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DESCRIGAO

PROCESSO, INSTRUMENTOS E KIT PARA TRANSPLANTAGAO
AUTOLOGA

Dominio da invencéo

A presente invencdo tem por objecto o dominio da
transplantacéo de condrdcito, enxerto de 0SS0 e de
cartilagem, tratamento e reparacdo da articulacdo e a
prevencdo de patologias artriticas. Em particular, processos
para a transplantacdo autdloga de células para o sitio

preparado para o enxerto.
Antecedentes da invencao

Mais do que 500.000 processos artroplésticos e
substituicdes totais da articulacdo sdo realizados todos os
anos nos Estados Unidos. Realiza-se na Europa aproximadamente
0 mesmo numero de processos semelhantes. Incluidos nestes
numeros estdo cerca de 90.000 substituicdes totais do joelho
e cerca de 50.000 processos para reparar defeitos no joelho,
por cada ano, na Europa. O numero de processos €& praticamente
o mesmo nos EUA (em: Praemer, A., Furner, S., Rice, D. P.,

Musculoskeletal conditions in the United States,

American Academy of Orthopaedic Surgeons, Park Ridge, 1III,
1992, 125). Um método para o tratamento de regeneracido da
cartilagem serd muito Util e pode ser realizado num estado
preliminar dos danos da articulacédo, reduzindo assim o numero
de pacientes que necessitam de cirurgia de substituicdo da
articulacdo artificial. Com esses processos preventivos de
tratamento, o) nimero de pacientes que desenvolvem

osteocartrite também diminuiré.



As técnicas utilizadas para recobrir a superficie da
estrutura da cartilagem nas articulacgdes, tém tentado induzir
principalmente a reparacdo da cartilagem wutilizando a
perfuracdo sub-cbéndrica, a abrasdo e outras processos em dque
esta excisdo da cartilagem doente e do osso sub-cdndrico,
deixando exposto o 0sso vascularizado a retirar (Insall, J.,
Clin. Orthop. 1974, 101, 61; Ficat, R. P. e outros, Clin.
Orthop., 1979, 144, 74; Johnson, L. L., em: Operative
Arthroscopy, McGinty, J. B., Ed., Raven Press, New York,
1991, 341).

Coon e Cahn (Science 1966, 153, 1116) descreveram uma
técnica para a realizacdo de uma cultura de células de
sintetizacdo de cartilagem a partir de somitos do embrido de
galinha. Mais tarde, Cahn e Lasher (PNAS, EUA 1967, 58, 1131)
utilizaram o sistema para andlise do envolvimento da sintese
de ADN como um pré-requisito para a diferenciacdo da
cartilagem. 0Os condrécitos respondem tanto a EFG como a FGF
por meio de crescimento (Gospodarowicz e Mescher, J. Cell
Physiology, 1977, 93, 117) mas, em ultima anadlise, perdem a
sua funcdo de diferenciacdo (Benya e outros, Cell, 1978; 15,
1313). Os processos para © crescimento dos condrdécitos
estavam descritos e estdo a ser utilizados, principalmente,
com ajustamentos minimos, por Brittberg, M. e outras (New
Engl. J. Med. 1994, 331, 889). As células qgue crescem
utilizando estes processos, foram utilizadas como
transplantes autdélogos nas articulagcdes do Jjoelho dos
pacientes. Adicionalmente, Kolettas e outras (J. Cell
Science, 1995, 108, 1991) examinaram a expressdo de moléculas
egspecificas da cartilagem tais coma colagéneos e
proteoglicanos sob cultura prolongada de células. Verificaram
que, apesar das alteracdes morfoldgicas durante a cultura em
culturas de mono-camadas (Aulthouse, A. e outros, In vitro

cell Dev. Biol., 1989, 25, 659; Archer, C. e outros, J. Cell



Sci., 1990, 97, 361; Hanselmann, H. e outros, J. Cell Sci.,
1994, 107, 17; Bonaventure, J. e outras, Exp. Cell Res. 1994,
212, 97) guando comparado com o crescimento de culturas em
suspensdo em gel de agarose, pérolas de alginato ou como
culturas em frascos do tipo “spinner” (retendo uma morfologia
de células redondas) analisado por varios cientistas ndo muda
08 marcadores que expressam condrdécitos tais como oS
colagéneos dos tipo II e IX e o0s proteoglicanos de grande
agregacdo, agrecanos, versicanos e a ligacdo as proteinas néo

muda (Kolettas e outras, J. Cell Science, 1995, 108, 1991).

Os condrdécitos articulares sdo células especializadas
derivadas de mesénquima, encontradas exclusivamente na
cartilagem. A cartilagem ¢ um tecido né&do vascular cujas
propriedades fisicas dependem da matriz extracelular
produzida pelos condrécitos. Durante a ossificacéo
endocdndrica sofre uma maturacido que conduz a hipertrofia
celular, caracterizada pelo inicio da expressdo do colagéneo
do tipo X (Upholt, W. B. e Olsen, R. R., em: Cartilage
Molecular Aspects (Hall, B & Newman, S, Eds.) CRC Boca Raton,

1991, 43; Reichenberger, E. e outras, Dev. Biol. 1991, 148,
562; Kirsch, T. e outros, Differentiation, 1992, 52, 89;
Stephens, M. e outros, J. Cell Science, 1993, 103, 1111).

A degradacdo excessiva do colagéneo do tipo II nas
camadas externas ou nas superficies articulares das
articulacdes ¢é também causada por osteoartrite. A rede de
colagéneo fica, de acordo com isto, enfragquecida, desenvolve,
em consequéncia, fibrilhacdo em que as substédncias da matriz
tais como o0s proteoglicanos sdo perdidas e, eventualmente,
sdo completamente deslocados. Essa fibrilhacdo de cartilagem
osteocartritica enfraquecida pode atingir, por Dbaixo da
cartilagem calcificada e dentro do osso sub-cdndrico

(Kempson, G. E. e outras, Biochim. Biophys. Acta, 1976, 428,



741; Roth, V. e Mow, V. C., J. Bone Joint Surgery, 1980, 624,
1102; Woo, S. L.-Y. e outros em Handbook of Rioengineering
(R. Skalak e S. Chien eds.), McGraw-Hill, New York, 1987, p.
4.1-4.44).

Descricgdes do desenvolvimento Dbésico, da anatomia
histoldégica e microscédpica do osso, da cartilagem e de outras
tais como tecidos conjuntivos podem ser encontradas, por
exemplo, em Wheater, Burkitt e Daniels, Functional Histology,
2% edicdo, (Churchill Livingstone, Londres, 1987, Cap. 4). As
descricdes da anatomia histoldgica bésica de defeitos nos
ossos, cartilagem e outro tecido conjuntivo, podem ser
encontrados, por exemplo, em Wheater, Burkitt, Stevens e
Lowe, Basic Histopathology, (Churchill Livingstone, Londres,

1985, Cap. 21).

A despeito dos avancos na cultura dos condrécitos e na
manipulacdo dos ossos e cartilagem, n&do houve grande sucesso
nas tentativas para transplantar cartilagem ou condrdécitos
para reparar as superficies de articulagédo danificadas. Os
ensinamentos da presente invencéo providenciam meios
efectivos e eficientes de promocdo da transplantacdo da
cartilagem e/ou de condrécitos numa Junta da articulacédo
defeituosa ou noutras superficies do o0sso cobertas com
cartilagem, em que a cartilagem é regenerada para corrigir o
defeito. A presente invencdo também tem por objecto
instrumentos cirtrgicos que se destinam a preparar o sitio do
enxerto de modo a facilitar a integracdo eficiente de

material enxertado no sitio do enxerto.

Breve sumdrio da invencgéo

A presente invencdo tem por objecto um processo in vitro

para fazer aderir os condrdécitos a um componente isento de



células tal como definido na reivindicacdo 1. O produto deste
processo pode ser utilizado no tratamento da cartilagem da
superficie da junta de articulacdo pela transplantacdo de
condrdécitos numa matriz apropriada, para uma superficie a ser
tratada, com wuma barreira hemostédtica e coberta por um
adesivo isento de células. Uma barreira hemoestédtica, coma
serd melhor descrito a seguir, ¢ uma barreira gque inibe ou
previne a penetracdo de células e de tecido de vascularizacdo
no material enxertado. Isento de células, ¢ utilizado aqui,
como na técnica e significa um material que ¢é praticamente
isento de células intactas gque sdo capazes de mais uma
divisdo das células, promulgacdo ou actividade bioldégica. Num
enquadramento preferido, um material isento de células &

isento de todas as células nucleadas intactas.

Breve descrigdo dos desenhos

A presente invencdo serd melhor compreendida pela
andlise das figuras gque se seguem dque ilustram algumas

propriedades da presente invencdo em que:

A figura 1A ¢é um desenho gque mostra um terminal de
articulacdo tipico de um osso. Normalmente, o material do
0sso estd coberto na superficie da articulacdo com uma

cartilagem.

A figura 1B mostra um exemplo de onde ocorre um defeito ou um
traumatismo da cobertura cartilaginosa (interrupcdo da
cartilagem); e esse defeito pode ser tratado directamente,
alargado ligeiramente ou esculpido para aceitar o material

enxertado por processos cirurgicos antes do tratamento.

A figura 1C mostra como a barreira hemoestatica (com o numero

1) é colocada dentro do defeito na cobertura da cartilagem



para inibir ou prevenir a vascularizacdo na cartilagem em
regeneracdo, a partir do osso subjacente. 0Os condrdcitos a
ser implantados na cavidade com defeito sdo entdo postos em

camadas no topo da barreira hemoestética.

A figura 2 ¢é um desenho que mostra o defeito tratado
(interrupcdo na cartilagem) na cobertura cartilaginosa
coberta por um material semi-permedvel isento de células (com
O numero 2) que é utilizado para formar uma cobertura/adesivo
ou ligadura sobre o sitio do defeito. Esta cobertura é fixada
no lugar, gquer suturada na borda da cavidade em cartilagem
saudavel, quer ligada a outro sitio qualquer. Esta cobertura
cobre a 4rea defeituosa da junta em gque foram colocados os
condrécitos/transplante de cartilagem ou serd colocada sobre

a cobertura parcialmente ligada.

A figura 3A é um diagrama que ilustra a resposta diferencial
a compressdo e as forcas de corte por cartilagem mais dura ou

mais macia com a subseguente zona de demarcacéo.

A figura 3B ilustra o sitio do enxerto depois do defeito ter

sido esculpido para ter paredes onduladas.

A figura 3C ilustra o sitio do enxerto esculpido com a
barreira homeoestéatica (1), o material transplantado (3) e o
adesivo de cobertura isento de células (2) num lugar dentro

da cartilagem da superficie articular (4).

A figura 4A ilustra um enquadramento do dispositivo cirdrgico
da presente invencdo, mostrando os dentes de corte (5) e o
alfinete de colocacdo e projeccdo (6). As ilustracbes da
seccdo transversal a direita mostram duas configuracdes

possiveis das laminas de corte.



A figura 4B ilustra um segundo enquadramento do dispositivo

cirtrgico da presente invencgéo.

A figura 5 representa um diagrama que ilustra a resposta
diferencial modificada a compressdo e forcas de corte pela
cartilagem mais dura e pela cartilagem mais mole, depois de

se esculpir o sitio do enxerto.

A figura 6A representa uma imagem de IMR de um Jjoelho de
porco mostrando o defeito da cartilagem no cdéndilo (mediano)

esquerdo.

A figura 6B representa uma imagem de IRM do mesmo joelho de

porco trés meses apds o tratamento.

Descricdo detalhada da invencéo

A presente invencdo tem por objecto a utilizacdo de
certos produtos que inibem a formacdo de tecido vascular, por
exemplo, tal como o estabelecimento da projeccdo de anéis
capilares na cartilagem, durante o processo de transplantacéo
autdéloga de condrbécitos nos defeitos da cartilagem. A
formacdo de tecido wvascular do osso subjacente tenderd a
projectar-se na nova cartilagem a ser formada conduzindo ao
aparecimento de células diferentes dos condrdédcitos desejados

especificos do mesénguima.

As células contaminantes introduzidas pela
vascularizacdo podem dar origem ao enrocamento € a um Sobre-
crescimento na cartilagem a ser formada pelos condrdcitos
implantados. Um dos tipos de produtos comerciais que podem
ser utilizados na presente invencdo ¢ o Surgicel® (Ethicon
Ltd., RU) que pode ser adsorvivel apds um periodo de 7 - 14

dias. A utilizacdo deste material no processo da presente



invencdo ¢ contrdria a utilizacdo normal de um dispositivo
hemoestdtico, tal como o Surgicel®, tal como estd descrito na

embalagem inserida pela Ethicon Ltd.

Surpreendentemente, 0s requerentes verificaram que, numa
situacdo em gque se deseja 1inibir a re-vascularizacdo na
cartilagem, um material hemoestédtico actuard como um coagulo
artificial semelhante a um gel. Se as células dos gldbulos
vermelhos do sangue tém que estar presentes dentro de toda a
egspessura do defeito da cartilagem articular gque esté
revestida por essa barreira hemoestdtica, esses gldbulos
vermelhos do sangue serdo modificados guimicamente para
hematina e assim tornam-se incapazes de induzir o crescimento
vascular. Assim, um produto hemoestédtico utilizado como uma
barreira inibidora da re-vascularizacdo com ou sem adesivos
de fibrina, tal como, por exemplo, Surgicel®, ¢é eficaz. De
acordo com a presente invencdo, utiliza-se um componente
isento de células gque é utilizado coma um adesivo que cobre a
area defeituosa da junta para a qual 0s
condrécitos/cartilagem estdo a ser transplantados, utilizando
condrécitos autdlogos para a transplantacdo. O processo da
presente invencéao também contempla a utilizacédo de
condrécitos alogénicos ou condrécitos Xenogénicos

apropriados.

Os processos para a reparacdo ou o tratamento efectivo
dos defeitos da cartilagem em superficies do osso da Jjunta
articular podem compreender a administracdo de um agente ou
de um dispositivo para bloquear a invasdo vascular no sitio
da cartilagem a ser reparado e também providencia uma
barreira isenta de células que isolard o sitio a reparar e
que manterd as células a transplantar no lugar. Estes
processos podem envolver um kit que compreende uma componente

de Dbarreira hemoestdtica para insercdo no sitio a ser



reparado de tal modo gque haja uma inibicdo efectiva da
vascularizacdo no sitio a ser reparado; e, logo que o0s
condrécitos a ser transplantados estdo colocados no sitio a
ser reparado, recobre-se o sitio a reparar com uma barreira
semi-permeéavel, isenta de células, de tal modo gue os
condrdécitos transplantados sdo mantidos no lugar, mas S&o

ainda capazes de ter acesso a nutrientes.

Certos aspectos da presente invencéao tém sido
exemplificados utilizando um sistema in vitro para estudar o
comportamento dos condrdécitos quando em contacto com um certo
produto ou uma combinacdo de certos produtos que inibem a
formacdo do tecido wvascular. Este ensaio in vitro prevé a
capacidade de certos materiais ensaiados para inibir a
vascularizacédo, tal como ela ocorrerd in vivo em que 0S anéis
capilares se projectam para a cartilagem a ser estabelecida
durante o processo de transplantacdo autdloga de condrdcitos

nos defeitos da cartilagem.

Os produtos hemoestédticos apropriados seréao
caracterizados por terem a capacidade de inibir o crescimento
ou a 1invasdo de tecido vascular, ostedcitos, fibroblastos,
etc., no desenvolvimento da cartilagem. Um material
hemoestdtico apropriado atingird o objectivo de que a invaséo
vascular e celular no desenvolvimento da cartilagem deve ser
evitado, de modo a optimizar a formacdo de cartilagem e
conseguir a reparacdo de toda a espessura de qualquer defeito
na cartilagem articular. Idealmente, a barreira hemoestética
serd estavel por um periodo longo de tempo, suficiente para
permitir que toda a cartilagem seja reparada e que entdo seja
capaz de ser reabsorvida ou de algum modo ser quebrada com o
tempo. Um material identificado como apropriado ¢ chamado
Surgicel® W1912 (uma celulose absorvivel, esterilizada,

regenerada, oxidada, contendo hemoestato; Lote GG3DH, Ethicon



Ltd. RU). Outro exemplo de um material apropriado ¢é o
BioGide® (uma almofada com uma matriz de colagéneo do tipo I,

disponivel comercialmente; Geistlich Sohne, Suica).

Pode-se encontrar no mercado material apropriado de cola
organica, tal como, por exemplo, Tisseel® ou Tissucol®
(adesivo & Dbase de fibrina; Immuno Ag, Austria), Adhesive
Protein (Cat. #A-2707, Sigma Chemical, EUA) e Dow Corning
Medical Adhesive B (Cat. #895-3, Dow Corning, EUA).

Os instrumentas cirurgicos podem ser fabricados a partir
de metal e/ou de pléastico apropriados para produzir
instrumentes cirtirgicos para uma unica utilizacéo e
descartédveis ou instrumentos re-utilizaveis véarias wvezes. O
instrumente de corte pode conter dentes cortantes que sé&o
completamente circulares ou planos ou qualquer coisa entre as
duas possibilidades. Como a <cartilagem €& um material
relativamente macio, pode ser vantajoso fabricar as bordas de
corte em pléastico endurecido que serédo capazes de. esculpir a
cartilagem sem danificarem o osso. Esses instrumentos de
corte podem ser produzidos de modo a incorporarem aberturas
para administracdo de fluido, remocdo por succdo de residuos
do corte e fluidos e extremidades de fibras épticas para

iluminacdo e visualizacédo do sitio defeituoso.

Alguns aspectos da presente invencdo podem ser melhor
compreendidos como se ilustra pelos exemplos que se seguem,

que tém um significado de ilustracdo e ndo de limitacéo.

Exemplo 1

Para se utilizar o Surgicel® de acordo com a presente
invencdo para prevenir o desenvolvimento de vasos sanguineos

na cartilagem autdéloga implantada ou nos condrdcitos, tratou-
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se primeiro o Surgicel® com um fixador, tal como aldeido
glutdrico. Em resumo, tratou-se o Surgicel® com aldeido
glutdrico a 0,6 %, durante 1 minuto, seguido de véarias
lavagens para eliminar os residuos de aldeido glutdrico que
pode, de alguma forma, ser toxico para o) tecido.
Alternativamente, o Surgicel® ¢ tratado com um adesivo de
fibrina designado por Tisseel® antes do tratamento com
aldeido glutérico tal como se descreveu no exemplo 2.
Verificou-se que o Surgicel® fixado, por exemplo, com um
fixador tal como é&cido glutédrico, lavado com uma solucéo
salina fisioldgica, esterilizada (0,9 %) e armazenada num
frigorifico, ndo se dissolve durante 1 a 2 meses. Geralmente,
o Surgicel é reabsorvido num periodo entre 7 e 14 dias. Este
tempo serd demasiado curto, porque é necessario um periodo de
tempo mais prolongado para a prevencdo do desenvolvimento de
vasos sanguineos ou vascularizacdo tal como na estrutura do
0SS0 na cartilagem implantada antes dos condrécitos
implantados terem crescido numa camada de cartilagem sdlida
obtendo as suas necessidades de nutricdo a partir da
cartilagem vizinha. Por outras palavras, a inibicé&o
suficiente da vascularizacdo €& necessaria para um periodo de
tempo mais longo, tal coma, por exemplo, um més. Por isso, ©
produto n&o deve ser absorvido significativamente antes desse
tempo. Por outro lado, a reabsorcéo é eventualmente
necesséaria. Por isso, o material orgénico utilizado como uma
barreira inibidora deve ter essas capacidades e tem-se
verificado que o Surgicel® tratado desta maneira, providencia

essa funcéo.

Exemplo 2

O Surgicel® também foi revestido com uma cola organica.
Neste exemplo a cola utilizada foi Tisseel®, mas podem-se

utilizar outras. Este produto, em conjunto com o Surgicel®

11



produz uma barreira utilizédvel para o fim particular da
presente invencdo. Pode-se utilizar qualquer outra barreira
de inibic&do wvascular ou hemoestato. Misturou-se o Tisseel®,
tal coma se descreve a seguir. Revestiu-se o Surgicel® com
Tisseel® pulverizando o material de Surgicel® em ambos oS
lados até ficar embebido. Deixou-se entdo o Tisseel® (cola de
fibrina) solidificar a temperatura ambiente. Imediatamente
antes de se completar a solidificacdo, o Surgicel® revestido
foi entdo colocado em aldeido glutédrico a 0,6 % durante 1
minuto e foi depois foi lavado <com soro fisioldgico
esterilizado (0,9 %). 0 pH foi entdo ajustado por meio de SBF
e/ou com NaOH até o pH estar estavel entre 7,2 e 7,4. Depois
do Surgicel® ser assim tratado, lavou-se entdo num meio de
cultura de tecido tal como meio essencial minimo/F12 com

tampdo de Hepes 15 mM.

Tal como se mencionou neste exemplo, o0s requerentes
utilizaram Tisseel® como adesivo de fibrina para revestir o
Surgicel®. Além disso, o adesivo de fibrina ou a cola podem
também ser aplicados directamente no fundo da lesdo em
direc¢do a 0sso, em que o Surgicel® é colado. Este sistema in
vitro utilizado, em lugar do ensaio in vivo, consistiu numa
placa descartéavel, esterilizada, com 6 tubos Nunclon Delta
para trabalho de investigacdo de células (NUNC, InterMed,
Roskilde, Dinamarca). Cada tubo mede aproximadamente 4 cm de

didmetro.

Na presente invencdo, o adesivo de fibrina pode ser
qualgquer adesivo gque, em conjunto com o componente de fibrina
produzird uma cola gque pode ser tolerada pelas pessoas
(IThara, N. e outros, Burns Incl. Therm. Inj., 1984, 10, 390).
A presente invencdo também antecipa gqualquer outro componente
de cola que possa ser utilizado em lugar do adesivo de

fibrina. ©Na presente invencdo utilizou-se Tisseel® ou

12



Tissucol® (Immuno Ag, Viena, Austria). O kit de Tisseel®

consiste nos seguintes componentes:

Tisseel®, um selante, inactivado para virus, liofilizado,
contendo proteina coagulavel, por isso: fibrinogénio,
fibronectina do plasma (CIG) e factor XIII e Plastimogen.
Solucdo de aprotinina (de bovino)

Trombina 4 (de bovino)

Trombina 500 (de bovino)

Solucdo de cloreto de célcio

O kit de Tisseel® contém um sistema de aplicacdo de
Duploject®. Combina-se o adesivo de fibrina ou o selante com
dois componentes utilizando um kit de Tisseel® da maneira que
se segue, de acordo com a folha de produto inserida pela

Imuno AG:

Exemplo 3

Os condrdécitos cresceram num meio de cultura essencial
minimo contendo HAM F12 e tampdo de Hepes 15 mM e soro
autdélogo a 5 a 7,5 % num incubador de CO; a 37 °C e
manipularam-se num laboratdédrio da Classe 100 na Verigen
Europe A/S, Symbion Science Park, Copenhague, Dinamarca.
Podem wutilizar-se outros meios de cultura de outras
composicdes para fazer a cultura dos condrécitos. Fez-se a
tripsinizacdo das células utilizando EDTA de tripsina durante
5 a 10 minutas e contou-se utilizando a coloracdo de
viabilidade de Azul de Tripano numa cémara de Birker-Tirk. A
contagem das células foi ajustada para 7,5 x 10° células por
mL. Uma das placas Nunclon™ n&o estave recoberta no

laboratdério da Classe 100.

13



A barreira hemoestdtica de Surgicel® foi cortada para
uma dimensdo apropriada adaptada ao fundo das cavidades da
bandeja de cultura de tecido Nunclon™. Neste caso, coloca-se
um circulo, com uma dimensdo de aproximadamente 4 cm (mas
podia ser de qualquer dimensdo possivel), em condicdes
assépticas, no fundo das cavidades numa placa descartéavel,
esterilizada de 6 tubos Nunclon™ Delta para trabalho de
pesquisa de células (NUNC, InterMed, Roskilde, Dinamarca). A
barreira hemoestdtica a ser colocada no fundo do tubo foi
pré-tratada como se descreveu no exemplo 1. Este tratamento
atrasa significativamente a absorcdo de Surgicel. Esta
barreira hemoestédtica foi entdo lavada véarias vezes em &agua
destilada e em seguida varias vezes até que todo o
glutaraldeido gue ndo reagiu tenha sido lavado. Uma pequena
quantidade do meio de cultura de células contendo soro foi
aplicada para ser absorvido pela barreira hemcestdtica e, ao
mesmo tempo, conservava-se a barreira hemoestdtica humida no

fundo do tubo.

Aproximadamente 10° células em 1 mL de meio de cultura
foram colocadas directamente no topo da barreira
hemoestédtica, dispersas sobre a superficie da barreira hemo-
estédtica pré-tratada com glutaraldeido a 0,4 %, tal como se
descreveu antes. Incubou-se entdo a placa num incubador de
CO, a 37 °C durante 60 minutos. Adicionou-se cuidadosamente
uma quantidade de 2 a 5 mL do meio de cultura de tecido
contendo soro a 5 a 7,5 %, as cavidades contendo as células,
evitando que as células se espalhassem, mantendo a ponta da
pipeta tangencial ao lado da cavidade quando se expeliu o
meio. Verificou-se gque o pH do meio era demasiado baixo (pH
~6,8). 0 pH foi entdo ajustado para 7,4 a 7,5. No dia
seguinte alguns condrbécitos comecaram a crescer na barreira
hemoestdtica, arranjados em agrupamentos. Algumas das células

morreram devido a exposicdo a um pH baixo antes do

14



ajustamento do pH. A placa foi incubada durante 3 a 7 dias

com mudanca do meio no 3° dia.

No fim do periodo da incubacdo, o meio foi decantado e
adicionou-se glutaraldeido a 2,5 % refrigerado e frio,
contendo sal de sdédio do &cido dimetilarsinico 0,1 M (também
chamado cacodilato de sdédio, ajustou-se o pH com HC1l para
7,4) coma fixador, para a preparacdo da célula e do seu
suporte (barreira hemoestatica) para uma preparacdo posterior

para a microscopia electrénica.

Exemplo 4

Os condrécitos cresceram num meio de cultura essencial
minima contendo HAM F12 e tampdo de Hepes 15 mM e soro
autélogo a 7,5 % num incubador de CO, a 37 °C e manipularam-
se num laboratério da Classe 100 na Verigen Europe A/S,
Symbion Science Park, Copenhague, Dinamarca. Podem utilizar-
se outros meios de cultura com outras composicdes para fazer
a cultura dos condrécitos. Fez-se a tripnisizacdo das células
utilizando EDTA de tripsina durante 5 a 10 minutos e contou-
se utilizando a coloracdo de viabilidade de Azul de Tripano
numa camara de Biirker-Tirk. A contagem das células foi
ajustada para 7,5 x 10° células por mL. Uma das placas de
Nunclon™, no laboratério de Classe 100, ndo estava tapada.

Tratou-se o Surgicel ® (para ser utilizado como barreira
hemoestdtica) com aldeido glutérico a 0,6 % durante um minuto
tal como se descreveu no exemplo 1 e lavou-se com uma solucédo
de cloreto de sédio esterilizada, a 0,9 % ou, de preferéncia
com um tampdo tal coma um tampdo de SBF ou com um meio de
cultura tal como MEM/F12, porgque o pH, depois do tratamento
com aldeido glutédrico é de 6,8 e deve ser, preferencialmente,
de 7,0 a 7,5. Aplicou-se o Tisseel ® em ambos os lados do

Surgicel ® utilizando o sistema Duploject ®, revestindo-se
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assim ambos os lados do Surgicel ®, sendo o adesivo que se
pretende utilizar, um adesivo de fibrina. Deixa-se a cola
secar em condicdes assépticas durante pelo menos 3 a b5
minutas. A barreira hemoestédtica "revestida" foi colocada no
fundo da cavidade numa placa descartdvel estéril de 6
cavidades Nunclon™ Delta para trabalhos de pesquisa de
células. Aplicou-se uma pequena quantidade de meio de cultura
de tecido contendo soro para ser absorvido na barreira
hemoestdtica. Aproximadamente 10° células em 1 mL de meio de
cultura de tecidos contendo soro, foram colocadas
directamente no topo do Hemoestato, dispersas sobre a
superficie da Dbarreira hemoestédtica. A placa foi entéo
incubada num incubador de CO, a 37 °C, durante 60 minutos.
Adicionou-se cuidadosamente as cavidades contendo as células
uma quantidade de 2 a 5 mL de meio de cultura de tecido
contendo soro a 5 a 7,5 %, evitando-se que as células se
espalhem, mantendo a ponta da pipeta tangencial ao lado do
cavidade quando se expele o meio. Passados 3 a 6 dias, o
exame ao microscépio mostrou que as células aderiram e
cresceram no Surgicel ® de uma forma satisfatdria, sugerindo
que o Surgicel ® ndo mostrou toxicidade para com 0S8
condrdécitos e que os condrdcitos cresceram de uma forma

satisfatéria no Surgicel ®.

A placa foi incubada durante 3 a 7 dias com uma mudanca
do meio no 3° dia. No fim do periodo de incubacdo, o meio foi
decantado e adicionou-se glutaraldeido a 2,5 % arrefecido no
frigorifico, contendo sal de sédio do &acido dimetilarsinico
0,1 M, também chamado cacodilato de sdédio, ajustou-se o pH
com HC1l para 7,4) como fixador para a preparacdo da célula e
do seu suporte (barreira hemoestédtica para uma preparacio

posterior para microscopia electrdnica.
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Exemplo 5

Os condrécitos cresceram num meio de cultura essencial
minimo contendo HAM Fl12 e tampdo de Hepes 15 mM e soro
autélogo a 5 a 7,5 % num incubador de CO, a 37 °C e
manipularam-se num laboratdério da Classe 100 na Verigen
Europe A/S, Symbion Science Park, Copenhague, Dinamarca. Fez-
se a tripsinizacgdo das células utilizando EDTA de tripsina
durante 5 a 10 minutas e contou-se utilizando a coloracdo de
viabilidade de Azul de Tripano numa cédmara de Birker-Tirk. A
contagem das células foi ajustada para 7,5 x 10° até 2 x 10°

células por mL. Uma das placas Nunclon ficou destapada no

laboratdério da Classe 100.

Verificou-se que o Bio-Gide ® pode ser utilizado como
uma membrana de duas camadas reabsorvivel que serd utilizada
como o0 adesivo ou a ligadura que cobre a 4&rea defeituosa da
articulacdo em gque os condrbécitos da cultura estdo a ser
transplantados assim como a barreira hemoestédtica. O Bio-Gide
® ¢ uma membrana de colagéneo puro obtida por processos de
fabrico normalizados e controlados (por E. D. Geistlich Sohne
AG, CH-6110 Wolhuse). O colagéneo ¢é extraido de porcos
certificados por veterindrios e ¢é cuidadosamente purificado
para evitar as reacgdes antigénicas e é esterilizado em
embalagens duplas com “blister” por meio de radiacdo vy. A
membrana em camada dupla tem uma superficie porosa e uma
superficie densa. A membrana é feita de colagéneo do tipo I e
do tipo III sem reticulacdo ou tratamento quimico. O
colagéneo ¢é reabsorvido no prazo de 24 semanas. A membrana
retém a sua integridade estrutural mesmo quando molhada e
pode ser fixada por suturas ou unhas. A membrana pode também
ser "colada" utilizando adesivo de fibrina tal coma Tisseel®
na vizinhanca da cartilagem ou do tecido, quer em vez da

suturas, gquer em conjunto com as suturas.
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O Bio-Gide ® foi destapado num laboratdédrio da classe 100
e foi colocado em condicgdes assépticas no fundo das cavidades
de uma placa descartével, esterilizada, com 6 cavidades
Nunclon Delta para trabalho de pesquisa de células, quer com
a superficie porosa da membrana de camada dupla com a face
para a cima ou com a superficie densa voltada para cima.
Aproximadamente 10° células em 1 mL de meio de cultura de
tecido contendo soro foram colocadas directamente no topo do
Bio-Gide®, foram dispersas gquer sobre a superficie porosa ou
sobre a superficie do Bio-Gide®. Incubou-se entdo a placa
numa incubadora de CO; a 37 °C durante 60 minutas. Adicionou-
se culdadosamente, as cavidades contendo as células, uma
quantidade de 2 a 5 mL do meio de cultura de tecido contendo
soro a 5 a 7,5 %, evitando-se que as células se espalhassem,
mantendo a ponta da pipeta tangencial ao lado da cavidade

quando se expele o0 meio.

No 2° dia apds os condrbcitos serem colocados nas
cavidade contendo o Bio-Gide®, as células foram examinadas
num microscépio inverso da Nikon. Notou-se gque alguns
condrécitos tinham aderido a borda do Bio-Gide®. Claro que
ndo foi possivel ser capaz de olhar através do préprio Bio-

Gide®, através deste microscédpio.

A placa foi incubada durante 3 a 7 dias com mudanca do
meio no 3° dia. No fim do periodo de incubacdo, o meio foi
decantado e adicionou-se glutaraldeido a 2,5 % refrigerado e
frio, contendo sal de sédio do &cido dimetilarsinico 0,1 M,
também chamado cacodilato de sdédio, ajustou-se o pH com HCI
para 7,4, como fixador para a preparacdo de células e do seu
suporte de Bio-Gide® com as células gquer em cultura na
superficie porosa, quer na superficie densa. Os adesivos de

Bio-Gide® foram entdo enviados para o microscédpio electrdnico
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do Departamento de Patologia do Hospital Herlev, na

Dinamarca.

A microscopia electrédnica mostrou que os condrdécitos em
cultura na superficie densa do Bio-Gide® n&o cresceram na
estrutura de colagénio do Bio-Gide®, engquanto as células em
cultura na superficie porosa cresceram realmente na estrutura
de colagénio e, além disso, mostraram a presenca de
proteoglicanos e ndo mostraram sinais de estruturas de
fibroblasto. Este resultado mostra que, quando o adesivo de
colagénio, como por exemplo um adesivo de Bio-Gide®, que é
como um adesivo que cobre um defeito de cartilagem da
superficie porosa deve estar virado para baixo na direccdo do
defeito em gue os condrdcitos de cultura serdo injectados.
Eles serdo entdo capazes de penetrar no colagénio e produzir
uma superficie com uma cartilagem macia em linha com a
superficie intacta e, nesta &rea, crescerd uma camada macia
de proteoglicanos. Ao mesmo tempo, se a superficie densa do
colagénio estiver virada para baixo na direccdo do defeito,
0s condrécitos a serem implantados ndo irdo integrar-se com O
colagénio e as células ndo produzirdo a mesma superficie

macia que se descreveu antes.

Exemplo 6

Os condrdécitos cresceram em meio de cultura essencial
minimo contendo HAM F12 e tampdo Hepes 15 mM e 5 a 7,5 % de
soro autdélogo num incubador de CO, a 37 °C e manipularam-se
num laboratério da Classe 100 na Verigen Europe A/S, Symbion
Science Park, Copenhague, Dinamarca. Fez-se a tripsinizacéo
das células utilizando EDTA de tripsina durante 5 a 10
minutos e contou-se utilizando a coloracdo de viabilidade de

Azul de Tripano numa camara de Blrker-Tirk. A contagem das
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células foi ajustada para 7,5 x 10° a 2 x 10° células por mL.

Destapou-se uma placa Nunclon™ no laboratédrio da Classe 100.

O Bio-Gide® utilizou uma membrana em duas camadas
reabsorvivel que pode também ser utilizada em conjunto com
uma cola orgédnica tal como Tisseel® com um teor adicional,
significativamente mais alto de aprotinina do que o que
normalmente se encontra no Tisseel®, tal como se descreveu no
produto inserido. Aumentando o contetido de aprotinina para
cerca de 25.000 KIU/mL, a reabsorcdo do material seréa

retardada de semanas em vez do tempo normal em dias.

Para fazer ensaio desta caracteristica, in vitro, O
Tisseel® aplica-se ao fundo da cavidade da placa Nunclon™ e
deixa-se solidificar incompletamente. Aplica-se entdo um
adesivo de colagénio tal como um Bio-Gide® sobre o Tisseel® e
cola-se ao fundo da cavidade. Esta combinacdo de Bio-Gide ® e
Tisseel® é construida para ser uma barreira hemoestdtica que
inibird ou evitard o desenvolvimento ou a infiltracdo de
vasos sanguineos na Aarea de transplantacdo dos condrédcitos.
Este adesivo hibrido de colagénio pode agora ser utilizado
quer como uma barreira hemoestdtica no fundo da lesdo (o mais
préximo da superficie a ser reparada), mas também como um
suporte para a formacdo da cartilagem porque a superficie
distal pode ser o lado poroso do adesivo de colagénio e assim
pode encorajar a infiltracdo dos condrdécitos e da matriz da
cartilagem. Assim, este adesivo hibrido de colagénio pode
também ser utilizado para cobrir o topo do implante com a
superficie porosa de colagénio dirigida para Dbaixo na
direccdo dos condrédcitos implantados e a barreira formando o
topo. O adesivo hibrido de colagénio, com elevado teor de
aprotinina, pode também ser utilizado sem qualquer cola
orgadnica tal como Tisseel® e ser colocado directamente na

zona defeituosa, aderindo pelas forcas naturais. Assim, o
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adesivo de colagénio pode ser utilizado tanto como barreira
hemoestidtica como cobertura isenta de células do sitio de
reparacdo/transplante, com as superficies porosas dos
adesivos orientada para 0s condrécitos/cartilagem
transplantados. Outra variante wutilizaria um adesivo de
colagénio que consiste em colagénio do tipo II (isto ¢é, da

Geistlich Sohne AG, CH-6110 Wolhusen).

Assim, o ©presente ©processo providencia um adesivo
hibrido de colagénio, em que o referido adesivo é uma matriz
de colagénio hibrido em que o referido adesivo €& uma matriz
de colagénio com niveis elevados do componente aprotinina, de
preferéncia cerca de 25.000 KIU/mL, em associacdo com uma
cola de matriz orgénica, em que a componente de colagénio é
semelhante ao material reabsorvivel em duas camadas de Bio-
Gide® ou colagénio do tipo II e a cola orgdnica é semelhante
ao material de Tisseel®. Noutro exemplo, o adesivo hibrido de

colagénio pode n&do utilizar nenhuma cola orgdnica para aderir

ao sitio a reparar.

Exemplo 7/

Por causa da estrutura enfraquecida da cartilagem
oesteocartritica, a aderéncia dos condrdécitos autdlogos de
cultura transplantados para um sitio de enxerto na cartilagem
defeituosa, pode ser inibida, criando assim uma zona marginal
(zona de demarcacéo) entre a cartilagem/condrbcitos
recentemente implantados e a cartilagem existente a volta.
Esta zona marginal serd mais pronunciada se o sitio do
enxerto estiver preparado para o enxerto criando paredes
macias e direitas cortadas de uma forma linear. As forcas de
corte e de compressdo através dessa zona marginal (tal como
ilustrado na figura 3A) exercerdo uma grande forca para

desalojar o enxerto quando o sitio do enxerto é cortado de
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uma forma linear. Esta =zona marginal e o movimento
diferencial dos materiais ao longo desta zona inibirdo a cura
confluente entre o material enxertado e o material
circundante. Esta zona material de corte é exacerbada quando
a dureza do material de limitacdo ¢é diferente. Em muitos
casos, o0 material enxertado € mais macio do gue o0s materiais
circundantes, contudo, nalguns exemplos das doencas de
osteocartrite, a cartilagem circundante pode, de facto, ser

mais macia do que os condrdécitos/cartilagem implantados.

Por isso, para resolver este problema, podem utilizar-se
instrumentos cirtrgicos para esculpir as paredes do sitio do
enxerto de tal modo gque as paredes ndo sejam lineares e assim
providenciam-se superficies onduladas que reduzirdo o corte
da zona marginal e providenciam a ancoragem do material
enxertado. E também possivel modelar o sitio do enxerto de
tal modo gque o didmetro do sitio préximo da superficie do
0sso seja de uma dimensdo maior do que a abertura distal do
08s0 € a superficie da cartilagem a ser reparada de tal modo
que h&d um efeito de "funil inverso". Uma abertura mais
estreita na superficie ajudard na reducdo da zona marginal de
carte e na expulsdo do material de enxerto do sitio do
enxerto. Um exemplo preferido descreve a escultura das
paredes do sitio do enxerto de uma forma semelhante a
abertura feita para receber uma cavilha ou um parafuso (tal
como ilustrado na figura 3B), providenciando assim
resisténcia mecédnica a compressdo e ou a ejeccdo do material
enxertado do sitio do enxerto que pode ser descrita como

enfiamento "macho" e "fémea".

Os instrumentos cirtrgicos podem ser fabricados a partir
de metais e/ou pléasticos apropriados para produzir
instrumentos cirtrgicos descartdveis com uma Unica utilizacéo

ou re-utilizéveis com utilizacdes miltiplas. Como a
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cartilagem ¢é um material relativamente macio, pode ser
vantajoso fabricar as bordas cortantes de pléstico endurecido
que serdo capazes de esculpir a cartilagem sem serem capazes
de danificar o osso. Esses instrumentos de corte podem ser
fabricados de modo a incorporar aberturas para a
administracdo de um fluido, para a eliminacdo por succdo dos
residuos do corte e fluido e fios de fibra oéptica para
iluminacdo e visualizacdo do sitio defeituoso. Em certos
instrumentos, a base do instrumento pode ter uma ponta
protuberante ou uma estrutura semelhante a um alfinete que
ajudarda a guiar e a colocar o instrumento no sitio do
enxerto. Obviamente esse alfinete serd desenhado de modo a

minimizar os danos ao osso subjacente.

Enquanto a superficie cortante do instrumento pode ter
com um uUnico dente ou vAarios dentes ou ser um modelo
semelhante a um parafuso tal coma numa torneira de metal
usada para gerar os orificios de enfiamento em partes
metdlicas, a caracteristica requerida para o instrumente de
corte é que os lados esculpidos resultantes do sitio do
enxerto fiquem ondulado e ndo sejam lineares. Por exemplo, em
certos instrumentos, a borda cortante do instrumente pode ter
uma forma similar a mostrada na figura 4A ou como na figura
4B. O bordo de corte pode ser plano ou circular a volta do
didmetro do instrumento de corte. Podem-se desenhar muitas
outras formas para criar uma interface que providencie uma
resisténcia mecdnica a reaccdo diferencial a compressdo e as
forcas de corte no material transplantado e no material

circundante.

Exemplo 8

Submeteu-se um porco da raca mista Yorkshire, com quatro

meses de idade, a uma anestesia geral e colocou-se de costas.
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Lavou-se o porco e vestiu-se com um fato cirtrgico no
Harrington Arthritis Research Center, Phoenix, Arizona.
Realizou-se todo o processo cirulrgico assepticamente. Limpou-
se, com iodo, a perna esquerda traseira e a area adjacente do
abdémen e inguinal. Localizou-se a articulacdo do Jjoelho e
localizou-se a <rdétula. Realizou-se uma incisdo média a
aproximadamente 3 cm da parte posterior da rdétula e cortaram-
se véarias camadas da sub-cltis e do masculo e ligamentos
proximos de modo a permitir o acesso ao cbdbndilo femoral
médio. Utilizando um cortador circular, preparou-se uma lesédo
na cartilagem branca na parte média do cbéndilo, deixando uma
margem de 0,5 a 1 cm até ao bordo da cartilagem cobrindo a
parte média posterior do cbébndilo (cbdndilo esquerdo, figura
6A). O defeito de 0,5 a 1 cm foi colocado num peso caudal gue
se liga a parte média do cbébndilo. Todo o processo cirdrgico
foi feito sem torniquete no fémur esquerdo. As diferentes

camadas e a pele foram suturadas apropriadamente.

No 3° dia, o animal foi novamente posto num fato
cirtrgico e posicionado como antes na mesa de operacdes e
foi-lhe dada wuma anestesia geral. Pbs-se i1iodo na parte
esquerda traseira, no abddémen e na regido inguinal, tal como
se descreveu antes. Cortaram-se as suturas e abriu-se a éarea.
Verificou-se que estava presente um hematoma moderado na
articulacdo do joelho. O coadgulo de sangue foi retirado e
inspeccionou-se o defeito. Havia um codgulo de sangue no
defeito que foi retirado. Um instrumento cirturgico
esterilizado desenhado com um bordo de corte com fios machos,
com uma dimens&do correspondente ou ligeiramente maior do que
uma circunferéncia da lesdo foi cuidadosamente aparafusado no
defeito. Cortou-se um retalho de BioGide® com uma dimensé&o
igual ao fundo do defeito. A primeira cola utilizada, chamada
Proteina de Adesivo (A-2707, Sigma Chemical, EURA) foi

aplicada no lado denso do retalho da almofada da barreira
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hemoestdtica aparada e o retalho foi colocado na parte de
baixo no lado denso no fundo da lesdo, utilizando-o como uma
barreira, tal como se descreveu antes. Verificou-se que esta
cola n&o parece secar muito rapidamente. Uma ligeira
hemorragia do fundo do defeito parou imediatamente. Cortou-
se um segundo BioGide® de alguma forma maior na
circunferéncia do que a lesdo e colocou-se com a parte densa
para cima (assim com o lado poroso para baixo na direccdo do

enxerto), tal como se descreveu antes.

Este retalho de cobertura ndo celular foi entdo suturado
sobre a cavidade, deixando uma borda aberta, em que o
condrécito a ser explantado podia ser injectado no sitio do
enxerto. A parte circundante da borda do retalho foi coberta
com a segunda cola, Adesivo B da Dow Corning Medical (Cat.
#895-3, Dow Corning, EUA). Esta segunda cola secou muito mais
depressa e mais eficientemente do que a primeira cola.
Verificou-se que, durante este processo particular, a
primeira cola n&o secou suficientemente para fixar a barreira
hemoestidtica no seu lugar gquando se tentava suturar a
cobertura. A primeira barreira formada na superficie proximal

do sitio do enxerto foi feita pela prépria cola.

Utilizando uma seringa de 1 mL e uma agulha com uma
dimensdo 16, a suspensdo de células de condrécitos (cerca de
0,6 mL) foi posta no depdsito da seringa. Ligou-se uma agulha
curta com um buraco 23 a uma agulha com um buraco 16 e
injectou-se a suspensdo de células sob o adesivo que cobria a
sutura no sitio do enxerto (cerca de 10 x 10° células). O
bordo aberto da cobertura foi entdo colado antes de se
retirar a agulha e a agulha foi cuidadosamente retirada. N&o
se viu qualquer purga das células. Suturou-se a ferida e, tal
como antes, ndo se wutilizou nenhum torniquete, ndo se

observou hemorragia. Suturaram-se as camadas finais de pele.
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N&o ocorreu nenhum inchaco na pele apdés a sutura, o gue
indica gue ndo houve nenhum hematoma. A recuperacdo post-

operatdria foi calma.

Tal como se esperava, 0s condrécitos enxertados
produziram uma matriz de cartilagem suficiente para reparar o
defeito feito na superficie da cartilagem articular da
articulacdo do joelho do porco do ensaio. A figura 6A é uma
imagem de IRM de um joelho de porco mostrando o defeito da
cartilagem criado. no Jjoelho (cbndilo esquerdo, c¢déndilo
médio) e a figura 6B é uma imagem de IRM do mesmo joelho do
porco, trés meses apds o tratamento, gue mostra a reparacéo

do defeito.

Exemplo 9

Um kit compreendendo os componentes Uteis para a pratica
apropriada do processo anterior, permitird a pratica
apropriada do processo num conjunto cirurgico. Esse kit
providenciard componentes esterilizados apropriados para
serem utilizados facilmente num ambiente cirtrgico, o que
providenciarid uma barreira hemoestéidtica apropriada, um
adesivo de cobertura apropriado e, se necessario, uma cola
orgadnica. O kit pode também providenciar um material de
matriz isento de células, esterilizado, apropriado para
suportar os condrdécitos autdlogos que devem ser implantados
na zona defeituosa da superficie da Jjunta articular. Num
exemplo, o kit contém uma barreira hemostética de Surgicel® e
um adesivo de cobertura Bio-Gide® com um revestimento
apropriado de cola orgidnica de Tisseel®, em que o Surgicel® e
0 BioGide® foram tratados para aumentar o tempo até a
reabsorcédo. Em casos em que o Tisseel® estd pré-revestido, o
Tisseel® ¢ complementado com aprotinina adicional para

aumentar o tempo até a reabsorcédo.
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Num outro exemplo preferido, a barreira hemoestdtica e o
adesivo de cobertura sdo ambos uma matriz de colagénio semi-
permedvel que € tratada para estender o tempo até a
reabsorcdo do material. E também possivel providenciar cola
de Tisseel® numa forma melhorada como um componente separado
para ser aplicado a medida que for necessadrio por causa da
sua variabilidade inerente e das circunsténcias unicas que
serdo encontradas em cada processo de

reparacdo/transplantacéo.

Um outro exemplo de wum kit inclui wum instrumento
cirtrgico como se descreveu no exemplo 7 anterior ou as suas

variantes apropriadas.

Lisboa, 25 de Junho de 2009
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1.

REIVINDICAGOES

Processo 1in vitro para fazer aderir condrdécitos a um

elemento isento de células, compreendendo as etapas de:

providenciar um componente isento de células e um
meio de cultura de células contendo condrdécitos; e
fazer a incubacao do referido componente isento de
células com o meio de cultura de células disperso
numa superficie porosa do componente isento de

células,

caracterizado pelo facto de

o referido componente isento de células compreender uma
membrana de camada dupla com uma superficie porosa e uma
superficie densa e

o0s condrécitos aderirem a referida superficie porosa.

Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo facto de o referido componente isento de células ser

uma matriz de colagénio.

Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo facto de a referida matriz de colagénio consistir em

colagénio do tipo I e do tipo ITII.

Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo facto de a referida matriz de colagénio consistir em

colagénio do tipo II.

Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo facto de a referida matriz de colagénio consistir em

colagénio do tipo I.



6. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgdes 1
a 5, caracterizado pelo facto de o referido componente
isento de células ou a matriz de colagénio serem

reabsorviveis.

7. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgdes 1
a 6, caracterizado pelo facto de os referidos condrécitos

serem autdlogos, alogénicos ou xenogénicos.

8. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgbes 1
a 7, caracterizado pelo facto de compreender ainda a
etapa de aplicacdo de um adesivo Dbiocompativel no

referido componente isento de células.

9. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacodes 1
a 8, caracterizado pelo facto de o referido componente se
adaptar a ser colocado num defeito de uma cartilagem

articular.

Lisboa 25 de Junho de 2009



RESUMO

PROCESSO, INSTRUMENTOS E KIT PARA TRANSPLANTAGAO
AUTOLOGA

A presente invencao tem por objecto um processo para a
transplantacdo efectiva de condrécitos/cartilagem para a
superficie de uma junta articular qgue se pensa gue tenha
defeito, assim como uma descrigao de certos instrumentas e um

kit para a pratica da presente invencéao.
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