1 INTRODUCAO

1.1 Articulagéo sinovial

A articulacdo sinovial é composta pela interacdo entre duas superficies
cartilaginosas congruentes. A cavidade articular é contida pela membrana de tecido
sinovial. Na camada intima da membrana sinovial sdo encontradas células
especializadas denominadas sinovidcitos, responsaveis pela producdo do liquido
sinovial (MCCULLOCH et al., 2017) (Figura 1). O liquido sinovial atua como meio de
lubrificacdo, diminuindo o coeficiente de atrito e permitindo a nutricdo do tecido

cartilaginoso por difusdo. O adequado funcionamento das articulacdes sinoviais

depende da interacdo e integridade de todos seus componentes (SOPHIA et al.,

2009).
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Figura 1. Anatomia da articulac&o sinovial. (Modificado de McCULLOCH et al., 2017).

Membrana Sinovial

1.1.1 Cartilagem articular hialina

A cartilagem hialina esta presente nas articulacdes sinoviais do esqueleto
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humano. Tal tecido altamente especializado € caracterizado por alto percentual de
agua, permitindo o fluxo constante de solutos no meio extracelular auxiliando a
absorcdo das forcas compressivas que atuam nas articulacdes sinoviais de carga
(quadril, joelho e tornozelo) (SOPHIA et al.,, 2009). Seu baixo coeficiente de atrito
favorece a distribuicdo das forcas atuantes na cartilagem articular hialina sem que
ocorra desgaste abrasivo entre suas superficies durante o movimento (JACKSON et
al., 2001). O percentual de agua presente na cartilagem hialina varia entre 65 e 85 %
do seu volume total. Sua distribuicdo ndo ocorre de modo uniforme, estando em maior
concentracdo na camada superficial da cartilagem (SOPHIA et al., 2009).

Os condrécitos representam cerca de 2 e 5% do peso seco da cartilagem
articular hialina. Sao originados a partir das células mesenquimais indiferenciadas
(CMI), sendo responsaveis pela sintese e manutencdo dos componentes da matriz
extracelular (MEC) e atuando como agentes reguladores da homeostase (equilibrio)
articular (MCCULLOCH et al., 2017). A atividade celular dos condrécitos é controlada
por estimulos bioquimicos secretados por fibroblastos presentes na camada intima da
membrana sinovial (MCCULLOCH et al., 2017). Os condrdcitos séo células com baixa
atividade celular, justificando em parte o baixo potencial de regeneragcao do tecido
apos a ocorréncia de les6es (JACKSON et al., 2001).

Os componentes néo celulares da cartilagem hialina podem ser divididos em
proteinas colagenas e ndo colagenas. Dentre as proteinas colagenas, a principal é
representada pelo colageno tipo Il (COL II), formada por trés cadeias alfa em tripla
hélice. Além do COL I, estéo presentes também os colagenos tipo V, VI, IX, X, XI, XII,
XIV em menores proporcbes (SOPHIA et al.,, 2009). Os proteoglicanos sao
componentes da MEC em conjunto com as proteinas colagenas, constituindo até 12%

do peso seco, sendo divididos em grupo carboxila e grupo sulfatado (sulfato de
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queratan / sulfato de condroitina) (JACKSON et al., 2001). Tais macromoléculas tem
sua concentracdo aumentada na camada profunda do tecido cartilaginoso e proximo
ao 0sso subcondral. As cargas eletronegativas dos componentes sulfatados séo
responsaveis pelo fluxo e manutencdo de agua dentro da MEC, fornecendo
resisténcia as forcas de compressao exercidas sobre o osso subcondral (TYYNI e
KARLSSO, 2000). A molécula de acido hialurénico possui papel fundamental na
manutencdo estrutural da MEC. Proteinas de ligacdo conectam as moléculas de
hialuronato as cadeias de sulfato de queratan e sultafo de condroitina dispostas em
formato de ‘escova’, formando macromoléculas chamadas de agrecana. A associacao
entre 0s mondmeros de agracan e as moléculas de acido hialurébnico formam em
conjunto com as fibras colagenas o arcabouco estrutural da MEC responsavel pela

integridade do tecido cartilaginoso (JACKSON et al., 2001) (Figura 2).

Acido Hialurénico

... Mmondmeros de

\ \ agrecanaa

Figura 2. Componentes da matriz extracelular da cartilagem articular. Os mondémeros de sulfato
de condroitina e sulfato de queratan formam a macromolécula de agregan. A associacéo da agrecana
com as fibras de colageno tipo Il e a molécula de &acido hialurénico sdo responsaveis pela integridade
da matriz extracelular. (Modificado de Jackson et al., 2001).

As forcas mecéanicas, quando aplicadas de modo continuo na cartilagem

sinovial, geram altera¢c@es estruturais na MEC, levando a diminuigdo da concentracao

de proteoglicanos e a inducao de morte celular programada dos condrdcitos presentes
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na camada superficial (LEWIS et al., 2003). As alteracdes estruturais na cartilagem
sinovial ocorrem de acordo com a magnitude das forcas aplicadas, assim como a
frequéncia dos picos de pressédo sobre a articulacdo, ocorrendo principalmente na

camada superficial do tecido cartilaginoso (MILENTIJEVIC e TORZILLI 2005).

1.1.2 Camadas da cartilagem articular

Microscopicamente, a cartilagem articular é dividida em quatro camadas com
caracteristicas distintas (PRITZKER et al., 2006) (Figura 3). A camada superficial é
caracterizada pela presenca de fibras de COL Il dispostas de modo paralelo em
contato com proteinas de colageno tipo IX, conferindo resisténcia tipica as forcas de
cisalhamento. (JACKSON et al., 2001; SOPHIA et al., 2009). A camada superficial da
cartilagem articular é coberta por tecido hialino acelular, denominado ‘lamina
splendens’ (MACCONAILL et al., 1951).

A camada intermediaria é composta por condrécitos de formato esférico,
isolados por fibras colagenas dispostas de modo obliquo, conferindo a essa regido
maior resisténcia as forcas compressivas e auxiliando também na distribuicdo de
carga para a camada profunda. Abaixo da camada intermediaria encontra-se a
camada profunda, onde as fibras de colageno se encontram com uma orientacao
perpendicular em relacdo a camada de cartilagem calcificada, conferindo resisténcia
as forcas de compresséo. Por fim, a camada de cartilagem calcificada possui a zona
descrita como linha de transicéo. Tal estrutura separa a cartilagem articular do osso
subcondral, conferindo forcas de adesdo, para evitar o destacamento do tecido

cartilaginoso do osso subjacente (JACKSON et al., 2001; SOPHIA et al., 2009).
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Figura 3. Camadas da cartilagem articular. (Modificado de Pritzker et al., 2006).

1.2 Articulacéo do joelho

A articulagao do joelho possui seis planos de movimento, sendo estes divididos
em dois grandes grupos. Um grupo composto por movimentos rotacionais: flexao-
extensao, rotagao interna-externa e rotagdo em varo-valgo. Enquanto o outro grupo &
formado pelos movimentos de translacdo: anterior-posterior, medial-lateral e
compressao-distracdo (HIRSCHMANN et al., 2015). A ampla mobilidade articular
associada a constante solicitacdo durante a pratica esportiva, torna a articulacéo do
joelho foco de inumeras lesdes. As lesbes osteocondrais (LO) na cartilagem do joelho
estdo associadas a dor, derrame articular, bloqueio mecanico da articulagdo e
degeneragao precoce da superficie articular (SAFRAN e SEIBER, 2010).

Visando melhorar a acuracia diagnéstica e padronizar opgdes de tratamento
para as LO, foi elaborada uma classificagao para estas lesdes identificadas durante o
procedimento de artroscopia (exame endoscoépico do interior de uma articulagéo) do

joelho, sendo classificadas do tipo | ao tipo IV de Outerbridge (RODRIGUEZ e GOMEZ

2010) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo artroscopica de Outerbridge das lesdes osteocondrais na articulacdo
do joelho. (Modificado de Merchan e Cardero 2010).

Grau Patologia
I Amolecimento e edema da cartilagem articular
Il Fragmentacdo e fissura afetando uma area < 0.5 polegadas
11 Fragmentacdao e fissura afetando uma area > 0.5 polegadas
\ Erosao da cartilagem até o osso subcondral

A Sociedade Internacional de Reparo da Cartilagem (International Cartilage
Repair Society - ICRS) elaborou sua classificagdo modificando a descrigao
previamente elaborada por Outerbridge (BRITTBERG e WINALSKI, 2003). Os autores
buscaram subdividir os critérios descritos anteriormente e avaliar a integridade 6ssea

adjacente a superficie articular (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo da ICRS para diagnéstico das lesdes osteocondrais. (Modificado de

BRITTBERG e WINALSKI, 2003).

Descricao

Subgrupo

Grau 0 Cartilagem normal

Cartilagem intacta

Grau 1

Amolecimento da cartilagem,
fissuras, lesdes superficiais,
laceracoes.

1A Leséao superficial ou
amolecimento

1B Fissuras superficiais e laceracdes

Perda da cartilagem com extensao
maior que 50% de profundidade,
incluindo a camada de cartilagem
calcificada

Grau 2 Lesodes, fissuras com extensdo
menor que 50% de profundidade
Grau 3 3A >50% sem acometer a camada

de cartilagem calcificada

3B lesdo abaixo da camada de
cartilagem calcificada

3C sem acometer a placa de 0sso
subcondral

3D >50% com cistos subcondrais

Grau 4
Lesédo de espessura total com
exposicao do osso subcondral

4A defeito 6sseo até a placa
subcondral

4B defeito 6sseo abaixo da placa
subcondral
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1.3 Incidéncia de lesbes osteocondrais na articulacdo do joelho

Diversos estudos foram realizados para identificar a incidéncia das LO na
articulagéo do joelho (MAFFULLI et al., 1993; CURL et al., 1997; AROEN et al., 2004).
Em uma populagéo de 993 pacientes com idade média de 35 anos foram identificadas
LO de espessura total (Grau IV de Outerbridge) em 11% dos mesmos durante a
cirurgia de artroscopia do joelho (AROEN et al., 2004). Realizando a revisao do relato
operatorio de 31.516 artroscopias de joelho, foram identificadas LO em 63% dos
pacientes operados. Os autores ndo relataram a dimensao das lesdes dos pacientes
que tinham sintomas decorrentes do dano articular (CURL et al.,, 1997). Ao serem
avaliados 106 pacientes do sexo masculino com hemartrose (presenga de sangue na
articulagdo) associada a trauma esportivo no joelho foi identificada a presenga de LO
em 18 % dos casos durante o ato cirurgico (MAFFULLI et al., 1993).

Um grupo de atletas com LO no joelho submetidos a reconstru¢ao do ligamento
cruzado anterior foi acompanhado durante 12 anos visando avaliar a histéria natural
dessas lesées. O tamanho médio das LO foi de 1.7 cm? Todas as lesbes
apresentavam comprometimento maior que 50 % da espessura articular (grau Il de
Outerbridge). Ao final do seguimento nao foi identificada diferenga na capacidade de
realizar atividades esportivas entre os pacientes com ou sem lesdo articular,

demonstrando a natureza benigna das LO menores que 2,0cm? (JARI et al., 2003).

1.4 Tratamento das lesdes da cartilagem articular

O tratamento das LO é dividido em métodos que culminam na formacao de
tecido fibrocartilaginoso com predominio de colageno tipo | e lll, ou que sejam capazes

de restaurar a superficie articular com cartilagem hialina formada predominantemente
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por COL Il (RICHTER et al., 2016). As técnicas de microfratura e nanofratura sao
procedimentos de reparo da cartilagem através da formacéo de fibrocartilagem na
area lesionada. Os métodos capazes de restaurar a presenca de cartilagem hialina
tipica sdo o transplante autélogo osteocondral (TAO), o transplante osteocondral
aléogeno (TOA) e o transplante autélogo de condrdcitos (TAC) (BRITTBERG e
WINALSKI 2003; MITHOEFER et al., 2005; RICHTER et al., 2016). O tecido
fibrocartilaginoso possui menor resisténcia as forgcas de compressao e cisalhamento,
diminuindo a capacidade de absorgao de carga levando a degeneracao articular
precoce (BRITTBERG, 2010; RICHTER et al., 2016). O método a ser utilizado
depende da pratica do cirurgido, do tamanho da lesdo e da integridade do 0sso
subcondral (RICHTER et al., 2016) (Tabela 3). Em pacientes abaixo de 50 anos e
ativos, o procedimento de artroplastia total do joelho (ATJ) possui resultados
insatisfatorios associado a falha precoce e maior percentual de insatisfacdo do

paciente (HARRYSSON et al., 2004, KEENEY et al., 2011).

Tabela 3. Técnicas de reparo ou restauragdo da cartilagem articular de acordo com as
dimensdes da lesdo osteocondral. (Modificado de RICHTER et al., 2016).

Tamanho da lesao em cm? Procedimento indicado
<20 Microfratura / TAO?
2-4 TAO / TAC
>4,0 TAC/ TOAP

TAO (transplante autélogo osteocondral), TAC (transplante autélogo de condrdécitos), TOA (transplante
osteocondral alégeno). @ Pacientes de alta demanda. ® Perda ou deformidade 6ssea.

1.4.1 Procedimentos de reparo por estimulacdo da medular

A técnica de microfratura é realizada através de microperfuragcbes no 0sso

subcondral. Tal procedimento cria um meio de comunicag¢ao entre o tecido medular
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0sseo e a zona de lesao cartilaginosa. Com isso, espera-se que haja a chegada de
células mesenquimais indiferenciadas (CMI), as quais passariam por diferenciagao
tornando-se condrécitos (STEDMANN et al., 1997) (Figura 4). O procedimento esta
relacionado a melhora da dor e fungéo da articulagdo do joelho quando realizado em
lesdes menores que 2,0cm? (STEDMANN et al., 2008). Amaturacgao do tecido formado
pode demorar até 1 ano apds o procedimento, tornando a técnica inviavel para
pacientes que pretendem retornar a pratica esportiva competitiva (SETH et al., 2014).
As vantagens relacionadas ao procedimento sdo seu baixo custo, pouca morbidade

cirurgica e a facilidade técnica para sua realizacéo (RICHTER et al., 2016).

ponteira de
microfratura

microperfuragoes
na camada de cartilagem
calcificada

— :0..1,-

-0 e ...
.0.00.-..’.'. ..‘.:

0sso subcondral

Figura 4. Técnica de microfratura. Apos a regularizagdo dos bordos da lesdo uma ponteira de
microfratura é utilizada para realizar microperfuragdes permitindo a chegada de células mesenquimais
indiferenciadas na zona de lesdo. (Modificado de JACKSON et al., 2001).

A tomografia computadorizada foi utilizada para avaliar o resultado apés o
reparo de LO no joelho com a técnica de microfratura em modelos animais. Apds 6
meses foram identificados cistos subcondrais em 63% dos espécimes e ostedfito
(formacao éssea ectopica) intralesional em 26% dos casos. Os achados descritos séo
vistos como alteragdes degenerativas caracterizando a falha do procedimento (ORTH
et al, 2012). A técnica de microfratura foi recentemente criticada pela limitada
penetracdo ao osso subcondral e por compactar as trabéculas 6sseas, obstruindo a

microvascularizagdo e limitando a chegada de CMI na lesdo. Tais achados sao
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relacionados a formacdo de tecido fibrocartilaginoso com limitado potencial
terapéutico (ZEDDE et al., 2016).

Com objetivo de melhorar os resultados da técnica de microfratura, foi
desenvolvido o principio da nanofratura. Neste procedimento um dispositivo metalico
com 1mm de didametro realiza nanoperfuragdes no osso subcondral com 9 mm de
profundidade. A analise radiolégica por microtomografia computadorizada comprovou
a melhor penetragado no osso medular sem a obstrugéo da microcirculagao local com

a técnica de NF em modelo animal (ZEDDE et al., 2016).

1.4.2 Transplante autélogo osteocondral

O TAO foi descrito como procedimento capaz de restaurar LO com cartilagem
hialina nas articulagdes sinoviais de carga. Na presenca de lesdo de até 1,0 cm?, um
unico fragmento € transplantado. Para o tratamento de lesdes maiores, multiplos
fragmentos podem ser transplantados. Apos a visualizagao da leséo e a delimitagao
de sua dimensdo, um ou mais fragmentos cilindricos sdo retirados da superficie
lesionada. No segundo ato cirurgico, o tecido a ser transplantado é retirado da porgao
superior lateral ou medial da tréclea femoral e colocado sobre pressdo no local da
les&o. A regido proxima ao intercondilo femoral também pode ser utilizada como fonte

de tecido osteocondral para o procedimento (HANGODY e FULES, 2003) (Figura 5).
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Figura 5. Técnica de transplante autdélogo osteocondral. Potenciais zonas doadoras (setas pretas)
Transplante do tecido osteocondral apds regularizacéo da zona receptora (seta vermelha). (Modificado
de JACKSON et al., 2001).

O TAO possui a vantagem de restaurar a superficie articular com cartilagem e
matriz composta por COL Il. Como desvantagens sao citadas a morbidade associada
a regiao doadora, a incapacidade de preencher lesbes com perda 6ssea associada e
a hemartrose na articulagdo (HANGODY e FULES, 2003). Os melhores resultados do
TAO sao descritos no tratamento de lesbes osteocondrais contidas por tecido
cartilaginoso integro na area de carga do céndilo medial do joelho (GRACITELLI et
al., 2016).

O acompanhamento de 112 pacientes pelo periodo médio de 26 meses apds a
realizagdo de TAO para LO n&o traumaticas no joelho (BALTZER et al., 2016). Amédia
de idade da populacdo estudada foi de 48 anos. Ao final do seguimento, houve
melhora significativa funcional medida pelo escore de WOMAC (Western Ontario and
McMaster Universities Osteoarthritis) (BELLAMY et al., 1988), assim como a
diminuicdo da dor medida pela escala visual analégica nos pacientes operados. O
tamanho da lesédo, assim como o numero de fragmentos transplantados nao tiveram
relagdo com o resultado. As lesdes na superficie articular da patela foram relacionadas

aos piores resultados.
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1.4.3 Transplante aut6logo de condrécitos

A técnica de TAC foi desenvolvida visando restaurar LO de diferentes
dimensdes com cartilagem hialina. A técnica cirdrgica consiste na retirada de um
fragmento osteocondral do céndilo femoral, fora de sua area de carga, como fonte
autologa de condrdcitos. ApoOs essa etapa, os condrécitos sdo isolados e cultivados in
vitro por 21 dias. No segundo ato cirdrgico, uma membrana de periésteo retirada da
porgcdo proximal da tibia é colocada recobrindo a leséo cartilaginosa, sendo fixada
com sutura simples (posteriormente modificada pela vedagéo com selante ou cola de
fibrina). ApGs estabilizada a membrana de periésteo, os condrdcitos cultivados sé&o
injetados no local (BRITTBERG et al., 1994) (Figura 6). A membrana de periésteo
teria a acdo de cobrir a area transplantada e estimular a proliferacdo celular dos
condrdcitos (PETERSON et al., 2002). ApGs a descricdo original, o procedimento foi
reproduzido com bons resultados por outros pesquisadores (MINAS, 2001; MICHELI

et al., 2001; FARR, 2007).

O primeiro resultado do TAC descrito na literatura avaliou histologicamente o
tecido 2 anos apés o procedimento em uma populacdo de 33 pacientes, cuja média
de idade era de 27 anos (BRITTBERG et al.,, 1994). As lesbes tratadas nao
ultrapassavam a extensdo do osso subcondral e tinham a dimenséo entre 1,6 e 6,5
cm?2. Os autores observaram os melhores resultados em casos de LO traumaticas no
condilo femoral. A bidpsia tecidual identificou a formacdo de fibrocartilagem ou

cartilagem hialina Tike’.
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Figura 6. Técnica de TAC de primeira geracao. Apods a retirada de um fragmento osteocondral fora da
area de carga do joelho, os condrdcitos sdo isolados e cultivados in vitro sendo inseridos na regido da lesdo e
contidos por periésteo. (Modificado de BRITTBERG et al., 1994).

Um estudo prospectivo randomizado comprovou melhores resultados
funcionais relacionados a técnica de TAC de primeira geracdo, quando comparada ao
TAO (BENTLEY et al., 2003). Os autores identificaram melhora das queixas algicas
em 88% dos pacientes submetidos ao TAC. O grupo submetido a técnica de TAO
obteve bons resultados em 69% dos casos. Segundo os autores, os melhores
resultados foram no tratamento das LO localizadas no céndilo femoral medial. Outro
estudo randomizado, com 15 anos de seguimento, selecionou 80 pacientes
portadores de LO crbnicas no joelho para comparacdo dos resultados entre as
técnicas de microfratura e TAC de primeira geragdo. Segundo a classificacdo
radiografica de Kellgren e Lawrence (KELLGREN e LAWRENCE, 1957) 50% dos
pacientes tinham osteoartrite ao final do seguimento. Nao houve diferenca entre os
grupos em relagédo a funcdo do joelho operado e & escala visual analdgica de dor

(KNUTSEN et al., 2007).
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Apos o trabalho inicial inovador de Brittberg et al. 1994, modificacdes na técnica
visaram o aprimoramento do TAC. A segunda geracdo do procedimento foi
caracterizada pela utilizacdo de membrana sintética composta por colageno tipo | e
colageno tipo Ill, substituindo a funcéo do tecido periostal. O procedimento é chamado
de transplante de condrécitos autdlogos induzidos por matriz. Os condrécitos
cultivados in vitro sdo colocados sobre uma membrana de colageno. As células sao
entdo estabilizadas na membrana e todo o tecido é transplantado no local da leséo

durante o segundo procedimento cirdrgico (BRITTBERG, 2010) (Figura 7).

Figura 7. Membrana de colageno para TAC de segunda geragcdo. Apés a fixacdo das células
cultivadas in vitro na mebrana de colageno, a mesma é colocada na area de LO no segundo ato
cirdrgico. (BRITTBERG, 2010).

Os resultados entre as técnicas de primeira e segunda geracao de TAC foram
avaliados de modo prospectivo, randomizado e controlado (BARTLETT et al., 2005).
Foram selecionados pacientes com a idade média de 33 anos, com lesfes de 6,0 cm?
em meédia. Uma bidpsia do tecido transplantado identificou presenca de cartilagem
hialina 7ike’ ou fibrocartilagem em 43,9% dos pacientes tratados com a técnica de
primeira geracdo e em 36,4% dos tratados com a técnica de segunda geracdo. Apos
dois anos de seguimento, os autores ndo encontraram diferenca funcional entre os
grupos. Sao descritas quatro complicacdes associadas ao TAC, independente da

técnica utilizada: hipertrofia do tecido transplantado, delaminacdo, regeneracéo
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insuficiente e alteracdes de incorporacgao junto a area receptora do transplante. Tais
alteracbes comprometem de modo irreversivel o resultado do procedimento

(NIEMEYER et al., 2008).

1.4.4 Transplante osteocondral alégeno

O TOA representa a unica opgao de tratamento capaz de repor o estoque 6sseo
e restaurar a superficie articular com cartilagem hialina. O procedimento € utilizado
também nos casos de falha apds a tentativa de outros procedimentos para tratamento
das LO (ZOUZIAS e BUGBEE 2016; DHOLLANDER et al., 2016). A principal indicagéo
para o TOA é a presenca de lesédo osteocondral focal com didametro superior a 2,0 cm?,
associada a sintomas algicos em articulagdes sinoviais de carga. Os melhores
resultados do procedimento estdo relacionados a lesbes focais no condilo femoral
medial (LAPRADE et al., 2009; GRACITELLI et al., 2015 C; ZOUZIAS e BUGBEE
2016; DHOLLANDER et al., 2016). A técnica cirurgica consiste na retirada de um
cilindro de tecido osteocondral de um doador de tecido musculoesquelético e posterior

transferéncia do mesmo para area de lesédo do paciente (WINSLOW e COLE 2005 B)

(Figura 8).

Figura 8 Técnica de transplante de aloenxerto osteocondral. Fragmento de condilo femoral de
doador de tecido musculoesquelético (A). Visualizagcdo intraoperatdria de lesdo osteocondral na
articulacdo do joelho (B). Regularizagdo da lesé@o para realizagcdo do TOA (C). Aspecto final apds a
realizacdo do TOA (D). (Modificado de Winslow e Cole 2005 B)
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A primeira série de casos descrita avaliou os resultados do TOA como opcao
para evitar o procedimento de ATJ. Os autores realizaram o TOA em oito pacientes
com idade entre 52 e 75 anos. Os pacientes foram submetidos ao transplante do
condilo tibial com tecido osteocondral preservado a 4°C, chamado de transplante
osteocondral a fresco (TOF) (GROSS et al., 1975). O mesmo grupo de pacientes foi
reavaliado ap6s 22 anos de seguimento. Sessenta e nove porcento pacientes
mantiveram boa funcdo da articulacdo do joelho sem precisarem de outro
procedimento cirargico. A técnica de TOA comprovou bons resultados a longo prazo
para o tratamento de LO de grandes dimensdes em pacientes e ativos (RAZ et al.,
2014; ASSENMACHER et al. 2016). Com a evolucao da técnica cirurgica, o TOA foi
realizado para o tratamento da osteoartrite pds-traumatica em diferentes regiées do
joelho (GRACITELLI et al., 2015 A). Trinta e nove pacientes com média de idade de
34 anos foram acompanhados durante o periodo médio de 6,6 anos. O transplante foi
realizado no plato tibial (74,3%), condilo femoral (15%) e patela (10%). Dezenove
casos (49%) precisaram de um segundo procedimento cirargico. Dez casos foram
considerados como falha do procedimento (26%). Os piores resultados foram em
lesbes na cartilagem patelar.

Cento e trinta e cinco pacientes com osteocondrite dissecante juvenil, com
média de idade de 21 anos, foram avaliados ap0s a realizagdo de TOA (SADR et al.,
2016). O tecido transplantado teve em média 7,3 cm?2. Trinta e quatro pacientes (23%)
precisaram de um segundo procedimento cirirgico. Apos avaliacao funcional objetiva,
95% dos pacientes ficaram satisfeitos com o procedimento ao final do seguimento
(média de 6,3 anos).

A capacidade de retorno a pratica esportiva apés TOA na articulagao do joelho

€ um tema discutido na literatura. Durante um seguimento médio de 2,5 anos, em uma
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populagdo composta por atletas recreacionais, a capacidade de retorno ao mesmo
nivel de atividade foi de 79% apdés o TOA na articulagdo do joelho. Os fatores
relacionados ao nao retorno ao esporte foram a idade acima de 25 anos e sintomas
por mais de 12 meses (KRYCH et al., 2012).

Em uma revisao sistematica da literatura, que avaliou a capacidade de retorno
ao esporte como desfecho apds as diversas técnicas de reparo ou restauracéao da
cartilagem, ndo foram encontradas diferengas com significancia estatistica entre os
procedimentos descritos para o tratamento das LO. O retorno ao mesmo nivel de
atividade esportiva foi em média de 72% (CAMPBELL et al., 2016).

O TOA representa a principal técnica de restauragao da cartilagem utilizada
para revisao apos falha de outros procedimentos descritos para tratamento das LO na
articulagao do joelho. Os fatores relacionados a falha dos procedimentos sdo: mau
alinhamento do membro inferior, defici€éncia meniscal, instabilidade articular, tamanho
da lesdo, integridade do osso subcondral adjacente e lesdes localizadas na
articulagao da patela ou tréclea femoral (GRACITELLI et al., 2015 B; DHOLLANDER

et al., 2016).

1.5 Preservacdao do tecido osteocondral humano

A preservacédo do tecido osteocondral humano representa um fator chave no
sucesso do TOA nas articulacdes sinoviais. O tempo de armazenamento, assim como
0S meios de preservacao utilizados, estao relacionados a manutencao da viabilidade
dos condrdcitos apds o procedimento (DE CARO et al., 2015; SCHMIDT et al., 2017).
Para que seja viavel a realizacao do TOA é preciso aguardar o periodo minimo de 14

dias para que sejam realizados os exames sorol0gicos necessarios para prevenir a
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transmissao de doencas ao receptor do tecido (SHERMAN et al., 2014; COOK et al.
2016).

A temperatura de 4°C é a mais utilizada para a preservacdo de tecido
osteocondral em humanos ou modelos animais (SHERMAN et al.,, 2014). O
resfriamento tecidual abaixo da temperatura corporea média de 37°C induz a
diminuicdo do metabolismo celular dos condrdcitos, levando ao menor consumo dos
nutrientes fornecidos pelo meio de preservacao utilizado (PEARSALL et al., 2004). O
armazenamento nas temperaturas de 25°C e 37°C demonstrou-se eficaz quanto a
manutencdo da viabilidade celular e seguro no que diz respeito a colonizacao
bacteriana local em modelos animais (PALLANTE et al., 2009; GARRITY et al., 2012;
COOK et al., 2014).

Diversas solucdes para preservacao de tecido osteocondral foram avaliadas
na literatura em diferentes modelos de estudo e com metodologias distintas de
controle quanto a viabilidade do tecido. Os trabalhos iniciais avaliaram o uso de soro
fetal bovino (SFB), comprovando sua eficacia quanto a manutencdo da viabilidade
celular adequada em modelo animal apés 15 dias a 4°C. (BALL et al.,, 2004;
PENNOCK et al., 2006; EMMERSON et al., 2007; DONTCHOS et al., 2008). O SFB
€ composto por fatores de crescimento, aminoacidos, hormonios, lipideos e acucares.
Entretanto, seu uso pode estar associado a reacédo imunologica local, assim como a
transmissdo de doencas (PENNOCK et al., 2006). Agregados celulares contendo
linfocitos, mondcitos e células plasmaticas foram identificados apos o TOA com meio
contendo SFB. Tal achado sugere que o mesmo possa induzir a resposta imune local,
culminando em inflamagéo, necrose tecidual e colapso do enxerto (MALININ et al.,
2006). Visando evitar reacao inflamatoria local, assim como o risco de transmissao de

doencas, os meios de cultura celular sem soro (MCCS) passaram a ser utilizados em
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pesquisas para avaliacao da viabilidade celular dos condrécitos em modelos animais
(WILLIAMS et al., 2005; DONTCHOS et al., 2008; TENG et al., 2008; GARRITY et al.,
2012; JIANHONG et al., 2016).

Os achados histologicos e a viabilidade celular de fragmentos osteocondrais
(FO) retirados da articulacdo do joelho de cachorros foram comparados utilizando-se
o dia zero da eutanasia como grupo controle. Os FO foram preservados em MEM®
(Minimal Essential Médium) suplementado com SFB, L-glutamato e mantidos a 4°C.
A andlise de viabilidade celular identificou 97%, 89% e 78% de condrocitos viaveis
apos 14, 21 e 28 dias de armazenamento, respectivamente. Os autores concluiram
gue o TOA pode ser realizado mesmo apdés 4 semanas de preservacdo na
temperatura de 4°C (WILLIAMS et al., 2005).

A variacao do pH foi analisada in vitro durante a preservacéo de FO de bovinos
(DONTCHOS et al., 2008). Apds o isolamento, os condrécitos foram cultivados em
solugcdo contendo DMEM/F-12® (Dulbecco's Modified Eagle Medium/ Nutriente
Misture F-12). O grupo controle foi mantido em ar ambiente enquanto o grupo
experimental foi mantido em didxido de carbono (CO2) a 5%. Os autores encontraram
uma maior viabilidade celular com significAncia estatistica no grupo experimental,
concluindo que a preservacéo de tecido osteocondral humano sobre CO2 a 5% deve
ser utilizada nos bancos de tecidos. A exposi¢cao ao COz levaria a normaliza¢ao do pH
do meio de preservagao levando ao aumento da viabilidade celular dos condraécitos.

A agéao catabolica do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Insulin-
like growth fator, IGF-1) sobre a viabilidade celular dos condrécitos foi analisada de
como comparativo com os efeitos do inibidor de apoptose celular ZVAD-fmk®. As
amostras analisadas foram retiradas do fémur distal de bovinos adultos. O tecido foi

preservado a 4°C. Cinco grupos foram elaborados: ringer lactato (RL), DMEM®,
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DMEM® com IGF-1, DMEM® com ZVAD-fmk® e DMEM/F12® suplementado com o
meio preconizado pela Musculoskeletal Transplant Foundation (MTF®). Apés 14 dias
de preservagdo, apenas o grupo DMEM/F12® suplementado com meio da MTF
apresentou mais de 86% de condrdécitos viaveis. A utilizacdo de IGF-1 recombinante,
assim como o ZVAD-fmk® ndo demonstraram beneficio mantendo uma viabilidade de
58,6% e 62,5% respectivamente (TENG et al., 2008).

A troca do meio de preservacdo a cada 7 dias foi avaliada em modelo animal
(LINN et al., 2011). Dois grupos de FO preservados a 4°C foram comparados. O
inibidor do fator de necrose tumoral Etarnecept® foi adicionado no grupo experimental,
enquanto o grupo controle utilizou DMEM® suplementado com L-glutamina e
aminoéacidos. Apos 28 dias ndo foi encontrada diferenca com significancia estatistica
entre o percentual de células viaveis entre os grupos. O uso de inibidor do Tumor
Necrosis Factor a (TNFa), assim como a troca do meio de preservacdo nhao
demonstraram beneficios quanto a viabilidade celular das amostras avaliadas.

Outro estudo avaliou o efeito da troca do meio de preservacao em FO retirados
de caprinos (JJANHONG et al., 2016). O meio foi trocado a cada dois dias. O grupo
controle ndo foi submetido a troca do meio. A viabilidade celular foi significativamente
maior no grupo onde houve a troca do meio de preservagédo mantido a 4°C.

A Universidade de Missouri, em Columbia, padronizou a temperatura de 25°C
para preservagcao de FO humanos. Os estudos iniciais avaliaram FO de caninos
adultos, comparando as temperaturas de 4°C e 37°C (GARRITY et al., 2012). O tecido
foi armazenado por 56 dias em solugdo contendo DMEM®. Os melhores resultados
quanto a viabilidade celular foram encontrados no tecido preservado a 37°C. A
incidéncia de contaminacgéo bacteriana nao teve diferenca entre os grupos estudados.

Apos os resultados descritos, 0 mesmo grupo avaliou a preservacdo de FO na
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temperatura de 25°C (COOK et al., 2014). Como grupo comparativo, utilizou-se o
tecido preservado a 4°C. O meio para preservagcao osteocondral utilizado foi
desenvolvido pelo laboratério proprio, Missuri Osteochondral Allograft Preservation
System® (MOPS), enquanto o grupo controle utilizou o meio de preservagao tecidual
sem soro. As amostras foram avaliadas ap6s 28 e 60 dias de preservagao. Ao final do
estudo o grupo preservado com o meio MOPS mantido a 25°C apresentou uma
viabilidade celular significativamente maior que o grupo controle, chegando a 82,9%
de condrocitos viaveis apos 28 dias. Nao houve incidéncia de contaminagao
bacteriana nas amostras. Os autores consideram que a temperatura de 25°C esta
associada a maior viabilidade tecidual no momento do TOA.

A suplementagao de acido hialurénico em diferentes pesos moleculares (800
kDa,1900 kDa,6000 kDa) foi avaliada em conjunto com o meio da University of
Wisconsin (UW), CoStorSol® (Cold Storage Solution) em FO mantidos a 4°C. Sua
agao como adjuvante na preservagao celular estaria relacionada aos possiveis efeitos
anti-inflamatérios e possivel inibigdo do processo morte celular programada
(LISIGNOLI et al., 2001; OZAWA et al., 2015). Na concentracdo de 800 kDa houve
aumento significativo na viabilidade celular em relagéo ao grupo controle. Entretanto,
0 uso de acido hialurénico ndo foi associado ao percentual de viabilidade celular
desejada na preservacgao de FO (YAMADA et al., 2015).

O grupo da universidade de Kitasato no Japao, avaliou o efeito do uso de soro
alégeno sobre a viabilidade celular de condrdcitos em ratos Sprague-Dawley. O meio
de preservacéo utilizado continha fosfato de dexametasona, insulina e CoStorSol® Os
fragmentos foram preservados a 4°C. No grupo com concentragao de soro alégeno a
10%, a viabilidade celular foi significativamente superior quando comparada ao grupo

sem adicao do mesmo apds 14 dias de armazenamento. Os autores sugerem que a
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presenca da albumina, horménios, fatores de crescimento, assim como agentes
antioxidantes encontrados no soro alégeno teriam efeitos benéficos na preservagao

de FO (ONUMA et al., 2012).

Os trabalhos avaliando os diferentes meios de preservacgao, temperatura e

metodologia de pesquisas sdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Resultados dos estudos avaliando os diferentes meios de preservacao celular,
indicando a temperatura de preservacgao tecidual, tempo de armazenamento e o percentual de
células viaveis obtido.

Autor Meio Suplemento Temperatura Tempo Viabilidade celular
experimental (Dias) Resultados
Williams et DMEM® SFB 10%, 4°C 8 98%
al. 2005 (troca 2 dias) L - glutamina, 15 80%
AA
45 64%
Ball et al. Ringer Lactato L - glutamina, 4°C 14 80%
2004 (troca 48/72hs) | AA 28 29%
DMEM® 4°C 14 90%
(troca 48/72h5) 28 83%
Williams et MEM® SFB 10%, 4°C 14 97%
al. 2005 (troca 7 dias) L-glutamina 21 89%
28 78%
Malinin et al. RPMI-1640® SFB (10%) 4°C 7 Celularidade e
2006 matriz
preservadas
4°C 14 Celularidade
preservada
Alteragcbes na
matriz
4°C 21 Alteracbes
degenerativas
Pennock et SFB 10% NI 4°C 28 67%
al. 2006
MEM® AA, 4°C 28 23%
L-glutamina
Dontochos et | DMEM/F -12® SFB 10% 4°C 14 68% (camada
superficial)
al. 2008 DMEM + SFB 10% 4°C 14 83% (camada
HEPES® L-glutamina superficial)
DMEM/F-12® SFB 10% 4°C 14 85% (camada
(CO2 5%) superficial)
DMEM/F-12® + | SFB 10% 4°C 14 92% (camada
HEPES® L-glutamina superficial)
(CO2 5%)
Teng et al. | Ringer Lactato 4°C 14 20%
28 NI
2008 DMEM/F-12® MTF® 4°C 14 86%
28 45%
DMEM® 4°C 14 54%
28 15%
DMEM @ IGF-1 4°C 14 58%
28 65
DMEM @ ZVAD-fmk® 4C 14 62%
28 16%
Pallante et MEM® SFB 10% 4°C 14 +85%
al. 2009 L-glutamina AA

35




MEM® SFB 10% 4°C 28 +65%
L-glutamina, AA
MEM® SFB 0% 37°C 28 80%
L-glutamina, AA
MEM® SFB 2% 37°C 28 80%
L-glutamina
AA
MEM® SFB 10% 37°C 28 80%
L-glutamina, AA
Linn et al. Etarnecept® SFB 4°C 28 68%
2011 (troca 7 dias) L-glutamina, AA
DMEM® (troca 4°C 28 62%
7 dias)
Garrity etal. | DMEM® ITS, AA, piruvato | 4°C 28 39%
2012 de sodio, MEM 56 27%
37°C 28 76%
56 69%
DMEM® + ITS, 4°C 28 33%
Dexametasona | Acido-linoleico, 56 23%
+ Albumina 37°C 28 56%
RhTGF-B3 bovina, piruvato 56 27%
MEM
Pallante et DMEM® SFB 10% 4°C 14 60% (camada
al. 2012 L — glutamina superficial)
DMEM® AA 4° 28 60% (camada
superficial)
NI -70°C 10 +10% (camada
superficial)
Onumaetal. | UWN® Dexametasona, | 4°C 14 50%
2012 (Uﬁiversi_ty Insulina Regular 21 259
Wisconsin)
Uw® 4°C 14 82%
(University
Wisconsin) 21 62%
Soro Alégeno
10%
Cook et al. MOPS® 25° 28 83%
2014 60 905
SOC 25° 28 60%
60 53%
Yamada et CoStorSol® 4°C 14 20%
al. 2015 CoStorSol® HA (800KDa) 4°C 14 40%
ARTZ®
CoStorSol® HA (1900kDa) 4°C 14 NI
Suvenyl®
CoStorSol® HA (60000KDa) | 4°C 14 NI
Synvisc®
Jianhong et MEM® 4°C 21 80%
MEM® com 4°C 21 88%
troca 2/2 dias 35 79%
MEM® CO2 5% 37°C 21 70%
35 55%
CO25% 37°C 21 85%
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MEM® com 35 78%
troca 2/2 dias

MEM® (Minimum Essential Medium); SFB (soro fetal bovino); HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid ); DMEM® (Dulbecco's Modified Eagle's médium) DMEM/F -12®
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12); MTF®
(Musculoskeletal Transplant Foundation); ZVAD-fmk® (inibidor irreversivel das proteases capazes); ITS
(insulina, transferrina, selénio); Etarnecept® (inibidor do fator de necrose tumoral); RhTGF-B3
(recombinant human transforming growth factor beta-3)MOPS® (Missouri Osteochondral Allograft
Preservation System); SOC (Standard-of-care); CoStorSol® ( University of Wisconsin) UW; AA (acido
ascorbico), NI(n&do informado).

1.6 Escores histolégicos de avaliacdo da cartilagem articular

A avaliacdo histolégica da cartilagem articular representa uma questéo
discutida na literatura. Diferentes escores e classificagdes foram elaborados visando
compreender o processo de degeneracdo articular e avaliar os diferentes métodos de
tratamento das LO (O'DRISCOLL et al.,1988; MANKIM et al., 1971; MAINIL-VARLET
et al., 2003; PRITZKER et al., 2006). O primeiro escore foi elaborado a partir de tecido
osteocondral humano retirado da cabeca femoral no momento da cirurgia de
substituicao articular do quadril. Foram avaliadas 13 amostras retiradas por motivo de
fratura do colo do fémur (n=3) ou osteoartrite na articulagcado do quadril (n=9), estando
um caso relacionado a desarticulagdo por doenca tumoral sinovial. Os autores
avaliaram a estrutura das camadas, a celularidade, a integridade da linha de transicao
entre 0 0sso subcondral e a concentracdo de proteoglicanos presentes na MEC em
laminas coradas com Safranina O (SO) e Hematoxilina & Eosina (H&E) (MANKIN et

al., 1971) (Tabela 5).
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Tabela 5. Escore de Mankin para avaliacdo histolégica da cartilagem articular.

Escore de Mankin modificado

| Estrutura

A normal O

B irregularidades na superficie 1

C pannus e irregularidades na superficie 2

D fissuras na zona de transicéo 3

E fissuras na zona radial 4

F fissuras na zona de calcificagéo 5

G desorganizagédo completa 6

Il Células

A normal 0

B hipercelularidade difusa 1

C grupos de células 2

D hipocelularidade 3

lll Coloragéo por Safranina O

B pequena reducgédo 1
A normal O

C moderada redugéo 2

D severa reducéo 3

E nao visualizada 4

IV Integridade da linha de transigéo

A intacta O

B vasos sanguineos atravessando 1

No item | sdo avaliadas altera¢c@es estruturais e formacao de pannus inflamatorio na superficie articular;
no item Il, é avaliado o padrao celular do tecido; no item Ill, é avaliada a coloracao por SO (concentracao
de proteoglicanos na matriz extracelular); no item IV, é avaliada a integridade da zona de transicdo
entre o tecido 6sseo subcondral. (Modificado de Mankin et. al., 1971).

Em 2003, a ICRS publicou seu escore histolégico para avaliacdo visual a partir

da biépsia de FO humanos de pacientes submetidos a técnica de MF ou TAC, usando
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como grupo controle espécimes humanos de adultos submetidos a autépsia (MAINIL-
VARLET et al., 2003). O objetivo foi a padronizacéo e a disponibilizac&o dos critérios
em um catalogo visual para a comunidade cientifica, através do site da instituicao.
Foram analisadas a camada superficial, a matriz extracelular, a distribuicdo dos
condrécitos nas camadas intermediaria e profunda, a viabilidade das células e as
alteracdes na camada de cartilagem calcificada e o osso subcondral. Seguindo a
mesma linha de pesquisa, o escore foi posteriormente modificado, acrescentando
avaliacbes de possiveis alteracdes inflamatorias e o padrdo de revascularizagao
tecidual (MAINIL-VARLET, 2007).

A OsteoArthritis Research Society International (OARSI) elaborou seu escore
para avaliacdo de FO humanos (PRITZKER et al., 2006). Os autores descreveram um
escore de avaliacdo graduado de 1 a 6, de acordo com alteracBes encontradas em
laminas de tecido fixado em formaldeido a 10% e coradas com SO. Os autores
buscaram uma avaliagdo macroscopica das alteracdes estruturais da cartilagem
articular, incluindo o tecido 6sseo adjacente. O escore pode ser aplicado com laminas

coradas em SO ou Azul de Toluidina. (Tabela 6).
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Tabela 6. Escore de avaliacdo histolégica elaborado pela OARSI. (Modificado de PRITZKER et al.,

2006).

Graduacao

Critérios Associados

Grau 0 - Superficie
intacta, morfologia da
cartilagem intacta

Intacta, sem envolvimento da cartilagem

Grau | - Superficie

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagoes

intacta Células: proliferacdes (grupos), hipertrofia
As acima acrescentando:
Grau |l Descontinuidade na zona superficial
Descontinuidades na | Diminuicdo na concentragdo (SO ou Toluidina Azul)
superficie acima da zona intermediaria

Desorientacdo do padrao colunar

Grau Il - Fissuras
verticais

As acima acrescentando:

Diminuicdo na concentracdo (SO ou Toluidina Azul)
atingindo a zona profunda da cartilagem

Nova formacédo de coldgeno

Grau IV — Erosdes

Perda da matriz cartilaginosa
Presenca de cistos na matriz cartilaginosa

Grau V — Desnudacao

Presenca de tecido fibrocartilaginoso
Osso esclerético na superficie

Grau VI — Deformacao

Remodelamento 6sseo
Microfratura/ reparo
Deformacéo dos contornos da superficie articular

O escore utiliza laminas de tecido osteocondral fixadas em formol e coradas com SO ou Toluidina Azul.

Os modelos de estudo realizados, a metodologia de avaliagdo da viabilidade
celular dos condrécitos e o escore de avaliagdo histologica utilizados nos trabalhos

estao sintetizados na tabela 7.
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Tabela 7. Modelos de estudo, métodos de avaliacdo da celularidade e escore histoldgico

utilizados nos estudos para avaliacdo da viabilidade celular de condroécitos.

Autor Modelo do Método de analise Escore histolégico
Estudo viabilidade celular g
Ball et al., 2004 Humano BCECF-AM N/A
(fémuir)

Williams et al., 2005

Canino (fémur)

Live and Dead®

Mankin modificado

Malinin et al., 2006

Primata (fémur)

Live and Dead®

Mankin / Collins

(fémur)

Pennock et al., 2006 Humano (fémur) DAPI N/A

Dontchos et al., 2008 Bovino (fémur) Live and Dead® N/A
DAPI

Teng et al., 2008 Bovino jovem Live and Dead® N/A

Pallante et al., 2009

Caprinos adultas
(cabeca umero)

Live and Dead®

Realizado / Nao descrito

Linn et al., 2011

Caprinos adultas
(fémur)

Live and Dead®
DAPI

N/A

Pallante et al., 2012

Bodes adultos
(fémur)

Live and Dead®

Mankin modificado

Caninos adultos

Garrity et al., 2012 ~ Live and Dead® N/A
(fémur)

Onuma et al., 2012 MAurmo Live and Dead® ICRS
(fémur)

Cook et al., 2014

Caninos adultos

SYTOX®

OARSI (para cachorros)

(talus)

(fémur)

Yamada et al., 2015 MUrrino
~ Cell Count Reagent® Mankin

(fémur)
Jianhong et al., 2016 caprinos adultos Live and Dead® ICRS

DAPI (iodeto de propidio); ICRS (International Cartilage Repair Society); OARSI (Osteoarthritis
Research Society International); RN (n&o realizado); BCECF-AM (2,7-Bis (2carboxyethyl) -5(6) -
carboxyfluorescein, acetoxymethylester); SYTOX® (Green Nucleic Acid Stain), NA (ndo avaliado).
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2 JUSTIFICATIVA

O TOA representa um dos métodos biolégicos para o reparo das LO(s) de
tamanho superior a 2,0cm? em pacientes ativos, evitando a morbidade associada ao
TAO. Os pacientes nao tratados adequadamente evoluem com degeneragéo precoce
na articulacdo, levando a incapacidade funcional e limitacdes quanto as atividades

diarias com impacto na qualidade de vida dessa populagéo.

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa do Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO), que visa elaborar um protocolo
para preservacdo de tecido osteocondral humano para utilizacdo pelo Banco
Multitecidos Institucional. A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria publicou em 27/12/2006 a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 220
(ANEXO A) na qual autoriza que os bancos de tecidos utilizem, para fins de pesquisa
e ensino, amostras de tecidos considerados improprios para uso terapéutico, bem
como aqueles considerados proprios, desde que priorizadas as demandas com

finalidade terapéutica.

Estando o Banco Multitecidos (BMT) responsavel pela distribuicdo de tecido
osteomuscular em territorio nacional, torna-se de suma importancia a elaboracéo de
um protocolo operacional padrdo para a captacdo, o transporte e 0 armazenamento
de tecido osteocondral humano. A manutencéo estrutural da cartilagem articular
hialina, assim como a concentracdo de proteoglicanos, estdo relacionados a

adequada preservacéao do tecido, sendo assim indispensavel sua avaliacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Elaborar um protocolo para a captacéo, transporte e preservacado de tecido
osteocondral humano a ser utilizado pelo BMT que possa ser também reproduzido por

outras instituigdes.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1Elaborar um programa operacional padrdo de captacdo e
processamento de tecido osteocondral no Banco de Tecidos

Musculoesquelético lotado no INTO.

3.2.2 Avaliar a capacidade de preservacéo estrutural do tecido osteocondral

mantido a 4°C. apdés 15, 30 e 45 dias.

3.2.3 Identificar as alteracdes histologicas relacionadas a preservacdo do

tecido osteocondral humano para transplante alégeno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagéo do estudo

Apbs a aprovacédo pelo CEP de nossa instituicdo (ANEXO B), a populagéo do
estudo foi composta pelos doadores de tecido multiesquelético, entre o periodo de
06/2015 até 31/12/2016, que preencheram os critérios para doagcdo de 6rgaos do
Sistema Nacional de Transplantes (SNT), de acordo com a normativa publicada pelo
Ministério da Saude (MS), Portaria n°2.600, publicado em 21 de outubro de 2009
(ANEXO C).

ApoOs a confirmacdo de possivel doador, um membro do BMT realizou o
questionario de triagem epidemiologica para doacédo de tecidos de acordo com as
informacd@es fornecidas pelo familiar do mesmo. O doador foi examinado para avaliar
a presenca de lesdes articulares. Duas amostras soroldgicas foram coletadas para a
realizacdo dos testes laboratoriais preconizados pelo MS.

Foram incluidos no estudo os doadores cadaveres (DC) com idade entre 15 e
45 anos. A articulacdo de onde foram retirados os FO para analise foram submetidas
a avaliacdo visual do médico processador, sendo excluida no caso de apresentarem
lesdo na cartilagem articular.

Os DC oriundos de fora do estado do Rio de Janeiro foram excluidos. Este
critério considerou o tempo prolongado de transporte do tecido, podendo este ser um
viés de selecdo. Os DC (s) com idade abaixo de 15 anos e acima de 45 anos foram
excluidos da pesquisa. Foram excluidas do estudo as amostras de doadores com
histéria de doenca inflamatéria articular, relato prévio de infeccdo na articulacdo do

joelho ou fratura com comprometimento da superficie articular do fémur. Amostras
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com alteracbes macroscopicas no momento do processamento tecidual também
foram excluidas da pesquisa. ApOs realizada a exclusdo segundo os critérios acima,

foram selecionados cinco DC (s) para a pesquisa (Figura 9).

Doadores cadaver 06/2015—12/2016 n: 18 - Exclusdo:
-idade > 45 anos: 7

- captagio fora do
‘ estadodoR.). : 3
DC selecionados

s - Tecido

contaminado: 2

DC selecionados Perda de
‘ amostra: 1
n: 6
DC final
n:5s

Figura 9. Fluxograma de sele¢do dos doadores cadaver para pesquisa. DC (doador cadaver).

4.2 Protocolo de captacéao

A equipe de captacdo foi composta por seis médicos residentes, sob a
orientacdo de um médico captador, membro do BMT. Apos a captacao de figado, rins,
coracao e cornea, a equipe ortopédica realizou a degermacao do doador, iniciando a
captacdo de tecido musculoesquelético através de técnica asséptica. ApOs incisao
mediana no joelho e dissec¢do subcuténea, foi realizada osteotomia femoral
supracondiliana e tibial, 5 cm distal ao tubérculo tibial, com auxilio de serra oscilatoria,
gerando a peca de bloco de joelho (Figura 10). Foram coletados dois swabs da

mesma para avaliacdo de contaminacdo microbiolégica. A articulacdo foi entédo
45



mantida imersa em RL, dentro de uma embalagem tripla ficando armazenada em

frasqueira térmica na temperatura de 4°C, até a chegada no BMT.

Figura 10. Joelho em bloco captado para andlise de tecido ostecondral. Visualizagdo de peca
referente ao bloco de joelho para o preparo de tecido osteocondral para transplante alégeno. (Adaptado
de Tirico et al., 2017).

4.3 Transporte do tecido osteocondral

O transporte do hospital onde houve a captacdo do tecido até o BMT foi
realizado em uma frasqueira térmica propria. A temperatura foi mantida a 4°C,
controlada por termémetro local (Figura 11). ApGs a chegada, o tecido foi preservado

na mesma temperatura até o inicio do processamento.

Figura 11. Equipamentos de transporte do tecido osteocondral. Frasqueira térmica para transporte
de tecido osteocondral (A). Termbmetro para controle de temperatura (B). (Arquivo pessoal)
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4.4 Protocolo de processamento do tecido osteocondral humano

O processamento do tecido foi realizado por um médico membro da equipe de
pesquisa, em sala I1ISO 5, localizada dentro do BMT. A definicdo de sala limpa é
descrita no Anexo D. Com auxilio de serra oscilatoria, a porgdo articular do fémur
distal foi isolada para retirada das amostras de FO. Foram coletados oito fragmentos
de tecido osteocondral humano com 2x3cm? para analise histolégica do tecido. Os FO
selecionados para pesquisa foram preservados a 4°C em meio de preservacao
composto pelo meio comercial Iscove’s® (Modified Dulbecco’s Medium, Thermo
Fischer Brasil) (ANEXO E) suplementado com albumina humana (VIALEBEX, LFB—-
Hemoderivados e Biotecnologia Ltda) a 10% e vancomicina 100 pg / ml. Os FO foram
analisados ap0s quinze (d15), trinta (d30) e quarenta e cinco dias (d45) de
preservagao. As amostras retiradas no dia da captagdo do tecido foram definidas
como dia 0 (d0) (Figura 12). Neste momento foram colhidos 4ml do liquido utilizado
para o transporte do tecido e enviados para cultura de bactérias aerdbias e
anaerobias. Fragmentos de tecido foram também enviados para cultura no laboratorio

da instituigéo.

DO -
D15
D 30
D 45

Figura 12. Metodologia de preparo dos fragmentos osteocondrais para andlise tecidual.
Superficie articular do fémur distal selecionada para a retirada de FO para analise histoldgica (A). Os
fragmentos foram mantidos no meio de preservacédo e mantidos a 4°C (B). Periodo de avaliacdo de
amostra (C). D (dia). (Arquivo pessoal)
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45 Protocolo de andlise tecidual falta rever

As amostras foram fixadas em formol 10% tamponado por 24 horas,
desidratadas em alcool em crescentes concentracdes e incluidas em parafina para a
obtencdo de cortes histoldgicos com 3 a 4 um de espessura. As mesmas foram
preparadas de acordo com o momento de analise do tecido (DO, D15, D30, D45)
Foram realizados 2 cortes histoldgicos por lamina e corados pela técnica de H&E para
andlise global do tecido. Para cada momento de avaliacdo foram preparadas 2
laminas por corante utilizado.

Para avaliacdo do conteddo de glicosaminoglicanos, as laminas foram
coradas com SO (Apoio em Patologia Cirlrgica, Av. Reboucas, 1104 cj. 24, Sdo Paulo
— SP) (ANEXO F). As laminas geradas foram analisadas ao microscopio Optico e
fotografadas para registro dos resultados em aumento de 100X. As imagens foram
geradas pelo pesquisar principal e foram nomeadas alfabeticamente em A, B, C ou D,
de acordo com o tempo de preservacdo dos FO analisado para que os dois
avaliadores (membros da equipe de pesquisa com experiéncia em doencas na
cartilagem articular) fossem cegos quanto ao tempo de preservacdo do tecido. Os
avaliadores receberam as imagens obtidas a partir dos cortes histologicos e aplicaram
os dois escores selecionados para a pesquisa. Primeiramente foi utilizado os escores
de Mankin (MANKIN et al.,1971). A pontuacao obtida varia de 0 a 14 pontos. O outro
escore utilizado foi o descrito pela OARSI (PRITZKER et al., 2006). O método de
avaliacao quantifica as alteracdes relacionadas a degeneracao da cartilagem sinovial,
graduando de 0 a 6. A metodologia de avaliagéo do tecido com os escores citados é

apresentada no ANEXO G. Os resultados obtidos foram tabulados em Excell.
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4.6 Analise estatistica

A amostra deste estudo foi formada pelas pontuacdes obtidas a partir da
avaliacao visual dos FO nos 4 momentos de avaliagcéo (dO, d15, d30, d45) segundo
os dois escores selecionados previamente. Ao todo foram feitas 38 avalia¢gfes, que é
a dimensdo do banco de dados deste estudo. Houve a perda de uma amostra
referente ao DC 388 no tempo dO0. Os dados coletados foram analisados pelo
programa SPSS (Statistical Package for the Social Science), versdo 22.0. Os gréficos
foram construidos no programa Excel Microsoft 2011.

Para caracterizagdo da amostra e analise descritiva das variaveis, dada a
natureza qualitativa dos escores, a média e as estatisticas baseadas na média ndo
podem ser calculadas. Por isso os dados foram sintetizados por meio de distribui¢ces
de frequéncias relativas e das estatisticas descritivas como mediana, minimo e
maximo. Seguindo a abordagem ndo paramétrica de andlise, dada a natureza
qualitativa ordinal dos escores, a significancia da evolugéao temporal de um escore foi
avaliada por testes de Wilcoxon, comparando pareadamente os escores de uma
avaliacdo com os respectivos escores da avaliagdo anterior. O teste de Wilcoxon
também foi usado para comparar 0s escores iniciais e finais (dO e d45). Todas as
discussbes foram realizadas considerando nivel de significAncia maximo de 95%
(0,05), ou seja, foi adotada a seguinte regra de decisdo nos testes: rejeicdo da

hipotese nula sempre que o p-valor associado ao teste foi menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Protocolo de captacao, transporte e processamento de tecido osteocondral

humano

O protocolo de captagéo foi definido pela retirada do joelho em bloco e
imersdo do mesmo em Ringer Lactato para o transporte até o BMT. Nos primeiros
casos de doacdo de tecido osteocondral o0 mesmo médico captador realizou o
processamento do tecido. Identificamos que deveriamos dividir o trabalho de captacéo
e processamento do tecido osteocondral por dois profissionais, tendo em vista a fadiga
relacionada ao tempo prolongado para a captacdo e o transporte do tecido. O
profissional responsavel por captar fazia a entrega da amostra ao profissional
responsavel pelo processamento do tecido, tdo logo 0 mesmo chegasse ao Banco de
Tecidos. Tal alterac@o no protocolo visou diminuir o tempo de espera para o inicio do
processamento e evitar falhas técnicas inerentes a fadiga gerada durante o processo
de captacéo.

A média de idade dos DC utilizados na pesquisa foi de 25,4 anos, sendo 60%
do sexo masculino (n=3) e 40% do sexo feminino (n=2). O tempo médio entre o 6bito
do doador e o inicio do processamento no banco de tecidos foi de 12 horas e 55
minutos. Os dados dos doadores cadaver incluidos no estudo sdo apresentados na

tabela 8.
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Tabela 8. Caracteristicas demograficas dos doadores selecionados para o

estudo.
Tempo
decorrido
Doador Altura/ Peso | desde o 6bito Causa
. Idade Sexo ; , . .,
Cadaver estimados até a chegada mortis
da equipe no
BMT
. 6 horas Hemorragia
331 15 Feminino | 1,60 m /65 kg 15 minutos subaracndide
50 horas Rotura de
373 38 Masculino | 1,65 m /70 kg , aneurisma
30 minutos
cerebral
273 27 Masculino | 1,65 m /74 kg 12 horas Politraumatismo
386 25 Masculino | 1,85 m /70 kg 17 horas Desconhecida
30 minutos
h T i
388 22 | Feminino | 1,65 m /65 kg 6 horas raumatismo
30 minutos craniano

BMT (banco multitecidos), m (metros), kg (quilos).

O fragmento de condilo femoral gerado apés o término do processamento teve
suas medidas informadas e disponiveis ao médico transplantador antes da realizacéo
do transplante. As medidas foram de aproximadamente 2,5 cm de largura e de 8,0 cm
de comprimento (Figura 13). Estas medidas variaram de acordo com o sexo e a altura

do doador.
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Figura 13. Condilo femoral gerado ap6s termino do processamento. L (Largura), C (Comprimento).

5.2 Avaliacao histologica

As laminas coradas com H&E do tecido proveniente do dia da captacéo ou dia
zero (d0) e no décimo quinto dia de preservacédo (d15) ndo apresentaram alteragdes
estruturais na camada superficial da cartilagem articular (Figura 14, A-B). Contudo,
nas amostras avaliadas apos trinta dias (d30) e apds quarenta e cinco dias (d45) de
preservacdo, foram identificadas descontinuidades e fissuras na camada superficial

da cartilagem (Figura 14, C-D).
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Figura 14. Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preservada a 4°C corada com
HE. Cortes histoldgicos corados com H&E de fragmento osteocondral obtido no dia da captacdo do
tecido (A), corte histolégico de fragmento osteocondral ap6s 15 dias de preservacao, d15 (B), corte
histol6gico de fragmento osteocondral apds 30 dias de preservacéo, d30 (C) e corte histolégico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacao, d45 (D).

Ao avaliarmos histologicamente pela coloracdo de H&E a regido da
cartilagem intermediaria, ndo foram observadas alteracdes estruturais nos quatro

momentos de avaliacdo (Figura 15, A-D). A camada profunda da cartilagem, assim
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como a placa de osso subcondral mantiveram-se preservadas durante o periodo

analisado (Figura 16, A-D).

Figura 15. Fotomicrografia dos cortes histolégicos da camada intermediaria dos fragmentos
analisados. Corte histoldgico corados com H&E de fragmento osteocondral obtido no dia da captacéo
do tecido (A), corte histol6gico de fragmento osteocondral apds 15 dias de preservacédo, d15 (B), corte
histolégico de fragmento osteocondral apds 30 dias de preservacao, d30 (C) e corte histolégico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacdo, d45 (D).
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Figura 16. Fotomicrografia dos cortes histolégicos da camada profunda dos fragmentos
analisados. Corte histoldgico corados com H&E de fragmento osteocondral obtido no dia da captagéo
do tecido (A), corte histologico de fragmento osteocondral apds 15 dias de preservacédo, d15 (B), corte
histolégico de fragmento osteocondral apds 30 dias de preservacao, d30 (C) e corte histolégico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacéo, d45 (D).

A analise dos cortes histologicos corados com SO apos 15 dias de preservagao
(d15) mostraram uma diminuicdo na concentragdo de proteoglicanos na porgao
periférica da camada superficial, gquando comparadas com as mostras em dO (Figura
17, B). Com trinta dias de preservacao (d30), houve diminuicdo na concentracdo de
proteoglicanos da camada superficial da cartilagem dos FO analisados (Figura 17,
C). Em d45 observou-se a diminuicdo na concentracdo de proteoglicanos na camda

superficial do tecido (Figura 17, D).
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Figura 17. Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preservada a 4°C corada com
SO. Corte histoldgico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da captacéo do tecido,
do (A), corte histologico de fragmento osteocondral apds 15 dias de preservacdo, d15 (B), corte
histol6gico de fragmento osteocondral apds 30 dias de preservacéo, d30 (C) e corte histologico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacéo, d45 (D).

A analise histologica apos coloragdo com SO néo identificou diminuicdo na
concentragdo de proteoglicanos na camada de cartilagem intermediaria nos quatro

periodos de avaliagdo (Figura 18, A-D).
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Figura 18. Fotomicrografia da camada de cartilagem intermediaria preservada a 4°C e corada
com SO. Corte histolégico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da captacéo do
tecido, dO (A), corte histol6gico de fragmento osteocondral apés 15 dias de preservacgéo, d15 (B), corte
histolégico de fragmento osteocondral apds 30 dias de preservagdo, d30 (C) e corte histolégico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacéo, d45 (D).

A analise histoldgica da camada profunda da cartilagem corada com SO nao
identificou diminuicdo na concentracdo de proteoglicanos nos quatro periodos de

avaliacao dos FO estudados (Figura 19, A-D).
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Figura 19. Fotomicrografia da camada de cartilagem da camada profunda preservada a 4°C
corada com SO. Corte histolégico corados com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da
captacao do tecido (A), corte histolégico de fragmento osteocondral apés 15 dias de preservacéo, d15
(B), corte histolégico de fragmento osteocondral apdés 30 dias de preservacdo, d30 (C) e corte
histoldgico de fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacéo, d45 (D)
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5.3 Resultado dos escores histoldgicos

Os resultados das avaliagdes realizadas pelos dois examinadores sao

apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Resultado das avalia¢gdes realizadas pelos dois examinadores com 0s escores de
Mankin e OARSI.

Doador Dias de Escore Escore AORSI | AORSI
cadaver | preservagao Mankin Mankin ex1 ex2
ex1 ex 2

DC 331 0 1 1 0 0
15 2 2 | [
30 2 2 I 0
45 2 1 | 0
DC 373 0 3 2 0 0
15 3 2 | |
30 4 2 I I
45 5 0 0 0
DC 273 0 0 1 0 I
15 3 0 I 0
30 5 2 1T I
45 2 1 | I
DC 386 0 1 0 0 0
‘ 15 2 0 | 0
30 3 0 I 0
45 0 2 | 1T

DC 388 N/A N/A N/A N/A N/A
15 2 0 0 0
30 5 2 I I
45 3 0 | 0

DC (doador cadaver), N/A (ndo avaliado), ex (examinador).

A distribuicao de frequéncias dos resultados obtidos segundo o escore de Mankin
€ apresentada na figura 20. A maior pontuacéo obtida foi de 5 pontos, independente
do periodo analisado. Apds 15 dias de preservacdo 100% das laminas avaliadas
obtiveram até 3 pontos entre os 14 pontos possiveis. Apos 45 dias de preservagao os
resultados foram semelhantes com 90% das laminas avaliadas somando a pontuagao

até 3.
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100% 1 u Escore 0

M Escore 1
80% - W Escore 2

M Escore 3

60% - u Escore 4
50%

W Escore 5

40% -

30% 30%

Frequéncia (%)

20% -
10% 10%

0% -

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45

Escore Mankin

Figura 20. Frequéncias dos resultados segundo o escore histolégico de Mankin. A pontuacao

maxima obtida no escore de Mankin foi de 5 pontos.

Os resultados dos valores maximos e minimos obtidos na avaliagdo histologica
segundo o escore de Mankin sdo apresentados na tabela 10. Com 30 dias de
preservacao, as amostras tiveram diferenca com significancia estatistica em relagcéo
ao tecido preservado por 15 dias, evidenciando piora na qualidade do tecido

osteocondral segundo os critérios utilizados pelo escore de Mankin.

Tabela 10. Resultados da pontuacéo obtida segundo escore de Mankin.

Escore Mankin do di5 d30 d45
Minimo 0 0 0 0
Maximo 3 3 5 5
Mediana 1 2 2 15

p-valor do teste i
de Wilcoxon* 0,380 0,040 0,072

Segundo os critérios avaliados pelo escore de Mankin, houve diferenga com significAncia estatistica
entre 15 e 30 dias de preservagéo dos fragmentos osteocondrais (p<0,05).*.

A distribuicao de frequéncias obtidas segundo o escore da OARSI é apresentado
na figura 21. No periodo definido como dO, 30% das amostras avaliadas
apresentaram alteracdes histologicas mesmo antes das amostras serem submetidas
a preservacao a 4°C. As alteracdes descritas foram restritas a camada superficial da

cartilagem articular, sobretudo a diminuicdo da concentracao de proteoglicanos. Com
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15 dias de preservacdo, 80% das amostras foram classificadas como tipo 0 ou 1,
contendo apenas alteracdes superficiais no tecido. Com 30 dias de preservacéao, 70%
das amostras foram classificadas como tipo 2, contendo alteragbes estruturais na
camada superficial, assim como diminuicdo na concentracdo de proteoglicanos.
Nenhuma amostra de tecido analisada apresentou alteracbes relacionadas a
degeneracédo da cartilagem articular, classificadas como tipo 4, 5 ou 6 segundo o

escore da OARSI.

100% 1 u Escore 0

M Escore 1
80% -

° 70% 70% Escore 2

M Escore 3

60% -

40% 40% 40% 40%
40% -
30%

Frequéncia (%)

20% -

10% 10%

0% 0%

0% -
Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45
Escore OARIS

Figura 21. Frequéncia de resultados obtidos através do escore da OARSI. OARSI (OsteoArthritis
Research Society International)

Segundo a avaliagdo histolégica avaliada pelo escore da OARSI, ndo foram
observadas variagcdes com significancia estatistica entre os resultados obtidos nos

diferentes periodos de avaliagdo do tecido osteocondral (Tabela 11).

61



Tabela 11. Resultado dos valores obtidos na avaliacdo histolégica segundo o escore da

OARSI.

Escore OARSI do dil5 d30 d45
Minimo 0 0 0 0
Maximo 2 2 3 3
Mediana 0 1 2 1

p-valor do teste

de Wilcoxon* B 0,855 0,068 0,154

Nao foi identificada diferengca com significancia estatistica entre as mostras avaliadas pelo escore da
OARSI (p<0,05).*

O protocolo operacional padrao (POP) para a captacdo, transporte e
preservacao de tecido osteocondral humano foi elaborado ao final da pesquisa
(ANEXO F). Apés a definicdo do POP, foi realizado pelo grupo de cirurgia do joelho
um caso de transplante osteocondral a fresco no INTO utilizando FO captado

conforme o protocolo preconizado neste estudo (Figura 22).

Figura 22. Etapas do primeiro transplante osteocondral a fresco realizado no INTO pelo grupo
de cirurgia do joelho. Condilo femoral fixado com auxilio de equipamento cirdrgico para confec¢éo de
cilindro para transplante osteocondral (A). Cilindro de tecido osteocondral pronto para transplante (B).
Leséo osteocondral em condilo lateral do joelho esquerdo (C). Trefina realizando a regularizacdo da
lesdo em bordos circulares retirando todo tecido cartilaginoso danificado (D). Area receptora do
transplante osteocondral (E). Aspecto final apds o transplante osteocondral no joelho (F). (Arquivo
pessoal)
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6. Discusséao

Nosso protocolo inicial de captacao foi caracterizado pela retirada de tecido
osteocondral de acordo com a solicitagdo prévia do cirurgido, embalando o tecido em
meio Iscove’s® logo ap6ds a captacdo. Entretanto essa metodologia foi associada a um
alto custo, tornando o método inviavel economicamente. Por fim, optamos pela
utilizacdo de RL por este estar disponivel em todos os hospitais da rede publica, tendo
também um baixo custo. O tempo médio entre o Obito do doador e o inicio do
processamento do tecido foi considerado longo por nosso grupo, entretanto a logistica
relacionada a doacéo de tecido mustiesqulético torna essa variavel de dificil controle.

O tratamento das lesBes osteocondrais sintomaticas permanece um desafio ao
cirurgido ortopédico (FARR et al. 2011). Entretanto a técnica de TOA representa um
método capaz de restaurar lesbes com cartilagem hialina tipica mesmo na presenca
de perda 6ssea associada. O TOA esta relacionado a melhora da dor articular apés
médio e longo seguimento (GROSS, SHASHA, AUBIN 2005; MCCULLOCH et al.,
2007; WILLIAMS et al., 2007; RAZ et al., 2014; DE CARO et al., 2015). Recentemente
a primeira série de casos referente ao TOA no Brasil foi realizada pelo grupo de
cirurgia do joelho do Hospital das Clinicas da faculdade de medicina de Sao Paulo
(TIRICO et al., 2017). Os autores realizaram o procedimento em 8 pacientes
mantendo o seguimento pelo periodo de 2 anos. O tecido foi preservado na
temperatura de 4°C. O meio de preservacéo utilizado em meio DMEM modificado
(Ham F-12 - GIBCO com glutamax®). Ndo foram apresentadas pelo grupo alteracées
histologicas relacionadas a metodologia de preservagdo do tecido osteocondral.
Segundo o grupo, ndo houveram casos de falha por infec¢géo ou colapso do enxerto e

todos os pacientes apresentaram melhora funcional apés o periodo de avaliacao.
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A preservacao de tecido ostecondral a 37°C (temperatura corpoérea) ou 25°C
(temperatura de sala) mantém os condrdcitos em temperatura proxima da fisiolégica.
Estudos comparativos demonstraram melhores resultados quanto a viabilidade celular
guando estas temperaturas foram comparadas a temperatura de 4°C (PENNOCK et
al., 2006; PALLANTE et al., 2009; COOK et al.,, 2014; JIANHONG et al., 2016).
Entretanto a heterogeneidade dos meios de preservacdo e das metodologias de
avaliacao dificultam a padronizacdo destas temperaturas para preservacao de tecido
osteocondral humano. A escassez de doadores de tecido multiesquelético no Brasil
inviabiliza possiveis perdas relacionadas ao risco aumentado de contaminacéo
bacteriana com a preservacao de tecido osteocondral em temperatura corporea. A
preservacao a 4°C € a mais utilizada na literatura, sendo considerada o padrédo ouro
para o armazenamento de tecido osteocondral humano (MALININ, 2006; BAE et al.,
2009; BIAN et al., 2010; LINN et al., 2011; ONUMA et al., 2012; SCHMIDT et al., 2017).
Nosso grupo seguiu o padréo da literatura, utilizando a temperatura de 4°C para
preservacao dos FO analisados.

As primeiras pesquisas realizadas para avaliagéo da viabilidade de FO foram
descritas utilizando SFB e MCCS como meios de preservacgao tecidual. Os melhores
resultados foram descritos com o uso de MCCS quando comparado ao SFB
(WILLIAMS et al., 2003; PENNOCK et al., 2006). O uso de SFB esta associado ao
risco de transmissdo de doencas limitando seu uso na preservacao de tecido
osteocondral humano (MALININ et al., 2006). O método de preservacédo de tecido
osteocondral fica a critério de cada BTM. A néo divulgacdo dos meios e suplementos
utilizados por cada banco limita a avaliagdo comparativa dos méetodos empregados
guanto a preservacao tecidual. Os MCCS podem ser suplementados ou ndo com:

albumina humana, SFB, aminoéacidos e antibiéticos. Optamos pela utilizacdo do meio
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Iscove’s® tendo em vista os resultados de um estudo prévio realizado pelo nosso
grupo (SOUSA et al., 2015) e sua semelhanca com outros MCCS avaliados por outros
pesquisadores. Agentes adjuvantes como insulina humana, inibidor do Transforming
growth fator beta (TFG f), inibidores de proteinas caspses, glicocorticoide e acido
hialurbnico foram avaliados experimentalmente por estudos isolados e estéao
associados ao aumento no custo da preservacdo do tecido osteocondral, sem
comprovado beneficio no aumento da viabilidade celular no momento do transplante
(TENG et al., 2008; LINN et al., 2011; GARRITY et al., 2012; ONUMA et al. 2012,
YAMADA et al. 2015). Visando elaborar um protocolo reprodutivel em outros BTM
nacionais e baseado nos resultados descritos na literatura, nosso grupo manteve o
tecido preservado em meio Iscove’s® suplementado com albumina humana. A solugéo
antibiotica para prevencdo de contaminacdo bacteriana apdés o transplante
osteocondral a fresco nao é padronizada na literatura (RAZ et al., 2014; GRACITELLI
et al., 2015 B; ZOUZIAS e BUGBEE 2016; TIRICO et al., 2017). Nosso grupo optou
pelo uso de vancomicina buscando a cobertura de bactérias gram positivas
prevalentes no tecido cutdneo humano, cobrindo ainda possiveis bactérias resistentes
a meticilina.

A troca constante do meio de preservacdo celular foi avaliada em estudos
prévios. Acredita-se que haja um consumo dos nutrientes presentes no meio durante
a preservacao do tecido, sendo sua troca associada a renovacdo dos mesmos
favorecendo a sobrevida celular durante o armazenado (JIANHONG et al. 2016).
Entretanto os resultados descritos sdo controversos e 0s gastos associados a troca

constante do meio de preservacdo ndo sido citados pelos autores (WILLIAMS et al.

2004; BALL et al., 2004; WILLIAMS et al., 2005; LINN et al., 2011). Nosso grupo optou
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por ndo realizar a troca do meio de preservacao devido ao risco de contaminacéo do
tecido e aumento no custo do procedimento.

A analise histologica da cartilagem articular foi primeiramente descrita por
Henry Mankin em 1971 (Mankin et al. 1971) Os autores avaliaram FO da superficie
articular de humanos, em sua maioria com doenca degenerativa, utilizando quatro
parametros de avaliacdo: estrutura da cartilagem, celularidade, integridade da linha
de transicdo entre 0 o0sso subcondral e a concentracdo de proteoglicanos nas
camadas da cartilagem articular. Utilizamos o escore de Mankin por ser este 0 mais
utilizado em pesquisas de avaliacdo histolégica do tecido osteocondral (WILLIAMS et
al. 2005; MALININ et al., 2006; PALLANTE et al., 2012; PAULI et al., 2012; YAMADA
et al., 2015). O escore histoloégico descrito pela OARSI foi selecionado por
acreditarmos ser de facil aplicabilidade e buscar alteracdes estruturais semelhantes
as que foram encontradas nas amostras iniciais dos FO avaliados. A elaboracdo do
escore foi baseada em cinco principios definidos como ideais pela OARSI:
simplicidade, utilidade, comparabilidade, escalonamento e capacidade de ser
estendido a outros métodos de avaliacdo histoldgica (PRITZKER et al., 2006).

A aplicabilidade e a reprodutibilidade dos escores de Mankin e da OARSI foi
avaliada por estudos histoldégicos com FO de origem animal e humana, comprovando
adequada variacao inter e intraobservadores (CUSTERS et al., 2007; PEARSON et
al., 2011; ROUT et al., 2011; PAULI et al., 2012; WALDSTEIN et al., 2016). Laminas
de FO coradas em SO foram analisados por 3 examinadores, segundo o escore de
Mankin e o escore da OARSI. As amostras foram revistas com intervalo de 1 semana
para identificar as variagcdes intra-observadores. A pesquisa concluiu que ambos os
escores possuem boa aplicabilidade e reprodutibilidade para avaliacdo histologica da

cartilagem articular (CUSTERS et al., 2007). Fragmentos osteocondrais humanos
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foram retirados no momento da realizacdo do procedimento de ATJ para avaliar a
correlacéo entre o escore descrito pela OARSI e alteragdes biomecanicas produzidas
em laboratorio. Foram aplicadas for¢cas compressivas pontuais de 20g na frequéncia
de 5 gramas / segundo durante 1 hora. Como grupo comparativo, o escore de Mankin
foi utilizado na pesquisa. As variacdes intra-observadores foram de 0,955 para o
escore de Mankin e 0,919 com o escore da OARSI. Os autores confirmaram a
excelente associacdo entre ambos. Segundo os autores, os critérios de avalicdo
descritos pelo escore da OARSI possuem correlagdo com as alteracdes biomecanicas
relacionadas ao processo de degeneracao articular (WALDSTEIN et al., 2016). A
auséncia de um escore descrito para a avaliacdo de tecido osteocondral humano
representou uma dificuldade em nossa pesquisa, podendo ser um viés do estudo.
Com isso, pretendemos elaborar uma metodologia propria para avaliagdo de tecido
osteocondral humano preservado a 4°C.

A avaliagdo histologica utilizando laminas coradas com H&E demonstrou a
preservacdo das camadas da cartilagem articular retiradas no dia da captacdo do
tecido (d 0), sendo estas definidas como grupo controle. Apés 30 dias de preservacao,
houveram alteracdes na camada superficial do tecido, demonstrando que esta regiao
esta sujeita a alteracdes relacionadas ao tempo de preservacao. A integridade da
porcao superficial do tecido cartilaginoso é de suma importancia para absorcéo e
distribuicdo de carga. LesGes na camada de cartilagem superficial estédo relacionadas
a alteracéo na permeabilidade do tecido, favorecendo a penetracdo de liquido sinovial
e 0 inicio do processo de degeneracdo articular (MCCULLOCH et al., 2017). As
camadas de cartilagem intermediaria, profunda e de cartilagem calcificada nédo se
alteraram durante o periodo avaliado. Tal achado descreve um padrao tipico de leséo

relacionada a preservacao de tecido osteocondral humano, onde apenas a camada
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superficial da cartilagem apresentou alteracdes estruturais, como descontinuidades e
delaminacbes. As alteracdes histolégicas encontradas diferem das descritas em
amostras de tecido cartilaginoso em pacientes com degeneracéo articular (PRITZKER
et al., 2006).

A avaliacdo visual das laminas coradas com SO demonstrou diminuicéo
gradual na concentracdo de proteoglicanos na MEC com o aumento no tempo de
preservacdo nas amostras estudadas. Em 30% das amostras estudadas houve
diminuicdo na concentracao de proteoglicanos na camada superficial do tecido logo
apos a captacdo (d 0). Tal achado sugere que alteracbes no metabolismo dos
condroécitos possam existir mesmo em pacientes fisiologicamente jovens, sem lesées
descritas na cartilagem articular. Com 30 dias de preservacéo, todas as amostras
analisadas apresentaram diminuicdo na concentracdo de proteoglicanos na camada
superficial. As demais camadas da cartilagem articular tiveram sua concentracao de
proteoglicanos preservada apods todo periodo de avaliacdo (45 dias). Sendo os
componentes da MEC sintetizados pelos condrécitos, tal achado representa uma
forma de avaliagéo indireta da atividade celular do tecido osteocondral humano por
serem estes 0s responsaveis pela sintese dos componentes presentes na MEC.
Nossos resultados confirmam a necessidade de transplante do tecido osteocondral
com menor tempo possivel de preservacao.

Diversos métodos sdo descritos para avaliagdo da viabilidade celular dos
condraocitos preservados in vitro ou in vivo (COOKE et al., 2014; YAMADA et al., 2015;
JIANHONG et al.,, 2016). Cada laboratério possui seu protocolo de avaliacdo
dificultando a conclusdo quanto aos resultados descritos na literatura. A morte celular
relacionada a preservacéao tecidual parece ser predominantemente pela via de morte

celular programada (KIM et al., 2008). Nao ha consenso na literatura sobre o método
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especifico de morte celular dos condrécitos submetidos a preservacao a fresco, sendo
guestionaveis as metodologias descritas para avaliacdo da viabilidade celular em
fragmentos de tecido osteocondral.

Nosso trabalho apresentou algumas limitagdes. Primeiro, ndo foi realizada
analise quantitativa de viabilidade celular do tecido estudado. Segundo a metodologia
de avaliacao histologica utilizada foi elaborada a partir de escores criados para estudo
de tecido cartilaginoso com alteracdes degenerativas. Ndo ha na literatura um escore
histolégico para avaliagdo de tecido osteocondral humano cadavérico. Nossa
pesquisa ndo contou com meédicos patologistas para a analise histologica do tecido.
A auséncia de politicas publicas que estimulem a doac¢éao de tecidos esta relacionada
ao baixo numero de doadores de tecido musculoesquelético tendo como
consequéncia o numero baixo de doadores cadaver em nosso estudo. Por fim, os
dados gerados sdo de natureza qualitativa, podendo estes estarem sujeitos a
variagdes interobservadores.

Com a definicdo do protocolo de captacao, transporte e preservacgao de tecido
osteocondral humano, a perspectiva € que seja realizada uma série de casos de TOA

em pacientes com lesdes osteocondrais sintomaticas em nossa instituicdo.

7. Conclusbes
e A preservacdao do tecido ostecondral a 4°C foi capaz de manter as
caracteristicas estruturais das camadas da cartilagem articular até 15 dias de

armazenamento em meio de cultura celular sem suplementagédo com soro.

69



e Apés 15 dias de preservagdo tecidual a 4°C evidenciam-se alteracdes
estruturais na camada superficial da cartilagem articular hialina.

¢ A metodologia elaborada para captacao do tecido osteocondral humano foi
capaz de garantir a chegada do mesmo sem que houvesse contaminacéo do
tecido.

e O meétodo de transporte do tecido osteocondral manteve o mesmo em
temperatura adequada (4/10°C) até o inicio do processo de processamento

tecidual.
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ANEXOS

ANEXO A - Resolucéao da Diretoria Colegiada - RDC N°. 220, DE 27 DE
Dezembro de 2006.

Dispbde sobre o Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos de
Tecidos Musculoesqueléticos e de Bancos de Pele de origem humana.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicdo que IH&E confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo
Decreto n° 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso Il e
nos 88 1° e 3° do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da
Portaria n° 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de
agosto de 2006, em reunido realizada em 5 de dezembro de 2006, e considerando
a competéncia atribuida a esta Agéncia, a teor do artigo 8o, § 1o, VIl e VIl da lei n°.
9.782 de 26 de janeiro de 1999; considerando o disposto no § 40 do Art. 199 da
Constituicdo Federal de 1988 que veda todo o tipo de comercializacdo de érgaos,
tecidos e substancias humanas para fins de transplante, pesquisa e tratamento;
considerando a necessidade de garantir que os tecidos Musculoesqueléticos e os
tecidos cutaneos de procedéncia humana e seus derivados, a serem utilizados em
procedimentos terapéuticos em humanos, sejam triados, retirados, avaliados,
processados, armazenados, transportados e disponibilizados dentro de padrdes
técnicos e de qualidade que a complexidade do procedimento requer; considerando
a necessidade de regulamentar o funcionamento de bancos de tecidos
Musculoesqueléticos e de bancos de pele de origem humana, adota a seguinte
Resolugdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua
publicacao:

Art. 4° Para fins de pesquisa e ensino, os BTME/BP poderéao disponibilizar tecidos
considerados impréprios para uso terapéutico bem como aqueles considerados
proprios, desde que priorizadas as demandas com finalidade terapéutica.

§ 1° Os tecidos e seus derivados somente poderao ser disponibilizados para projetos
de pesquisa previamente aprovados por comité de ética em pesquisa, desde que
respeitadas as legislacdes vigentes.

§ 2° Os tecidos considerados improprios para uso terapéutico poderdo ser

disponibilizados para validagao de processos.
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ANEXO B — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATO - ORTOPEDIA /

IN ;O INTO / SAS/ MS "

asil

- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagcéo de protocolos para a refrigeracdo e congelamento de fragmentos
osteocondrais humanos.

Pesquisador: Thiago Alberto Vivacqua Ferreira da Costa

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 45288015.7.0000.5273

Instituicdo Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.114.004
Data da Relatoria: 27/05/2015

Apresentacéo do Projeto:

A apresentacao do projeto esta adequada.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos estdo definidos adequadamente.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos beneficios sdo minimos uma vez que os pacientes que fizeram todo protocolo doagao de orgso.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante,pois os seus resultados poderéo simplificar as formas de transporte e
armazenamento de orgéo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Os termos de apresentacéo obrigatéria foram definidos. Como forma de resguardar o autor seria
interessante anexar ao projeto o protocolo de doagdo de orgdo seguido para coleta dos tecidos.
Recomendacoées:

Anexar ao projeto o protocolo de doagio de orgao.

Enderego: Avenida Brasil, n° 500

Bairro: Sao Cristovao CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Péagina 01 de 02
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ANEXO C - PORTARIA N° 2.600, DE 21 DE OUTUBRO DE 2009

Aprova o Regulamento Técnico do Sistema Nacional de Transplantes.

i CAPITULO VI
DA SELECAO DE DOADORES FALECIDOS E POTENCIAIS RECEPTORES E DA
DISTRIBUICAO DE ORGAOS, TECIDOS OU PARTES DO CORPO HUMANO

Art. 47. Todos os potenciais doadores falecidos de 6rgaos, tecidos, células ou
partes do corpo deverdo ser submetidos, antes da alocacdo dos enxertos, aos
seguintes procedimentos, atendendo as normas de seguranca para o receptor;

| - avaliagdo de situacdes de risco acrescida de informagfes do historico de
antecedentes pessoais e exame clinico.

Il - avaliacdo de fatores de risco por meio de resultados positivos de exames
soroldégicos de triagem para:
a) doadores de cérneas: HIV, HbsAg, AntiHBs, Anti-HBc total e Anti-HCV;e
b) doadores de 6rgéos, outros tecidos, células ou partes do corpo: HIV, HTLV
| e Il, HbsAg, AntiHBs, Anti-HBc total e Anti-HCV, sifilis, e doenca de Chagas;

lll - é facultativa a realizacdo de exames sorologicos para toxoplasmose,
citomegalovirus e Epstein-Barr, devendo ser sua realizagcdo, ou nao,
regulamentada pela respectiva CNCDO, e caso ndo sejam realizados, os
orgaos e tecidos doados deverdo ser acompanhados de amostra de sangue
do doador que permita a pesquisa posterior, se necessaria.

8§ 1° serdo critérios absolutos de exclusao de doador de 6rgaos, tecidos, células
ou partes do corpo humano:

a) soropositividade paraHIV;

b) soropositividade para HTLV | e Il;

c) tuberculose em atividade;

d) neoplasias (exceto tumores primarios do Sistema Nervoso Central e
carcinoma in situ de utero e pele);

e) sepse refrataria; e

f) infecgbes virais e fangicas graves, ou potencialmente graves na presenca
de imunossupresséo, exceto as H&Epatites B e C; e

8§ 2° os critérios de excluséo e utilizagéo de determinado 6rgéo, tecido, célula ou
parte do corpo estéao descritos adiante, nos modulos especificos, e a expansao desses
critérios, considerada caso a caso dentro dos ditames deste Regulamento,
determinardo a oferta ou ndo destes enxertos.

Secao IX
Médulo de Tecido Musculoesquelético
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Art. 130. Serdo aceitos para transplante de tecidos musculo esqueléticos
pacientes com:

| - alongamentos de membros/disparidade de membros;

Il - artrodese de coluna cervical toracica ou lombar;

[l - artrodese de pé;

IV - artrodese de tornozelo;

V - cirurgia corretiva de pé plano;

VI - defeitos segmentares diafisarios;

VII - deformidades maxilar e/ou mandibular;

VIII - focomelias;

IX - fraturas articulares;

X - fraturas complexas e cominutivas dos membros;

Xl - fraturas periprotéticas;

XIl - lesdes ligamentares;

XIlI - osteotomias da pelve (displasias do desenvolvimento do quadril,
sequelas PertH&Es legg calvet);

XIV - pseudoartroses atréficas de ossos longos;

XV - reconstrucdes ligamentares: talus fibulares manguito rotador reforgo
tendinoso do gluteo médio ligamento cruzado anterior de joelho, ligamento
cruzado posterior de joelho;

XVI - sequelas de artroplastias: de quadril que necessitem e revisao e/ou da
reconstrucao;

XVII - sequelas de fraturas articulares;

XVIII - sequelas de protese de joelho que necessitem de revisao e/ou da
reconstrucao;

XIX - sequelas de proteses de ombro que necessitem revisdo e/ou
reconstrucao;

XX - transplantes de meniscos;

XXI - tumores 0sseos benignos: enxertia simples; e tumores 0sseos
malignos: substituicdes segmentares ou osteoarticulares.

Art. 131. Os tecidos musculoesqueléticos somente serao disponibilizados para
uso terapéutico se provenientes de Bancos autorizados pelo SNT/MS, com solicitacédo
documentada do profissional transplantador autorizado pelo SNT, nos termos deste
Regulamento, contendo:

I. nome e demais informacdes sobre o receptor que permitam a
rastreabilidade do tecido;

Il nome do profissional transplantador (nome completo, especialidade,
endereco e telefone de contato),

[l caracteristicas e quantidade de tecido;

IV procedimento a ser realizado;

V estabelecimento de saude onde sera realizado o procedimento; e
VI data prevista para utilizacao do tecido.

Art. 132. A disponibilizacdo do tecido deve ser acompanhada de instrucdes
técnicas, com informacdes que complementem aquelas contidas no rétulo da unidade
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de tecido disponibilizado, para a manutencéo da qualidade e utilizac&do do tecido, tais
como:

| - utilizacdo de cada unidade de tecido em apenas um receptor e uma unica
vez em um unico procedimento;

Il - informacdes de como o tecido deve ser armazenado e/ou manipulado antes
da sua utilizacao;

[l - instrucbes especiais sobre sua utilizacao;

IV - informacdes sobre os possiveis riscos bioldgicos presentes no material
(por exemplo: contaminantes e contato com alérgenos);

V - alerta para a obrigatoriedade de informar o banco e os 6érgdos competentes
sobre a ocorréncia de reacfes adversas ap0s seu uso; e

VI - informagdes sobre a necessidade do descarte do tecido de acordo com a
legislacdo vigente, caso o tecido enviado ndo seja transplantado total ou
parcialmente, ou utilizado total ou parcialmente no projeto de pesquisa ou
ensino para o qual foi solicitado, devendo ser enviado ao Banco um relatério
comunicando o fato, acompanhado de justificativa.

Art. 133. A responsabilidade por acondicionar os tecidos em recipientes
térmicos, que assegurem o transito dos materiais em temperaturas adequadas, por
um periodo de 24 (vinte e quatro) horas além do tempo estimado para a cH&Egada
do material até o local de destino, é do Banco de Tecido Musculo Esquelético que
enviou o tecido.

Art. 134. E de responsabilidade do profissional transplantador utilizar o tecido de
acordo com as orientagc0es fornecidas pelo Banco de Tecidos, de forma a garantir a
integridade e a seguranca bioldgica do enxerto.

Art. 135. O profissional transplantador deve encaminhar ao Banco de Tecido
Musculo Esquelético e a CNCDO as informacdes sobre os receptores no prazo
maximo de 15 (quinze) dias apds a realizacdo do transplante, cabendo o néao-
encaminhamento das informacfes no prazo estabelecido poderd acarretar ao
profissional transplantador o cancelamento da autorizacdo para a realizacdo de
transplante de tecido osteocondrofascioligamentoso, emitida pelo Ministério da
Saude.

Art. 136. E vedada a utilizagdo dos enxertos em qualquer outro receptor que nio
aquele para o qual foi destinado.

Art. 137. O material que nao for utilizado deve ser retornado ao Banco, sob

condi¢cbes de preservacéo controladas e validadas pelo Banco, e a decisdo sobre o
reaproveitamento ou nao devera ser de responsabilidade do diretor do Banco.
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ANEXO D Definicéo de sala limpa.

Tabela 1 - Classificacdo das Salas Limpas conforme NBR/ISO 14644-1
Tamanho das Particulas
CLASSE
0,1 pm 0,2 pm 0,3 pm 0,5 pm 1,0 pm 5,0 pm
CL.1 10 2
CL.2 100 24 10 4
CL.3 1.000 237 102 i 8
CL.4 10.000 2.370 1.020 352 83
CL.5 100.000 23.700 10.200 3.520 83z 29
CL.& 1,000,000 237,000 102,000 35,200 8.320 293
CL.7 352.000 83.200 2.930
CL.8 3.520.000 832,000 29.300
CL.9 35,200.000 8.320.000 293 000

PROJETO BASICO DE SALAS LIMPAS — PARTE 1
J. FERNANDO B. BRITTO
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ANEXO E Composig¢ado do meio Iscove’s (Modified Dulbecco’s Medium)

Inorganic Salts (g/liter) Vitamins (g/liter)

CaCl (anhydrous) 0.16500 D-Biotin 0.000013

MgS0O4 (anhydrous) 0.09770 Choline Chloride 0.00400

KCI 0.33000 Folic Acid 0.00400

KNO; 0.000076 myo-Inositol 0.00720

NaHCO3 1.50000 Nicotinamide 0.00400

NaCl 4.50500 D-Pantothenic Acid 0.00400

NaH:PQ4-H:0 0.12500 (hemicalcium)

Na,5e0; (anhydrous) 0.0000173 Pyridoxine-HCI 0.00400
Riboflavin 0.00040

Amino Acids (g/liter) Thiamine-HCI 0.00400

L_Alanine 002500 Vitamin B-12 0.000013

L-Arginine-HCI 0.08400

L-Asparagine-H>0 0.02840 .

L-Aspartic Acid 0.03000 Other (glliter)

L-Cystine-2HCI 0.09124 D-Glucose 4.50000

L-Glutamic Acid 0.07500 HEPES 5.95800

L-Glutamine 0.58400 Phenol Red, Sodium Salt 0.01500

Glycine 0.03000 Sodium Pyruvate 0.11000

L-Histidine-HCI-H20 0.04200

L-Isoleucine 0.10500

L-Leucine 0.10500

L-Lysine-HCI 0.14600

L-Methionine 0.03000

L-Phenylalanine 0.06600

L-Proline 0.04000

L-Serine 0.04200

L-Threonine 0.09500

L-Tryptophan 0.01600

L-Tyrosine-2Na-2H-0 0.10379

L-valine 0.09400
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ANEXO F Protocolo de preparo das laminas coradas com SO

scia“nall’ \

Research Laboratories

Safranin O Staining Kit

(SafraninO)
Catalog #8348

Product Description

Safranin O, an indicator of cell chondrogenesis, is a cationic dye that stains acidic proteoglycan present in
cartilage tissues. The Safranin O Staining Kit contains 0.1g of Safranin O Stain in powder, which can easily be
dissolved in deionized water to make the staining solution. Safranin O binds to glycosaminoglycan and shows an
orange-red color [1].

Kit Components

]7 Cat. No. # of vials Name Quantity Storage
8348a 5 Safranin O Stain 20 mg Room temperature
8348b 5 Fast Green FCF 20 mg Room temperature
8348¢ 1 1% Acetic Acid 100 mL Room temperature
8348d 1 Xylene Substitute 100 mL Room temperature

Materials Supplied by User

Formaldehyde-fixed and paraffin-embedded tissue sections
Ethanol (100%. 95%. 70%, 50%)

Deionized H>O (diH:0)

Product use
SafraninO is for research use only. It is not approved for human or animal use, or for application in clinical or in
vitro diagnostic procedures.

Shipping
Room temperature.

References

[1] Mackay, A. M., Beck, S. C., Murphy, J. M., Barry, F. P., Chichester, C. O., & Pittenger, M. F. (1998).
Chondrogenic differentiation of cultured human mesenchymal stem cells from marrow. 7issue Engineer. 4:415-
428.

Procedures

A. Preparation of Safranin O and Fast Green staining solution
1. Transfer 20 mg of Safranin O Stain (Cat. #8348a) in one vial into a 100 mL beaker.

2. Add 20 mL of diH,O into the beaker and dissolve the stain by stirring to make 0.1% Safranin O staining
solution.

3. Transfer 20 mg of Fast Grene FCF (Cat. #8348b) in one vial into another 100 mL beaker.
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4. Add 20 mL of diH»O into the beaker and dissolve the stain by stirring to make 0.1% Fast Green solution.
5. Filter the Safranin O and Fast Green staining solution using a Nalgene PES 75mm filter.

Note: It is recommended that the Safranin O solution be used within a month.

B. Preparation of tissue section slides
1. Deparaffinize and hydrate slides:
1) Deparaffinize the tissue sections in Xylene Substitute (Cat. #8348d), 3 changes of 5 min per change.
2) Hydrate in 100% ethanol, 2 changes of 2 min per change.
3) Hydrate in 95% ethanol. 2 changes of 2 min per change.
4) Hydrate in 70% ethanol for 2 min.
5) Hydrate in 50% ethanol for 15 min.
6) Wash in running tap water for 10 min.
2. Stain in 0.1% Fast Green Solution for 5-10 minutes.
3. Rinse in 1% Acetic Acid (Cat. #8348c) for 10-15 seconds.
4. Stain in 0.1% Safranin O staining solution for 20-30 min.
5. Dehydrate and clear slides:
1) Dehydrate in 95% ethanol, 2 changes of 2 min per change.
2) Dehydrate in 100% ethanol, 2 changes of 2 min per change.
3) Clear the tissue sections in Xylene Substitute (Cat #8348d), 2 changes of 2 min per change.

6. Mount the tissue sections and observe under microscope.

(@) ’ il

Figure 1. (a) Human Dermal Fibroblasts-fetal (HDF-f, Cat. #2300) were cultured as pellets in growth
medium, complete Fibroblast Medium (FM. Cat. #2301) for 50 days. The pellets were fixed in 4%
paraformaldehyde and sectioned. Safranin O staining was not detected (Magnification: 10X).

(b) HDF-f were cultured as pellets in complete MSC Chondrogenic Differentiation Medium (MCDM,

Cat. #7551) for 50 days. The pellets were fixed in 4% paraformaldehyde and sectioned. Safranin O
staining demonstrated the presence of cartilage in cells (Magnification: 10X).
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ANEXO G CRITERIOS HISTOLOGICOS PARA AVALIACAO DO TECIDO
OSTEOCONDRAL HUMANO

Avaliador:

Cdédigo da Lamina:

Escore de Mankin modificado

| Estrutura

A Normal O

B Irregularidades na superficie 1

C Pannus e irregularidades na
superficie 2

D Fissuras na zona de transicao 3

E Fissuras na zona radial 4

F Fissuras na zona de calcificacdo 5
G Desorganizacdo completa 6

Il Células

A normal O

B hipercelularidade difusa 1
C grupos de células 2

D Hipocelularidade 3
lll Colocagao por Safranina O

A Normal O

B pequena reducdo 1

C moderada redugao 2

D severa redugdo 3

E ndo visualizada 4

IV Integridade da linha de transicao

Alntacta O
B vasos sanguineos atravessando 1

Marcar apenas uma opg¢ao por critério de avaliacao

Total:

Avaliador:

Cédigo da Lamina:
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Escore da Sociedade Internacional de Pesquisa para Osteoartrite modificado

Graduagao Critérios Associados

Grau 0 Intacta, sem envolvimento da cartilagem

Superficie intacta

Morfologia da cartilagem

intacta

Grau I Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagdes

Superficie intacta Células: proliferagdes (grupos), hipertrofia

Grau II As acima acrescentando:

Descontinuidades na Descontinuidade na zona superficial

superficie Diminuicdo na concentragao (Safranina ou Toluidina
Azul) acima da zona intermediaria
Desorientacdo do padrdo colunar

Grau III As acima acrescentando:

Fissuras verticais Diminui¢do na concentrac¢ao (Safranina ou Toluidina
Azul) atingindo a zona profunda da cartilagem
Nova formacgdo de coldgeno

GraulV Perda da matriz cartilaginosa

Erosdes Presenca de cistos na matriz cartilaginosa

GrauV Presenca de tecido fibrocartilaginoso

Desnudacao Osso esclerotico na superficie

Grau VI Remodelamento 6sseo

Deformacgao Microfratura/ reparo
Deformacdo dos contornos da superficie articular

Resultado (Graduacgdo):

Avaliador:

Cédigo da Lamina:
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