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(57) Resumo : A presente invengdo divulga o uso da
membrana de celulose bacteriana para aplicagdo em
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METODO DE UTILIZAGAO DE MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA
INTRA ARTICULAR SOBRE SUPERFICIE LESADA DE PATELA

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo divulga o uso de membrana de
celulose bacteriana para aplicacéo em reconstrugdes
ligamentares, tendinosas e cépsulas sinoviais conforme os
métodos descritos na descricdo da técnica de invencdo. Esse
material teria a aplicabilidade para reconstrucdes de
ligamentos e tenddes (ligamentos cruzados do Jjoelho,
ligamento patelar, tenddo de Aquiles, tenddo quadricipital,
etc.) e céapsula sinovial.

O mercado que necessita o emprego dessa invengdo é
muito amplo, ele inclui lesdes com perda de substéncias
tendinosas e capsulares e principalmente as lesdes
ligamentares. As perdas de tecidos nobres, como s&o
conhecidas as 1lesdes de pele que incluem lesdes de
subcutdneo com exposicdo de tenddes, estdo se tornando
muito comuns com a expansdo do uso de motocicletas e os
aprimoramentos dos automdveis. Mas, o emprego da invencao
ndo se limita apenas a esses casos, pelo contrario, o seu
emprego seré mais solicitado no campo de lesdes
ligamentares do joelho, sendo o ligamento cruzado anterior
(LCA) a lesdo mais comum nos ligamentos do joelho, sé nos
EUA ocorrem mais de 200.000 rupturas de LCA por ano (Cooper
et al, 2007; Beynnon and Fleming, 1998; Pennisi 2002). No
Brasil, apesar dessa lesdo ser muito comum, principalmente
por ser um pals em que o futebol prevalece como esporte
preferido da populagdo, ainda ndoc se tem uma estimativa
real da sua incidéncia.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA
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A perda de tecido capsular, tendinoso e ligamentar das
articulagdes e/ou tecido musculoesquelético, constituem
lesdes de dificil reparo através das regeneracdes proprias.
Por exemplo, a lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) é
a lesao intra articular mais comum no joelho (Freeman et
al, 2007). Anualmente, mais de 200.000 pacientes sao
diagnosticados com ruptura do LCA nos EUA (Beynnon &
Fleming, 1998; Pennisi, 2002) e aproximadamente 150.000 sao
tratadas cirurgicamente (Cameron et al., 2000; Cooper et
al, 2002). Pela incapacidade desses tecidos renovarem-se ou
simplesmente serem regenerados, opta-se pela utilizacgdo de
enxertos de localidades prdéximas ou distantes aos lesados
(enxertos autdgenos), onde comumente sdo escolhidos o
tenddao patelar, quadricipital, semitendineo, gréacil é e}
tenddo de Aquiles, porém a morbidade pela retirada desses
enxertos ou a dor no local onde foi retirado o enxerto,
tornam-se complicacdes comuns do uso desse material para
reconstrucdo do LCA (Cartmell & Dunn, 2004). O wuso de
aloenxertos ou transplantes aldgenos das estruturasrcitadas
também s&o aplicados em alguns hospitais, restrito a volume
limitado de oferta, além de possiveis sitios de infeccgdo
bacteriana ou mesmo transmisséo de outras doencgas
infecciosas, ou de uma possivel resposta imunoldégica no
organismo hospedeiro (Cameron et al., 2000; Cartmell ¢&
Dunn, 2004; Vunjak-Novakovic et al., 2004). A terceira e
Gltima opgdo de tratamento para eventuais lesdes sdo as
préteses sintéticas quando relacionado a lesdes
ligamentares ou tendinosas onde sdo utilizados materiais
sintéticos nédo degraddveis como a fibra de carbono,

polietileno, polipropileno e politetrafluocetileno
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(Arnoczky, 1983; Snook, 1983; Amiel et al, 1990; Silver et
al., 1991; Smith et al., 1993). Algumas dessas prdteses
ligamentares sintéticas tem sua aprovacgdo pela FDA, mas nao
sdo recomendadas na reconstrucgdo primadria do LCA (McPherson
et al., 1985). Esses materiais sintéticos falham devido a
fragmentacdes, estresse que sofrem no novo sitio de
localizagdo e consequentemente sofrem fadigas de estruturas
ou debris (liberacdo de microparticulas) do tecido (Noyes &
Grood, 1976; Vunjak-Novakovic et al., 2004) e estas
complicagdes podem eventualmente conduzir a casos de
artrites e sinovites (McPherson et al., 1985; Pennis,
2002).

A presente invencdo permite uma ampla evolugdo no
campo de reparos de lesdes capsulares, tendinosas e
ligamentares. Como visto previamente, em casos de lesdes de
ligamento cruzado anterior do joelho, a técnica descrita
permite regeneracdo bioldgica dos tecidos lesados com
tratamentos rapidos, eficientes, imediatos e de custo
acessivel no reparo dessas lesdes. O resultado é obtido sem
danos ao tecido musculoesquelético, ocorrendo como inovagao
das técnicas passadas, ou seja, um novo tecido é acrescido
ao organismo sem a associagdo de mutilagdo de outras
estruturas. Essa técnica de tratamento pode ter ou nao a
associacdo de derivados de acido hialurdnico ou colédgeno ao
modelo proposto. De gqualquer forma, o préprio artigo que
originou a experimentacdo dessas fibras desenvolvidas a
partir da membrana de <celulose bacteriana e células
totipotentes do tecido ésseo, demonstrou que ndo produz
agressdo da cartilagem articular simplesmente pela presencga

do tecido desenvolvido na regido intra articular. Nao
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produziu resposta inflamatdéria em 12 animais testados, nem
artrite, nem sinovites e nem infeccéo.

A simplicidade da técnica permite que o método seja
utilizado em qualquer categoria de rede hospitalar, néao se
incluindo em um procedimento de alta complexidade.

Os produtos similares ao desenvolvido pela técnica séo
produzidos pela biocengenharia, mas ndo sdo totalmente
biolégicos como o desenvolvido. H& diversos produtos
sintéticos que Mascarenhas & MacDonald (2008) descrevem em
uma revisdo da histdria das lesdes do LCA e o uso de
préteses sintéticas, entre eles constam: Carbdn Fibre,
Gore-Tex and Dacron, Leeds-Keio Artificial Ligament,
Kennedy Ligament Augmentation Device (LAD), Ligament
Advanced Reinforcement System(LARS)

H& um conceito comum entre todos eles, de que a matriz
ideal para o modelo sintético a ser fabricado deveria ser
biodegradavel, porosa e apresentar resisténcia mecanica
suficiente para a deformacdo exigida durante a forga que
lhe é aplicada (Cooper et al., 2007). Todos essés produtos
foram inventados pensando-se nessas propriedades, mas em
todos eles, ha sempre alguma dessas propriedades faltando
para que se torne o “modelo ouro” para ser indicado na
cirurgia como a primeira escolha.

A presente invencdo é impar em relagdo a técnica de
producdo e origem dos materiais que sdo necessarios para
sua confeccdo, pois todo o seu processo é de natureza
bioldégica e totalmente biocompativel, apresenta todas as
propriedades <citadas acima, isto &, biodegradavel e
biocompativel. Além disso, a membrana de celulose

bacteriana é porosa e se utilizada como no descrito, torna-
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se de altissima resisténcia mecénica adaptando-se
perfeitamente as deformagdes que lhe é solicitada e por
nenhum momento perde a sua resisténcia mecénica. E muito
importante citar que a membrana desenvolvida com a técnica
passou por um teste de tragdo com fixagdo por fios de
ethibond n°5, e que a ruptura a 182 N ocorreu na laceracio
do tecido com o fio. Porém, lé&minas de cortes histoldégicos
exibidos nesse documento confirmam que a membrana, com O
decorrer do tempo se envolve com o osso de forma entre
mesclada, ficando guase impossivel separa-los. E
obviamente, quando essas fibras se apresentarem aderidas
aos tuineis bsseos onde serdao inseridas, as suas
resisténcias mecénicas serdo muito maiores.

SUMARIO DA INVENCAO

Foi observado um tecido conjuntivo denso, de alta
resisténcia mecdnica, desenvolvido de forma isolada na
superficie intra articular da patela, em animais suinos
sacrificados apds 4 meses de tratamento, este material foi
analisado histologicamente e realizado teste mecénico dos
quais confirmaram que, a invencdo do método de utilizacgédo
da membrana de celulose bacteriana com tal composigdao,
seria capaz de desenvolver fibroblastos com capacidade de
producdo de tecido conjuntivo de altissima resisténcia.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 demonstra a resistente tensdo do material.

A figura 2 mostra o material posicionado Jjunto ao
paquimetro, antes do ensaio de tracdo.

A figura 3 mostra o ensaio do material sob tragdo.

A figura 4 mostra o material no aparelho de teste de

tragdo suportando a tracéo.
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A figura 5 mostra o material durante o teste de tracéo
sofrendo a ruptura.

A figura 6 mostra o grafico da curva de deformagdo do
produto.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A utilizacdo da membrana de celulose bacteriana, para
fins de regeneragdo de tecido bioldégico foi idealizada a
partir do momento em que se tornaram conhecidas as
propriedades de natureza biocompativel dessa membrana com
diversos artigos publicados na &rea médica (Mello ET al.,
1997; Harrah et al., 2005). Harrah et al. (2005) concluiram
que a membrana seria um excelente biomaterial para o
desenvolvimento de cartilagem, pois no teste “in vitro’” nao
induziu os macrdéfagos para a produgdo de citocinas
inflamatdérias. Mello et al. (1997) indicou sua utilizacéo
em duramater de cdes que depois teve seguimento para
humano.

Através de pesquisa delineada em modelo animal suino,
onde se utilizaram 12 animais, em periodos de 2, 4 e 6
meses, com aprovacdo do comité de ética, sob o protocolo n’
617, em 19/03/07, para o titulo de projeto: "“Avaliacdo dos
efeitos da membrana de celulose bacteriana na superficie
lesada de suinos”, a metodologia aplicada na pesquisa
realizada envolveu a coleta de células cartilaginosas e
bsseas, essas consideradas totipotentes, no campo do tecido
musculoesquelético, raspadas de superficie osteocondral de
patelas. Esta raspa foi lavada em soro fisioldgico e
embebida em sangue na forma de coadgulos e diluidos em
hylano G-F 20 (Synvisc) que ofereceu condig¢des para ser

aplicada, de forma inoculada, para o interior da membrana
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de celulose bacteriana através de seringa de 20 ml e agulha
40 x 12 mm.

A membrana da Dbactéria Acetobacter xyllinus foi
isolada na forma de biofilme apds 72 & 96 horas de cultura.
Isolada com solucdo de hipoclorito de sédio por 30 minutos,
seguido de lavagem exaustiva com A&gua destilada e depois
esterilizada em calor Gmido a 122°C.

Essa recolhida da bandeja de producdo da bactéria
Acetobacter xyllinus na espessura de 10 mm, foi recortada
no molde da area de superficie articular da patela.

Cinco ml da papa obtida foi inoculada para o interior
da membrana pré-moldada na superficie articular da patela.

Posteriormente, esse material preparado foi
transfixado com fios catgut-0 na superficie articular da
patela dos trés grupos de animais. Aos 4 meses observou-se
um tecido conjuntivo de altissima resisténcia e apds seis
meses, esse tecido aderido fortemente ao osso. Diante desse
resultado, foil gque surgiu a idéia de se verificar em outro
animal, o material preparado sem transfixacdoc na patela,
inseridos apenas nas extremidades Osseas da tibia e do
fémur, ©pois verificamos que a membrana de celulose,
ofereceu condigdes para que o préprio organismo produzisse
uma transformacdo nesse tecido, de modo dque, provesse
resisténcia semelhante, ou mesmo superior, aos tecidos
conjuntivos em geral. O que torna muito interessante este
resultado encontrado é a aplicagdo da membrana quando
utilizada no interior de uma articulacdo sinovial, pois ela
se apresentou atdéxica e sem nenhuma propriedade antigénica,
quanto mais, se utilizada em regido extra articular.

0O tecido formado ndo gerou qualquer sinal de
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inflamagdo ou predisposigdo a um gquadro infeccioso,
diferentemente do joelho contralateral, que teve a lesao
provocada com a mesma dimensdo, porém sem a aplicacdo do
modelo de membrana. Nesse grupo, considerado o grupo
controle (GC), dois casos evoluiram com deiscéncias de
suturas e secrec¢des purulentas, diferente do grupo tratado
(GT) com a membrana, gque apresentou a cicatrizacdo sem
secrecdo ou sinas inflamatérios em todos os 12 animais
operados, e gue é o mais importante, sem gque o0s animais
apresentassem claudicagdo (ato de mancar) com © membro no
lado tratado durante a marcha.

A resultante do método de utilizagdo da membrana de
celulose Dbacteriana, caracterizada por fibras de tecido
conjuntivo dispostas de forma organizada, com alto poder de
resisténcia a tracéo, ficou comprovada também, pela
histologia, apds a retirada do material para estudo, com o0s
intervalos de dois, guatro e seis meses.

Aos quatro meses, houve a preservacdo da integridade
da membrana com  poucas alteragdes das superficies
articulares em contato direto com a mesma, mas houve
alteracdo dessa em um tecido com semelhangca ao tecido
conjuntivo, com textura similar a cartilagem, porém sem
aderéncia, na sua totalidade, ao osso patelar (Figura 4).

Aos seis meses, observou-se a preservagao da
cartilagem articular femoral em contato com a membrana de
celulose bacteriana e aderéncia total ao tecido &sseo da
patela, confirmando que a membrana tem capacidade de
aderéncia ao tecido 6sseo.

Os enxertos autdélogos mais utilizados com a fixacéo

por fios de ethibond correspondem aos fios que muitas vezes
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fixam os tenddes flexores e quadricipital, porém nesse
modelo desenvolvido e testado a fresco confirmou a sua
resisténcia superior a esse fio, visto a ruptura do fio de
ethibond antes da ruptura do enxerto biocompativel e que
sofreu metaplasia em tecido conjuntivo de alta resisténcia
para uso em ligamentos de joelhos.

A Tabela abaixo apresenta os valores referentes a
Figura 6, demonstrando a curva de deformacdo do produto e
confirmando a sua real ruptura com forca aplica de 182N na
velocidade de 0,2 mm/sec.

Méguna Emie 102000 CéulaTd2e  Exensimetin - Dala 250912000  Howtecaezs  Trabahor' 0191

Programa: Tesc versdo 3.04 Método de Ensain: Trag3o 0,5mm-min
([ EDIY 9539 00395999593 9IHIIIIIPIIIIIIFIIIIIIIISIIIIIISIIIIIISIPIIDISIIIIIIN G!Upﬂi Tenddo - Profa Ana

Carpode Digmetio Farga Tensdo Forga Tensdo

Prova @Forga Max, (@Forga Max. @Ruphua {@Ruptura
{mri) N} {MPa) (N} [MPa)
CP1 12.0000 18857 167 166.92 148
Nimero CPs 1 1 1 1 1
Média 12.00 1886 1667 166.9 1476
Desv.Padido . . . . .
CoefVar (%] . . .
Minimo 12.00 1886 1667 166.3 1476
Maximo 12.00 188.6 1667 166.9 1476
Tabela 1

Além da alta resisténcia e da auséncia da toxidade em
relacgédo a cartilagem articular apresenta grande
oportunidade para utilizagdo substitutiva de ligamentos
lesados de joelhos.

Através da associacd3o de todos esses principios
observados em cada grupo de quatro animais sacrificados
para estudo e apds a conclusdo do experimento, confirmou-se
a capacidade desta membrana no desenvolvimento de tecido
conjuntivo pelo método utilizado.

Com tails resultados, concluimos estar diante da

descoberta de um modo de utilidade da membrana, inédito no
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meio cientifico.

A vantagem na utilizacdo deste método para
reconstrugdes ligamentares, como do ligamento cruzado
anterior do Jjoelho e de outras formas de aplicacdo do
material, é que ndo hd necessidade de mutilacdo de outro
tecido do organismo quando da reparacdo desses tecidos
lesados. As técnicas atuais para reparacdo ligamentar
incluem a retirada de enxertos removidos de tenddes
(quadricipital, semitendineo e gracil, e patelar) com
possiveis sintomas clinicos dolorosos associados ou nao a
processos inflamatdérios, no sitio doador ou perda da acgdo
muscular quando a retirada é total, comc no caso do
semitendineo e gracil. Uma outra vantagem da criacdo desse
método de reparo ligamentar é quando a lesdo é reincidente
no individuo, de forma que ja& foram retirados todos os
enxertos possiveis para seu tratamento ou ¢é uma lesdo.
complexa que envolve mais de uma estrutura articular.

As desvantagens do método ¢é a necessidade de dois
tempos cirUrgicos diante da reconstrucdo de ligamentos ou
tenddes lesados, pois a membrana por si sé é friadvel e de
fadcil ruptura no seu manuseio. Portanto, faz-se necesséario
nesses casos que exista uma agdo de forgas externas atuando
sobre a articulagdo ou estrutura do membro, o© preparo
prévio do material em sitio propicio que possa esperar a
metaplasia da membrana preenchida com a papa em tecido
conjuntivo resistente.

A técnica desenvolvida do invento j& fol experimentada
com sucesso em estudos pilotos desenvolvidos pelo grupo.
Hoje j& se tem a metodologia definida para iniciar os

estudos definitivos para confirmacdo dos resultados e
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avaliagdo dos tempos adequados para cada procedimento, afim
de divulgagdo de material, metodologia e resultados ao
mercado disponivel para comercializagdo com o minimo de
investimento necesséario.

Com essa metodologia constatamos estar diante de um
tecido neoformado com caracteristicas histoldgicas
semelhantes a ligamentos e com altissima resisténcia, capaz
de reforgcar ou mesmo reparar estruturas ligamentares;
apropriado na utilizacdo de lesbées parcial ou total dos
ligamentos cruzados anteriores nos joelhos e possivelmente,
em outras regides. Este resultado encontrado nunca foi
observado e descrito na literatura o gque torna esta
membrana, da forma como produzida e processada apds a
introdugdo de células mesenquimais, apdés filtragem e
diluigdo em hylano G-F20 e colocado em contato direto com a
superficie articular, gerar um outro material
biocompativel, com textura e resisténcia semelhantes a

ligamento articular e este produto ndo existe no mercado.
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REIVINDICAGOES
1. Método de utilizacdo de membrana de celulose

bacteriana 1intra articular sobre superficie lesada de

patela, caracterizado pelo fato de coletar de células

cartilaginosas e Osseas totipotentes no campo do tecido
musculoesquelético, raspadas de superficie osteocondral de
patelas.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a raspa é lavada em soro

fisioldédgico e embebida em sangue na forma de codgulos e
diluidos em hylano G-F 20 (Synvisc)
3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que a raspa é aplicada, de forma

inoculada, para o interior da membrana de celulose
bacteriana através de seringa de 20 ml e agulha 40 x 12 mm.
4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 3,

caracterizado pelo fato de que a membrana é produzida pela

bactéria Acetobacter xyllinus.
5. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de que a

membrana da bactéria Acetobacter xyllinus fol isolada na
forma de biofilme apds 72 a 96 horas de cultura e isolada
com solucdo de hipoclorito de sédio por 30 minutos, seguido
de lavagem exaustiva com 4gua destilada e depois
esterilizada em calor Umido a 122°C.

6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que

a membrana recolhida da bandeja de produgdo da bactéria
Acetobacter xyllinus possui espessura de 10 mm e ¢é

recortada no molde da 4&rea de superficie articular da
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patela.
7. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizado pelo fato

de que cinco ml da papa obtida é inoculada para o interior
da membrana pré-moldada na superficie articular da patela.
8. Método, de acordo com qualqgquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo

fato de que esse material preparado é transfixado com fios
catgut-0 na superficie articular da patela
9. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelo

fato de que 4 meses apds a transfixagdo ser realizada, a
preservacao da integridade da membrana com poucas
alteragdes das superficies articulares em contato direto
com a mesma foi observada.

10. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelo

fato de que 6 meses apds a transfixacdo ser realizada, a
preservacdo da cartilagem articular femoral em contato com
a membrana de celulose bacteriana e aderéncia total ao
tecido 6sseo da patela foi observada.

11. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9 ou 10,

caracterizado pelo fato de ndo mutilar outro tecido do

organismo quando da reparagdo dos tecidos lesados.
12. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11,

caracterizado pelo fato de gerar um tecido neoformado com

caracteristicas histoldgicas semelhantes a ligamentos e com

altissima resisténcia.
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