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(57) Resumo: ) :
A INVENCAO PROPORCIONA UMA COMPOSICAC PARA A FORMACAO DE OSSO, UTILIZANDO

UMA MISTURA DE UM OSTEOBLASTO E DE UMA BIOMATRIZ E UM METODO PARA A SUA
PREPARAGCAO. O METODO COMPREENDE O ISOLAMENTO DE OSTEOBLASTOS A PARTIR DE
TECIDO OSSEO E A CULTURA/PROLIFERACAC DOS OSTEOBLASTOS ISOLADOS EM DMEM
(MEIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECCO) OU EM &#913;-MEM (MEIO MINIMO
ESSENCIAL, MODIFICACAO ALFA) PARA SE PREPARAR UMA SUSPENSAO DE OSTEOBLASTOS;
E MISTURA DA SUSPENSAO DE OSTEOBLASTOS RESULTANTE COM UMA BIO-MATRIZ PARA SE
PREPARAR UM AGENTE TERAPEUTICO OSTEOBLASTICO. DE ACORDO COM A PRESENTE
INVENCAO, E POSSIVEL UTILIZAR UM METODO DE FORMACAO DE OSSO, SEM PROVOCAR
UMA REJEICAO CLINICA DO ENXERTO, POR MEIO DE INJECGAO DE UMA MISTURA DE
OSTEOBLASTO E BIO-MATRIZ PARA A FORMACAO DE OSSO NUM LOCAL NO QUAL SE
PRETENDE A FORMAGAO DE OSSO, SENDO CAPAZ DE ALCANGAR UMA FORMAGAO DE 0SSO
EFICAZ E RAPIDA POR MEIO DE INJECGAO DE UMA COMPOSICAO QUE FOI MOLDADA ATE UM
DETERMINADO GRAU, PARA ASSIM EVITAR PROBLEMAS ASSOCIADOS A PROBABILIDADE DE
FORMAGAO DE TECIDO OSSEO EM REGIOES INDESEJADAS PROVENIENTES DA FUGA DE
OSTEOBLASTOS INJECTADOS DO LOCAL ALVO PARA A FORMAGAO DE 0SSO E SUA
PROPAGAGCAQ PARA OUTROS LOCAIS POR MEIO DA CORRENTE SANGUINEA, OS QUAIS SAO
PROVOCADOS PELA INJECGAO DE UMA SUSPENSAO DE OSTEOBLASTOS.



RESUMO

“COMPOSIGAO PARA A FORMAGAO DE 0SSO CONSTITUIDA POR UMA
MISTURA DE OSTEOBLASTOS E BIOMATRIZ E O SEU METODO DE
PREPARAGAO”

A invengdo proporciona uma composi¢do para a formagdo
de osso, utilizandc uma mistura de um osteoblasto e de uma
bicmatriz e um método para a sua preparacgac. O método
compreende © isclamento de osteoblastos a partir de tecido
0sseo e a cultura/proliferacgdo dos osteoblastos isolados em
DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco) ou em o-MEM
(meic minimo essencial, modificacdo alfa) para se preparar
uma suspensdo de osteoblastos; e mistura da suspensdao de
ostecblastos resultante com uma bio-matriz para se preparar
um agente terapéutico osteobldstico. De acordo com a
presente invengdo, ¢é ©possivel utilizar um método de
formagcao de o0sso, sem provocar uma rejeicdo clinica do
enxerto, por meio de injec¢ao de uma mistura de osteoblasto
e bio-matriz para a formacdo de osso num local no qual se
pretende a formagao de o0sso, sendo capaz de alcangar uma
formagdo de osso eficaz e rédpida por meio de injeccdo de
uma composicdc que foi moldada até um determinado grau,
para assim evitar problemas associados a probabilidade de
formacao de tecido ésseo em regides indesejadas
provenientes da fuga de osteoblastos injectados do local
alvo para a formagido de 0sso e sua propagagdo para outros
locais por meio da corrente sanguinea, o©0s quais sao

provocados pela injecgdo de uma suspensao de osteoblastos.



DESCRICAO

“COMPOSIGAO PARA A FORMAGAO DE 0SSO CONSTITUIDA POR UMA
MISTURA DE OSTEOBLASTOS E BIOMATRIZ E O SEU METODO DE
PREPARAGAO”

[Campo técnico]

A presente invengdo diz respeito a uma composigdo para
a formacao de 0sso, utilizando uma mistura de osteoblastos
e uma bio-matriz, e a um método para a sua preparacdo. De
um modo mais especifico, a presente invencgdo diz respeito a
uma composigcao para a formacgdo de o0sso, utilizando uma
mistura de osteoblastos e uma bio-matriz, a qual pode ser
transplantada para a formacdc de 0sso durante o tratamento
de defeitos dsseos ou numa regido que necessite de tal

tratamento, e a um método para a sua preparacéao.

[Técnica anterior]

De acordo com relatérios publicados pela Organizagaoc
Mundial de Saude (0OMS), mais de metade dos idosos com 65
ancs ou mais sofrem de doengas ¢sseas crdnicas, em gue a
incidéncia de fracturas Osseas associadas a osteoporose
duplicou ao longo da ultima década. Estes dados
correspondem aproximadamente a 40% de mulheres com 50 anos
ou mais de idade.

Nos EUA, aproximadamente 5,60 milhdes de pessoas
sofrem fracturas désseas por ano, das quais 3,10 milhdes sdo
submetidas a operagbes cirurgicas. De acordo com um
relatdério estatistico do Medical Data International (MDI),
em 1995, foram realizadas cerca de 426000 de cirurgias de

enxertos 06sseos. 0s custos associados ao enxerto ésseo sao



estimados aproximadamente em 800 milhbes de ddlares norte-
americanos por ano em todo o mundo. Apenas para © ano de
1995, foram realizadas cirurgias de enxerto ¢sseo incluindo
58% de auto-enxertos, 34% de aloenxertos e 8% de
transplante de material sintético.

De um modo geral, uma fractura dssea simples (fechada)
pode ser suficientemente curada por meio do tratamento da
fractura éssea com gesso durante diversas semanas, mas para
fracturas ¢sseas graves ou defeitos ¢sseos sdo necessarios
enxertos 6sseo0s.

No entanto, tais auto-enxertos podem, de um modo
desvantajoso, provocar dores fortes na regido de colheita
de 0sso e necessitam de um periodo longo de tempo para
recuperar apds a operacgdo cirurgica para enxerto do 0sso,
sendo também dificil encontrar partes seguras de dadores
para o fornecimento de 0sso para o transplante ¢sseo.

Além disso, 0s aloenxertos tambémn apresentam
desvantagens graves, tais como o enfraquecimento da forca
do osso durante o processo de esterilizacdao, a ocorréncia
de rejeicao do enxerto e a possibilidade de transmissao de
doencgas contagiosas, tals como hepatite e SIDA.

Como outros métodos disponiveis para o enxerto 6sseo,
saoc amplamente utilizados metais revestidos com materiais
cerdmicos Dbiologicamente activos ou biologicamente como
materiais de suporte em cirurgias ortopédicas, embora seja
bastante dificil a utilizag¢do de metals como transplantes
6sseos devido a problemas, tais como a corrosdo dos metais,
o desgaste da superficie cerdmica-metal e a formagdo grave
de tecidos fibrosos nas superficies dos o©ssos e dos

transplantes.



Para factores de formacao de 0ssos, embora tenham sido
realizados diversos estudos sobre diversos factores apds
Urist e Mclean (1952) terem publicado um trabalho sobre os
efeitos das proteinas de formagac de ossos na formagao
dssea, O processo para a sua produgdao € muito complicado e
dispendioso e apresenta ume eficdcia baixa, resultando
assim num rendimento reduzido e, em ultimo lugar, limitando
a sua aplicacdo para a utilizagdo clinica pratica.

Por outro lado, a injecgcdo de medula dssea é uma
técnica com base no facto, proposto por Huggins (1931),
Friedenstein (1973) e Ashton (1980), de que as células
osteoprogenitoras a partir de medula dssea induzem e
facilitam a formag¢do 6ssea. De um modo geral, a injecg¢do de
medula ¢ssea é normalmente efectuada por si sé para a cura
de fracturas d&sseas, mas também é utilizada em combinacao
com enxertos ¢&sseos. A0 contrdario das outras técnicas de
enxertos de 0ssos, esta injecgac de medula dssea nao
implica wuma incisdo cirurgica na pele, sendo assim
significativamente vantajosa devido a inexisténcia de
problemas associados a seguranca das partes dos dadores ou
em relacdo a efeitos secundarios adversos.

Posteriormente, embora tenham sido apresentados alguns
resultados excelentes devido a aplicacdo clinica num grande
numero de casos, a 1njec¢do de medula ¢ssea ¢ desvantajosa
devido a sua base tedrica infundada, uma vez que existem
numeros considerdveis de resultados obtidos que ndc sao
consistentes entre si, devido a quantidade de medula &éssea
recolhida a partir de um local ser limitada e ainda existir
um numero significativamente limitado de células osteo-

progenitoras na medula d&ssea.



Assim sendo, cré-se que um novo método de formacao
Ossea e de transplantagdao por meio de cultura e de
amplificacdo de <células osteoprogenitoras em nuUmMeros
suficientes de células de osteoblastos, mistura de células
em cultura com uma bic-matriz e injeccdao da mistura
resultante numa regido para a formacdo éssea seja um método
eficaz, o qual apresenta efeitos wvantajosos e benéficos
significativos, em comparagcdo com o© auto-enxerto ou
alcenxerto convencional e com a injecgdo de medula o6ssea,
sendo por estes motivos um campo de engenharia de tecidos

que esta em foco nas terapias de regeneracdo de dssea.

[Descricao]

[Problemas técnicos]

Assim, a presente invencdo foil realizada a luz dos
problemas associados aos implantes e as técnicas de
enxertos Osseos convencionals conforme descritas antes, e
constitui um objecto da presente inveng¢ado proporciconar uma
composicao para a formagdo 6ssea utilizando uma mistura de
osteoblastos e uma bio-matriz e um método para a preparagao
da mesma, o0 qual permita a inexisténcia de rejeicdo clinica
do enxerto por da injeccdc de uma mistura de osteoblastos e
de uma bio-matriz para a formagao déssea num local due
necessite da tal formacdo &ssea, sendo também capaz de
alcancar uma formagdo ¢ssea rapida e eficaz por meio da
injeccdo de uma composicdo, preparada até um determinado
nivel, para aliviar os problemas associados a provavel
formagdo déssea em locais indesejados resultantes da perda
de osteoblastos injectados do local desejado para a

formagcao Ossea e a sua propagacgdo para outros locais



através da corrente sanguinea, os quais podem ser

provocados pela injeccac de uma suspensao de osteoblastos.

[Solugdao técnical

De acordo com um aspecto da presente invengdo, este e
outros objectos podem ser atingidos por meioc da utilizacéao
de um método para a preparacgao de uma composigdao para a
formagao ¢ssea, o qual compreende:

isolar osteoblastos e as suas células precursoras a
partir de wum tecido ésseo e desenvolver em cultura/
/proliferar os osteoblastos e suas células precursoras
iscladas em DMEM (meio de Eagle modificado de Dulbecco) ou
o-MEM (meio essencial minimo, modificac¢do alfa) para a
preparacdo de uma suspensdo de osteoblastos e

misturar a suspensdoc resultante de osteoblastos com
uma bio-matriz para a preparacao de um agente terapéutico
de osteoblastos.

Aqui, o passo de preparagdac do agente terapéutico
compreende ainda misturar a solugao mista de osteoblastos,
no qual a Dbio-matriz fol misturada na suspensdo de
osteoblastos, com um coagulante.

Agqui, o passo de mistura compreende a juntar a solug¢do
mista de osteoblastos com 10 a 100 UI/mL de trombina,
enquanto coagulante, e mistura a solugdac resultante mista
gque contém a trombina ai misturada, com 20 a 100 mg/mL de
fibrinogénio, enquanto coagulante.

Aqui, a bio-matriz ¢ colagénio, hidroxiapatite ou uma
sua mistura.

Aqui, o colagénio pode ser adicionado numa quantidade
compreendida entre 67 ug/mL e 20 mg/mL a suspensdo de

osteoblastos e a hidroxiapatite podem ser adicionada numa



quantidade compreendida entre 30 pg/mL e 3,4 mg/mL a
suspensao de osteoblastos.

O colagénio é neutralizado até um pH neutro por meio
da adigao de uma solugaoc de neutralizacao antes da sua
mistura com a suspensdo de osteoblastos.

Antes de se adicionar a solucdo mista de osteoblastos
e bio-matriz, dissolve-se trombina liofilizada, enquanto
fonte trombina, em DMEM ou o-MEM liquido, & qual se
adiciona ides fosfato (PO,° ) como componente mineral &ésseo,
adicionando-se uma guantidade que ¢ o dobro da quantidade
de trombina no meio de cultura, ao gual se acrescentam oS
i6es fosfato (Pof’). Depois, antes de se adicionar a
solugdo resultante mista de osteoblastos, dissolve-se
fibrinogénio liofilizado, como fibrinogénic, em DMEM ou -
MEM liquido, aos quais se acrescentou ides de cdlcio (Ca™)
como componente mineral osseo, adicionando-se uma
quantidade que ¢ o dobro da gquantidade de fibrinogénio
contida no meio de cultura, ao gqual se adicionou os ides de
calcio (Ca'?).

De acordo com outro aspecto, a presente invencdo
proporciona uma composigao para a formagao Osseo preparada
em conformidade com o método anterior para a preparacgaoc de
uma composicgdo para formagao ¢éssea, utilizando uma mistura

de um osteoblasto e uma bio-matriz.

[Efeitos benéficos]

De acordo com uma composicdo para a formagdo 6&ssea
utilizando uma mistura de um osteoblasto e uma bic-matriz,
e com um método para a preparagdo da mesma, com a
construgao descrita antes, ¢é possivel alcangar formagao

Ossea, com inexisténcia de rejeicdo clinica de enxertos por



meio da injecg¢do de uma mistura de osteoblasto e de bio-
matriz para a formacdo Ossea num local para o qual se
pretende utilizar formacdo O6ssea, sendo tal capaz de
alcancar uma formagdo ¢Ossea rapida e eficaz por meio de
injecgcao de uma composicdo, moldada até um determinado
grau, para evitar os problemas associados a probabilidade
de formagdo de tecido Osseo em regibdes indesejadas,
provocada pela fuga de osteoblastos injectados do local
desejado para a formacdo o6sseo0 e a sua propagagao para
outros locais através da corrente sanguinea, provocada pela

injec¢do de uma suspensdao de osteoblastos.

[Descricao dos desenhos]

Os objectos, caracteristicas e outras vantagens da
presente invengdo anteriores e outros, irdo ser mais
facilmente entendidos a partir da descric¢do minuciosa em
conjunto com os desenhos anexos, nos quais:

a fig. 1 é um grafico de barras que mostra a Proporgao
da composicao do 0sso;

a fig. 2 é um fluxograma do processo que ilustra um
método para a preparacgac de uma composigdo para formacao de
0ss0, utilizando uma mistura de um osteoblasto e uma bio-
matriz, em conformidade com a presente invencgao;

a fig. 3 é uma fotografia que i1lustra a injecgdo
subcutdnea de um agente terapéutico de osteocoblastos, o qual
¢ uma mistura de um osteoblasto e de uma bio-matriz, num
murganho imunodeficiente;

a fig. 4 ¢ uma fotografia de um murganho
imuncdeficiente tirada 4 semanas apds © transplante de um
agente terapéutico de osteoblastos, o qual é uma mistura de

um osteoblasto e de uma bio-matriz;



a fig. 5 é uma fotografia de um transplante tirada 4
semanas apds o transplante de um agente terapéutico de
osteoblastos, o qual é uma mistura de um osteoblasto e de
uma bio-matriz, num murganho imunodeficiente;

a fig. 6 ¢é uma autoradiografia de um murganho
imuncdeficiente tirada 4 semanas apds o transplante de um
agente terapéutico de osteoblastos, o qual é uma mistura de
um osteoblasto e de uma bio-matriz;

a figura 7 é uma fotografia de uma sec¢dao de um tecido
manchada com hematoxilina-eosina, que é capaz de confirmar
a formag¢dao de o0sso, tirada 8 semanas apds o transplante de
um agente terapéutico de osteoblastos, o qual ¢ uma mistura
de um osteoblasto e de uma bio-matriz, num murganho
imunodeficiente e

a figura 8 é uma fotografia de uma sec¢do de um tecido
manchada com tricromo de Masson, tirada 8 semanas apds O
transplante de um agente terapéutico de osteoblastes, ©
gual é uma mistura de um osteoblasto e de uma bio-matriz,

num murganho imunodeficiente.

[Melhor forma de realizacgao]

A seguir, serd aqui descrito mais minuciosamente, com
referéncia aos desenhos anexos, um método para a preparacgao
de uma composi¢dao para a formagao de osso, utilizando uma
mistura de um ostecblasto e de uma bio-matriz, de acordo
com a presente invengao.

Para se ultrapassar as desvantagens exibidas pelas
terapias convencionals para o tratamento de disturbios e de
doencas associadas aos 0ssos, tails como implantes e
enxertos o6sseos, foili desenvolvida, em conjunto com uma

melhoria nas terapéuticas convencionals, uma técnica de



transplante de ostecblastos autdélogos que naoc apresenta
efeitos secunddrios adversos para a parte afectada, o qual
¢ efectuado por meio da cultura de osteoblastos, como
método final de tratamento.

No entanto, para se alcancgar uma formacdao de 0S50 mais
rapida, € necessédrio misturar osteoblastos com uma matriz,
através da qual é possivel tratar lesBes mais distintas,
sendo por tal motivo possivel tratar mais doengas Osseas,
as quais naoc obtinham beneficios terapéuticos por meio da
injecgdo de uma suspensdo liquida de osteoblastos,
constituida apenas por osteoblastos.

E possivel afirmar que o agente terapéutico de
osteoblastos, que ¢ uma mistura de um osteoblasto e de uma
bio-matriz, constitui uma versdo mais avancada de um método
por injeccao de uma suspensdo liquida de osteoblastos, a
gual tem por base a terapia celular. O método convencional
de injecgao de uma suspensao liquida de osteoblastos, o
gual implica o transplante de osteoblastos por si so6s, pode
tratar apenas tipos limitados de defeitos dsseos e também
sofre de problemas associados a probabilidade de formacao
de tecido ésseo em locails indesejados devido a fuga de
osteoblastos 1injectados dos locais desejados de formacgdo
dssea e sua propagagac para outros locals através da
corrente sanguinea. Pelo contrario, o agente terapéutico de
ostecblastos, o qual ¢ uma mistura de um osteoblasto e de
uma bio-matriz, de acordo com a presente invengac, ¢é
preparado a partir de uma mistura de osteoblastos e de bio-
matriz e, por tal motivo, pode tratar de um modo mais
rdpido e eficaz um espectro mais largo de defeitos Osseos e

doencas ésseas graves.
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Os ossos sdao constitufidos por células Osseas e
quantidades grandes de matrizes d&sseas que estdo presentes
entre as células. A maior parte das matrizes &sseas sao
constituidas por componentes orgénicos (35%) constituidos
por fibras de colagénio e de componentes inorgdnicos (65%)
constituidos por cdlcio e fosfato.

Os 05508, conforme ilustrado na fig. 1, Sao
substédncias biossintéticas e sdo constituidos por minerais,
colagénio, humidade, proteinas ndo colagénicas, lipidos,
componentes vasculares e células, numa ordem decrescente em
termos da proporgdo de composigao.

A matéria inorgdnica que constitul as porgdes maiores
da composicdo 6ssea é um andlogo de hidroxiapatite (HA) que
¢ um mineral geoldgico.

De um modo geral, a apatite odssea é deficiente em
cdalcio e grupos hidroxilo, os quais séo substituidos por
diversas impurezas, incluindo carbonato e outros, magnésio,
potdssio, boro, fosfato e citrato, sendo o mais abundante o
carbonato.

O teor em carbonato nos minerais dos o0ssos aumenta com
a maturagao dos ossos. O carbonato substitui os grupos
hidroxilo ou fosfato ou pode ser adsorvido sobre a
superficie da apatite ¢ssea.

O segundo constituinte mais abundante dos 0ssos € ©
colagénio, ©principalmente o colagénio de tipo I. O
colagénio confere elasticidade e flexibilidade aos o0ssos e
proporciona uma direccdo para a constituic¢do da matriz.

De acordo com uma variante da presente invencdo, 05
osteoblastos sdo misturados com a bio-matriz e a mistura
resultante deverd ser injectada em regides que sofram de

doengas Osseas, e 0 colagénio e hidroxiapatite, o0s quais
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sdo componentes 06sseos, sao misturados e injectados nas
lesdes. Assim sendo, ¢ possivel garantir as propriedades
fisicas dos ossos a partida, obtendo-se assim uma formacao
Ossea mais rdpida e ossos adequadamente mineralizados.

Um dos factores mais crucials na mistura dos
osteoblastos, um componente principal da matriz do osso,
com a bio-matriz, ¢é a estabilidade. Para se garantir a
existéncia de células em numeros suficientes dentro da
matriz, deverd ser potenciada a taxa de sobrevivéncia das
células. Além disso, também ¢ importante aumentar a taxa de
enxertagem das células, apdés a realizacdo do  seu
transplante.

A fig. 2 mostra um diagrama de fluxo de um processo
gue 1lustra um método para a preparacao de uma composicao
para a formacdo de osso, utilizando uma mistura de um
ostecoblasto e de uma bio-matriz, em conformidade com a
presente invengao.

Relativamente a fig. 2, o método para a preparacado de
uma composigac para a formagao de o0sso, de acordo com a
presente invencao, compreende 0s passos de isolar
osteoblastos a partir de tecido dsseo e
cultura/proliferacdo dos osteoblastos isolados DMEM (meio
de Eagle modificado de Dulbecco) ou o-MEM (meio essencial
minimo, modificagdo alfa) para se preparar uma suspensao de
osteoblastos (S100); e mistura da suspensdo resultante de
ostecblastos com uma bio-matriz para se preparar um agente
terapéutico de osteoblastos (5200).

Aqui, o numero de osteoblastos na suspensido de
osteoblastos pode variar significativamente em funcdo dos
tamanhos e dos locais das lesdes relevantes. Tipicamente, ©

numero de osteoblastos estda preferencialmente compreendido
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entre 10° e 1,2 % 10’ células, embora possa ser utilizado
um numero superior.

Agui, 0 passo de preparacao (5200) do agente
terapéutico de osteoblastos compreende ainda a mistura da
solugdo mista de osteoblastos/bio-matriz, em que a bio-
matriz fol misturada na suspensao de ostecblastos, com um
coagulante.

Agqui, o passo de mistura compreende a mistura da
solucdo mista de ostecblastos/bio-matriz com 10 a 100 UI/mL
de trombina, como coagulante (S220), e a mistura da solucéao
mista resultante que contém trombina ai misturada com 20 a
100 mg/mL de hidroxiapatite.

Como bio-matriz é possivel utilizar colagénio,
hidroxiapatite ou uma sua mistura. No caso de se utilizar
uma mistura de colagénio e hidroxiapatite como bio-matriz,
mistura-se 67 pg/mL e 20 mg/mL de colagénic com 30 ug/mL a
3,4 mg/mL de hidroxiapatite,

Entretanto, verificou-se que uma concentracgcao minima
de colagénio era a concentragcdao Optima em cultura dque
induzia a diferenciacao e proliferacdo celulares, no c¢aso
de se utilizar colagénio como material de revestimento para
revestir um wvaso de cultura para o desenvolvimento em
cultura de osteoblastos. Quando a concentracao de colagénio
utilizada neste ponto era aplicada como componente da
matriz, foi possivel confirmar que durante a injeccdo da
composigdo, na qual os osteoblastos & a bio-matriz foram
misturados entre si, o0s componentes de colagénio, que
tinham sido injectados antes dos osteoblastos expressarem
colagénio, formavam uma rede matricial bdsica, verificando-
se uma diferenciacdo celular e uma mineralizacdo rapida, as

quails proporcionaram consequentemente uma formagdo rapida
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de osso com uma quantidade minima de colagénio. Entretanto,
no caso de se utilizar colagénic como matriz tUnica, uma
concentragdo de colagénio igual ou superior a 3 mg/mL
(0,3%) proporcionava gelacac sob condigdes predeterminadas,
formando assim uma matriz. Pelo contrdrio, uma concentracdo
maxima de 20 mg/mlL de colagénio resulta numa diminuigdo
acentuada da sua fluidez, pelo que o0s osteoblastos ndo sdao
dispersados homogeneamente na matriz de colagénio,
dificultando assim a aplicagcdo de colagénio como matriz
celular.

Além do mais, a hidroxiapatite deverd ser adicionada
numa concentracdo tal gque a hidroxiapatite promova a
mineralizag¢do numa mistura de matriz. No caso de existir um
EXCesso de hidroxiapatite, tal poderd inibir a
diferenciagdo celular devido a restrigdo espacial que
ocorre devido & ocupacdo de hidroxiapatite na mistura de
matriz celular. Assim sendo, de acordo com a presente
invencao, aplicou-se hidroxiapatite numa concentracao
minima para a qual a hidroxiapatite pode actuar enqguanto
nucleo para mineralizacdo no compconente da matriz e numa
concentracao dptima para a promogdo de mineralizacao.

Por outro lado, © colagénio ¢ neutralizado até um pH
neutro por meio da adicdo de uma solugao de neutralizagdao,
antes de se misturar com a suspensdao de osteoblastos.

Além do mais, antes de se adicionar a solucgdo mista
de osteoblastos e bio-matriz, dissolve-se trombina
licfilizada, como trombina, em DMEM ou o-MEM liquido, a
qual se adiciona 1des fosfato (Pof’), adicionando-se uma
quantidade que ¢ o dobro da quantidade de trombina no meio
de cultura, ao qual se acrescentam os 1i8es fosfato (Pof’).

Depois, antes de se adicicnar a solucgdo resultante mista de
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ostecblastos, dissolve-se fibrinogénio 1liofilizado, como
fibrinogénio, em DMEM ou o-MEM liquido, aos gquais se
acrescentou ides de cdlcio (Ca'®) como componente mineral
¢sseo, adicionando-se uma quantidade que ¢ o dobro da
quantidade de fibrinogénio contida no meio de cultura, ao
qual se adicionou os 1iBes de cdlcio (Ca™). Aqui, os ides
fosfato e o0s 1des cadlcio ndo exibem efeitos citotdxicos
sobre os osteoblastos e complementam o©s componentes &sseos
minerais.

Mistura trombina, enguanto coagulante, numa quantidade
compreendida entre 10 e 100 UI/mL na solugdo mista, e
mistura-se fibrinogénio, como coagulante, numa quantidade
compreendida entre 20 mg/mL e 100 mg/mL, com a mistura
resultante, a qual contém a trombina misturada.

Assim, a concentracdo de trombina determina o tempo de
polimerizacdo da fibrina. Assim sendo, o tempo de
polimerizagao de fibrina pode ser reduzido num intervalo
compreendido entre 4 horas e 3 segundos, em func¢do da
concentragao de trombina, Aplicou-se trombina numa
concentracdo tal que a composicdo da presente invengdo é
moldada para prevenir que uma composigcdo mista de
osteoblastos e bio-matriz se afastem dos locais lesionados
relevantes, quando injectada num local para a formacdo de
0Ss0; a 1njecgdo da composig¢do no  local afectado
proporciona uma polimerizacgdo rdpida e forma-se uma matriz
porosa de fibrina Optima para a formacdo do 0sso através de

ostecoblastos.
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[Forma de realizacao da invencgao]

EXEMPLOS

Aqui, serao descritos mais minuciosamente, com
referéncia aos desenhos anexos, 0s efeitos de uma
composicdo para a formagdoc de osso, utilizando uma mistura
de um osteoblasto e de uma bio-matriz, de acordo com um

exemplo da presente invencgao.

Exemplo 1

Em primeiro lugar, 1isolou-se osteoblastos e as suas
células precursoras a partir dos tecidos correspondentes e
desenvolveu-se em cultura e proliferou-se em DMEM ou o-MEM
durante 4 semanas, preparando-se assim uma suspensao de
osteoblastos em DMEM ou o-MEM. Preparou-se colagénio como a
bio-matriz que iria ser misturada.

Depois, misturou-se a suspensao resultante de
osteoblastos com colagénio, para se preparar um total de 1

mL de uma composigao para a formacdo de 0sso.

Exenplo 2

Isolou-se osteoblastos e as suas células precursoras a
partir dos tecidos correspondentes, e desenvolveu-se em
cultura e proliferou-se em DMEM ou o-MEM durante 4 semanas,
preparando-se assim uma suspensdo de osteoblastos em DMEM
ou «-MEM. Como Dbio-matrizes preparou-se colagénio e
hidroxiapatite. Como bio-matriz para mistura, preparou-se
2/5 volumes de colagénio.

Misturou-se a suspensdo de osteoblastos com colagénio
para se preparar um total de 1 mL de uma composicdo para a

formacao de 0ss0s.
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Exemplo 3

Isolou-se osteoblastos e as suas células precursoras a
partir dos tecidos correspondentes, e desenvolveu-se em
cultura e proliferou-se em DMEM ou a-MEM durante 4 semanas,
preparando-se assim uma suspensao de osteoblastos em DMEM
ou «-MEM. Como bio-matrizes preparou-se colagénio e
hidroxiapatite. Adicionocu-se 2/5 volumes de colagénio e
1/10 volume de hidroxiapatite a suspensdo de osteoblastos e
misturou-se bem, formando assim um agente terapéutico de
ostecblastos misturado com bio-matrizes.

Apds a preparacdo de uma cola de fibrina de gualidade
médica a temperatura ambiente, dissolveu-se fibrinogénio
por meio da adigao de uma quantidade adequada de DMEM ou a-
MEM liquido a um recipiente adequado que continha o
fibrinogénio liofilizado. Além disso, dissolveu-se também
trombina por meio da adicdo de uma quantidade adequada de
DMEM ou o-MEM liquido a um recipiente adequado que continha
a trombina liofilizada.

Depois, adicionou-se 1/10 volume de trombina
dissolvida a suspensdo liquida de osteoblastos, nos quais
se tinham misturado as bio-matrizes, e misturou-se bem a
mistura resultante.

Misturou-se a suspensao de osteoblastos misturada com
trombina e com as bio-matrizes com uma quantidade igual de
fibrinogénio dissolvido para se preparar um total de 1 mL

de uma composigdo para a formacdo de 0ss0s.

Exemplo 4
Isolou-se osteoblastos e as suas células precursoras a
partir dos tecidos correspondentes, e desenvolveu-se em

cultura e proliferou-se em DMEM ou o-MEM durante 4 semanas,
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preparando-se assim uma suspensao de osteoblastos em DMEM
ou «-MEM, Como bio-matrizes preparou-se colagénio e
hidroxiapatite. Adicioncu-se 2/5 volumes de colagénio e
1/10 volume de hidroxiapatite a suspensdo de osteoblastos e
misturou-se bem, formando assim um agente terapéutico de
ostecblastos misturado com bio-matrizes.

Apods a preparacadao de uma cola de fibrina de gualidade
médica a temperatura ambiente, dissolveu-se fibrinogénio
por meio da adigao de uma quantidade adequada de DMEM ou a-
MEM liquido a um recipiente adequado que continha o
fibrinogénio liofilizado. Além disso, dissolveu-se também
trombina por meio da adicdo de uma quantidade adequada de
DMEM ou o-MEM liguido a um recipiente adequado que continha
a trombina liofilizada.

Neste momento, utilizou-se DMEM ou o-MEM liquido, ao
qual se tinha adicionado iBes fosfato (PO, ) numa
concentragdo de 2 mg/mL., Além disso, adicionou-se uma
guantidade adequada de DMEM ou o-MEM 1liquido a um
recipiente que continha a trombina liofilizada, dissolvendo
assim a trombina. Neste momento, utilizou-se DMEM ou oa-MEM
liguido ao qual se tinham adicionado ides cdalcio (Ca*’)
numa concentragcdo de 4 mg/mL. As guantidades de ides
fosfato (PO, ) e de iBes cdlcio (Ca’’) agui utilizadas sdo
guantidades Sptimas, as quais nao exibem efeitos
citotdxicos sobre os osteoblastos e servem como aditivos
para a solugdao de cultura para complementares 0s
componentes &sseos minerais.

Depois, adicionou-se a trombina dissolvida num 1/10
volume a suspensdo liquida de osteoblastos misturada com

bic-matrizes e misturou-se bem.



18

Misturou-se a suspensao de osteoblastos, que continha
trombina e bico-matrizes ai misturadas, com uma quantidade
igual de fibrinogénio dissoclvido para se preparar um total

de 1 mL de uma composigao para a formagac de 0ss0s.

Resultados

Dividiu-se 15 murganhos imunodeficientes em 6 grupos
(ensaio triplo). Depois, preparou-se um agente terapéutico
de osteoblastos, o gqual é uma mistura de um osteoblasto e
de uma bio-matriz, e 1injectou-se na omoplata de murganhos
rapados através de uma injecgdo por via subcuténea.
Injectou-se 1 mL do agente terapéutico de osteoblastos na
hipoderme de cada murganho imunodeficiente. 0Os resultados

foram confirmados 4 semanas e 8 semanas apds a injecgéo.

Quadro 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Nimero de células 1 x 10° 6 x 10° 1,2 x 10
(células) células células células
Volume de injecc¢do 1 mL 1 mL 1 mL
(cm’)

O quadro 1 mostra o©0s agentes terapéuticos de
osteoblastos respectivos que possuem a mesma composicao de
bio-matriz, mas diferente numero de osteoblastos, o0s gquais
sac misturas de osteoblastos e bio-matrizes, transplantados

em murganhos imunodeficientes.
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Quadro 2
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tamanho em volume (cm’) 0,26 0,24 0,25
Formac¢do de 0sso Boa Boa Boa

Agui,

termos de excelente/boa/média/fraca.

Oito semanas

terapéuticos de osteoblastos,

apos

0 transplante

dos

0 grau de formacdo de osso é classificado em

agentes

conforme descritos no quadro

1, obteve-se o0s resultados para a formagcdo de 0ss0
apresentados no quadro 2.
Quadro 3

Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Numero de células (células) 6 x 10° | 6 x 10° | 6 x 10°

células células células
Vol. De colagénio 1/5 2/5 1
volume de injeccdo (cm’) 1 mL 1 mL 1 mL

0 quadro 3 mostra agentes terapéuticos de osteoblastos

respectivos que

matriz adicionadas,

possuem diferentes

quantidades

de Dbio-

0s guais sao misturas de osteoblastos e

de bio-matrizes, transplantados em murganhos imunodeficientes.

Quadro 4
Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Tamanho em volume (cm’) 0,24 0,52 0,50
Formacao de 0s50 Boa Excelente | Excelente

Aqui,

termos de excelente/boa/média/fraca.

0 grau de formagao de osso é classificado em
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Oito semanas apoés 0 transplante dos agentes
terapéuticos de osteoblastos, conforme descritos no quadro
3, obteve-se o0s resultados para a formagcdo de 0SSO
apresentados no quadro 4.

A fig. 3 ¢é uma fotografia que ilustra a 1injeccgao
subcutdnea de um agente terapéutico de osteoblastos, o qual
¢ uma mistura de um osteoblasto e de uma bio-matriz, num
murganho imunodeficiente. A fig. 4 ¢é uma fotografia da
formagdao de o0sso (observada como a porgdo saliente
circunscrita por uma linha a tracejadc) num murganho
imuncdeficiente, tirada 4 semanas apds o transplante de um
agente terapéutico de osteoblastos, o gual é uma mistura de
um osteoblasto ¢ de uma bio-matriz.

A fig. 5 é uma fotografia de um transplante para a
formagdo de osso tirada 4 semanas apds o transplante de um
agente terapéutico de osteoblastos, o qual é uma mistura de
um  osteoblasto e de uma Dbio-matriz, num murganho
imunodeficiente, confirmando assim que a formacdo de vasos
sanguineos foi induzida a volta do transplante. A fig, 6 ¢
uma autoradiografia de um murganho imunodeficiente, tirada
4 semanas apds o transplante de um agente terapéutico de
osteoblastos, o qual é uma mistura de um osteoblasto e de
uma bio-matriz, e observou-se que o novo o0sso foi formado
na estrutura principal, conforme circunscrito por um
circulo a linha a tracejado.

A fig. 7 é uma fotografia de uma seccdo de tecido
manchada com hematotoxilina-eosina, que ¢é capaz de
confirmar a formacdo de osso, tirada 8 semanas apds o
transplante de um agente terapéutico de osteoblastos, o
gqual é uma mistura de um osteoblasto e de uma bio-matriz,

num murganho imunodeficiente. Conforme pode ser observado,
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verifica-se um ostedide (representado por uma seta preta) e
também ¢é possivel confirmar que os osteoblastos estao
distribuidos na lacuna (representada por uma seta branca).

A fig., 8 é uma fotografia de uma secgdo de tecido
manchada com tricromo de Masson, tirada 8 semanas apds O
transplante de um agente terapéutico de osteoblastos, o
qual é uma mistura de um osteoblasto e de uma bio-matriz,
num murganho imunodeficiente, e & possivel confirmar que
ocorreu a formagdo de osso em conjunto com colagénio
segundo padrdes predeterminados, mostrando assim a
penetracao de vasos sanguineos entre as matrizes.

Assim, de acordo com a presente invengao, esta
proporciona um método para a formacdo de osso, através do
gual nao se verifica a rejeicdao clinica de enxertos por
meio de injec¢do de uma mistura de osteoblastos e de uma
bic-matriz num local no gqual se pretende a formacao de
0sso, sendo possivel alcangar uma formagdo de o0sso rdapida e
eficaz por meio de 1injeccdo de uma composicao, que foi

moldada até um determinado grau.

[Aplicabilidade industrial]

De acordo com a presente invenc¢do, uma composic¢do para
a formagcao de 0sso, utilizando uma mistura de um
ostecblasto e de uma bio-matriz, e um método para a
preparacao da mesma, que possul a construgcdo descrita
antes, permite efectuar a formagdo de osso, através da qual
ndoc se verifica rejeicdo clinica do enxertc por meio de
injec¢do de uma mistura de ostebolastos e de uma bio-matriz
para a formacdo de osso num local no qual se pretende a
formagdo de osso, sendo possivel alcangar uma formagdo de

osso rédpida e eficaz por meio de injecgdo de uma
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composicado, que foi moldada até um determinado grau, para
evitar problemas associados a probabilidade de formacgaoc de
tecido ¢sseo em regides indesejadas provenientes da fuga de
osteoblastos injectados do local alvo para a formagao de
0SSO e sua propagagado para outros locais por meio da
corrente sanguinea, os quais sao provocados pela injeccgdo
de uma suspensao de osteoblastos.

Embora as variantes preferidas da presente 1invengao
tenham sido apresentadas com fins ilustrativos, sera
evidente para os especialistas na matéria que sdo possiveis

diversas modificagdes, adic¢des e substituigdes.



REIVINDICACOES

1. Composicdo para a formagdao de 0sso, preparada através
de um método para a preparacao de uma composigao para a
formacdo de o0sso utilizando uma mistura de um osteoblasto e
de uma bio-matriz, o qual compreende:

desenvolvimento em cultura/proliferacéo de
ostecblastos ou das suas células precursoras isolados em a-
MEM (meio minimo essencial, modificagdo alfa a partir de um
tecido O6sseo) para a preparagdo de uma suspensdc de
osteoblastos e

mistura da suspensdc resultante de osteoblastos com
uma bio-matriz para a preparacdo de um agente terapéutico
de osteoblastos,

em que a bio-matriz ¢é uma mistura de colagénio e
hidroxiapatite,

em que o <colagénio ¢ adicionado numa quantidade
compreendida entre 67 ug/mL e 20 mg/mL a suspensdo de
osteoblastos e a hidroxiapatite ¢ adicionada numa
quantidade compreendida entre 30 pg/mL e 3,4 mg/mL a

suspensao de osteoblastos.

2. Composigdo para a formagdo de osso de acordo com a
reivindicagao 1, em que o passo de preparagao do agente
terapéutico compreende ainda a mistura da solugdo mista de
osteoblastos, em que a bio-matriz foi misturada com a

suspensao de osteoblastos, com um coagulante.

3. Composicdo para a formacdo de o0sso de acordo com a

reivindicagdo 2, em que o passo de mistura compreende:



misturar a solucgdao mista de osteoblastos com 10 a 100
UI/mL de trombina como coagulante e

misturar a solugdo resultante mista, que contém
trombina misturada, com 20 a 100 mg/mL de £fibrinogénio,

como coagulante.

4, Composigdo para a formagao de o0sso de acordo com a
reivindicacdo 1, em que o colagénio é neutralizado até pH
neutro por meio da adigdao de uma solugdo de neutralizacgdo

antes da mistura com a suspensao de osteoblastos.

5. Composicdo para a formacdo de o0sso de acordo com a
reivindicagdo 3, em que

antes de se adicionar a mistura de osteoblastos e bio-
matriz, dissolve-se trombina liofilizada, enquanto
trombina, em o-MEM ligquido, a qual se adicionou ides
fosfato (Pof’) como componente mineral &sseo, adicionando-
se uma guantidade que é o dobro da quantidade de trombina
no meio de cultura, ao qual se acrescentou os ides fosfato
(POs7) e

antes de se adicionar a solugdo resultante mista de
ostecblastos, dissolve-se fibrinogénio 1liofilizado, como
fibrinogénio, em o-MEM liguido, ao qual se acrescentou ides
de calcio (Ca'?) como componente mineral 6sseo,
adicionando-se uma guantidade que ¢ o dobro da quantidade
de fibrinogénio contida no meio de cultura, ao gual se

adicionou os 1des de calcio (Ca”).
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