente ossos de cadaveres e torna-se assim um
método vantajoso devido a nédo necessidade de uma cirurgia
secundaria adicional para enxerto d&sseo. No entanto, este
método implica desvantagens fatais tais Como
enfraquecimento da forga o6éssea durante um processo de
esterilizacgao, ocorréncia de rejeicgao ao enxerto e
probabilidade de infecgao com doengas contagiosas tais como
hepatite e SIDA. Para além disso, o aloenxerto tem
desvantagens tais como efeitos de formacado o&ssea fraca,
reacgao imune, absorcédo oéssea e refractura dos ossos
correspondentes, limitando assim a sua aplicagao a uma
escala muito estreita. Consequentemente, a utilizagao desta

técnica cirUrgica tem diminuido desde o final de 1993, data



a partir da qual a Food & Drug Administration reforgou o

regulamento dos bancos de tecido dsseo devido a infeccgéao.

Entretanto, a infeccdo da medula dssea € uma técnica
baseada na afirmacgao, proposta por Huggins (1931),
Friedenstein (1973), e Ashton (1980), em que as células
osteoprogenitoras da medula &éssea induzem e facilitam a
formacao o6ssea. A injeccdo na medula o6ssea € normalmente
realizada 1isoladamente ©para cicatrizacao de fracturas
6sseas, mas ¢é igualmente realizada em combinagdo com
enxerto o6sseo. Ao contrario de outras técnicas de enxerto
6sseo, esta injecgdo na medula dssea nao envolve incisao
cirtrgica na pele para as partes dadoras, tornando-se assim
vantajosa devido a nédo existéncia de morbidade do local do

dador e de complicagdes ou efeitos adversos.

Seguidamente, embora sejam publicados alguns resultados
excelentes através de inumeros casos de aplicagado clinica,
a injecgdo na medula obssea nao € vantajosa devido a sua
base tedrica fragil, pelas razdes que porg¢des consideraveils
de resultados obtidos sao consistentes entre si, a
guantidade de medula 6ssea possivel de recolher de um local
é limitada e mais, um nUmero significativamente limitado de

células osteoprogenitoras encontram-se na medula &ssea.
Divulgagao
Problema Técnico

Por conseguinte, a presente 1invencao foil preparada
considerando os problemas acima referidos, e é objecto da
presente invencao apresentar uma composicado semi-sdédlida de
osteoblastos gque contenha fibrina para uniao d6ssea e um
método para preparacao da mesma, SsSem que se verifique

rejeicdo clinica do enxerto por meio de injecgdao de uma



mistura de osteoblastos e fibrina num local em dgue se
espera a uniao ossea, e capaz de obter uma unido o6ssea
rapida e eficaz através da injeccgado duma composigdo, a qual
foi moldada para uma determinada dimensao, de modo a
melhorar os problemas associados com a probabilidade de
formacgao de tecido 6sseo em regides indesejaveis
resultantes da fuga de osteoblastos injectados do 1local
para a uniao o6ssea e, em seguida, a propagagao do mesmo
para outros locais através da corrente sanguinea, o que
poderia ser causado por 1injecgao duma suspensao isolada de

osteoblastos.

Outro objecto da presente invencao ¢é apresentar uma
composicdo semi-sélida de osteoblastos gque contenha fibrina
para unido déssea e um método para preparacao da mesma, O
qual permita a realizagao duma intervencgao cirGrgica com
incisdo minima gquando os ©osteoblastos e fibrina séao
injectados num local onde se espera que haja uniao dssea, e
que permita a obtencao de unido déssea através duma injeccgao
Uunica e eficaz duma mistura de osteoblastos e fibrina sem
incisao das regides danificadas correspondentes ao se

utilizar a radiacgao.
Solugao Técnica

De acordo com um aspecto da presente invencao, os
objectos acima e outros objectos podem ser obtidos pela
provisao de um método para preparar uma composicdo semi-
s6lida de osteoblastos que contenha fibrina para uniao

6ssea, que inclua:

o0 isolamento de osteoblastos de um tecido dsseo e meios
de cultura/proliferacao dos osteoblastos isolados em DMEM

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) ou o-MEM (Minimum



Essential Medium, Alpha Modification) para preparar uma

suspensao de osteoblastos; e

a mistura da suspensao de osteoblastos resultante com
um factor coagulante para preparacao dum agente terapéutico

de osteoblastos.

Presentemente, o factor de coagulacdao é uma mistura de

trombina e fibrinogénio.

Presentemente, as fases de ©preparagao do agente
terapéutico incluem a dissolugao de trombina liofilizada em
DMEM liquido ou o-MEM e depois a mistura de 1 a 100 IU/mL
da trombina dissolvida com a solucao mista de osteoblastos;
e a dissolugao de fibrinogénio liofilizado em DMEM liquido
ou o-MEM e depois a mistura de 20 to 100 mg/mL do
fribrinogénio dissolvido com a solugao mista de

osteoblastos que contém trombina misturada na mesma.

De acordo com outro aspecto da presente invencao,
apresenta-se uma composicao de osteoblastos preparada pelo
método acima mencionado para preparagao de uma composicgao
semi-sdélida de osteoblastos que contenha fibrina para uniao

6ssea.
Efeitos Vantajosos

De acordo com uma composicao semi-sdlida de
osteoblastos que contenha fibrina para uniao o6ssea da
presente invengao, e um método para preparagao da mesma,
com a construgdo acima descrita, € possivel o enxerto 6sseo
sem que se verifique rejeicado clinica do enxerto por meio
de injeccao de uma mistura de osteoblastos e fibrina num
local em gue se espera a uniao dssea, e capaz de obter uma

unido ossea rapida e eficaz através da injeccao duma



composigao, a dqual foli moldada para uma determinada
dimensao, de modo a melhorar os problemas associados com a
probabilidade de formacdo de tecido o6ésseo em regides
indesejaveis resultantes da fuga de osteoblastos injectados
do local para a uniao déssea e, em seguida, a propagacao do
mesmo para outros locais através da corrente sanguinea, os
quais sao causados por injeccao duma suspensao isolada de

osteoblastos.

Para além disso, a presente invencado possibilita o
enxerto ésseo, o qual permite a realizacgao duma intervencao
cirtrgica com incis&o minima num local onde a unidoc éssea é
esperada, e o qual permite igualmente a obtencao de uniao
6ssea através duma injeccdo Unica e eficaz duma composigao
mista de osteoblastos e fibrina das regides danificadas

correspondentes mediante utilizagao de radiacgao.
Descricgao dos Desenhos

Os objectos acima e outros, caracteristicas e outras
vantagens da presente invengao serao mais claramente
entendidos a partir da seguinte descrigcao detalhada em

conjunto com os desenhos que acompanham a mesma, na qual:

Fig. 1 ¢é uma vista que mostra uma cascata de

polimerizagao de fibrina;

Fig. 2 ¢é um diagrama esquematico gue apresenta a

polimerizacgao de uma matriz de fibrina;

Fig. 3 ¢é fluxograma gque apresenta um processo de
preparagao duma composicao semi-sélida de osteoblastos que
contém fibrina para uniao d&ssea de acordo com a presente

invencao;



Fig. 4 é uma fotografia que apresenta a injeccao duma
mistura de fibrina e osteoblastos apds introdugao de uma
fractura déssea com um tamanho de 15 mm num antebrago de um

coelho;

Fig. 5 é uma radiografia tirada 6 semanas apds injeccgao
dum agente terapéutico de osteoblastos semi-sélidos que
contém uma mistura de fibrina e osteoblastos apds
introdugao de uma fractura dssea com um tamanho de 15 mm

num antebrag¢o de um coelho;

Fig. 6 é uma fotografia de uma seccao de tecido sujeita
a coloracgao com Hematoxilina-Fosina, tirada 6 semanas apods
injecgcao dum agente terapéutico de osteoblastos semi-
sélidos que contém uma mistura de fibrina e osteoblastos
apdés introdugao de uma fractura dssea com um tamanho de 15

mm num antebraco de um coelho; e

Fig. 7 é uma fotografia de uma seccdo de tecido sujeita
a coloracao com tricrdémio de Masson, tirada 6 semanas apds
injecgao duma mistura de fibrina e osteoblastos apds
introdugao de uma fractura déssea com um tamanho de 15 mm

num antebraco de um coelho.
Modo Mais Adequado

Doravante, a composicao semi-sélida de osteoblastos que
contém fibrina para uniao o6ssea, de acordo com a presente
invengcao, e um método para preparacao da mesma Serao
descritos em maior detalhe com referéncia aos desenhos que

acompanham a mesma.

De modo a ultrapassar as desvantagens apresentadas
pelas terapias convencionais para tratar perturbacdes e

doengas relacionadas com ossos, tais como, implantes e



enxerto &ésseo, fol desenvolvida uma técnica de transplante
de osteoblastos autdlogos sem efeitos secundarios adversos
numa parte afectada, por meio de cultura de osteoblastos,
como método de tratamento final, em conjunto com

melhoramentos das terapias convencionais.

No entanto, para se conseguir uma unido déssea mais
precoce, € necessario misturar osteoblastos com uma matriz
através da qual podem ser tratadas mais lesdes diversas e,
assim, ¢é possivel +tratar mais doencas désseas gue nao
partilhem beneficios terapéuticos com a injecgao duma
suspensao ligquida de osteoblastos gque consiste apenas de

osteoblastos.

Pode dizer-se que o agente terapéutico de osteoblastos
semi-sdélidos para unido déssea, o qual ¢é uma mistura de
osteoblastos e fibrina, é um produto mais avancado de um
método injectdavel de uma suspensado liquida de osteoblastos,
a qual se baseia em terapia celular. O método injectavel
convencional de uma suspensao liquida de osteoblastos, a
qual envolve o transplante de osteoblastos isoladamente
pode apenas tratar tipos limitados de defeitos d&sseos e
pode sofrer de problemas associados coma a profitabilidade
da formagao de tecido ¢sseo resultante da fuga de
osteoblastos injectados dos locais de formagao o&ssea e
consequente propagagao para outros locais através da
corrente sanguinea. Por contraste, o agente terapéutico de
osteoblastos semi-sdélidos contém fibrina, de acordo com a
presente invencdo, é composto duma mistura de osteoblastos
e fibrina e por conseguinte, pode igualmente tratar rapida
e eficazmente uma série alargada de fracturas o6sseas e

doengas o6sseas graves.



E referido gue a cola de fibrina promove a
neovascularizagao em modelos animais (Schlag G. Clinical
Orthopedics, 1988), e que é muito eficaz para intensificar
a aplicabilidade de métodos wutilizados no enxerto de
materiais de implante para substituicao &éssea, tala como,
pd 6sseo desmineralizado, vidro bioactivo, hidroxiapatita e
granulos corais, mediante realizacdo de operacao de enxerto

cirtrgico de tais materiais.

Para além disso, a cola de fibrina serve como um
condutor de entrega eficaz de bicactivadores para uma
matriz dssea. Como exemplos de tais bioactivadores, pode
ser feita mengao a TGEF-P-1 (Factor de crescimento
transformador-beta-1) e BMP relacionado com TGF-P (Proteina
morfogenética dssea relacionada com o Factor de crescimento
transformador-beta). Recentemente tem sido dada grande
particular atencdo a cola de fibrina como um material
constituinte da matriz que entrega eficazmente as células,
nas aplicacgdes de engenharia dos tecidos (Huang Q. Tissue
Engineering 2002). As caracteristicas acima mencionadas
relativamente a cola de fibrina levam a um processo de
unido oéssea rapido na presente composigdo, envolvendo a
mistura de osteoblastos com cola de fibrina como material

matriz, seguido da aplicagao para uniao déssea.

Com referéncia aos desenhos, a Fig. 1 apresenta uma
cascata de polimerizagao de fibrina, e a Fig. 2 apresenta

esquematicamente a polimerizacao duma matriz de fibrina.

Para cicatrizagdo de fractura &ssea, devera primeiro
imobilizar-se as regides fracturadas, proporcionar um
abastecimento suficiente de sangue e devera assegurar-se a

aplicagcao de tensao apropriada nas regides da fractura
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6ssea. Uma vez ocorrida uma fractura Ossea, esta é

normalmente acompanhada de danificacdo na pele, musculos,

ligamentos, vasos sanguineos, nervos e articulacgdes
circundantes.
Mediante revisao histoldgica, 0s processos de

cicatrizacao de fractura déssea envolvem trés fases, isto &,
fase de inflamagao, de reparagao e de remodelagao, mas
estas fases nao se encontram estritamente divididas, mas em

continuo progresso com sobreposicgdes entre si.

A fase de inflamacdo € um estddio no qual as células na
matriz &ssea, vasos sanguineos e também tecidos moles, tais
como, peridsteo e musculos a volta das regibdes da fractura
6ssea sao danificados devida ao trauma causado pela
fractura, resultando na formagao de hematoma na cavidade
medular e sob do peridsteo. 0Os derivados inflamatérios
libertos das células necrdticas danificadas geram
vasodilatagcdao e exudacao do plasma sanguineo, assim
causando edema agudo. Apds a fase de inflamagao, a
comutacao para uma fase de reparacao é seguida da iniciacéao

de uma nova formagao de matriz.

A fase de reparagao ¢ iniciada com organizacao do
hematoma formado nos locais fracturados. O hematoma cria um
suporte de fibrina, o qual recebe depois as células
reparadas. Depois, os factores de crescimento ou outras
proteinas formadas por estas células reparadas induzem a
migragao e proliferagao celular e dormagao duma matriz de
reparagdo, a qual é a primeira fase da restauragao da
fractura déssea. A maioria das células que cria os tecidos
6sseos durante a cicatrizagao da fractura déssea aparece no

local da fractura conjuntamente com os tecidos granulados e
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forma casulos, o0s quails sao feitos de tecidos fibrosos,
cartilagem e tecidos dsseos a volta do local fracturado. A
mineralizacdao de calos é iniciada por accgbes em série de
células osteogénicas. A matriz, a qual é sintetizada por
estas células osteogénicas, contém um grande numero de
fibras colagénicas do tipo I espagadas de forma regular, as
quais proporcionam condig¢des para deposicao de complexos de
fosfato de cdlcio nestes espagos. No entanto, esta fase de
reparagdao nao € um estadio no qual a wunido déssea ¢é
concluida e, deste modo, os casulos da fractura imatura
resultantes possuem uma forga déssea menor comparativamente
aos tecidos Osseos normais. Deste modo, durante a fase de
remodelacao, estes casulos de fractura adquirem a forga tal

como verificado em tecidos ésseos normais.

No que se refere a fase de remodelagdo, os tecidos
6sseos dentro dos casulos sao substituidos por ossos
lamerales maduros e os casulos supérfluos e desnecessarios
dao gradualmente absorvidos. Com base nos resultados de
exames com radioisdétopos, pode observar-se que a actividade
aumentada de radioisdétopos é mantida no local da fractura
durante um periodo de tempo prolongado, mesmo apods
conclusao da uniao déssea e recuperacao de fungdes do local
fracturado para estado normal, tal como mostrado na
radiografia. Por conseguinte, a fase de remodelacgao
continua durante alguns anos apds ocorréncia da uniao

clinica da fractura &ssea.

Fig. 3 apresenta um fluxograma que ilustra um processo
de preparacao duma composicao semi-sélida de osteoblastos
que contém fibrina para uniao odéssea de acordo com a

presente invenc¢ao.
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Com referéncia a Fig. 3, um método para preparar uma
composicdo semi-sdélida de osteoblastos que contenham
fibrina para uniao déssea de acordo com a presente invencao
inclui o isolamento de osteoblastos dum tecido odésseo e
meios de cultura/proliferacdo dos osteoblastos em DMEM
(Dulbecco's Modified FEagle's Medium) ou o-MEM Minimum
Essential Medium, Alpha Modification) para preparar uma
suspensaoc de osteoblastos (S100); e a mistura da suspensao
de osteoblastos resultante com um factor coagulante para

preparar um agente terapéutico de osteoblastos (S200).

Presentemente, o factor de coagulacdao é uma mistura de

trombina e fibrinogénio.

Presentemente, as fases de preparagao do agente
terapéutico incluem a dissolugao de trombina liofilizada em
DMEM ligquido ou o-MEM e depois a mistura de 1 a 100 IU/mL
da trombina dissolvida com a solugao mista de osteoblastos
(S210); e a dissolugao de fibrinogénio liofilizado em DMEM
liguido ou o-MEM e depois a mistura de 20 to 100 mg/mL do
fribrinogénio dissolvido com a solugao mista de

osteoblastos que contém trombina misturada na mesma (S5220).

Entretanto, uma concentragcao de trombina determina um
tempo de polimerizagcao de fibrina. Por conseguinte, o tempo
de polimerizacao da fibrina pode ser reduzido entre 4 horas
a 3 segundos, dependendo da concentracao de trombina. A
trombina foi aplicada a concentracao de modo a que a
composicao da presente invengao seja moldada para prevenir
0s osteoblastos e os factores de coagulagao de verterem dos
locais da lesdao quando injectados num local para uniao da
fractura o6ssea, sendo que injeccgdo da composicado no local

afectado leva a formagdo rapida de uma matriz e formando-
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se, assim, uma matriz de poros de fibrina ideal para

formacao 6ssea por osteoblastos.
Modo para a Invengao

Doravante, os efeitos duma composigcao semi-sdélida de
osteoblastos que contém fibrina para unido dssea, de acordo
com um exemplo da presente invengao, irao ser descritos em
maior detalhe com referéncia aos desenhos gque acompanham os

mesmos.

Primeiro, os osteoblastos foram isolados dos tecidos
correspondentes e colocados em cultura em DMEM ou o-MEM
durante 4 semanas para proliferar numeros suficientes de
osteoblastos. Depois, os osteoblastos resultantes foram
suspensos em DMEM ou o-MEM para preparar uma suspensao de

osteoblastos.

Apbs preparacao dum conjunto de cola de fibrina de grau
médico a temperatura ambiente, o) fibrinogénio foi
dissolvido pela adigcao de uma quantidade adequada de DMEM
liquido ou «o-MEM para um frasco contendo fibrinogénio

liofilizado.

Para além disso, a trombina foi igualmente dissolvida
ao se adicionar uma gquantidade adequada de DMEM liquido ou

o-MEM para um frasco contendo trombina liofilizada.

Depois, a trombina dissolvida foi adicionada num volume

1/5 para a suspensao liquida de osteoblastos e bem mexida.

Uma suspensao de osteoblastos misturada com trombina
foi misturada com uma quantidade igual de fibrinogénio para

se preparar 500 pl de uma composigao de osteoblastos.

30 coelhos brancos da Nova Zelandia, com

aproximadamente 3 kg de peso, independentemente do sexo,
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foram divididos num grupo controlo para enxerto 6sseo e um
grupo experimental para enxerto duma composigdo semi-sdédlida
de osteoblastos que continham fibrina para unido o&ssea,

sendo que cada grupo consistia de 15 coelhos.

De acordo com uma abordagem de Henry, foi feita uma
incisao 1longitudinal no antebrago dos coelhos, expondo
assim o eixo do radio e depois foli produzido o defeito
6sseo de 15 mm de tamanho utilizando uma serra, seguindo-se

a remogdo completa do peridsteo da area do defeito dsseo.

No grupo controlo, o o0sso esponjoso fol previamente
recolhido a partir de ossos longos e o enxerto dsseo foi
realizado na area do defeito &ésseo, seguido de sutura da

pele e tecidos subcuténeos.

No grupo experimental, a pele e tecidos subcuténeos
foram cuidadosamente suturados de modo a que a area de
defeito ésseo se tornasse num espaco livre e a composicao
de osteoblastos foili injectada trés semanas depois, tal como

mostrado na Fig.4.

Apds terem sido tiradas radiografias numa semana 3, 6 e
9 a contar do inicio da experiéncia, a uniao odéssea foi
avaliada por atribuicao do(s) ponto(s) correspondente(s)
para areas de osteotomia proximal e distal e é&area de
defeito 6sseo, respectivamente, dependendo do grau de uniao

6ssea da mesma, e a soma dos pontos assim adquiridos.

Quadro 1

Método para determinar a unido de fractura &éssea para lesdes

Ponto [Area de osteotomial Area de osteotomialPorgao ligeira de

proximal distal defeito
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3 Unido Unido Unido
2 Ponte moderada (>50%) [Ponte moderada (>50%) |Ponte moderada
(>50%)
1 Ponte ligeira (<50%) Ponte ligeira (<50%) Ponte ligeira (<50%)
0 Nao unido Ndo unido Ndo unido
Quadro 2

Resultados apds nove semanas de enxerto &sseo em grupos controlo e

experimentais

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

Suficiente (4-5) — —

Fraco (2-3) — —

Sem efeito (0-1) —— —

Fig. 5 apresenta uma radiografia tirada 6 semanas apds
injecgao dum agente terapéutico de osteoblastos semi-
s6lidos que contém uma mistura de fibrina e osteoblastos
apdés introducado de uma fractura dssea com um tamanho de 15
mm no antebragco de um coelho e pode ser observado dque a

unidao completa da fractura déssea foi conseguida.

Fig. 6 apresenta uma fotografia de uma secgao de tecido
sujeita a coloragao com Hematoxilina-Fosina, tirada 6

semanas apobs injecgao dum agente terapéutico de
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osteoblastos semi-sélidos que contém uma mistura de fibrina
e osteoblastos apds introducao de uma fractura éssea com um
tamanho de 15 mm no antebrago de um coelho e foi observada

a formagao duma ilha 6ssea isolada.

A Fig. 7 apresenta uma fotografia de uma secgao de
tecido sujeita a coloracao com tricrémio de Masson, tirada
6 semanas apds 1injeccadao duma mistura de fibrina e
osteoblastos apds introducao de uma fractura o6ssea com um
tamanho de 15 mm no antebrago de um coelho e pode
confirmar-se que o colagénio foi produzido de acordo com
padrdes pré determinados, representando assim um progresso
de formacao o6ssea e formagcao de vasos sanguineos entre a

mesma (uma linha eliptica vermelha a ponteado).

Deste modo, de acordo com a presente invengao, &
apresentado enxerto &ésseo sem rejeicao imunoldgica ao se
misturar os osteoblastos com fibrina e injectar a mistura
nas partes afectadas para uniao éssea, gquando a uniao déssea
nao progride devido a fractura dssea grave e exibir efeitos
de unido o6ssea rapida e eficaz através da injeccao duma

composigao, a qual foi, de certa forma, adaptada.
Aplicabilidade Industrial

Tal como constante no acima descrito, de acordo com uma
composigcao semi-sdélida de osteoblastos gque contenha fibrina
para uniado dssea da presente invengao, e um método para
preparagao da mesma, com a formulagdo acima descrita, ¢é
possivel a reuniao de fractura dssea, sem que se verifique
rejeicado clinica do enxerto por meio de injeccdao de uma
mistura de osteoblastos e fibrina num local em que se
espera a uniao oOssea, e capaz de obter uma uniao O&ssea

rapida e eficaz através da injecgdo duma composigdo, a qual
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foi, de <certo modo, moldada por forma a melhorar os
problemas associados a probabilidade de formacao de tecido
6sseo em regides indesejaveils resultantes da fuga de
osteoblastos injectados do local para a uniao déssea e, em
seguida, a propagacao do mesmo para outros locais através
da corrente sanguinea, os quais podem ser causados por

injegao duma suspensao isolada de osteoblastos.

Para além disso, a presente invencao possibilita o a
jungao da fractura o6ssea, a qual permite a realizacao duma
intervencgao cirurgica com incisdo minima num local onde a
unido o6ssea ¢é esperada, e o qual permite igualmente a
obtencao de uniao o6ssea através duma injecgcao uUnica e
eficaz duma composigcao mista de osteoblastos e fibrina das
regides danificadas correspondentes mediante utilizagao dum

sistema de radiacgao tal como o raio-X.

Embora as realizagbes preferidas da presente invengao
tenham sido divulgadas para efeitos ilustrativos, 0s
especialistas na técnica irdo apreciar a possibilidade de

aplicagao de varias modificagdes e adigdes.
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REIVINDICACOES

Fibrina que contém uma composigcao semi-sélida de
osteoblastos para curar a fractura ossea, em dJque a
composigdo é preparada por meio dum método que inclui:
meio de <cultura/proliferagcdo dum tecido Oésseo em
Minimum Essential Medium Alpha Modification (alfa-MEM)
para preparer uma suspensao de osteoblastos, e

mistura da suspensao de osteoblastos resultante com o
factor de coagulagao para preparar um agente
terapéutico de osteoblastos, em que o referido factor
de coagulagao € uma mistura de trombina e fibrinogénio,
em que as fases de preparacao do agente terapéutico
incluem:

a dissoluigao de trombina liofilizada em alfa-MEM
liguido e depois misturar 1 a 100 IU/mL da trombina
dissolvida com a solugao misturada de osteoblastos, e

a dissoluicédo de fribinogénio liofilizado em alfa-MEM
liguido e depois misturar 20 a 100 IU/mL do
fibrinogénio dissolvido com a solugao misturada de

osteoblastos que contém trombina misturada na mesma.
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