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Relatorio Descritivo da Patente de Invencédo para "PRO-
DUTO DE ENXERTO DE TECIDO, SEU METODO E APARELHO
PARA PREPARACAQ".
CAMPO TECNICO

[001] Esta invencdo se relaciona a um produto de enxerto de te-

cido util na promogéo do recrescimento e cura de estruturas de tecido
danificado ou adoentado. Mais particularmente, a invencao é direcio-
nada a um produto de enxerto laminado formado de folhas multiplas
de um material biolégico e/ou sintético, e a um método para produgao
do produto.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] Composicdes de tecidos descelularizados de vertebrados de

sangue quente, incluindo humanos, podem ser usadas como materiais
de enxerto de tecido. As composicdes de enxerto de tecido comuns po-
dem ser derivadas da derme, do intestino delgado, da bexiga urinaria,
capsula renal, do estbmago glandular simples, e da matriz da panga
(ver, por exemplo, Patentes dos Estados Unidos 4.902.508, 5.554.389,
6.099.567, 7.087.089, e 8.415.159, os conteudos das quais sao aqui
incorporados por referéncia). Estas composigdes sdo conhecidas como
matriz extracelular (ECM), e tém um papel importante na provisdo do
ambiente quimico e estrutural 6timo para crescimento e regeneracao de
tecido. Os suportes de ECM usados para regeneragédo de tecido séo
tradicionalmente preparados de tecidos descelularizados humanos e de
animal isolados de varios 6rgéos, e de uma variedade de tecido conec-
tivo animal e fontes de membrana basal. Estes suportes promovem re-
generacgao de tecido, e sao bem tolerados imunologicamente.

[003] O enxerto de tecido ideal € um que é o analogo mais proé-
ximo possivel para tecido nativo. O processamento do tecido € reque-
rido para remover os componentes celulares que, de outro modo, po-

dem causar rejeicdo e assegurar segurancga de doencas transmissi-
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veis. Processamento adicional pode ser introduzido para customizar a
fabricacdo do enxerto para atender as exigéncias especificas do site e
para aperfeicoar a vida util. Cada etapa de processamento sucessiva
tem o potencial de danificar a ECM, alterar a resposta imune, e, con-
sequentemente, afetar o processo de remodelagem do tecido. O pro-
cessamento quimico, técnicas de secagem e de esterilizacdo, danifi-
cam a ECM e, portanto, afetam o comportamento in vivo de enxertos
(1-3). Produtos prontos para uso sado favorecidos pelos cirurgides.
Consequentemente, enxertos processados minimamente molhados
sao preferiveis.

[004] Uma limitacdo de alguns materiais de enxerto de ECM ¢é
que a espessura do enxerto € determinada pela espessura da camada
de tecido obtida a partir do material fonte. Por exemplo, a espessura
da folha de ECM da panga é limitada pela espessura do tecido fonte.
Ainda aplicagdes, tais como reparo de hérnia, enxerto de pele, substi-
tuicdo dural, reparo de tendao, e cirurgia reconstrutiva frequentemente
requerem enxertos mais espessos para proporcionar resisténcia a ten-
sdo adequada, desempenho biomecanico, e atividade biologica.

[005] As folhas individuais de tecido de ECM tipicamente tém
propriedades mecanicas anisotropicas que sao direcionalmente espe-
cificadas pela orientacao de fibras de colageno no interior do tecido.
Isto resulta em variabilidade direcional nas propriedades fisicas de fo-
Ihas simples nativas de tecido de ECM. Construtos de enxerto lamina-
dos com folhas alternadas tendo orientag¢des de fibra diferentes podem
minimizar a variabilidade direcional do construto, e resultam em cons-
trutos isotrépicos que sdo mais fortes em multiplas diregdes.

[006] Para customizar os enxertos de ECM para atender as exi-
géncias especificas do site, € possivel fabricar os produtos de enxerto
laminados que compreendem folhas multiplas de ECM usando técni-

cas tais como compressao e secagem, reticulagado quimica, sutura, ou
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através do uso de adesivos (ver Patentes dos Estados Unidos
5.885.619, 5.955.110, e 8.415.159).

[007] Os produtos de enxerto produzidos usando estas técnicas
tém limitagdes. Onde ar, calor ou liofilizacdo é usado para secar os
produtos de enxerto, a ECM é danificada como uma consequéncia de
perda de agua. No caso de liofilizagcdo, a formagao de cristal de gelo
conduz a mudancas estruturais do suporte(4). Enquanto que desidra-
tacdo e compressao foram usadas como um metodo para fabricar pro-
dutos de enxerto laminados, as proteinas de ECM sao tipicamente da-
nificadas no processo e, consequentemente, induzem uma resposta
imunologica exagerada. Uma limitagdo adicional de produtos desidra-
tados e produtos comprimidos € sua tendéncia a delaminar apés rei-
dratacdo, durante manuseio cirurgico, implantacdo e, subsequente-
mente, com o tempo.

[008] Suturas podem ser usadas para superar a tendéncia dos
produtos de enxerto laminados a delaminar. Contudo, as suturas intro-
duzem um material estranho no enxerto, e isto pode conduzir a infla-
macao, cicatrizacdo e encapsulamento, e ndo pode ser desejavel em
algumas situagdes (5). Por exemplo, a fabricacdo de um produto de
enxerto de ECM laminado usando suturas sintéticas permanentes, tal
como Proleno, para fixar as folhas juntas, resultara na substituicdo da
ECM com o tempo, mas as suturas sintéticas ndo serao remodeladas.
Isto ndo é desejavel em aplicagdes onde o enxerto deve ser comple-
tamente substituido pelo tecido do proprio paciente. As suturas perma-
nentes resultam em uma grande probabilidade de infecgdo, e limitam a
capacidade deste tipo de produto em abrir as aplicagdes de reparo da
derme. Os produtos de enxerto que incluem suturas absorviveis tém
uma vida util limitada em uma apresentagédo molhada porque as sutu-
ras frequentemente se rompem através da hidrélise (6,7). Consequen-

temente, em aplicacdes que requerem uma alta resisténcia a tensao
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por um periodo sustentado de tempo, suturas absorviveis ndo séo
adequadas.

[009] Os produtos de enxerto laminados podem também serem
compreendidos de folhas de ECM mantidas juntas usando um adesivo.
Contudo, a introdugcdo de um adesivo pode criar uma barreira a migra-
cao de célula, e pode alterar os mecanismos tipicos e cinéticas de re-
modelagem de ECM.

[0010] Os produtos de enxerto que compreendem folhas quimica-
mente reticuladas de ECM ligadas juntas sdo conhecidos por induzir
uma resposta de corpo estranho, e tém propriedades biotroficas limita-
das.

[0011] Os produtos de enxerto que sao exclusivamente compre-
endidos de uma malha de polimero sintético sdo conhecidos por pro-
porcionarem resisténcia de longo prazo e rigidez. Contudo, com o
tempo a grande quantidade de material sintético pode causar uma
resposta de corpo estranho, e pode resultar em erosdo de malha onde
a malha pode passar através das camadas de tecido. Os enxertos de
material de polimero sintético ndo tém componente bioldgico e, portan-
to, ndo proporcionam assisténcia bioldgica com ferimento e reparo de
tecido. Isto pode conduzir a encapsulamento dos enxerto, e aumentar
o risco de reacdes adversas.

[0012] Pode, portanto, ser visto a partir dos problemas e desvan-
tagens associadas com os produtos de enxerto existentes que existe
uma necessidade de produtos de enxerto laminados que compreen-
dem ECM e/ou um material de polimero natural ou sintético, e podem
ser prontamente cumpridas as exigéncias biofisicas de uma ampla fai-
xa de sites anatdbmicos, e ndo delaminam durante cirurgia ou apés im-
plantacdo. Além disso, um produto de enxerto que permanece intacto
em ambas apresentagdes secas e molhadas, € desejavel. Um produto

de enxerto laminado que pode ser apresentado em uma forma molha-
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da para evitar dano a ECM e reter as propriedades biotréficas, € mais
desejavel.

[0013] E, portanto, um objetivo da invencdo, proporcionar um pro-
duto de enxerto de tecido compreendendo duas ou mais camadas de
ECM ou material polimérico que superam, pelo menos em parte, um
ou mais dos problemas acima mencionados, ou para pelo menos pro-

porcionar uma alternativa util para produtos ou procedimentos existen-

tes.
SUMARIO DA INVENCAO
[0014] A invengao proporciona um produto de enxerto de tecido

compreendendo duas ou mais camadas de matriz extracelular (ECM),
ou material polimérico sem o uso de qualquer material sintético para
retengdo das camadas juntas, tais como suturas ou adesivo, desse
modo, minimizando o risco de rejeicao, inflamagao ou encapsulamento
indesejaveis.

[0015] Consequentemente, em um primeiro aspecto da invencgao,
€ proporcionado um produto de enxerto de tecido compreendendo du-
as ou mais camadas de material no qual cada camada compreende
matriz extracelular (ECM), ou material polimérico, e no qual as cama-
das sao laminadas juntas por porcdes de intertravamento de uma ca-
mada com porgdes de outra camada.

[0016] Em certas concretizagbes da invencgao, o produto de enxer-
to de tecido compreende uma primeira camada de material tendo mul-
tiplos entalhes, e uma segunda camada de material tendo multiplos
furos, cada entalhe da primeira camada estando localizado através do
furo na segunda camada, os furos e os entalhes tendo dimensdes de
modo que os entalhes engatam com uma superficie da segunda ca-
mada, e intertravam a primeira camada com a segunda camada.

[0017] O produto de enxerto de tecido pode ter pelo menos uma

camada compreendendo ECM, ou pode ter todas as camadas de ma-
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terial compreendendo ECM. O produto pode compreender qualquer
numero adequado de camadas de ECM e/ou material polimérico, por
exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 camadas de ECM e/ou material
polimérico. A ECM pode ser formada a partir de prépria submucosa da
panca de um ruminante. O produto de enxerto de tecido pode ter pelo
menos uma camada compreendendo material polimérico, ou pode ter
todas as camadas de material compreendendo material polimérico. O
material polimérico pode ser um material sintético formado de polipro-
pileno, politetrafluoroetileno, acido poliglicélico, acido polilactico, poli-
glecaprona-25, ou poliéster. Alternativamente, o material polimérico
pode ser um material natural, tal como uma proteina, polissacarideo,
glicoproteina, proteoglicano, ou glicosaminoglicano. Exemplos podem
incluir colageno, alginato, chitosano, e seda.

[0018] Cada furo da segunda camada pode ter qualquer forma
adequada incluindo uma forma substancialmente circular, triangular,
quadrada, retangular, de diamante, ou de estrela. Furos de forma cir-
culares tipicamente tém um didmetro na faixa de 2 a 4 mm. Cada ca-
mada tendo multiplos furos pode ter uma densidade de furos de 0,5 a
15 furos por cm?.

[0019] O produto de enxerto de tecido da invencédo pode ser uma
folha substancialmente plana, ou pode ter uma forma 3-dimensional
moldada para se conformar a uma localizagao a qual o produto é para
ser enxertado.

[0020] O produto de enxerto de tecido pode ser molhado ou pode
ser secado, por exemplo, por liofilizagao.

[0021] Em um segundo aspecto, a invengao proporciona um mé-
todo de preparagao de um produto de enxerto de tecido da invencgao,
compreendendo a etapa de laminagdo de duas ou mais camadas de
material no qual cada camada compreende matriz extracelular (ECM),

ou um material polimérico, e no qual as camadas s&o laminadas juntas
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pelas porgdes de intertravamento de uma camada com por¢des de ou-
tra camada.

[0022] Em algumas concretizacdes da invengcdo, o método com-
preende as etapas:

(i) aplicar uma primeira camada de material tendo multiplos
entalhes a uma segunda camada de material tendo multiplos furos,

(ii) colocar os entalhes da primeira camada através dos fu-
ros na segunda camada, os furos e os entalhes tendo dimensdes de
modo que os entalhes engatam com uma superficie da segunda ca-
mada, e intertravam a primeira camada com a segunda camada.
[0023] Em outro aspecto da invengao, é proporcionado um produto
de enxerto de tecido da invengao, compreendendo:

(i) um molde ao qual uma folha de ECM ou material polimé-
rico pode ser sobreposta;

(i) um meio de corte de entalhe para corte de entalhes em
uma folha de ECM ou material polimérico para formar uma folha de
entalhe;

(iii) um meio de perfuracéo para criacao de perfuragcoes em
uma folha de ECM ou material polimérico para formar uma folha perfu-
rada;

(iv) um meio para empurrar os entalhes da folha de entalhe
através das perfuragdes da folha perfurada para formar o produto de
enxerto de tecido.

[0024] Em um aspecto adicional da invencéo, € proporcionado o
uso de um produto de enxerto da invencgao para substituicao ou reparo
de tecido em um humano ou outro animal.

BREVE DESCRICAQO DAS FIGURAS

[0025] A Figura 1 é uma representacéo esquematica de um produ-

to de enxerto de tecido da invencgao.

[0026] As Figuras 2A e 2B mostram vistas em corte transversal de
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representacdes esquematicas dos produtos de enxerto de tecido da
invencao.

[0027] A Figura 3 € uma representacado esquematica de um exem-
plo de ferramental usado para preparar um produto de enxerto de teci-
do da invengao.

[0028] A Figura 4 mostra um processo para preparagdo de um
produto de enxerto de tecido da invengao.

[0029] A Figura 5 € uma representacado esquematica de um exem-
plo de ferramental usado para preparar um produto de enxerto de teci-
do tridimensional da invencéo.

[0030] A Figura 6 € um histograma mostrando a integridade de
manuseio molhado de matriz de panca de ovino com entalhe e sem
entalhe.

[0031] A Figura 7 € um histograma mostrando a integridade de
manuseio molhado de matriz de reticulo de ovino com entalhe e sem
entalhe.

[0032] A Figura 8 € um histograma mostrando a integridade de
manuseio molhado de matriz de pericardio de ovino com entalhe e
sem entalhe.

DESCRICAO DETALHADA

Definicdes

[0033] O termo "matriz extracelular" (ECM), conforme aqui usado,

se refere a tecido de animal ou humano que foi descelularizado, e pro-
porciona uma matriz para integridade estrutural, e uma estrutura para
transporte de outros materiais.

[0034] O termo "descelularizado", conforme aqui usado, se refere
a remocao de células e seus fragmentos relacionados de uma porgao
de um tecido ou 6rgéo, por exemplo, de ECM.

[0035] O termo "material polimérico", conforme aqui usado, se re-

fere a grandes moléculas ou macromoléculas compreendendo muitas
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subunidades repetidas, e pode ser materiais naturais incluindo, mas
nao limitados a, polipeptideos e proteinas (por exemplo, colageno),
polissacarideos (por exemplo, alginato), e outros biopolimeros, tais
como glicoproteinas, ou podem ser materiais sintéticos, incluindo, mas
nao limitados a, polipropileno, politetrafluoroetileno, acido poliglicdlico,
acido polilactico, e poliéster.

[0036] O termo "intertravar" ou "intertravamento”, conforme aqui
usado, se refere ao engatamento e assentamento juntas de duas ou
mais folhas de sobreposi¢cdo de material.

[0037] O termo "laminado" ou "laminagao", conforme aqui usado,
se refere a sobreposicdo de uma folha de material em outra folha de
material.

[0038] O termo "folha", conforme aqui usado, se refere a uma se-
cao flexivel substancialmente plana de ECM ou material polimérico.
[0039] O termo "camada", conforme aqui usado, se refere a duas
ou mais folhas sobrepostas ou adjacentes a e intertravadas entre si.
[0040] O termo "entalhe", conforme aqui usado, se refere a uma
secao de uma folha que foi parcialmente cortada de modo que o enta-
Ihe permanece fixamente fixado a folha, via uma ponte de conexao.
[0041] O termo "folha de entalhe", conforme aqui usado, se refere
a uma folha em que multiplos entalhes foram cortados.

[0042] O termo "folha perfurada", conforme aqui usado, se refere a
uma folha em que multiplos furos foram perfurados.

[0043] O termo "entalhamento", conforme aqui usado, se refere a
um processo de colocacédo de entalhes de uma folha de entalhe atra-
vés dos furos de uma folha perfurada.

[0044] O termo "folha entalhada", conforme aqui usado, se refere a
uma folha de entalhe onde os entalhes da folha de entalhe foram colo-
cados através dos furos de uma folha perfurada.

Produto de enxerto laminado
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[0045] A invencdo se relaciona geralmente a laminacdo de duas
ou mais folhas de ECM ou material polimérico, onde as folhas séo
mantidas juntas por por¢des de intertravamento de uma folha com
porcdes de outra folha. Embora a invengao ndo seja restrita a qualquer
método particular de intertravamento, a invengdo sera descrita com
referéncia a um meétodo onde os entalhes em uma ou mais folhas fo-
ram colocados através do furos em outras folhas, de modo que as fo-
Ihas sao intertravadas e mantidas juntas para formar um produto de
enxerto laminado. Os produtos de enxerto laminados da invencgao pro-
porcionam vantagens sobre outros tipos de produtos laminados, e séo
uteis em uma variedade de aplicagdes clinicas e terapéuticas, incluin-
do reparo de ferida e regeneragcao de tecido, e incluindo aplicacdes,
tais como hérnia ou ligamento/reparo de tendao onde resisténcia a
tensao adicional é requerida sobre a resisténcia de uma folha de ECM
simples.

[0046] Algumas concretizagdes da invengao caracterizam folhas
laminadas sem o uso de quaisquer materiais adicionais, tais como su-
turas ou adesivos, ou 0 uso de etapas de secagem no processo para
sua manufatura, que pode afetar adversamente ou tornar o dispositivo
inadequado para reparo de ferimento ou de tecido. Estes laminados
tém uma maior resisténcia a tensao do que as folhas individuais. Eles
sdo também perfurados, que facilita a drenagem de fluido, reduzindo o
risco de formacao de seroma.

[0047] Alguns produtos laminados descritos na técnica anterior
que foram laminado sem a adigdo de outras composi¢cdes sao inade-
quados para apresentacdo molhada porque eles tendem a delaminar
sob periodos prolongados de hidratacdo. O produto da presente in-
vencao nao se delamina apds exposicao prolongada a agua, e retém
sua integridade estrutural.

[0048] Em termos gerais, a invengdo é baseada em um método
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compreendendo a sobreposi¢cao de multiplas folhas de ECM ou mate-
rial polimérico, e porgdes de intertravamento das folhas, para formar
um produto de enxerto laminado.

Matriz extracelular

[0049] Matrizes derivadas de ECM para uso na invengado sao ma-
trizes biodegradaveis a base de colageno compreendendo colagenos
altamente conservados, glicoproteinas, proteoglicanos, e glicosamino-
glicanos em sua configuragcdo natural e concentragdo natural. Uma
matriz colagenosa extracelular para uso nesta invengcdo € ECM de um
vertebrado de sangue quente. A ECM pode ser obtida de varias fontes,
por exemplo, tecido gastrointestinal coletado de animais para produ-
¢cao de carne, incluindo porcos, gado e ovelha, ou outros vertebrados
de sangue quente. A ECM do vertebrado é um subproduto abundante
de operacgdes de producdo de carne comercial, e é, desse modo, um
material de enxerto de tecido de baixo custo.

[0050] O tecido de ECM adequado para uso na formagao dos pro-
dutos de enxerto compreende proteinas de ECM naturalmente associ-
adas, glicoproteinas, e outros fatores que sdo encontrados natural-
mente no interior da ECM, dependendo da fonte da ECM. Uma fonte
de tecido de ECM ¢é o tecido de panca de um vertebrado de sangue
quente.

[0051] O tecido de panca é uma fonte preferida de tecido de ECM
para uso nesta invencdo. ECM de panca adequada tipicamente com-
preende a propria-submucosa da panga de um ruminante. Em concre-
tizagcbes particulares da invengao, a propria-submucosa é a partir do
rumen, do reticulo, ou do omaso da panca. Estes suportes de tecido
tipicamente tém uma superficie luminal contornada. Em uma concreti-
zagao, o suporte de tecido de ECM pode adicionalmente conter tecido
descelularizados, incluindo por¢des do epitpélio, membrana basal, ou

tunica muscularis, e combinacdes destes. Os suportes de tecido po-
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dem também compreender uma ou mais proteinas fibrilares, incluindo,
mas nao limitados a, colageno |, colageno lll, ou elastina, e combina-
cOes destes. Estas folhas sdo conhecidas por variar em espessura e
em definicdo, dependendo da fonte de espécies de vertebrado.

[0052] Tecido de prépria submucosa tipicamente tem uma superfi-
cie abluminal e uma superficie luminal. A superficie luminal é a super-
ficie voltada para o lumen da fonte de 6rgao e a superficie abluminal
voltada para a superficie do tecido de musculo liso. As multiplas folhas
de prépria submucosa podem ser sobrepostas com a superficie ablu-
minal que contata a superficie luminal, a superficie luminal que contata
a superficie luminal, ou com a superficie abluminal que contata a su-
perficie abluminal de uma folha adjacente de ECM. Todas destas com-
binacdes de folhas de sobreposicdo de CM de alguns ou vertebrados
diferentes ou fontes de 6rgéao produzirdo um produto de enxerto lami-
nado compreendendo ECM.

[0053] Um método de preparagdo da ECM para uso de acordo
com esta invencdo € descrito na Patente dos Estados Unidos No.
8.415.159. Um segmento da panca de vertebrado, de preferéncia, co-
letado de espécies de ovino, é submetida a um fluxo osmatico trans-
mural entre dois lados do tecido, tal que as camadas de tecido no inte-
rior de toda ou uma porgao do tecido sao separadas e/ou descelulari-
zadas. O fluxo osmético transmural pode ser direcionado a partir do
lado luminal para o lado abluminal de toda ou uma porc¢éao do tecido,
ou a partir do lado abluminal ao lado luminal de toda ou uma porg¢ao do
tecido. Isto pode ser alcancado, por exemplo, por separagédo do tecido
entre uma solucéo hipertdnica e uma solugao hipotdnica, tal que o flu-
X0 osmotico transmural € direcionado a partir da solugao hipoténica
para a solucdo hipertdnica. O método pode adicionalmente envolver
remocao de toda ou parte de uma camada de tecido incluindo epitélio,

membrana basal, ou tunica muscularis, e combinacdes destes. As so-

Peticdo 870170042681, de 21/06/2017, pag. 18/87



13/52

lucdes hipertbnicas e hipotbnicas podem incluir, por exemplo, agua e,
opcionalmente, pelo menos um tampao, detergente, ou sal. A solugcao
hipertbnica contém uma concentracdo mais alta de soluto do que a
solucdo hipotdnica. Em uma concretizagao particular, a solugao hiper-
tbnica compreende NaCl 4 M e a solugcdo hipotbnica compreende
0,28% de Triton X-200 e 0,1% de EDTA. Em outra concretizacao parti-
cular, a solugao hipoténica compreende 0,1% de SDS. Em ainda outra
concretizacao, a solugao hipoténica compreende 0,028% de Triton X-
200, 0,1% de EDTA, e 0,1% de SDS. A ECM pode ser armazenada em
um estado hidratado ou em um estado desidratado. ECM liofilizado ou
ECM secado em ar pode ser re-hidratado ou parcialmente re-hidratado
e usado de acordo com esta invengao, sem perda significante de suas
propriedades biotropicas e mecanicas.

Materiais poliméricos

[0054] Em algumas concretizacbes da invencgao, folhas de material
polimérico podem ser incluidas no produto como ou folhas de entalhe
ou folhas perfuradas. Por exemplo, resisténcia adicional ou persistén-
cia mais longa podem ser incorporadas no produto por inclusdo de um
material sintético permanente tecido fino tal como polipropileno (en-
contrado em malha Prolene e malha Elevate), politetrafluoroetileno
(encontrado em malha Gore-Tex), acido poliglicélico (encontrado em
malha Vicryl), acido polilactico (encontrado em malha Paritex progrip),
poliglecaprona-25 (encontrada em malha Ultrapro), e poliéster (encon-
trada na malha Mersilene). Materiais sintéticos, tais como polipropile-
no, PTFE e poliéster sdo nao ressorviveis e persistirdo indefinitivamen-
te, proporcionando resisténcia e rigidez de longa duragdao. Materiais
sintéticos, tais como acido poliglicdlico, acido polilactico e poligleca-
prona-25 sdo malhas ressorviveis, e proporcionarao resisténcia adici-
onal a curto prazo, mas ressorverao a longo prazo. Alternativamente, o

material polimérico pode ser um material natural, ou derivado de um
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material natural, tais como proteinas (por exemplo, colageno), polissa-
carideos (por exemplo, alginato), glicoproteinas, ou outros materiais.

[0055] Em outras concretizagdes, o produto pode compreender
folhas de material polimérico somente (isto €, nenhuma folha de ECM).

Método geral para preparacao de produtos de enxerto

[0056] Em uma concretizagado desta invencgao, produtos de enxerto
laminados s&o formados de folhas multiplas sobrepostas ou folhas
parcialmente sobrepostas. As dimensdes das folhas individuais usadas
nao sao criticas. Um método de formacgao de produtos de enxerto la-
minados de ECM e/ou SPM compreende as etapas de colocar um cor-
tador adequadamente moldado (cortador de entalhe) através de uma
folha para formar numerosos entalhes através da folha para formar
uma "folha de entalhe". A folha de entalhe pode ser uma folha molha-
da, secada, liofilizada, de reidratacao, ou re-hidratada. Uma camada
de entalhe pode compreender uma ou mais combinacdes de folhas de
entalhe, que podem ou ndo podem sobrepor entre si. A camada de en-
talhe pode também compreender combinacgdes diferentes de tama-
nhos de entalhe e em padrdes variados para aperfeicoar a resisténcia
através de multiplas camadas de laminados. A perfuracédo de uma agu-
Iha agucada ou cega através de uma folha de ECM ou material polimé-
rico para formar numerosas perfuragdes pequenas através da folha
forma uma "folha perfurada". Uma folha perfurada pode ser uma folha
molhada, secada, liofilizada, de reidratacao, ou re-hidratada. Uma ca-
mada perfurada pode compreender uma ou mais combinacdes de fo-
Ihas perfuradas, que podem ou nao podem sobreporem entre si. A ca-
mada de entalhe é pelo menos parcialmente sobreposta na camada
perfurada. Neste ponto no método, as camadas podem ser re-
hidratadas com um liquido tal como salina isotbnica. Os entalhes da
camada de entalhe sdo, em seguida, colocados através das perfura-

cdes da camada perfurada usando um pino, haste de impulsao, punci-
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onador, agulha cega, ou dispositivo similar para intertravar e fixar a
camada de entalhe a camada perfurada. Isto forma um produto de en-
xerto laminado da invencao.

[0057] Referindo-se a Figura 1, um produto de enxerto laminado 1
€ mostrado compreendendo uma folha de entalhe 2 e trés folhas perfu-
radas 3. Cada secdo 4 mostra onde um entalhe foi cortado a partir da
folha de entalhe 2, e foi colocado através das perfuragdes nas folhas
perfuradas 3 para o lado inferior do produto de enxerto 1. Um entalhe
simples 5 é representado tendo sido colocado através da folha de en-
talhe 2. Outros entalhes ndo sdao mostrados. A Figura 2A é uma vista
em corte transversal de um produto de enxerto laminado. Uma folha
de entalhe 2 é mostrada sobreposta nas quatro folhas perfuradas 3.
Os entalhes 5 sdo mostrados tendo sido colocados através das perfu-
racdes nas folhas perfuradas 3 a partir da folha de entalhe 2. Cada en-
talhe 5 permanece fixado a folha de entalhe 2, via uma ponte de cone-
xao 6. Sera apreciado que na pratica cada entalhe 5 assentara subs-
tancialmente plano contra o lado inferior do produto de enxerto 1. To-
das as folhas sao, portanto, intertravadas e mantidas juntas.

[0058] Em algumas concretizacbes da invencéo, o produto de en-
xerto laminado consiste essencialmente de tecido de ECM, livre de
suturas potencialmente comprometedoras, adesivos e pré-tratamentos
quimicos, e tem uma grande resisténcia mecanica e teor de colageno
por cm? do que as folhas individuais usadas para formar o produto.
[0059] A quantidade de tecido sobreposto entre folhas adjacentes
pode ser variada dependendo do uso pretendido, propriedades dese-
jadas, resisténcia de laminagao requerida, area de superficie requeri-
da, ou tamanho do produto, provido que pelo menos uma porgao de
cada folha sobrepde e intertrava com uma porcao de outra folha. Os
entalhes intertravam e fixam folhas perfuradas as folhas de entalhe em

regides de sobreposi¢cado para dar um produto de enxerto laminado.
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[0060] O termo "intertravamento" ou "intertravar", conforme defini-
do acima, se refere ao modo em que uma ou mais folhas de entalhes
fixam uma ou mais folhas perfuradas juntas sem a necessidade de
adicado de outros materiais, tais como adesivos ou suturas, ou a ne-
cessidade de tratamentos, tais como compresséo e desidratagdo. Os
produtos formados podem variar no numero de camadas e folhas su-
perimpostas em e fixadas em pontos diferentes do produto de enxerto
laminado. A estrutura variavel dos produtos de enxertos pode propor-
cionar resisténcia mecanica intensificada.

[0061] A resisténcia das folhas intertravadas do produto € depen-
dente principalmente na area de superficie de folhas de sobreposi¢cao
entalhada e folhas perfuradas, da densidade de fixagao, da resisténcia
da ponte de conexao do entalhe, da rigidez e resisténcia a compres-
sdo do entalhe, da resisténcia dos furos nas folhas perfuradas, e o
aperto de ajuste entre os entalhes e perfuracbes. As camadas de um
produto com perfuragdes menores e entalhes maiores serdo fixadas
com maior resisténcia, e, portanto, terdo uma probabilidade reduzida
de colocagao do entalhe. Contudo, as perfuragdes que sdo muito pe-
quenas podem impedir colocacado simples do entalhe (entalhamento),
e podem serem propensas a falha devido ao rasgamento do furo per-
furado.

[0062] Em concretizacdes preferidas da invencgao, a folha de enta-
Ihe compreende tecido liofilizado, e pode ser hidratada uma vez que
sobreposta em uma folha perfurada antes da colocagcéo dos entalhes
através da folha perfurada. Contudo, em outras concretizagdes, a folha
de entalhe pode compreender folha molhada, secada, de reidratagao,
ou re-hidratada, ou combinacdes destas, provido que a folha de enta-
Ihe tem propriedades suficientes para resistir a rasgamento, perfura-
¢ao ou outra deformacgao que seria prejudicial ao processo de corte de

entalhe e colocacao de entalhe, e de modo que os entalhes ndo de-
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formam e deslizem de volta através das perfuragdes.

[0063] Em algumas concretizagdes da invencao, a folha perfurada
compreende tecido molhado. Contudo, em outras concretizagdes, a
folha perfurada pode compreender folha secada, liofilizada, de reidra-
tacao re-hidratada, ou combinacdes destas, provido que a folha perfu-
rada tem propriedades suficientes para resistir a rasgamento ou outra
deformacao que seja prejudicial a perfuragao do entalhe, colocagao do
entalhe, ou retencio do entalhe.

Ferramental para preparacio de produtos de enxerto

[0064] Em um método tipico para preparacao de um produto de
enxerto da invencédo, as folhas usadas para preparar os entalhe e fo-
Ihas perfuradas da presente invencdo sdo colocadas em um molde.
Em uma concretizacéo, as folhas pode ser esticadas e ambas uma
dire¢ao longitudinal e lateral em um molde de modo a criar tens&do na
folha para permitir formagéo ativa de entalhe, perfuragdo e/ou coloca-
cao do entalhe. A folha esticada € puncionada por e colocada sobre
pinos agucados ou pinos cegos ao redor do perimetro do molde para
manter tensdo na folha esticada. Alternativamente, as folhas podem
ser esticadas e colocadas no molde, e a tensdo nas folhas mantida
usando grampos ou uma prensa, ou outros métodos adequados.

[0065] Guias, tais como hastes, barras, ou dispositivos moldados
similares, podem ser passadas através da folha esticada no molde pa-
ra fixar o tecido esticado ao molde, e para proporcionar um método
para alinhamento de quaisquer folhas subsequentes que sdo adicio-
nadas. Estas guias podem também serem usadas para alinhamento
das ferramentas usadas no processo, incluindo as ferramentas usadas
para produzir a perfuragdo e para impulsionar os entalhes. O uso de
um molde com guias, desse modo, assegura que os entalhes na folha
de entalhe e perfuragdes nas folhas perfuradas sejam alinhados acima

e abaixo entre si, e que o entalhe que atravessa a ferramenta pode
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também ser alinhado sobre e guiado através dos furos perfurados.
[0066] Em algumas concretizagcdes, as folhas sdo colocadas em
moldes e presas no lugar usando hastes, barras ou dispositivos mol-
dados similares que podem ser passados através de folhas ndo esti-
cadas/livres de tensdo. Em algumas concretizagdes, uma folha é colo-
cada em um molde, e é fixada usando métodos incluindo, mas nao li-
mitados a, grampos ou uma prensa.

[0067] A composic¢ao do molde nio é critica, e pode ser designada
em qualquer tamanho ou forma. Em uma concretizagao, o molde é um
bloco de acetal de 16 mm de espessura. O molde contém furos de fol-
ga para entalhes, agulhas e pino passarem no molde. A densidade,
forma, tamanho, orientacédo e formato do arranjo de furos de folga, e o
tamanho, orientacdo, forma e formato dos furos de folga podem ser
proporcionados ao tipo, espessura € numero de folhas e camadas de
material, e a aplicagao requerida. Em uma concretizagéo, os furos de
folga sao dispostos em séries horizontalmente e verticalmente alinha-
das, e sao de 3,1 mm de diametro, espagados em centros de 3,5 mm.
Em outra concretizacao, furos de folga sédo dispostos em séries afas-
tadas horizontal ou vertical para capacitar uma reducdo na forca re-
querida para corte do entalhe e/ou para permitir uma alta densidade de
entalhes e pontos de fixagao.

[0068] Em outra concretizacdo, o molde é produzido de um grupo
de hastes de pequeno didmetro com as extremidades das hastes for-
mando a superficie do molde. Em tal concretizagao, as pontas da has-
te se movem para permitir a passagem dos entalhes, agulhas, e/ou
pinos. Em outra concretizagdo, o molde é produzido de espuma que se
separa para permitir a passagem dos entalhes, agulhas, e/ou pinos.
Nestas concretizacdes, € desnecessario alinhar o molde com o ferra-
mental do processo.

[0069] Em algumas concretizagbes, o molde tem uma superficie
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planar achatada, e é usado para formar produtos de enxerto laminados
planares.

[0070] Em um processo tipico, uma folha de ECM ou material po-
limérico é colocada no molde, e entalhes sdo cortados com um corta-
dor adequadamente formado (cortador de entalhe) para formar uma
folha de entalhe. A folha de entalhe é removida e uma nova folha de
ECM ou material polimérico € colocada no molde. Alternativamente,
uma nova folha é colocada em um molde diferente tendo um furo de
folga similar e padréo de guia. A nova folha é perfurada usando uma
agulha ou agulhas multiplas para formar uma folha perfurada. Subse-
quentemente, uma ou mais folhas de entalhe sdo sobrepostas a uma
camada de uma ou mais folhas perfuradas, e os entalhes da folha de
entalhe sao atravessados na camada de folhas perfuradas usando um
pino ndo agucgado (extremidade cega), ou pinos multiplos. Uma vez
que os entalhes foram atravessados nos furos das folhas perfuradas,
os entalhes tendem a abirir, intertravando, desse modo, a folha de en-
talhe e folhas perfuradas juntas para formar o produto de enxerto lami-
nado. Os produtos de enxerto podem ser preparados tendo pelo me-
nos duas folhas, mas podem compreender 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou
mais folhas.

[0071] Quando folhas molhadas sdo usadas, um deslize de sepa-
racao pode ser empregado entre qualquer das folhas, folhas de enta-
Ihe, folhas perfuradas, e os componentes de ferramental. Isto reduz a
tensao de superficie que capacita que os componentes de ferramental
sejam mais facilmente separados das folhas, e outros componentes de
ferramental sem exercer forga significante nas folhas. O deslize de se-
paracao é tipicamente produzido de um material flexivel delgado, tal
como politetrafluoroetileno (PTFE) ou aco inoxidavel, que pode ser la-
minado ou descascado das folhas para remové-lo sem criar uma forca

significante nas folhas.
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[0072] Uma placa mantida pressionada pode ser usada para fixar
o tecido antes do corte do entalhe, perfuracdo e pressionamento de
entalhes através das folhas perfuradas. Em algumas concretizagdes,
os cortadores de entalhe pode ser facas produzidas de tubos de metal
agucados. Em outras concretizagdes, eles podem ser produzidos de
qualquer material que pode ser agucado em uma lamina. Os cortado-
res de entalhe cortam entalhes em uma forma circular, mas podem
também serem cortados em qualquer outra forma tal como, mas nao
limitada a, um quadrado, retangulo, triangulo, ou um tridangulo inverti-
do, diamante, estrela, deixando uma ponte de conexao fixada a folha.
[0073] Em algumas concretizagdes, os entalhes sdo menores pos-
siveis de modo que as pontas livres projetantes dos entalhes sdo me-
nos ingerentes. Mas os entalhes devem ter largura suficiente de modo
a alcancgar uma retengao. Por exemplo, uma folha de entalhe com um
tamanho de entalhe de 2,8 mm, espagado em centros de 3,5 mm, &
preferida para preparagao de um produto de 5 folhas compreendendo
folha de ECM de prépria submucosa de panca. A ponte de conexao de
cada entalhe é, de preferéncia, tanto estreita quanto praticavel, en-
quanto que ainda resistindo a operacao de atravessamento do entalhe.
Para um produto de 5 folhas compreendendo ECM de propria-
submucosa de panc¢a, uma ponte de conexado de 0,7 mm de largura é
ideal. Uma largura menor de entalhes e ponte de conexao pode ser
adequada para laminagdo de um numero menor de folhas, ou para fo-
Ihas mais delgadas, ou para o uso de um entalhamento material mais
rigido. Um entalhe maior e largura de ponte de conexdao podem ser
mais adequados para laminagao de um numero maior de folhas, folhas
mais espessas, materiais mais flexiveis, ou onde a presenga de pontas
de entalhe livres maiores ndo € um interesse.

[0074] Em algumas concretizagdes, folhas de entalhe sao criadas

por cortes de entalhes usando cortadores de entalhe multiplos em um
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bloco plano. O padrao de cortadores de entalhe equipararéo os furos
de folga no molde. Este bloco de corte de entalhe é alinhado com
guias e furos de folga no molde e pressao aplicada ao bloco para cor-
tar entalhes na folha fixada no molde para formar uma folha de enta-
Ihe. Uma forgca enviezante para aplicar pressao pode ser gerada por
qualguer numero de métodos adequados incluindo for¢ga da mao, apli-
cacdo de um peso, uma prensa eletrénica, ou uma prensa hidraulica. A
operacao de corte do entalhe pode ser aplicada multiplas vezes em
folhas grandes para criar uma folha de entalhe maior. Em outras con-
cretizagcbes, os cortadores de entalhe podem ser usados individual-
mente, dispostos em uma folha flexivel, fixados a um brago robdtico,
ou os entalhes podem ser cortados usando outras ferramentas de cor-
te, tais como, mas nao limitadas a, um molde ou laser.

[0075] Em algumas concretizagdes, a operacado de perfuragao po-
de ser efetuada usando uma agulha polida agugada com um longa co-
nicidade. Para a laminagdo de um produto de 5 folhas compreendendo
folha de ECM de prépria submucosa de panga onde uma folha € uma
folha de entalhe tendo entalhes de 2,8 mm de largura espagados em
centros de 3,5 mm entre entalhes, e tendo pontes de conexdo de 0,7
mm de largura, uma agulha com um diametro de 1,2 mm, espacgada
com centros de 3,5 mm pode ser usada para perfurar as folhas e criar
os furos. Contudo, as agulhas tendo um didmetro de até e mesmo
maior do que 1,8 mm podem produzir intertravamento adequado no
produto acabado. Uma diametro de agulha menor pode ser adequado
para intertravamento usando um entalhe de largura menor, ou onde o
material de entalhamento é mais flexivel.

[0076] Em algumas concretizagdes, as folhas perfuradas séo cria-
das por puncionamento de uma folha com uma agulha. Agulhas multi-
plas podem ser dispostas em um bloco plano. O padrao das agulhas

equipararao os furos de folga no molde. Em uma maneira similar a

Peticdo 870170042681, de 21/06/2017, pag. 27/87



22/52

aplicacao de forca para cortar os entalhes em uma folha para formar
uma folha de entalhe, a forga € aplicada ao bloco de agulha para per-
furar furos pequenos nas folhas.

[0077] O produto laminado € formado por parcialmente ou comple-
tamente sobreposi¢cdo e alinhamento de uma folha de entalhe sobre
uma camada de uma ou mais folhas perfuradas, e realizando a opera-
cao de entalhamento. Em algumas concretizagdes, uma folha de enta-
Ihe € entalhada no topo de uma ou mais folhas perfuradas. Entalhes e
perfuracdes no entalhe e folhas perfuradas podem ser alinhados por
qualguer método adequado incluindo, mas nao limitado a, pelo olho,
usando guias ou usando um gabarito. O produto de enxerto laminado
intertravado € formado por impulso dos entalhes através das perfura-
¢cOes para fixar as camadas e folhas juntas.

[0078] Em algumas concretizagdes, a operagao de entalhamento é
efetuada usando um ou mais pinos cegos, arredondados, e/ou néo
agugados (pinos atravessados). Para a laminagdo de um produto de 5
folnas compreendendo ECM de propria submucosa de panga tendo
uma folha de entalhe com entalhes de 2,8 mm de largura, espagados
nos centros de pontes de conexao de 3,5 mm, 0,7 mm de largura e
perfuragdes produzidas com agulhas de 1,2 mm de didmetro, os enta-
Ihes podem ser impulsionados através do uso de um pino atravessado
de 0,55 mm de didametro. Contudo, pinos atravessados até e maiores
do que 1 mm de diametro produzirdo intertravamento adequado.

[0079] Em algumas concretizagdes, pinos atravessados multiplos
sao dispostos em um bloco plano em um padréo que se equipara ao
padrao de furos de folga no molde. Este bloco de pino € alinhado com
guias e furos de folga no molde, e uma forga enviezante é aplicada ao
bloco para impulsionar os entalhes da folha de entalhe através de uma
ou mais folhas perfuradas, e nos furos de folga, deixando os entalhes

nesta posicdo apds os pinos serem retraidos e removidos da folha.
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Isto resulta em um produto de enxerto onde os entalhes colocados an-
coram as uma ou mais folhas perfuradas a folha de entalhe. A opera-
cao de entalhamento pode ser aplicada multiplas vezes em grandes
laminados para criar uma folha laminada maior.

[0080] A Figura 3 € uma representacado esquematica de um exem-
plo de ferramental usado para preparar um produto de enxerto de teci-
do da invencdo. Um molde 11 (em linha tracejada) é mostrado sobre-
posto com uma folha 12 de ECM ou material polimérico fixado ao mol-
de 11 usando pinos de perimetro de molde 13 para manter tensdo na
folha 12. Uma placa mantida pressionada 14 e deslize de separagao
15 sdo mostrados presos ao molde 11 com grampos 16. Um bloco de
agulha de perfuragao 17 (que alternativamente pode ser um bloco do
cortador de entalhe, um bloco de agulha de perfuracdo, ou um bloco
de pino atravessado) e um bloco do espacgador 18, podem ser guiados
no molde 11 usando hastes de guia 19. As agulhas 20 s&o mantidas no
bloco 17 que se projeta de seu lado inferior. Quando pressao descen-
dente é aplicada ao bloco de agulha de perfuragéo 17, as agulhas 20
sao forcadas para baixo para perfurar a folha 12. O bloco de agulha de
perfuracdo 17 pode ser substituido com um bloco do cortador de enta-
Ihe tendo cortadores de entalhe que se projetam de seu lado inferior.
Em uma operacéao similar, quando pressédo descendente € aplicada ao
bloco do cortador de entalhe, os cortadores de entalhe sao forcados
para baixo para cortar entalhes em uma folha. Adicionalmente, o bloco
de agulha de perfuracéo 17 pode ao invés ser um bloco de pino atra-
vessado tendo pinos atravessados que se projetam de seu lado inferi-
or. Quando pressao descendente € aplicada ao bloco de pino atraves-
sado, os pinos atravessados sao forgcados para baixo para impulsionar
os entalhes através das perfuragdes na folha para dar o produto de
enxerto laminado intertravado da invencao.

[0081] A Figura 4 mostra um processo para preparagdo de um
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produto de enxerto de tecido da invencéo. As etapas A e B mostram a
preparacao de uma folha de entalhe. As etapas C e D mostram a pre-
paracado de folhas perfuradas. As etapas E e F mostram a construcéo
do produto de enxerto laminado. Um bloco do cortador de entalhe 21
mantém multiplos cortadores de entalhe 22. As extremidades dos cor-
tadores de entalhe 22 foram cortadas em um angulo de modo que
quando prensadas atraves da folha 23 de ECM ou material polimérico
mantido em uma base 24, cortes semicirculares 25 sdo produzidos na
folha 23. O bloco do cortador de entalhe 21 é elevado para retirar os
cortadores de entalhe 22 da folha 23, girado 90° e forcado para baixo
para novamente cortar a folha 23. Isto é repetido uma segunda vez de
modo que o procedimento de trés etapas resulta em entalhes 26 tendo
sido cortadas para formar a camada de entalhe 27. Referindo-se a
etapa C, um bloco de agulha de perfuragdo 28 mantendo agulhas 29 é
mostrado posicionado acima de trés folhas 30 de ECM ou SPM. O blo-
co de agulha de perfuragao 28 é for¢gado para baixo de modo que mul-
tiplas perfuragbées 31 sao produzidas nas folhas 29 para formar a ca-
mada perfurada 32. A camada de entalhe 27 é sobreposta na camada
perfurada 32. Um bloco de pino atravessado 33 mantendo multiplos
pinos atravessados 34 é forcado para baixo de modo que os pinos
atravessados 34 empurram os entalhes 26 através das perfuragdes 31
para intertravar a camada perfurada 32 com a camada de entalhe 27,
e formar o produto de enxerto laminado 35.

Produtos de enxerto compreendendo folhas multiplas

[0082] Em algumas concretiza¢des, o produto formado pode com-
preender folhas de entalhe multiplas. As folhas podem ser criadas para
ter um arranjo de padrao de entalhe que é afastado do padréao de enta-
Ihe de outras folhas de entalhe. Isto evita que entalhes em folhas de
entalhe diferentes sejam dispostos no topo de cada outro, e entalhes

sendo impulsionados através dos furos de entalhe de folhas de entalhe
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sobrepostas. Estas folhas de entalhe podem conter perfuragdes para
permitir que os entalhes sejam impulsionados através das folhas de
entalhe, e nas folhas perfuradas. As folhas designadas com entalhes e
perfuracées com padrdes diferentes sdo denominadas "entalhe dife-
rencial/folhas perfuradas”.

[0083] Em outras concretizagbes, uma camada compreendendo
uma ou mais folhas de entalhe e/ou entalhe diferencial/folhas perfura-
das, pode ser colocada sobre e sob uma camada de uma ou mais fo-
Ihas perfuradas, efetivamente intercalando uma camada de uma ou
mais folhas perfuradas entre camadas de folhas que contém entalhes.
O resultado € um produto mais espesso e mais forte. O produto de
enxerto laminado intercalado é formado por impulsdo dos entalhes
através de perfuragdes para fixar as camadas para formar um sandui-
che. Os entalhes na camada de entalhe de sobreposi¢cao sao impulsi-
onados através das perfuragdes a partir do topo, e os entalhes em fo-
Ihas da camada de entalhe subjacente sdo impulsionados através de
perfuragdes a partir do fundo. Os entalhes podem ou ndao podem se-
rem impulsionados através de todas as perfuragdes, e podem ou nao
podem serem impulsionados através da folha de entalhe ou diferenci-
almente entalhe/folha perfurada no lado oposto.

[0084] Referindo-se a Figura 2B, trés folhas perfuradas 3 sdo mos-
tradas intercaladas entre uma folha de entalhe de topo 7 e uma folha
de entalhe de fundo 8. Os entalhes 9 da folha de entalhe 8 foram em-
purrados através das perfuracdes das folhas perfuradas 3, e os enta-
Ihes 10 da folha de entalhe 7 foram também empurrados através das
perfuracdes das folhas perfuradas 3.

[0085] Em um produto intercalado, entalhes em sobreposicdo e
subjacentes de folhas de entalhe e/ou entalhe diferencial/folhas perfu-
radas, podem ser afastados entre si de modo que os entalhes de lados

opostos ndo entrem em contato. Um produto intercalado em que os
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entalhes ndo sdo empurrados através de todas as camadas ou folhas
proporcionam vantagens em situagcées onde os entalhes expostos po-
dem causar abrasdo do tecido e/ou fricgdo. Portanto, um dispositivo
intercalado € ideal quando a folha de entalhe e/ou entalhe diferenci-
al/folhas perfuradas compreendem materiais sintéticos que séo prova-
veis de serem mais rigidos, e terem um grande potencial de serem
abrasivos contra o tecido.

Produto de enxerto pseudoisotropico

[0086] Em algumas concretizagdes, um produto de enxerto lami-
nado pseudoisotropico é preparado de folhas multiplas de ECM. O
termo "pseudoisotropico”, conforme aqui usado, se refere a um materi-
al de enxerto de tecido tendo propriedades fisicas similares ao longo
de cada eixo do material de enxerto. Os produtos de enxerto lamina-
dos pseudoisotrépicos da invengao podem ser preparados de folhas
individuais de ECM. O material de ECM é tipicamente mais forte em
uma direcao relativa a outras diregdes. Isto é frequentemente devido
ao alinhamento de fibras de polimero (por exemplo, colageno) no
ECM. O método de preparacado dos construtos de enxerto laminados
pseudoisotrépicos compreende a sobreposicdao de pelo menos uma
porcao de uma primeira folha de entalhe ou folha perfurada, com uma
segunda folha de entalhe ou folha perfurada, onde a segunda folha é
girada de modo que o eixo longitudinal da primeira folha esta em um
angulo relativo ao eixo longitudinal da segunda folha. Folhas adicionais
de entalhe ou folhas perfuradas podem ser adicionadas em uma ma-
neira similar para criar um construto de enxerto laminado pseudoiso-
tropico tendo o numero desejado de folhas laminadas.

Produtos de enxerto de grande area

[0087] Os produtos de enxerto de grande area podem ser prepa-
rados de acordo com a invencao. Desde que o ECM é obtido do tecido

de certos 6rgaos de animal, existem limitagcbes no tamanho de folhas
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de tecido que podem ser usadas para as operagbes de enxerto.
Quando folhas de grande area de tecido de enxerto sdo requeridas
(por exemplo, suturas de grandes ferimentos de queimadura), adesi-
VOS, ou outros tipos de tratamentos devem ser usados para criar pro-
dutos de enxerto tendo uma area de superficie suficiente. Contudo, as
folhas de sobreposicdo de ECM parcialmente de intertravamento, de
acordo com a invengao, capacitam a preparagcdo de produtos de en-
xerto laminados tendo uma area de superficie maior do que a area de
superficie de qualquer folha individual usada para preparar o produto
de enxerto.

Produtos de enxerto tridimensionais

[0088] Em algumas concretizacdes, o produto de enxerto é essen-
cialmente um produto flexivel plano, e foi preparado usando um molde
planar plano. Em outras concretizagbes, o produto de enxerto pode ter
uma forma tridimensional curvada. A capacidade de formar formas tri-
dimensionais de folhas usando moldes curvados e entalhamento das
folhas, de modo que elas retenham sua forma sem ter que introduzir
outros materiais ou usar outros tratamentos supera as limitagdes das
tecnologias existentes, e € vantajosa a medida que permite a criagao
de produtos laminados que se conformam mais intensamente a forma
natural de partes do corpo humano. Os produtos de enxerto laminados
planos tém uma capacidade limitada de se conformarem a uma forma
naturalmente curvada, tal como um implante de mama, e podem ser
propensos a formacao de dobras ou pregas. Estas pregas podem se
tornarem locais de formagao de seroma, conduzindo a complicagdes
ou resultados cosméticos mais pobres. Portanto, a capacidade de for-
mar um dispositivo em uma forma conformada tridimensional durante o
processo de intertravamento é vantajosa.

[0089] Os produtos de enxerto laminados intertravados de forma

tridimensional podem ser formados usando um molde com uma forma
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curvada. Os moldes podem também ter bordas escalonadas ou super-
ficies planas multiplas dispostas em angulos diferentes. O molde pode
ter furos de folga ndo perpendiculares para uso com cortadores de en-
talhe nao perpendiculares, agulhas e pinos.

[0090] O entalhe e folhas perfuradas sao, de preferéncia hidrata-
dos durante o processo de producdo de modo que o tecido pode mais
facilmente ser conformado a forma preferida.

[0091] Um molde com furos de folga perpendicular a superficie do
molde pode ser usado com um cortador de entalhe individual, cortado-
res de entalhe em uma folha flexivel, cortadores de entalne em um
braco robdtico, um laser, ou outras tecnologias. Em outra concretiza-
¢ao, um bloco de corte de entalhe pode ser usado com um molde ten-
do furos de folga que sao dispostos nao perpendiculares a superficie.
Alternativamente, formas tridimensionais podem ser formadas por
moldes com superficies planas multiplas e um bloco de corte de enta-
Ihe que se equipara as superficies planas individuais. Similarmente,
um molde com furos de folga perpendicular a superficie do molde pode
ser usado com uma agulha individual, as agulhas em uma folha flexi-
vel, uma agulha ou agulhas em um brago robdético, um laser, ou outras
tecnologias. Em outra concretizagdo, um bloco de agulha pode ser
usado, com um molde tendo furos de folga que sao dispostos nao per-
pendiculares a superficie. Alternativamente, formas tridimensionais
podem ser formadas por moldes com superficies planas multiplas, e
um bloco de agulha que se equipara as superficies planas. Da mesma
maneira, um molde com furos de folga perpendiculares a superficie de
molde pode ser usado com um pino individual, pinos em uma folha fle-
xivel, a pino ou pinos em um brago robdético, ou entalhes podem ser
colocados através de perfuragdes usando outras ferramentas, tais co-
mo, mas nao limitadas a, uma haste de impulso, puncionador, molde,

ou qualquer objeto ndo agugado. Em outra concretizagdo, um bloco de
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pino pode ser usado, com um molde tendo furos de folga que sao dis-
postos ndo perpendiculares a superficie. Alternativamente, formas tri-
dimensionais podem ser formadas por moldes com superficies planas
multiplas e um bloco de pino que se equipara as superficies planas.
[0092] O produto de enxerto pode ser removido a partir do molde e
grampos por forca manual, ou excesso de tecido pode ser cortado dos
grampos, e o produto pode ser removido do molde. Uma vez que o
produto € removido do molde, ele pode ser secado, liofilizado, ou
completamente hidratado, ou pode permanecer no mesmo estado de
hidratacdo como quando suportando o processo de laminacéo, tudo
sem risco de delaminagao. O produto pode ser ainda manipulado para
se adequar a varias aplicacbes médicas. O produto pode ser esterili-
zado usando técnicas padrdes.

[0093] As propriedades mecanicas do produto podem ser propor-
cionadas as agulhas de aplicagdo médica pelo ajuste do numero de
camadas, folhas no interior das camadas, tipos de folhas no interior
das camadas, modificacao da forma, ajuste do padrao de entalhamen-
to, tamanho, densidade e forma, selecdo de folhas de ECM de fontes
variadas de animais e tecido, e a selecao de folhas de SPM.

[0094] As perfuragdes intensificam as propriedades de remodela-
gem in vivo dos enxertos. As perfuracdes sao acreditadas promoverem
contato do tecido de ECM com fluidos endégenos e células (pelo au-
mento da area de superficie do enxerto implantado). As perfuracdes
também servem como um conduto que permite que o fluido extracelu-
lar passe através do enxerto. As perfuragdes formadas durante a pro-
ducéo do produto de enxerto da invencgao aliviardo o acumulo de flui-
dos entre as folhas dos construtos de enxerto pela provisdo de um
conduto através do qual o fluido pode escoar para fora do tecido.
[0095] A Figura 5 mostra um exemplo de ferramental usado para

preparar um produto de enxerto de tecido 3D da invencgao. A Figura 5A
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mostra um molde 36 em um suporte 37. O molde 36 compreende furos
de folga multiplos 38 para recebimento de uma agulha ou pino. Os pi-
nos de fixacdo 39 sdao mostrados na borda do molde 36 ao qual uma
folna de ECM ou SPM pode ser fixada. A Figura 5B mostra um arranjo
alternativo usando agulhas ou pinos. Um molde 40 € mostrado em um
suporte 41. Uma folha 42 de ECM ou SPM é mostrada esticada sobre
o molde 40 e fixada pela fixacdo aos pinos de fixagao 43. Um bloco de
agulha de perfuragdo 44 (que pode ser substituido por um bloco de
pino de impulsionar) é fixado a guia de bloco 45.

Distribuicdo de materiais bioativos

[0096] Os produtos de enxerto laminado da invengao podem ser
usados para distribuir materiais bioativos ao local de enxerto. Os mate-
riais bioativos podem ser endégenos ao ECM usado na preparagao de
um produto de enxerto, ou podem ser materiais que sao incorporados
no ECM e/ou camadas de material polimérico durante ou apds o pro-
cesso de manufatura de produto de enxerto. Os materiais bioativos
distribuidos ao enxerto site desse modo s&do conhecidos por serem
benéficos para promover fungao celular, incluindo cura de ferimento e
outras fungdes fisioldgicas e farmacoldgicas desejaveis.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Produto laminado basico tendo uma folha de entalhe e

quatro folhas perfuradas

[0097] ECM foi preparado de tecido de panga de vertebrado de
acordo com o procedimento descrito na US 8.415.159. As folhas de
ECM de panca formadas de um segmento de tecido de panca de um
vertebrado de sangue quente, referido segmento compreendendo a
prépria submucosa.

[0098] Uma folha de entalhe foi preparada de acordo com o se-
guinte método: quatro furos de 5 mm de didmetro foram puncionados

em uma folha de ECM liofilizado, usando molde de corte e prensa, em
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cada canto de quadrado de 140 mm x 140 mm. Esta folha foi colocada
sobre uma placa de acetal plana de 140 mm x 140 mm com hastes de
guia de 5 mm de diametro posicionadas de dada canto para equiparar
os furos cortados na folha de ECM liofilizada, as hastes de guia fixan-
do a posicao lateral do ECM na placa. A placa tem uma matriz de 29
linhas por 29 colunas de furos de folga de didametro de 3,1 mm posici-
onados em centros de 3,5 mm em seu centro, resultando em uma se-
cao de perimetro sem furos de ao redor de 20 mm de largura. Esta
placa funciona como um molde. Uma placa mantida pressionada com
furos de guia para os cortadores de entalhe e se equiparando ao pa-
drao de furos de folga foi colocada no topo da folha de ECM liofilizada.
Grampos foram aplicados para fixar o conjunto junto. Uma placa espa-
cadora de 5 mm de espessura com uma tamanho de furo de folga e
padrdo se equiparando aos furos de haste de guia e aos furos de fol-
ga, foi colocada no topo da placa mantida pressionada. Um bloco de
corte de entalhe compreendendo um bloco de acetal com cortadores
de entalhe de tubo circular de diametro de 2,5 mm espacados em cen-
tros de 3,5 mm, se equiparando ao padrao dos furos de folga, foi usa-
do, usando furos de haste de guia no bloco de acetal e os furos de
guia do cortador de entalhe para alinhar o bloco de corte de entalhe
quando empurrando os cortadores de entalhe através da folha de
ECM. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimi-
do. O bloco de corte de entalhe foi retraido e removido, girado 180
graus, e substituido. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e
comprimido. O bloco de corte de entalhe foi retraido e, junto com o es-
pacador, removido. O bloco de corte de entalhe foi girado 90 graus, e
substituido. Uma folha de entalhe assim formada, com entalhes de ao
redor de 2,8 mm de largura, foi removida do ferramental.

[0099] As folhas perfuradas foram preparadas de acordo com o

sequinte método: Quatro folhas de sobreposicao de ECM recente fo-
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ram esticadas sobre uma placa de acetal plana tendo as mesmas di-
mensdes, furos e hastes de guia como a placa descrita acima. A placa
também tem pinos que se projetam de seus lados que foram usados
para fixar as folhas de ECM recente a placa. Um puncionador de me-
tal/guia de 5 mm de diametro foi colocado em cada furo de haste de
guia, através do ECM recente, perfurando o tecido e fixando o tecido
no lugar. A deslize de separacdo de PTFE de 1 mm de espessura foi
colocado sobre o ECM fresco. Uma placa mantida pressionada tam-
bém possuindo uma grade de furos de tamanho e padrao que se equi-
param aqueles da haste de guia e furos de folga foi colocada no topo
do deslize de PTFE. Grampos foram aplicados para fixar o conjunto
junto. Um bloco de agulha de perfuragdo compreendendo um bloco de
acetal com agulhas de maquina de bordar tamanho 11 colocadas em
uma grade de padrao se equiparando aos furos de folga, foi usado. O
bloco de perfuragdo também tem furos de guia que se alinham com as
hastes de guia, usando estes para alinhar o bloco de agulha de perfu-
racao sobre o molde com as agulhas voltadas em direcao a forca de
ECM. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimi-
do. O bloco de perfuragdo, grampos, placa mantida pressionada, e
deslize de separagao de PTFE, foram removidos.

[00100] O produto de enxerto laminado foi montado pelo seguinte
meétodo: A folha de entalhe foi colocada no topo das folhas perfuradas,
guiando os quatro furos de guia abaixo das hastes de guia, para ali-
nhar. A folha de entalhe foi re-hidratada com uma solucéo salina isot6-
nica. O deslize de separacéao, placa mantida pressionada, e grampos,
foram substituidos. Um bloco de pino compreendendo um bloco de
acetal com pinos cegos, disposto em uma matriz que se equipara
aquela dos furos de folga, foi usado. O bloco de pino também tem fu-
ros de guia que se alinham com as hastes de guia, e foi abaixado no

topo da placa mantida pressionada, com os pinos voltados em diregao
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a folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de guia, para ali-
nhar. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimido.
O bloco de pino foi removido, substituido, e comprimido em uma pren-
sa arbour um adicional de duas vezes. O conjunto foi desmontado. Um
escalpe foi usado para cortar o dispositivo distante do molde. Isto pro-
duziu um construto de enxerto de laminado intertravado de 100 mm x
100 que estava umido e flexivel coma aparéncia de uma folha aspera
espessa. A folha foi subsequentemente liofilizada para produzir um
dispositivo de multidobra rigido.

Exemplo 2: Produto laminado tendo duas folhas de entalhe e trés fo-

Ihas perfuradas

[00101] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Duas folhas de entalhe e trés folhas perfuradas foram
também preparadas conforme descrito no Exemplo 1. O produto lami-
nado foi montado pelo seguinte método: Duas folhas de entalhe foram
colocadas no topo das folhas perfuradas, guiando os quatro furos de
guia abaixo das hastes de guia para alinhar. A folha de entalhe foi re-
hidratada com uma solugao salina isoténica. O deslize de separacéo,
placa mantida pressionada, e grampos, foram substituidos. Um bloco
de pino compreendendo um bloco de acetal com pinos cegos, disposto
em uma matriz que se equipara aquela dos furos de folga, foi usado. O
bloco de pino também tem furos de guia que se alinham com as has-
tes de guia, e foi abaixado no topo da placa mantida pressionada, com
os pinos voltados em direcao a folha de ECM, usando os furos de guia
e hastes de guia para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa
Arbour, e foi comprimido. O bloco de pino foi removido, substituido, e
comprimido em uma prensa arbour um adicional de duas vezes. O
conjunto foi desmontado. Um escalpe foi usado para cortar o dispositi-
vo distante do molde. Isto produziu um produto laminado de 100 mm x

100 mm que estava umido e flexivel tendo a aparéncia de uma folha

Peticdo 870170042681, de 21/06/2017, pag. 39/87



34/52

aspera espessa.

Exemplo 3: Produto laminado tendo uma folha de entalhe de polipropi-

leno

[00102] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe foi preparada conforme descrito no
Exemplo 1, exceto que a folha usada foi malha de polipropileno. As
folhas perfuradas foram preparadas conforme descrito no Exemplo 1.
O produto laminado foi preparado pelo seguinte método: A folha de
entalhe de polipropileno foi colocada no topo das folhas perfuradas,
guiando os quatro furos de guia abaixo das hastes de guia, para ali-
nhar. A folha de entalhe foi re-hidratada com uma solucéo salina isoto-
nica. O deslize de separacéao, placa mantida pressionada, e grampos,
foram substituidos. Um bloco de pino compreendendo um bloco de
acetal com pinos cegos, disposto em uma matriz que se equipara
aquela dos furos de folga, foi usado. O bloco de pino também tem fu-
ros de guia que se alinham com as hastes de guia, e foi abaixado no
topo da placa mantida pressionada, com os pinos voltados em dire¢ao
a folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de guia, para ali-
nhar. O conjunto foi colocado em uma prensa arbour, e foi comprimido.
O bloco de pino foi removido, substituido, e comprimido, em uma
prensa arbour um adicional de duas vezes. O conjunto foi desmonta-
do. Um escalpe foi usado para cortar o dispositivo distante do molde.
Isto produziu um construto de enxerto de laminado intertravado de 100
mm X 100 mm que estava umida e muito flexivel, com a aparéncia de
uma folha aspera espessa.

Exemplo 4: Produto laminado tendo folhas diferentes

[00103] As folhas de ECM de propria-submucosa foram preparadas
conforme descrito no Exemplo 1. Uma folha de entalhe de ECM de
panca liofilizada foi preparada conforme descrito no Exemplo 1. Quatro

folnas perfuradas foram preparadas de acordo com o método do
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Exemplo 1; um composto de propria submucosa intestinal pequena,
um composto de malha de polipropileno, um composto de pericardio, e
um composto de matriz de capsula renal. O produto laminado foi mon-
tado pelo seguinte método: A folha de entalhe foi colocada no topo das
folhas perfuradas, guiando os quatro furos de guia abaixo das hastes
de guia, para alinhar. A folha de entalhe foi re-hidratada com uma solu-
cao salina isotonica. O deslize de separacdo, placa mantida pressio-
nada, e grampos, foram substituidos. Um bloco de pino compreenden-
do um bloco de acetal com pinos cegos, disposto em uma matriz que
se equipara aquela dos furos de folga, foi usado. O bloco de pino tam-
bém tem furos de guia que se alinham com as hastes de guia, e foi
abaixado no topo da placa mantida pressionada, com os pinos volta-
dos em direcao a folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de
guia, para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi
comprimido. O bloco de pino foi removido, substituido, e comprimido
em uma prensa arbour um adicional de duas vezes. O conjunto foi
desmontado. Um escalpe foi usado para cortar o dispositivo distante
do molde. Isto produziu um produto laminado de 100 mm x 100 mm
que estava umido e flexivel coma aparéncia de uma folha aspera es-
pessa. A folha de polipropileno foi intercalada no interior do produto, de
modo a nao dar a aparéncia de um produto sintético, e reduzir a expo-
sicdo do material sintético na interface do tecido, enquanto que pro-
porciona os beneficios de resisténcia e rigidez de material aumenta-
dos.

Exemplo 5: Produto laminado tendo séries afastadas de entalhes

[00104] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe de ECM liofilizado foi preparada de
acordo com o método do Exemplo 1, exceto que a placa de acetal
usada tem os centros de furos de folga disposto em uma treliga hexa-

gonal, cada série consecutiva de furos de folga defasados para assim
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fazer, proporcionando um padrdo de furo de folga mais denso sobre
um arranjo de acondicionamento quadrado de coluna reta. A trelica
resultante de furos consiste de 33 séries alternantes entre contendo ou
28 ou 29 furos de folga. A placa tem uma secao de perimetro sem fu-
ros de ao redor de 20 mm de largura. Quatro folhas perfuradas de so-
breposicdo de ECM recente foram preparadas de acordo com o méto-
do do Exemplo 1. O produto laminado foi montado pelo seguinte mé-
todo: A folha de entalhe foi colocada no topo das folhas perfuradas,
guiando os quatro furos de guia abaixo das hastes de guia, para ali-
nhar. A folha de entalhe foi re-hidratada com uma soluc&o salina isoto-
nica. O deslize de separacéao, placa mantida pressionada, e grampos,
foram substituidos. Um bloco de pino compreendendo um bloco de
acetal com pinos cegos, disposto em uma matriz que se equipara
aquela dos furos de folga, foi usado. O bloco de pino também tem fu-
ros de guia que se alinham com as hastes de guia, e foi abaixo no topo
da placa mantida pressionada, com os pinos voltados em direcao a
folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de guia, para alinhar.
O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimido. O
bloco de pino foi removido, substituido, e comprimido em uma prensa
arbour um adicional de duas vezes. O conjunto foi desmontado. Um
escalpe foi usado para cortar o dispositivo distante do molde. Isto pro-
duziu um produto laminado de 100 mm x 100 mm que estava umido e
flexivel coma aparéncia de uma folha aspera espessa. Devido ao pa-
drao de série afastada dos furos de folga, a for¢ca requerida para reali-
zar as operacgdes de corte, perfuracdo e entalhamento do entalhe, foi
reduzida.

Exemplo 6: Produto pseudoisotropico laminado

[00105] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe de ECM liofilizado foi preparada de

acordo com o método do Exemplo 1. Quatro folhas perfuradas de so-
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breposicdo de ECM recente foram preparadas de acordo com o méto-
do do Exemplo 1, exceto que elas foram dispostas com sua fibra de
colageno direccionalmente proxima a 36°, -72°, +72° e -36°, relativo a
uma folha de entalhe colocada a 0°. O produto pseudoisotropico lami-
nado foi montado pelo seguinte método: A folha de entalhe foi coloca-
da no topo das folhas perfuradas, guiando os quatro furos de guia
abaixo das hastes de guia, para alinhar. A folha de entalhe foi re-
hidratada com uma solugao salina isotonica. A deslize de separacéo,
placa mantida pressionada, e grampos, foram substituidos. Um bloco
de pino compreendendo um bloco de acetal com pinos cegos, disposto
em uma matriz que se equipara aquela dos furos de folga, foi usado. O
bloco de pino também tem furos de guia que se alinham com as has-
tes de guia, e foi abaixo no topo da placa mantida pressionada, com os
pinos voltados em direcao a folha de ECM, usando os furos de guia e
hastes de guia, para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa
Arbour, e foi comprimido. O bloco de pino foi removido, substituido, e
comprimido em uma prensa arbour um adicional de duas vezes. O
conjunto foi desmontado. Um escalpe foi usado para cortar o dispositi-
vo distante do molde. Isto produziu um produto pseudoisotrépico lami-
nado de 100 mm x 100 mm que estava umido e flexivel coma aparén-
cia de uma folha aspera espessa. Devido as orientagdes de fibra vari-
adas das folhas individuais, o produto tem a aparéncia de um disposi-
tivo pseudoisotropico com bioquimicas similares em dire¢des planares
multiplas.

Exemplo 7: Produto laminado tendo folhas perfuradas intercaladas en-

tre folhas de entalhe

[00106] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Duas folhas de entalhes de ECM liofilizado foram prepara-
das de acordo com o método do Exemplo 1. Quatro folhas perfuradas

de sobreposicao de ECM recente foram preparadas de acordo com o
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método do Exemplo 1, exceto que uma folha de entalhe foi colocada
com as extremidades livres dos entalhes em um angulo de 0° na placa
de acetal, antes do esticamento das quatro folhas de sobreposicao de
ECM recente sobre o molde. O resultado foi uma folha perfurada com-
preendendo quatro camadas de ECM esticadas sobre o molde com
entalhes empurrados nas cavidades de furo de folga. O produto inter-
calado laminado foi montado pelo seguinte método: A segunda folha
de entalhe foi colocada no topo das folhas perfuradas com a extremi-
dade livre dos entalhes em um angulo de 180° relativo a primeira folha
de entalhe, guiando os quatro furos de guia abaixo das hastes de guia,
para alinhar. A folha de entalhe foi re-hidratada com uma solucao sali-
na. A deslize de separacdo, placa mantida pressionada e grampos,
foram substituidos. Um bloco de pino compreendendo um bloco de
acetal com pinos cegos, dispostos em uma matriz que se equipara
aquela dos furos de folga, mas afastadas 0,5 mm a partir dos centros
dos furos de folga, e alinhadas de modo que os pinos foram posicio-
nados adicionalmente distantes a partir da extremidade livre dos enta-
Ihes na segunda folha de entalhe, foi usado. O bloco de pino também
tem furos de guia que se alinham com as hastes de guia, e foi abaixa-
do no topo da placa mantida pressionada, com os pinos voltados em
direcao a folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de guia, pa-
ra alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi com-
primido. O bloco de pino foi retraido, substituido, e comprimido em
uma prensa arbour duas vezes adicionalmente. O conjunto foi removi-
do da prensa arbour e invertido.

[00107] Um segundo bloco de pino compreendendo um bloco de
acetal com pinos cegos, disposto em uma matriz que se equipara
aquela dos furos de folga, mas afastadas 0,5 mm a partir dos centros
dos furos de folga, e alinhadas de modo que os pinos foram posicio-

nados mais distantes a partir da extremidade livre da primeira folha de
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entalhe, foi usado. O bloco de pino também tem furos de guia que se
alinham com as hastes de guia, e foi abaixado no topo do molde, com
os pinos voltados em direcéo a folha de ECM, usando os furos de guia
e hastes de guia, para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa
Arbour, e foi comprimido. O conjunto foi removido da prensa arbour, os
blocos de pino em seu lado do construto resultante retraidos e removi-
dos, os grampos e placa mantida pressionada removidos, e a deslize
de separacao removido. Um escalpe foi usado para cortar o dispositivo
distante do molde. Isto produziu um 100 mm x 100 mm produto inter-
calado laminado de 100 mm x 100 mm que estava umida e muito flexi-
vel, com a aparéncia de uma folha aspera espessa.

Exemplo 8: Produto laminado tendo folhas perfuradas intervaladas en-

tre as folhas de entalhe, mas com entalhes ocultados no interior do

produto
[00108] As folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no

Exemplo 1. Duas folhas de entalhe de ECM liofilizado foram prepara-
das, de acordo com o método do Exemplo 1, e de acordo com o0 mes-
mo meétodo, exceto que o molde compreendia uma matriz de 20 linhas
por 20 colunas de furos de folga de didmetro de 3,1 mm posicionados
em centros de 5,0 mm em seu centro, resultando em uma secio de
perimetro sem furos de ao redor de 21 mm de largura. Quatro folhas
perfuradas de sobreposicdo de ECM recente foram preparadas de
acordo com o método do Exemplo 1, exceto que uma folha de entalhe
foi colocada com as extremidades livres dos entalhes em um angulo
de 0° uma placa de acetal, antes do esticamento das quatro folhas de
sobreposicado de ECM recente sobre o molde. O resultado foi uma fo-
Iha perfurada compreendendo quatro camadas de ECM esticadas so-
bre o molde com entalhes empurrados nas cavidades de furo de folga.
O produto intercalado laminado foi montado pelo seguinte método:

[00109] Um bloco de pino compreendendo um bloco de acetal com
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uma matriz de 21 linhas por 21 colunas de pinos cegos, dispostas em
uma matriz que se equipara aquela dos furos de folga, foi usado. O
bloco de pino também tem furos de guia que se alinham com as has-
tes de guia, e foi elevado de baixo do molde, com os pinos voltados
em direcao a folha de ECM, usando os furos de guia e hastes de guia
para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi
comprimido. O conjunto foi removido da prensa arbour, o bloco de pino
retraido e removido, os grampos e placa mantida pressionada removi-
dos, e o deslize de separacao removido. As extremidades livres dos
entalhes da primeira folha de entalhe foram achatadas ao longo do to-
po da folha perfurada na diregdo que elas estavam originalmente vol-
tadas.

[00110] A segunda folha de entalhe foi colocada no topo das folhas
perfuradas com a extremidade livre dos entalnes em um angulo de
180° relativo a primeira folha de entalhe, guiando os quatro furos de
guia para abaixo das hastes de guia para alinhar. A folha de entalhe foi
re-hidratada com uma solugéo salina. A deslize de separacao e placa
mantida pressionada foram substituidos. Um bloco do espacgador foi
colocado sobre a placa mantida pressionada, e os grampos foram
substituidos. Um bloco de pino compreendendo um bloco de acetal
com uma matriz de 20 linhas por 20 colunas de pinos cegos, disposta
em uma grade que se equipara aquela dos furos de folga, foi usado. O
bloco de pino também tem furos de guia que se alinham com as has-
tes de guia, e foi abaixado no topo da placa mantida pressionada, com
os pinos voltados em dire¢cao a folha de ECM, usando os furos de guia
e hastes de guia para alinhar. O conjunto foi colocado em uma prensa
Arbour, e foi comprimido. O bloco de pino foi retraido e comprimido em
uma prensa arbour duas vezes adicionais. O conjunto foi removido a
partir da prensa Arbour, e desmontado. O construto foi cortado a partir

do molde usando um escalpe. Este produz um construto de enxerto de
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laminado intertravado de 100 mm x 100 mm que estava umido e muito
flexivel com a aparéncia de uma folha aspera espessa sem protru-
soes.

Exemplo 9: Produto laminado 3D

[00111] Folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe foi preparada pelo seguinte método:
oito furos de didametro de 5 mm foram puncionados em uma folha de
ECM liofilizado, medindo 140 mm x 240 mm, usando um molde de cor-
te e prensa, quatro abaixo de uma lado nos centros de 10 mm a partir
da borda longa, e nos centros de 10 mm, 111,5 mm, 130 mm e 231,5
mm de um lado curto, e quatro abaixo do unico lado longo em espelho
ao primeiro. Esta folha foi colocada a esquerda sobre uma placa de
acetal plana de 140 mm x 140 mm com quatro hastes de guia de 5 mm
de diametro posicionadas equidistantes entre si em cada canto para
equiparar os furos cortados na extremidade esquerda da folha de ECM
liofilizada, as hastes de guia fixando a posicdo do ECM na placa. A
placa tem uma matriz de 29 linhas por 29 colunas de furos de folga de
diametro de 3,1 mm posicionados em centros de 3,5 mm em seu cen-
tro, resultando em uma secao de perimetro sem furos ao redor de 20
mm de largura. Esta placa funciona como um molde. Uma placa man-
tida pressionada com furos de guia para os cortadores de entalhe e
equiparando o padrao de furos de folga foi colocada no topo da folha
de ECM liofilizada. Grampos foram aplicados para fixar o conjunto jun-
tos. Uma placa espagcadora de 5 mm de espessura com tamanho de
furo de folga e padréao se equiparando aos furos de haste de guia, e os
furos de folga foram colocados no topo da placa mantida pressionada.
Um bloco de corte de entalhe compreendendo um bloco de acetal com
cortadores de entalhe de tubo circular de diametro de 2,5 mm espaca-
dos em centros de 3,5 mm, se equiparando ao padrao de furos de fol-

ga, foi usado, usando furos de haste de guia no bloco de acetal e os

Peticdo 870170042681, de 21/06/2017, pag. 47/87



42/52

furos de guia do cortador de entalhe para alinhar o bloco de corte de
entalhe quando empurrando os cortadores de entalhe através da folha
de ECM. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi compri-
mido. O bloco de corte de entalhe foi retraido e removido, girado 180
graus, e substituido. O conjunto foi colocado em uma prensa arbour e
comprimido. O bloco de corte de entalhe e espacador foi removido. O
bloco de corte de entalhe foi girado 90 graus, e substituido. Uma folha
de entalhe assim formada, com entalhes de ao redor de 2,8 mm de
largura cobrindo ao redor de um quadrado de 100 mm x 100 mm, foi
removida a partir do ferramental, em seguida reposicionada de modo
que o lado direito da folha estava sobre o molde. Uma folha foi abaixa-
da abaixo das hastes de guia, a placa mantida pressionada posta em
posi¢ao, o conjunto tornado seguro com grampos e um bloco do espa-
cador posto em posig¢ao. O bloco do cortador de entalhe foi abaixado
em posicao com a mesma orientagao conforme usada quando do corte
do lado esquerdo da folha de ECM. O conjunto foi colocado em uma
prensa Arbour, e foi comprimido. O bloco de corte de entalhe foi retrai-
do e removido, girado 180 graus, e substituido. O conjunto foi coloca-
do em uma prensa Arbour, e comprimido. O bloco de corte de entalhe
foi retraido e, junto com o espacador, removido. O bloco de corte de
entalhe foi girado 90 graus, e substituido. Uma folha de entalhe assim
formada, com entalhes de ao redor de 2,8 mm de largura cobrindo ao
redor de um retangulo de 100 mm x 200 mm, foi removido do ferra-
mental.

[00112] As folhas perfuradas foram preparadas pelo seguinte méto-
do: Uma folha de ECM fresco foi esticada sobre um bloco de acetal
vazado semiesférico de didmetro de 140 mm por 70 mm densamente
povoado com furos de 2,0 mm perpendiculares a superficie semiesfé-
rica, posicionando a folha de ECM para melhor vantagem de qualquer

forma 3D natural que ela possua. A folha de ECM foi mentida na posi-
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cao esticada por uma série de pinos de fixagao no lado inferior do blo-
co. Este bloco tem a funcdo de um molde. Trés mais folhas de ECM
foram aplicadas, uma de cada vez, da mesma maneira.

[00113] O construto de enxerto de laminado intertravado conforma-
do foi montado pelo seguinte método: A folha de entalhe longa foi par-
cialmente hidratada, até que ela se torna flexivel, e foi colocada no to-
po de e esticada sobre as folhas de ECM molhadas. A operagdo ao
longo de uma série de entalhes com duas agulhas para bordar tama-
nho 11, cada entalhe foi elevado, uma perfuracao foi feita através de
quatro camadas de ECM, empurrando a agulha no furo disponivel
mais proximo no molde, e o entalhe empurrado através da perfuragéo
com um pino cego. As outras séries dentro da area requerida para se-
rem entalhadas foram tratadas do mesmo modo. Um escalpe foi usado
para cortar o dispositivo distante do molde. O produto de enxerto lami-
nado estava umido e flexivel, com a aparéncia de uma folha aspera
espessa, e conformado a forma do molde.

Exemplo 10: Produto laminado de ponto unico 3D

[00114] Folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe foi preparada pelo seguinte método:
oito furos de didmetro de 5 mm foram puncionados em uma folha de
ECM liofilizado, medindo 140 mm x 240 mm usando um molde de cor-
te e prensa, quatro abaixo de um lado nos centros de 10 mm a partir
da borda longa e nos centros de 10 mm, 111,5 mm, 130 mm e 231,5
mm de um lado curto, e quatro abaixo do lado unico em espelho para
o primeiro. Esta folha foi colocado para a esquerda sobre uma placa
de acetal plana de 140 mm x 140 mm com quatro hastes de guia de
diametro de 5 mm posicionadas equidistantes de cada canto para
equiparar os furos cortados na extremidade esquerda da folha de ECM
liofilizada, as hastes de guia fixando a posi¢do do ECM na placa. A

placa tem uma matriz de 29 linhas por 29 colunas de furos de folga de
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diametro de 3,1 mm posicionados em centros de 3,5 mm em seu cen-
tro, resultando em uma secéo de perimetro sem furos de ao redor de
20 mm de largura. Esta placa funcionou como um molde. Uma placa
mantida pressionada com furos de guia para os cortadores de entalhe
e equiparando o padrao de furos de folga foi colocada no topo da folha
de ECM liofilizada. Grampos foram aplicados para segurar o conjunto
junto. Uma placa espacadora de espessura de 5 mm com tamanho de
furo de folga e padrdo se equiparando aos furos de haste de guia e
aos furos de folga foi colocada no topo da placa mantida pressionada.
Um bloco de corte de entalhe compreendendo um bloco de acetal com
cortadores de entalhe de tubo circular de diametro de 2,5 mm espaca-
dos em centros de 3,5 mm, equiparando o padréo de furos de folga, foi
usado, usando furos de haste de guia no bloco de acetal e os furos de
guia do cortador de entalhe, para alinhar o bloco de corte de entalhe
quando empurrando os cortadores de entalhe através da folha de
ECM. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimi-
do. O bloco de corte de entalhe foi retraido e removido, girado 180
graus, e substituido. O conjunto foi colocado em uma prensa Arbour, e
comprimido. O bloco de corte de entalhe e espagador foram removi-
dos. O bloco de corte de entalhe foi girado 90 graus, e substituido. A
folha de entalhe assim formada, com entalhes de ao redor de 2,8 mm
de largura cobrindo ao redor de um quadrado de 100 mm x 100 mm,
foi removida a partir do ferramental, em seguida reposicionada de mo-
do que o lado direito da folha estava sobre o molde. A folha foi abaixa-
da abaixo das hastes de guia, a placa mantida pressionada posta em
posi¢ao, o conjunto tornado seguro com grampos e um bloco do espa-
cador postos em posi¢ao. O bloco do cortador de entalhe foi abaixado
em posi¢cao com a mesma orientagao conforme usada quando do corte
do lado esquerdo da folha de ECM. O conjunto foi colocado em uma

prensa Arbour, e foi comprimido. O bloco de corte de entalhe foi retrai-
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do e removido, girado 180 graus, e substituido. O conjunto foi coloca-
do em uma prensa Arbour, e comprimido. O bloco de corte de entalhe
foi retraido e, junto com o espacador, removido. O bloco de corte de
entalhe foi girado 90 graus, e substituido. Uma folha de entalhe assim
formada, com entalhes de ao redor de 2,8 mm de largura cobrindo ao
redor de um retangulo de 100 mm x 200 mm, foi removida do ferra-
mental.

[00115] Folhas perfuradas foram preparadas pelo seguinte método:
Uma folha de ECM fresco foi esticada sobre um didmetro de 140 mm
por 70 bloco de acetal vazado semiesférico alto povoado com furos de
2,5 mm perpendiculares a superficie semiesférica, e em um padrao
gue comprova uma série densa de furos, posicionando a folha de ECM
para levar melhor vantagem de qualquer forma 3D natural que ela
possuia. A folha de ECM foi mantida na posicao esticada por uma sé-
rie de pinos de fixagado no lado inferior do bloco. Este bloco tem a fun-
cao de um molde. Trés mais folhas de ECM foram aplicadas, uma de
cada vez, na mesma maneira. Um brago robético foi usado para perfu-
rar as folhas.

[00116] O construto de enxerto de laminado intertravado conforma-
do foi montado pelo seguinte método: A folha de entalhe longa foi par-
cialmente hidratada, até que ela se torna flexivel, e foi colocada no to-
po de e esticada sobre as folhas de ECM molhadas, alinhando os en-
talhes ao redor do perimetro da area requerida a ser entalhada sobre
os furos perfurados. Um brago robético foi usado para empurrar cada
entalhe através da respectiva perfuragdo usando uma ferramenta de
pino cego. Um escalpe foi usado para cortar o dispositivo distante do
molde. O produto de enxerto laminado estava umido e flexivel com a
aparéncia de uma folha aspera espessa, e conformado a forma do
molde.

Exemplo 11: Produto laminado 3D Multi-ponto

Peticdo 870170042681, de 21/06/2017, pag. 51/87



46/52

[00117] Folhas de ECM foram preparadas conforme descrito no
Exemplo 1. Uma folha de entalhe foi preparada pelo seguinte método:
oito furos de didametro de 5 mm foram puncionados em uma folha de
ECM liofilizado, medindo 140 mm x 240 mm usando um molde de cor-
te e prensa, quatro abaixo de um lado nos centros de 10 mm a partir
da borda longa e nos centros de 10 mm, 111,5 mm, 130 mm e 231,5
mm de um lado curto, e quatro abaixo do unico lado longo no espelho
para o primeiro. Esta folha foi colocada para a esquerda sobre uma
placa de acetal plana de 140 mm x 140 mm com quatro hastes de guia
de diametro de 5 mm posicionadas equidistantes de cada canto para
equiparar os furos cortados na extremidade esquerda da folha de ECM
liofilizada, as hastes de guia fixando a posi¢cao do ECM na placa. A
placa tem uma matriz de 29 linhas por 29 colunas de furos de folga de
diametro de 3,1 mm posicionados em centros de 3,5 mm em seu cen-
tro, resultando em uma secao de perimetro sem furos de ao redor de
20 mm de largura. Esta placa funciona como um molde. Uma placa
mantida pressionada com furos de guia para os cortadores de entalhe
e equiparacao do padrao de furos de folga foi colocada no topo da fo-
Iha de ECM liofilizada. Grampos foram aplicados para segurar o con-
junto junto. Uma placa espacgadora de espessura de 5 mm com tama-
nho de furo de folga e padrao se equiparando aos furos de haste de
guia e os furos de folga foram colocados no topo da placa mantida
pressionada. Um bloco de corte de entalhe compreendendo um bloco
de acetal com cortadores de entalhe de tubo circular de diametro de
2,5 mm espagados em centros de 3,5 mm, equiparacdo do padréao de
furos de folga foi usada, usando furos de haste de guia no bloco de
acetal e os furos de guia do cortador de entalhe para alinhar o bloco
de corte de entalhe quando empurrando os cortadores de entalhe
através da folha de ECM folha. O conjunto foi colocado em uma pren-

sa arbour e foi comprimido. O bloco de corte de entalhe foi retraido e
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removido, girado 180 graus, e substituido. O conjunto foi colocado em
uma prensa Arbour, e comprimido. O bloco de corte de entalhe e es-
pacador foram removidos. O bloco de corte de entalhe foi girado 90
graus, e substituido. A folha de entalhe assim formada, com entalhes
de ao redor de 2,8 mm de largura cobrindo ao redor de um quadrado
de 100 mm x 100 mm, foi removida a partir do ferramental, em seguida
reposicionada de modo que o lado direito da folha estava acima do
molde. A folha foi abaixada abaixo das hastes de guia, a placa mantida
pressionada posta em posi¢cao, o conjunto tornado seguro com gram-
pos € um bloco do espagador posto em posi¢cao. O bloco do cortador
de entalhe foi abaixado em posicdo com a mesma orientacdo como
usado quando do corte do lado esquerdo da folha de ECM. O conjunto
foi colocado em uma prensa Arbour, e foi comprimido. O bloco de corte
de entalhe foi retraido e removido, girado 180 graus, e substituido. O
conjunto foi colocado em um prensa Arbour, e comprimido. O bloco de
corte de entalhe foi retraido e, junto com o espagador, removido. O
bloco de corte de entalhe foi girado 90 graus, e substituido. A folha de
entalhe assim formada, com entalhes de ao redor de 2,8 mm de largu-
ra que cobre ao redor do retangulo de 100 mm x 200 mm, foi removida
do ferramental.

[00118] As folhas perfuradas foram preparadas pelo seguinte méto-
do: Uma folha de ECM fresco foi esticada sobre um didametro de 140
mm por 70 de bloco de acetal vazado semiesférico alto povoado com
secoes de furos de 2,5 mm que foram paralelos entre si, e em um pa-
drao que comprova uma série densa de furos, posicionando a folha de
ECM para levar a melhor vantagem de qualquer forma 3D natural que
ela possua. A folha de ECM foi mantida na posicéo esticada por uma
série de pinos de fixagdo no lado de baixo do bloco. O bloco tem a
funcdo de um molde. Trés mais folhas de ECM foram aplicadas, uma

de cada vez, na mesma maneira. Um braco robdético foi usado para
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perfurar as folhas. O molde foi indexado em um suporte, e um bloco de
agulha contendo 56 agulhas de bordar de tamanho 11 foi aplicado ao
ECM molhado, em duas posi¢cdes, em cada indice resultando no ECM
tornando-se perfurado com padréo regular sobra a area a ser entalha-
da.

[00119] O construto de enxerto de laminado intertravado conforma-
do foi montado pelo seguinte método: A folha de entalhe longa foi par-
cialmente hidratada, até que ela se torne flexivel, e foi colocada no to-
po de e esticada sobre as folhas de ECM molhadas, alinhando os en-
talhes ao redor do perimetro da area requerida para ser entalhada so-
bre os furos perfurados. O molde foi indexado em um suporte, e um
bloco de pino contendo 56 pinos cegos dispostos no mesmo padréo
como para os furos no molde foi aplicado ao ECM molhado, em duas
posicoes, em cada indice resultando na ECM tornando-se entalhada
sobre a area a ser entalhada. Um escalpe foi usado para cortar o dis-
positivo distante do molde. O produto de enxerto de laminado estava
umido e flexivel com a aparéncia de uma folha aspera espessa, e con-
formada a forma do molde.

Exemplo 12: Teste de integridade de manuseio molhado de laminado

de matriz de panca de ovino entalhado e laminados ndo entalhados

equivalentes

[00120] Um laminado entalhado liofilizado compreendendo uma fo-
Iha de entalhe e duas folhas perfuradas foi preparado de acordo com o
Exemplo 1, e liofilizado. Um laminado de 3 dobras ndo entalhadas
equivalentes foi preparado por laminagao, de acordo com o método de
Floden et al. (8). Matriz de panga de ovino foi preparada de acordo
com o procedimento descrito na US 8.415.159. Uma camada de matriz
de panca de ovino molhada foi colocada em uma superficie plana com
a superficie abluminal voltada para cima. Uma segunda camada foi

colocada no topo da primeira camada, com a superficie abluminal lisa
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voltada para baixo, contatando a primeira camada. Uma terceira ca-
mada foi colocada no topo da segunda camada, com a superficie
ablumimal lisa voltada para cima. Pressao foi aplicada para remover
quaisquer vazios entre as camadas. O laminado de trés dobras foi, em
seguida, liofilizado para criar uma laminado de trés camadas.

[00121] Para comparar a resisténcia de laminagdo dos laminados
com entalhe e sem entalhe equivalentes, um teste de simulagdo de
manuseio molhado foi realizado. De ambos os laminados com entalhe
e sem entalhe foram cortados amostras de 4 cm x 4 cm antes do teste
de manuseio molhado. O tamanho de amostra final para teste de cada
um dos laminados foi cinco (n=5). Dez pratos petri foram cada enchido
com 20 mL de 1 x PBS. No ponto de tempo T=0 horas, um laminado
de 4 cm x 4cm (entalhado ou ndo entalhado) foi introduzido em um
prato petri, e permitido re-hidratar totalmente em 1 x PBS apds o teste
de manuseio molhado. Apés reidratagdo, o laminado foi captado em
um canto com férceps e sacudido por cinco segundos usando um mo-
vimento lado a lado. O laminado foi, em seguida, reintroduzido ao PBS
e dobrado em quartos. Enquanto ainda dobrado, o laminado foi, em
seguida, jogado de uma altura de 20 cm na tampa do prato petri. O
laminado foi, em seguida, reintroduzido no PBS e sacudido para um
adicional de 5 segundos. Na completacao do teste, a extensao que as
amostras foram delaminadas foi avaliada. A delaminacgao foi definida
como ‘mais do que 50% de qualquer camada torna-se destacada da
camada oposta’. As amostras que delaminam apds a simulagéo de
manuseio molhado se classificam como ‘falha’. O teste de simulacao
de manuseio molhado foi efetuado nos tempos T=0 horas, T=12 horas
e 24 horas. Os laminados permaneceram submersos e hidratados em
PBS pela duragdo do teste. Os resultados do teste de simulagao de
manuseio molhado sdo mostrados na Figura 6.

Exemplo 13: Teste de simulacido de manuseio molhado de laminados
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entalhados de reticulo de ovino e laminados ndo entalhados equivalen-

tes

[00122] ECM de reticulo ovino foi preparado conforme segue. O te-
cido de reticulo ovino foi proveniente de ovelha de mens do que 1 ano
de idade. A camada de musculo foi fisicamente separada a partir do
tecido, e descartada. O tecido remanescente (aprox. 1500 g) foi incu-
bado em 0,1% de Triton TX-100 (10 L), com osculagédo a temperatura
ambiente por quatro horas. A solugdo foi descartada. O tecido foi incu-
bado em uma solugdo compreendendo 0,1% de TX-100, 0,3% de
TRIS, e 0,15% de EDTA (10 L) por 18 horas a temperatura ambiente. A
solucao foi descartada. O tecido foi finalmente enxaguado em agua
purificada (10 L) por 10 min, trés vezes a temperatura ambiente, com
oscilagao. O material descelularizado foi liofilizado conforme requerido.
Um laminado liofilizado entalhado compreendendo uma folha de enta-
Ihe e duas folhas perfuradas foi preparado de acordo com o Exemplo
1, e liofilizado. Um laminado de 3 dobras nao entalhado equivalente foi
preparado de acordo com o Exemplo 12. O teste de simulacdo de ma-
nuseio molhado foi conduzido de acordo com o Exemplo 12, para
comparar a resisténcia de laminacdo dos laminados com entalhe e
sem entalhe equivalente. Os resultados para ambos laminados de
ECM de reticulo de ovino com entalhe e sem entalhe sdao mostrados
na Figura 7. Os laminados de reticulo de ovino ndo permanecem inta-
tos apds manuseio inicial (T=0).

Exemplo 14: Testes de integridade de manuseio molhado de lamina-

dos entalhados de pericardio de ovino e laminados ndo entalhados

equivalentes

[00123] ECM de pericardio ovino foi preparado para laminagao con-
forme segue. O pericardio ovino foi proveniente de ovelha de menos
do que 1 ano de idade. O saco pericardial foi dissecado do coragao e

pulmdes, e congelado para auxiliar a remogao de gordura do tecido.
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Apos descongelamento, o tecido foi entdo limpo e de-epitelializado de
acordo com o Exemplo 13. Um laminado de pericardio liofilizado com-
preendendo uma folha de entalhe e duas folhas perfuradas foi prepa-
rado de acordo com o Exemplo 1 e liofilizado. Um laminado de 3 do-
bras equivalente ndo entalhado foi preparado de acordo com o Exem-
plo 12. Notavelmente, a geometria do pericardio significa dispositivos
menores do que aqueles dos Exemplos 1 e 12. Ambos laminados fo-
ram cortados em laminados de 2 cm x 2 cm antes do teste de manu-
seio molhado. O tamanho da amostra final para cada tipo de laminado
foi quatro (n=4). O teste de simulagdo de manuseio molhado foi con-
duzido de acordo com o Exemplo 12. Os resultados sdo mostrados na
Figura 8.

[00124] Embora a invencao tenha sido descrita por meio de exem-
plo, deve ser apreciado que variagdes e modificagées podem ser feitas
sem fugir do escopo da invengdo conforme definida nas reivindica-
¢cdes. Além disso, onde equivalentes conhecidos existem para caracte-
risticas especificas, tais equivalentes sdo incorporados como se espe-
cificamente referidos neste relatério descritivo.
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REIVINDICAGOES

1. Produto de enxerto de tecido (1), caracterizado pelo fato
de que compreende duas ou mais folhas de material, em que cada fo-
Iha compreende matriz extracelular (ECM) ou material polimérico, e
em que as folhas sdo laminadas juntas por porc¢des de intertravamento
de uma folha com porc¢des de outra folha,

sendo que uma primeira folha (2, 7) apresenta multiplos en-
talhes (5, 10) e uma segunda folha (3) apresenta multiplos furos, cada
entalhe (5, 10) da primeira folha estando localizado através de um furo
na segunda folha (3), para intertravar a primeira folna com a segunda
folha (3).

2. Produto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que os furos e os entalhes sdo dimensionados de modo
gue os entalhes (5) engatam com uma superficie da segunda folha.

3. Produto de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que cada entalhe (5, 10) compreende uma secao da
primeira folha que € cortada da primeira folha (2, 7) e permanece co-
nectada (6) a primeira folha (2, 7).

4. Produto de acordo com qualquer uma das reivindicactes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma terceira
folha (3) posicionada entre a primeira folha (2, 7) e a segunda folha (3,
8), a terceira folha tendo mudltiplos furos alinhados com furos da se-
gunda folha;

sendo que os entalhes da primeira folha se estendem atra-
vés dos furos na terceira folha para intertravar a primeira folha com as
segunda e terceira folhas.

5. Produto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma terceira
folha (8), a terceira folha tendo multiplos entalhes (9) alinhados com os

furos da segunda folha (3);
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sendo que os entalhes da terceira folha se estendem atra-
vés dos furos na segunda folha para intertravar a terceira folna com a
segunda folha.

6. Produto de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
pelo fato de que cada entalhe (10) da primeira folha (7) é intertravado
com a terceira folha (8) e cada entalhe (9) da terceira folha é intertra-
vado com a primeira folha (7).

7. Produto de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, caracteri-
zado pelo fato de que a terceira folha (8) compreende multiplos enta-
Ihes (9) e a primeira folha (7) compreende multiplos furos,

sendo que os entalhes (10) da primeira folha (7) sao afas-
tados pelos entalhes da terceira folha.

8. Produto de acordo com qualquer uma das reivindicactes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma folha compre-
ende ECM.

9. Produto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 8, caracterizado pelo fato de que compreende um total de 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 folhas de ECM e/ou material polimérico.

10. Produto de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que o ECM é formado a partir da
prépria-submucosa do pré-estbmago de um ruminante.

11. Produto de acordo com qualquer uma das reivindica-
cOes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma folha
compreende um material polimérico sintético, tal como polipropileno,
politetrafluoroetileno, acido poliglicélico, acido polilactico, poliglecapro-
na-25, ou poliéster; ou um material polimeérico natural, tal como uma
proteina, polissacarideo, glicoproteina, proteoglicano, ou glicosamino-
glicano.

12. Produto de acordo com qualquer uma das reivindica-

cbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que € uma folha substancial-
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mente plana ou apresenta uma forma 3-dimensional moldada para se
conformar a uma localizac&o a qual o produto é para ser enxertado.

13. Método para preparacdo de um produto de enxerto de
tecido como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12, ca-
racterizado pelo fato de que compreende a etapa de laminar duas ou
mais folhas de material juntas intertravando por¢des de uma folha com
porcdes de outra folha, em que cada folha compreende matriz extrace-
lular (ECM) ou material polimérico, o método compreendendo as eta-
pas de:

(i) colocar uma primeira folha (2, 7) de material tendo multi-
plos entalhes (5, 10) sobre uma segunda folha (3) tendo mdltiplos fu-
ros,

(ii) empurrar os entalhes da primeira folha através dos furos
na segunda folha, os furos e os entalhes tendo dimensdes de modo
gue os entalhes engatam com uma superficie da segunda folha e inter-
travam a primeira folha com a segunda folha.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracteriza-
do pelo fato de que as folhas séo folhas secas de ECM e/ou material
polimérico.

15. Aparelho para preparacao de um produto de enxerto de
tecido como definido em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 12, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(i) um molde ao qual uma folha de ECM ou material polimé-
rico pode ser sobreposto;

(i) um meio de corte de entalhe para corte dos entalhes em
uma folha de ECM ou material polimérico para formar uma folha de
entalhe;

(i) um meio de perfuracdo para criar perfuracées em uma
folha de ECM ou material polimérico para formar uma folha perfurada;

(iv) um meio para empurrar os entalhes da folha de entalhe
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através das perfuracdes da folha perfurada para intertravar a folha de
entalhe e a folha de perfuracdo para formar o produto de enxerto de

tecido.
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FIG. 3
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FIG. 6
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