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Osteogénese por cultivos celulares diferenciados e mesenquimais
associado a fibrina leucoplaquetaria autéloga em suporte produzido por
freeze casting

1.1. INTRODUGAO

As fraturas 6sseas sdo um grave problema de saude publica no mundo. Estima-se que
50% das mulheres e 25% dos homens sofram pelo menos uma fratura durante a vida
devido a fragilidade 6ssea com diferentes causas, sendo a osteoporose uma das mais
importantes. (Dennison et al., 2006, Roux et al., 2014). O impacto epidemiolégico
dessas fraturas, considerando as taxas de morbidade e mortalidade e os custos de
saude, € um problema de proporcées globais, especialmente com o envelhecimento
da populacao.

As fraturas proximais do fémur sdo a principal causa de morte relacionada a quedas
nos idosos, responsaveis por cerca de 340.000 internacdes/ano nos Estados Unidos, a
um custo aproximado de trés bilhBes de dodlares (Porter et.al., 2008, Griffiths
et.al.,2012). Este tipo de fratura atinge, com maior frequéncia, a populac¢ado de idosos,
sendo 95% acima de 60 anos e do sexo feminino (75%) (Rodrigues, et. al. 2002). Em
virtude da frequente ocorréncia de doencas associadas nesses pacientes, a taxa de
mortalidade nos primeiros 30 dias ap6s a fratura atinge de 5% a 10%, chegando a
15% a 30% no primeiro ano (Porter et.al.,, 2008, Griffiths et.al.,Shiga et.al., 2008,
Bryson et.al., 2008.)

Todos os métodos terapéuticos aplicados as fraturas baseiam-se no potencial de
restauracdo morfofuncional do tecido Osseo (reducdo), neutralizacdo das forcas
biomecéanicas (imobilizacdo), preservacdo da fisiologia, restauragdo do comprimento,
alinhamento, reconstrucdo da superficie articular e preservagcdo das partes
(funcionalidade biomecanica) (Gardner et al., 1984).

Autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e enxertos aloplasticos tém sido usados no
processo de reparo e regeneracdo o0ssea. Um autoenxerto € derivado do mesmo
individuo que receberd o enxerto. Embora seja considerado o padrdo ouro dos
enxertos 0sseos, uma vez que induz formagdo e regeneracdo Osseas através de
osteogénese, osteoindugdo e osteoconducdo, sua utilizacdo é limitada devido a
disponibilidade limitada de tecido 6sseo e também devido a adicdo de processos
cirdrgicos ao qual o individuo tem que ser submetido. Aloenxerto é quando o tecido a
ser enxertado é proveniente de outro individuo da mesma espécie do recipiente.
Também possui propriedades osteoindutoras devido a presenca de componentes
naturais e fatores de crescimento. Os xenoenxertos sdo provenientes de espécies



diferentes daquela do receptor, apesar disso, esse tipo de enxerto ainda fornece uma
matriz arquitetdnica natural e € uma excelente fonte de calcio e fosfato para a
regeneragcdo. Aloenxertos e xenoenxertos tém o risco potencial de transmissdo de
doencas. Aloplasticos sdo materiais sintéticos que podem ser desenhados com varias
composic¢des quimicas, formas fisicas e configuracbes de superficie para o reparo de
defeitos 6sseos ou para o estimulo de crescimento 6sseo. Eles apresentam apenas
propriedades osteocondutoras, assim limitando sua capacidade reparadora. No caso
de regeneracdo 6ssea, 0s enxertos sao eventualmente remodelados e substituidos por
0SS0 hovo no tecido hospedeiro. Devido a limitagdo de materiais para esses enxertos
0sseos, a engenharia de tecidos procura uma nova abordagem através da interagéo
entre suportes inorganicos ee células vivas

O uso de diferentes materiais de fixacdo (osteossintese), como fios metalicos, placas,
parafusos, pregos intramedulares ou mesmo proteses, € utilizado por ocasido de
lesbes Osseas (Gongalves et al.,, 2018). A indicacdo do uso de materiais metalicos
serd baseada na capacidade de alcancar boa reducdo, estabilidade mecéanica,
eliminacao de riscos de infec¢do e potencial de resposta bioldgica (consolidacdo). A
presenca de um material metalico estavel, biologicamente inerte, pode funcionar como
um substrato de adeséo de proteinas para a formacao de biofilme bacteriano e falha
do processo regenerativo (pseudartrose).

A crescente demanda por métodos baseados em diferentes matérias-primas que
permitam a restauracdo funcional de tecidos lesionados, tem sido o fator norteador
na producdo de materiais de implante. Entre estes, os mais comuns Sdo0 ago
inoxidavel, ligas de titAnio ou ligas a base de cromo-cobalto, molibdénio ou tantalo,
cuja alta densidade, resisténcia, estabilidade fisica e compressibilidade séo os fatores
gue suportam suas aplicacdes (Pires et al., 2015). No entanto, apesar da grande
aplicabilidade desses materiais, uma vez implantados, eles se tornam suscetiveis a
resposta imunoldgica do individuo e a acdo de enzimas além de estaem expostas a
diferentes cargas biomecénicas que podem gerar ciclos de fadiga, microfaturas e
falhas estruturais, causando instabilidade do local lesionado, falha biol6gica do
processo de consolidacdo, liberacdo de particulas metélicas (metastases), reacao
periosteal, ostedlise e liberacdo do implante (Smith & Hashemi 2012; Razak et al.,
2014).

A auséncia de biocompatibilidade dos implantes pode ser atribuida a falta de canais ou
poros que impecam a osteoconducdo, mas também porque sdo biologicamente
inertes, ndo sado capazes de promover a sua integracdo com as células
osteoprogenitoras (osteoinducdo). O efeito mecénico da diferenga do moédulo de
elasticidade entre 0s 0ssos (3 a 20 GPa) e as ligas metalicas (30 a 200 GPa) (Staiger
et al., 2005), induz o tecido 6sseo ao efeito de reabsorcao (osteopenia) e consequente
desintegracéo na area de consolidagdo provocada pela menor distribuicdo da carga
mecanica no tecido 0sseo e reducdo do efeito piezoelétrico da captacdo de ions de
célcio (Holzapfel et al., 2013). Outro fator relevante nos procedimentos que requerem
0 uso de implantes metdlicos € a persisténcia de um processo inflamatério associado a
colonizagdo por agentes infecciosos multirresistentes. Quando ha& sinais de
afrouxamento e falha estrutural do implante por infeccdo, é fundamental que o
procedimento terapéutico de escolha considere que o implante nessas condi¢fes
apresenta um perfil biol6égico que favorece a manutencédo do processo inflamatério. Na
populacdo idosa, na qual a resposta imune é deficiente, a presenca de materiais
metélicos inertes pode levar a persisténcia de infec¢des crénicas que culminam na



liberagdo e perda da protese, além do desenvolvimento de sepse e morte (20 a 35%)
(Pereira et al. 2010; Ricci et al. 2012; Meessen et al. 2014; Guerra et al. 2017).

Face ao problema apresentado, a investigacdo aplicada ao desenvolvimento de
implantes biocompativeis que possuam uma estrutura de poros interligados,
permitindo a difusdo de nutrientes e oxigénio (osteoconducdo) deve ser estimulada.
Estes materiais devem ser ndo imunogénicos, com um coeficiente de elasticidade
proximo a do 0sso e, além disso, proporcionar um microambiente adequado para a
incorporagdo de células e fatores de crescimento necessarios a reparacao tecidual
(Hollister 2005; Salerno et al. 2012). No entanto, como a porosidade compromete a
estabilidade estrutural desses materiais, € necessario um equilibrio entre as
propriedades mecénicas e o0 transporte de massa biologicamente eficaz para
consolidagdo. Os fatores, assim, a serem considerados no desenvolvimento de
implantes sdo a estrutura porosa, a fracdo volumétrica dos solidos, as propriedades
intrinsecas dos materiais (peso molecular, calor especifico, etc.), bem como a
capacidade de incorporacao celular dentro da estrutura das reticulas.

A relevancia do desenvolvimento de materiais com as propriedades biocompativeis
pode ser observada no investimento disponivel para a producdo de dispositivos
ortopédicos, que deve atingir US$ 11,77 bilhdes até 2023, com um crescimento de
7,38% na taxa anual segundo dados publicados pela Infoholic Reseach LLP, 2017
(Infoholic Reasearch 2017). Nos ultimos anos, varios métodos de processamento de
materiais tém sido desenvolvidos na producdo de implantes metalico-ceramicos.
Dentre esses métodos, destacam-se a replicacdo de espuma de polimero, pirélise
precursora e sinterizacdo (Jun et al, 2006; Lyckfeldt & Ferreira 1998). Um método
especial, denominado freeze casting, tem merecido especial atencdo devido a sua
simplicidade, flexibilidade e possibilidade de utilizacdo de varias matérias-primas
biocompativeis e baixa toxicidade tecidual (Silva et al., Silva et al., 2016). Baseado
nesta técnica e na metodologia descrita em detalhes ao longo deste projeto, tém-se
por objetivo desenvolver novos materiais ceramicos com estrutura porosa controlada
gue possa ser utilizado em substituicdo aos materiais hoje disponiveis no mercado e
avaliar suas propriedades bioldgicas através da cultura desses materiais com células
tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo ou de corddo umbilical humanas e
murinas.

1.2, JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, a populacdo de idosos no Brasil vem crescendo de forma rapida,
estimando-se que, em 2030, ela represente 13,44%1 do total da populag¢édo. No censo
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2010, o nimero de idosos
era de 20.438.561, representando 11,8% da populagédo. Desse percentual, 45,12%
tem entre 70 e 79 anos, percentual maior do que o observado nas estatisticas
anteriores, demonstrando o aumento da expectativa de vida, que hoje é de 74 anos. A
razao de dependéncia dos idosos em 2014 era de 11,1 % e, em 2030, estima-se que
sera de 19,49% segundo préprio estudo do IBGE ja citado. Em estudo publicado em
2014 por Luci Moraes, intitulado “GASTOS DO MINISTERIO DA SAUDE E
ESTIMATIVA DE IDOSOS COM OSTEOPOROSE TRATADOS NO SISTEMA UNICO
DE SAUDE DO BRASIL NO TRIENIO 2008 — 2010” (Tese de Doutorado), mostrou que
o Brasil neste periodo (2008-2010) realizou 3.252.756 procedimentos relacionados ao
tratamento de osteoporose que totalizaram R$288.986.335,15. O maior numero de
procedimentos foi realizado em pacientes na faixa etaria de 60-69 anos (46,3%); 76%



dos gastos e 95,6% dos procedimentos foram feitos na populagcdo feminina. Os
procedimentos ambulatoriais predominaram em quantidade (96,4%) e os hospitalares
em recursos (70,4%).

Os casos cirtrgicos demandam proteses metalicas que, apesar de biologicamente
inertes, resistentes e densas, sdo expostas as células do sistema imunolégico e a
diferentes cargas biomecénicas, causando fadigas, microfraturas, liberacdo de
particulas metalicas, falhas na consolidacdo e ostedlise. Além disso, a auséncia de
porosidade impede a osteoconducdo e a osteoindugcdo causando osteopenia e a
soltura do implante. Assim, & fundamental desenvolver proteses com microambiente
para a integracdo celular, a circulacdo de nutrientes e fatores de crescimento. Nosso
desafio é induzir in vitro parte do espectro do processo osteogénico que ocorre in vivo
pelo cultivo de células mesenquimais (CM) numa matriz cerdmica similar ao 0sso
(MCSO) estimuladas a diferenciacdo pela fibrina leucoplaquetaria autéloga (FLA).
Nossa hipétese € que nessas condigcbes, as CM se diferenciardao em células
osteogénicas promovendo a integracdo, a reabsorcdo da MCSO, a osteoinducéo e a
osteoremodelacao.

Os fundamentos desse projeto de pesquisa encontram-se trés sistemas de estudo: A)
a matriz ceramica similar ao 0sso natural como substrato da osteoconducéo; B) as
células mesenquimais multipotentese e mitogénicas; C) a fibrina leucoplaquetaria
autologa (FLA) que abriga os fatores proteicos de crescimento e diferenciacéo celular.

A hipotese desse projeto é de que a matriz ceramica porosa produzida por fosfatos de
calcio apresentando caracteristicas estruturais similares ao osso normal
(hidroxiapatita) serviria como suporte para colonizacdo e rearranjo estrutural
(osteonconducao) pelas células mesenquimais. As células mesenquimais humanas
(hMSCs) apresentam capacidade para diferenciar-se em linhagens cardiacas,
adiposas, condrociticas ou osteoblasticas, representando uma fonte renovavel de
células do préprio paciente durante seu processo de regeneracdo tecidual (1,2,3,4).
Além disso, Por ter baixos niveis de antigenos leucocitarios humanos, esse tipo celular
humano modula a resposta imonuldgica ao invés de provoca-la, o que o coloca mais
uma vez em posicado de destaque como candidata nos processos de reconstituicdo
tecidual (5,6). Este tipo celular pode ser isolado de uma variedade de tecidos, sendo
gue entre eles estdo o tecido do corddo umbilical e o tecido adiposo. Estas células, na
presenca da fibrina leucoplaquetaria autéloga ndo polimerizada, serdo induzidas a se
diferenciar nos tipos celulares relacionadas ao tecido d&sseo (condroblastos,
osteoblastos e osteoclasos), promovendo a reabsorcdo da matriz (osteoclastos) e a
producdo de uma nova matriz 6ssea pelos osteoblastos (osteoindugéo).

O estimulo que norteia esse desafio baseia-se na alta taxa de morbimortalidade
associada as complicagdes advindas de infec¢bes e rejeicdo bem como a soltura dos
implantes biologicamente inertes, sobretudo em individuos idosos. Também deve-se
levar em consideracdo o alto custo do tratamento dada a necessidade de troca das
proteses pela reabsorgéo dssea e pela soltura dos implantes que comumente ocorre
cerca de 10 anos depois do procedimento.

A metodologia proposta pode contribuir substancialmente para a consolidagdo de
fraturas, difusdo do uso de enxertos advindos da engenharia de tecidos,
desenvolvimento de implantes biocompativeis, biodegradaveis, modelaveis e de
grandes dimensdes, ndo imunogénicos e de baixo custo.



O projeto aborda toda a populacdo, ndo sé brasileira como mundial, uma vez que
estdo todos sujeitos a alguma fratura ao longo da vida.

1.3. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO
1.3.1 OBJETIVO GERAL

O Projeto visa desenvolver materiais com estrutura similar ao osso natural que sirvam
como proteses totalmente biocompativeis. Pretende-se, portanto, promover solucdes
viaveis a substituicao de proteses atualmente metalicas disponiveis no mercado e em
constante uso pelo Sistema Unico de Satde — SUS e que apresentam certa toxicidade
e alto custo. A rejeicdo do organismo humano devido a esta toxicidade gera
significativo incremento de custo ao tratamento tanto na rede publica de satde como
na rede privada devido a necessidade de re-internacbes dos pacientes para
tratamento e além da promocdo de uma reducdo drastica na qualidade de vida dos
mesmos.

Primeiro Objetivo: Produzir diferentes suportes ceramicos semelhantes ao 0sso natural
pelo método de freeze casting e avaliar a sua interacao e viabilidade de fibroblastos e
macrofagos (J774) para selecionar candidatos para a futura producdo de implantes
0sseos.

Segundo Objetivo: Avaliar, em funcdo do tempo, o processo de remodelamento do
suporte ceramico a partir de culturas de células murinas (fibroblastos e macréfagos) e
de células mesenquimais humanas incubadas com um andaime ceramico, na
presenca ou ndo de meio de cultura osteogénico ou fibrina leucoplaquetaria autdloga
(FLA) para aplicagbes biomédicas.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver, implementar, modelar e simular o crescimento dos cristais
responsaveis pela estrutura de poros do suporte ceramico sob diferentes
parametros (listados a seguir).

e Avaliar a influéncia da taxa de resfriamento, da concentragéo de soluto e dos
diferentes solventes na estrutura de poros e na resisténcia mecénica.

e Avaliar a influéncia dos dopantes SiO,, ZnO, TiO;, CoFe;Os e Fe;O:; na
estrutura dos poros e na resisténcia mecanica das amostras de hidroxiapatita
(HA) e trifosfato de calcio (TCP).



e Avaliar a influéncia da temperatura de sinterizagdo na estrutura e na resisténcia
mecénica dos substratos produzidos por HA, dopados com TCP.

e Avaliar a biocompatibilidade do suporte pela funcionalizacdo de sua superficie
com moléculas biomiméticas, incluindo proteinas bioativas, peptideos e
polissacarideos.

e Avaliar a viabilidade celular para avaliar a toxicidade de dopantes.

e Avaliar e caracterizar a interagéo intercelular e a integracdo do suporte celular
por microscopia estrutural e ultra-estrutural, em funcéo do tempo.

e Isolar as células mesenquimais do tecido adiposo dos descartes cirargicos.

e Avaliar o efeito do meio de cultura osteogénico ou FLA em culturas de células
mesenquimais e murinas humanas em suportes ceramicos.

e Determinar as células totais e identificar os tipos de células incubadas com o
suporte ceramico.

e Avaliar e caracterizar a interacao intercelular e a integracdo do suporte celular
por microscopia estrutural e ultra-estrutural.

1.4. INTERESSE RECIPROCO

Segundo publicado na “Agenda de Prioridades de Pesquisa do Ministério da Saude -
2018” as linhas de pesquisa priorizadas incluem “Desenvolvimento de Tecnhologia e
Inovacdo em Saude”, salienta-se ser a proposicdo do presente projeto. No PNS de
2016 a 2019 o projeto se adequa ao objetivo 07 — Producdo e disseminagcdo do
conhecimento cientifico. O projeto também ira contribuir de maneira significativa na
gualidade de vida da populacéo.

1.5. DIRETRIZ PROGRAMA

O objetivo do projeto é desenvolver novas tecnologias e conhecimento cientifico
relacionado a producdo de novos materiais e crescimento de células mesenquimais
para que possa ser aplicado a pacientes que apresentem fraturas 0sseas e doengas
como osteopenia. No PNS de 2016 e 2019, objetivo 07, o projeto se adequa
claramente.

1.6. PUBLICO ALVO

Projeto de desenvolvimento de biomateriais; produto final é o suporte ceramico;
resultado esperado € que o material permita crescimento e diferenciagédo celular e que
a resisténcia mecanica seja similar a dos 0ssos; impacto esperado redu¢édo no custo
de proteses, de tratamento, tempo de internacdo e melhoria da qualidade de vida de
pacientes. Publico alvo direto: gestores do SUS poderdo reduzir os custos de
tratamentos de fraturas. Puablico alvo indireto: paciente beneficiado com o
desenvolvimento de novos implantes 6sseos.




1.7. PROBLEMA A SER RESOLVIDO/OPORTUNIDADE

Os implantes metalicos hoje disponiveis ndo apresentam biocompatibilidade podendo
isto ser atribuido a falta de canais ou poros que impedem a osteoconducdo. Estes
materiais também s&o biologicamente inertes, ndo sendo capazes de promover a sua
integracdo com as células osteoprogenitoras (osteoinducao). O efeito mecénico da
diferenca do modulo de elasticidade entre os ossos (3 a 20 GPa) e as ligas metélicas
(30 a 200 GPa) é um outro fator que induz o tecido 6sseo ao efeito de reabsorcao
(osteopenia) e consequente desintegracdo na area de consolidagdo provocada pela
menor distribuicdo da carga mecanica no tecido 6sseo e reducdo do efeito
piezoelétrico da captacdo de ions de calcio. Um dos pontos relevantes nos
procedimentos que requerem o uso de implantes metalicos é a persisténcia de um
processo inflamatério associado a colonizacdo por agentes infecciosos
multirresistentes. Quando ha sinais de afrouxamento e falha estrutural do implante por
infeccdo, é fundamental que o procedimento terapéutico de escolha considere que o
implante nessas condi¢des apresente um perfil biolégico que favoreca a manutencao
do processo inflamatério. Os suportes ceramicos propostos neste trabalho nao
apresentardo nenhum dos danos apresentados pelas préteses metalicas. Os materiais
utilizados sao de composicao similar ao da estrutura 6ssea, com resisténcia similar e
poros que permitam o fluxo sanguineo e o desenvolvimento celular.

1.8. RESULTADO ESPERADO E IMPACTOS

Espera-se o desenvolvimento de um novo material, cuja resisténcia mecéanica se
aproxime da resisténcia 0ssea, com uma estrutura de poros controlada, com baixa
toxicidade e alta biocompatibilidade. Em termos do desenvolvimento celular, ao final
do projeto, devera a diferenciacdo celular ocorrer de maneira efetiva, com bom
desenvolvimento para que posteriormente possa-se iniciar uma nova etapa de
implantacdo da protese e posterior desenvolvimento comercial.

2. DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

2.1. MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada no presente projeto ndo se adéqua a orientagcdo proposta
de preenchimento, logo, segue em detalhes fora de formato, a metodologia proposta
dividida em duas etapas:

Primeira etapa: serdo produzidas por freeze casting, via modelagem e simulagdo do
crescimento dos cristais, matrizes ceramicas biodegradaveis, osteocompativeis, com
porosidade baseada no equilibrio entre as propriedades mecéanicas e o transporte de
massa efetiva, de grandes dimensbes, modelaveis e esterilizaveis. As matérias primas
serdo a hidroxiapatita e Trifosfato de célcio dopados com particulas de SiO, ZnO,
TiO2, CoFe204, Fe;0s. Serdo avaliados a influéncia dos dopantes nas propriedades
mecénicas, o efeito da temperatura de resfriamento na microestrutura, a velocidade de
solidificacdo e a taxa de resfriamento; o canfeno, agua, e terc-butanol serdo utilizados
como solventes. Para avaliar a interag&o e a viabilidade celular, cultivos de fibroblastos
e macréfagos J774 serdo incubados em meio D-MEM até a confluéncia das culturas e
guantificadas em hematocitbmetro; a viabilidadecelular serapelo método de exclusédo
da nigrosina. Depois,os discos estéreis das matrizes(3 mm x 12 mm) serdo incubados



com cultivos de fibroblastos e macrofagos J774, em meio D-MEM trocado a cada 2-3
dias, em condicdes fisioldgicas por 7 ou 15.

Segunda etapa: as células mesenquimais seréo obtidas de descartes lipoaspirados em
parceria com duas clinicas de Brasilia-DF.As normas éticas serdo rigorosamente
cumpridas nessa etapa que iniciara somente depois deaprovado pelo Comité de Etica
da Faculdade de Medicina-UnB. As CM serao selecionadas por aderéncia mediante 4
passagens depois de alcancada a sua confluéncia, conforme método proposto por
Bravo et al. (2012). Depois, cultivos de fibroblastos e macrofagos J774 e das CM
serdo incubados (7 a 30 dias)com a matriz selecionada em meio D-MEM+SFB,D-MEM
osteogénico ou D-MEM+FLA (trocadode 2-3 dias) econdic¢6es fisioldgicas. Em ambas
as etapas e finalizados os ensaios, os discos serdo fixados, removidos e fracionados
para as caracterizagcbes morfolégicas por histologia, histoquimica, microscopia
eletronica de varredura e de transmisséao.

Tecido adiposo do omento e epididimo de camundongos da linhagem BALB/C ou de
de descartes cirargicos humanos serdo coletados. Os tecidos sera lavados,
fragmentados e digeridos com uma solucdo de colagenase por 30min a 37°C. Depois
da digestdo, a solucdo de colagenase sera inativada com meio de crescimento
(Dulbecco's Modified Eagle Medium-F12 + 10% soro fetal bovino + 100ug (100IU) de
penicilina e estreptomicina + 0,25ug de anfotericina B) e as células serdo
centrifugadas por 200xg, 10min para obtencdo de um precipitado de células. O
precipitado resultante sera suspendido em meio de crescimento e 2x 104 cells/cm2
serdo cultivadas em placas em estufa com atmosfera com 5% de CO2. As células
obtidas serdo observadas para a presenca de marcadores de superficie de células
tronco (CD105, CD73, e CD45) depois de 2, 4 ou 7 passagens in vitro. As células
indiferenciadas serdo entdo cultivadas em meio osteogénico (50uM L-acido ascérbico
2-fosfato, 0.1uM dexametasona, e 15mM B-glicerolfosfato) por 21 dias, sendo o meio
trocado a cada 3 dias. A cada 3 dias as células serdo observadas quanto a sua
diferenciacéo por fixacdo com paraformaldeido 4% e coloragdo com vermelho alizarina
(pH 4.1) seguido por observacdo em microscépio invertido com aumento de 100X.
Alternativamente as células serdo cultivadas com fibrina leucoplaquetéaria autéloga. A
diferenciacdo das células sera avaliada da mesma forma supracitada. Sera
posteriormente feita estracdo de DNA e andlise dos genes expressos pelas células
diferenciadas.

Depois da confirmacdo da capacidade de diferenciacdo das células isoladas, as
células cultivadas eram recuperadas em solucdo de tripsina-EDTA e a viabilidade
celular avaliada por coloracdo com azul de trypan. Os suportes serdo incubados com
as células (3x105 células por suporte) para adesao celular em estufa (37C, 5% CO2).
Depois de 4h, 1mL de meio de cultura sera adicionado a cada pog¢o contend o suporte
e as estruturas serdo incubadas nas mesmas condi¢des por um periodo de 4
semanas. Uma semana apos o inicio da cultura, sera adicionado em cada pogo meio
osteogénico (meio de cultura contendo fibrina leucoplaquetaria autéloga ou meio de
cultura com dexametasona, acido ascérbico e glicerofosfato como indicado acima). O
meio ostegénico sera trocado a cada 4 dias.

A viabilidade celular nos cultivos com suporte sera verificada por coloragdo com
alamar blue.

Para investigacdo do fenotipo osteoblastico, na 22 e 32 semanas de cultivo sera
testada a atividade de fosfatase alcalina das células aderidas aos suportes.



2.2. ACOMPANHAMENTO

A cada semestre serd emitido relatério de acompanhamento detalhando os resultados
e 0 progresso da pesquisa. Reunibes mensais entre 0s responsaveis pelo projeto
serao executadas.

2.3. FORMAS DE AVALIAGAO

A avaliacdo do projeto e dos resultados esperados sera realizada semestralmente
através das técnicas de caracterizacdo essenciais ao desenvolvimento do projeto, cita-
se: difracdo de raios-X, resisténcia mecanica, analise de porosidade, permeabilidade,
desenvolvimento, diferenciagdo e crescimento celular, conforme proposto na
metodologia.

2.4. POTENCIAIS CRIAGOES E INOVAGOES RESULTANTES DA PROPOSTA

Para a reparacdo tecidual as células necessitam de sinalizacdo, adesdo ao
substrato/matriz e das proteinas relativas ao tecido a ser reparado, como
glicoproteinas, imunoglobulinas, citocinas, fatores de crescimento e microparticulas
circulantes que atuam modulando a resposta angiogénica e reparadora em sitios
lesados. Células como os fibroblastos, osteoblastos e macréfagos sdao fundamentais
na producédo, crescimento e manutencao dos 0ssos e quando na presenca de fatores
de crescimento podem atuar eficazmente na reparacdo tecidual. Assim, o
estabelecimento de protocolos, in vitro, referentes ao uso das células mesenquimais
associadas a uma matriz ceramica similar ao osso natural e a FLA pode trazer
grandes beneficios como: 1) na taxa de consolidacéo de fraturas; 2) na difusdo do uso
de enxertos advindos da engenharia de tecidos; 3) no desenvolvimento de implantes
biocompativeis, biodegradaveis e remodelaveis in vivo; 4) pela auséncia de toxicidade
e imunogenicidade; 5) pela reducéo de infecgbes.

Considerando o impacto socio-econdmico gerado pelas fraturas ao sistema de salde,
sobretudo com o envelhecimento da populacéo e pela reducdo na qualidade de vida
dos individuos afetados e por sequelas oriundas de falhas Osseas primarias ou
secundarias, espera-se com o estudo proposto apresentar uma alternativa eficaz e de
baixo custo na reparacéo de fraturas ou perdas 6sseas que demandam procedimentos
para enxertias, alongamento 6sseo ou substituicdo por proteses. Dentre os beneficios
espera-se a reducdo no tempo de tratamento, permitindo assim, seu retorno ao
convivio social e laboral com impacto positivo nos gastos publicos.

OBS: Nao houve trabalho anterior desenvolvido, portanto, ndo ha patente depositada
ou a ser depositada.

2.5 CONSIDERACOES ETICAS SANITARIAS E DEMAIS AUTORIZAGCOES LEGAIS NECESSARIAS
PARA EXECUGCAO DO PROJETO

As normas éticas que regulamentam os estudos com células humanas serdo
cumpridas em concordancia com as leis brasileiras vigentes e com a declaracdo de
Helsinki (WMA,2008), ficando condicionado o inicio da segunda etapa do projeto a
aprovacao do Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de



Medicina da Universidade de Brasilia. O projeto também sera submetido ao comité de
ética para experimentacao com animais da Universidade Federal do Amazonas.

2.6 PLANO DE DISSEMINAGAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

Os resultados serdo apresentados em congressos, workshops e publicacéo através de
jornais e artigos em revistas especializadas na area.
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2.8. PLANEJAMENTO DA GESTAO DE RISCOS
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