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Objetivo Elaborar um protocolo para a captagao, transporte e preservagao de tecido
osteocondral humano para utilizacdo em banco de tecidos (BT).

Métodos Foram analisados fragmentos osteocondrais com dimensdo de 2 cm? de 5
doadores cadaveres com idades entre 15 e 45 anos. As amostras foram armazenadas
em meio de preservacdo celular contendo: albumina humana, Iscove’s e vancomicina
preservados a temperatura de 4°C. A concentracdo de proteoglicanos no meio
extracelular foi quantificada pelo uso de Safranina-O, enquanto a andlise estrutural
do tecido foi avaliada através de estudo histologico com laminas coradas em
hematoxilina-eosina. As imagens obtidas foram analisadas segundo os escore histol6-
gicos de Mankin e o escore proposto pela OsteoArthritis Research Society Internati-
onal. As amostras foram analisadas com 0, 15, 30 e 45 dias de preservacao.
Resultados Os fragmentos osteocondrais estudados apresentaram diminuicdo pro-
gressiva na concentracdo de proteoglicanos com o aumento do tempo de preservacao.
Ap6s 30 dias de preservagao, foram identificadas alteragoes estruturais com desconti-
nuidade da camada superficial da cartilagem. Segundo os resultados obtidos pelo
escore de Mankin, houve diferenca com significancia estatistica entre 15 e 30 dias de
preservacao do tecido.

Conclusao O protocolo descrito definiu o transporte de joelho em bloco imerso em
Ringer Lactato em temperatura controlada a 10°C até sua chegada ao BT. Apds o
processamento, a solucdao de preservacgao foi composta por meio de cultura celular sem
soro Iscove’s suplementado com albumina humana a 10% e vancomicina 100 pg/mL. O
tecido foi preservado a temperatura de 4°C até o momento do transplante caracte-
rizando a preservacgao a fresco.

* Trabalho desenvolvido no Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad, Rio de Janeiro, R], Brasil.
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Objective To elaborate a protocol for the harvest, transport, and preservation of
human osteochondral tissue for use in tissue banks (TBs).

Methods Osteochondral fragments measuring 2 cm>of 5 cadaveric donors aged between
15 and 45 years old were analyzed. The samples were stored in cell preservation medium
containing: human albumin, Iscove’s and vancomycin preserved at 4°C. The concentration
of proteoglycans in the extracellular medium was quantified by the use of Safranin-O, while
tissue structural analysis was assessed by histological study with hematoxylin-eosin stained
slides. The images obtained were analyzed according to the histological scores of Mankin
and the score proposed by the OsteoArthritis Research Society International. The samples
were analyzed with 0, 15, 30 and 45 days of preservation.

Results The osteochondral fragments studied showed a progressive decrease in
proteoglycan concentration with increased preservation time. After 30 days of
preservation, structural changes were identified with discontinuity of the cartilage
surface layer. According to the results obtained by the Mankin score, there was a
statistically significant difference between 15 and 30 days of tissue preservation.
Conclusion The protocol described defined knee transport immersed in Lactated Ringer at
a controlled temperature of 10° C until its arrival at the TB. After processing, the preservation
solution was composed of Iscove’s serum-free cell culture medium supplemented with 10%
human albumin and 100 pg/ml vancomycin. The tissue was preserved at a temperature of 4°

lesion

Introducao

O transplante osteocondral al6geno (TOA) representa a tinica
opcgdo de tratamento capaz de repor o estoque 6sseo e
restaurar a superficie articular com cartilagem hialina apés
lesdes profundas nas articulacdes sinoviais."?> A principal
indicacdo para o TOA é a presenca de lesdo osteocondral
focal > 2,0 cm? associada a sintomas algicos nas articulacdes
de cargeﬂ‘4 A preservacdo do tecido osteocondral humano
representa um fator chave no sucesso do TOA. O tempo de
armazenamento do tecido, assim como os meios de preser-
vagdo utilizados, estdo relacionados a manuteng¢do da via-
bilidade dos condrécitos apés o procedimento.'-

A temperatura de 4°C é a mais utilizada na preservacdo de
tecido osteocondral em humanos ou modelos animais.® O
resfriamento tecidual abaixo da temperatura corpérea média
de 37°C induz a redug¢do do metabolismo celular dos condré-
citos, levando ao menor consumo dos nutrientes fornecidos
pelo meio de preservacio utilizado.” Até hoje, ainda ndo ha
consenso na literatura quanto a padronizacdo de um protocolo
para captagdo, transporte e preservagao do tecido osteocon-
dral tanto nos bancos de tecidos (BTs) nacionais quanto
naqueles localizados em outros paises do continente ameri-
cano e europeu. O objetivo do presente estudo foi elaborar um
protocolo para a captagdo, transporte e preservacio de tecido
osteocondral humano para utilizagao em BT.

Material e Métodos

Selecao dos Doadores
A populacdo do estudo foi composta por 5 doadores cadaveres
(DCs) de tecido musculoesquelético no periodo de junho de
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C until the moment of transplantation characterizing the fresh preservation.

2015 a dezembro de 2016 e que preenchiam os critérios para
doacdo de 6rgdos ao Sistema Nacional de Transplantes (SNT),
de acordo com a normativa publicada pelo Ministério da Saade
(MS) Portaria n°2.600 publicada em 21 de outubro de 2009.
Apés aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa institucional
(CAAE 45288015.7.0000.5273), foram incluidos no estudo os
DCs com idades entre 15 e 45 anos sem histéria de trauma,
cirurgia ou infeccao prévia na articulagdo do joelho selecio-
nada para captacdo e retirada dos fragmentos osteocondrais. A
articulacdo captada foi removida integra e levada para o BT,
onde foi processada e submetida a avaliagdo visual, sendo
excluida no caso de apresentar qualquer lesdo na cartilagem
articular. Também foram excluidos os DC oriundos de fora do
estado do Rio de Janeiro devido ao tempo prolongado de
deslocamento entre o local de captacdo e a sede do banco.
Por fim, foram selecionados os joelhos de cinco DCs para a
realizacdo da pesquisa (~Figura 1).

Protocolo de Captacdo e Transporte

Ap6s incisdo mediana no joelho e dissec¢do subcutanea,
foram realizadas osteotomias femorais 2,0cm acima do
polo superior da patela e tibial, 5cm distal ao tubérculo
tibial, com auxilio de serra oscilatéria, sem abertura da
capsula da articulacdo do joelho. A articulacdo foi imersa
em Ringer Lactato, embalada a vacuo e armazenada em
frasqueira térmica na temperatura de 4°C, controlada por
termostato local até a chegada no BT (~Figura 2).

Protocolo de Processamento do Tecido Osteocondral
Humano

O processamento do tecido foi realizado por um médico
membro da equipe de pesquisa em sala classificada como ISO
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Fig. 1 Fluxograma de selecdo dos doadores cadéver para pesquisa. DC (doador cadaver).
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Fig. 2 Equipamentos de transporte do tecido osteocondral. Fras-
queira térmica para transporte de tecido osteocondral (A). Termo-
metro para controle de temperatura (B). Fonte: Arquivo pessoal.

5localizada dentro do BT. Foram coletados 8 fragmentos com
2 x 3cm? por DC para analise histolégica, que foram preser-
vados a 4°C. O meio de preservacdo utilizado foi composto
pelo meio de cultura celular sem soro Iscove’s (Thermo
Fischer, Waltham, MA, EUA) suplementado com albumina
humana a 10% e vancomicina 100 pg/mL. Os tecidos foram
submetidos a analise no dia da captac¢do, definido como dia
zero (d0) e apds 15 (d15), 30 (d30) e 45 (d45) dias de
preservacdo (=Figura 3). Também foram enviados fragmen-
tos de tecido para cultura no laboratério de microbiologia da
instituicdo para excluir infecgdo.

Protocolo de Analise Tecidual

Os fragmentos osteocondrais foram submetidos a cortes histo-
l6gicos e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E),
para analise global do tecido, e com Safranina O (SO), para
avaliacdo quanto a deposicao de glicosaminoglicanos. As lami-

Fig. 3 Metodologia de preparo dos fragmentos osteocondrais para
andlise tecidual. Superficie articular do fémur distal selecionada para
a retirada de FO para anélise histoldgica (A). Os fragmentos foram
mantidos no meio de preservacao e mantidos a 4°C (B). Periodo de
avaliacdo de amostra (C). D (dia). Fonte: Arquivo pessoal.

nas foram analisadas ao microscépio 6tico e fotografadas para
registro dos resultados em aumento de 100x. As imagens
geradas foram nomeadas alfanumericamente, de modo que a
letra indicava o tempo de preservacdo do tecido e o ntimero
indicava o doador, para que os avaliadores fossem cegados
quanto ao tempo de preservacdo e ao DC. Os avaliadores
receberam as imagens obtidas em um dispositivo de armaze-
namento eletronico e os formularios para aplicacdo dos dois
escores selecionados para a pesquisa. Foram utilizados o escore
de Mankin modificado,? cuja pontuacio obtida varia de 0 a 14
pontos, e o escore descrito pela OsteoArthritis Research Society
International (OARSI)° que quantifica as alteragdes relaciona-
das a degeneracdo da cartilagem sinovial, graduando de 0 a 6.

Analise dos Resultados

Os resultados obtidos foram tabulados em planilha Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) para poste-
rior analise estatistica. A andlise do presente estudo foi formada
pelas pontuacdes obtidas a partir da avaliacdo visual dos
fragmentos osteocondrais nos 4 momentos de avalia¢do (dO,
d15, d30, d45) segundo os dois escores selecionados previa-
mente. Ao todo, foram realizadas 38 avaliagdes, que compdem a
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dimensdo do banco de dados do presente estudo. Houve a
perda de uma avaliacdo referente ao DC 388 no tempo dO0. Os
dados coletados foram analisados pelo programa IBM SPSS
Statistics for Windows, Versdo 22.0 (IBM Corp. Armonk, NY,
EUA). Os graficos foram construidos no programa Microsoft
Excel 2011.

Para caracterizagdo da amostra e andlise descritiva das
variaveis, dada a natureza qualitativa dos escores, a média e
as estatisticas baseadas na média ndao puderam ser calcula-
das, por isso os dados foram sintetizados por meio de
distribuicdes de frequéncias relativas e da estatistica descri-
tiva como mediana, minimo e maximo. Seguindo a aborda-
gem ndo paramétrica de andlise, dada a natureza qualitativa
ordinal dos escores, a significancia da evolu¢ao temporal de
um escore foi avaliada pelo teste de Wilcoxon, comparando
pareadamente os escores de uma avaliagdo com os respecti-
vos escores da avaliacdo anterior. Todas as comparagdes
foram realizadas considerando nivel de significincia maximo
de 5% (0,05), ou seja, foi adotada a seguinte regra de decisdo
nos testes: rejeicdo da hipétese nula sempre que o valor-p
associado ao teste foi menor que 0,05.

Resultados

Avaliacao Histologica

As laminas coradas com H&E do tecido proveniente do dia da
captagdo (d0) e no 15° dia de preservagdo (d15) ndo apre-
sentaram alteragles estruturais na camada superficial da
cartilagem articular (~Figura 4A-B). Contudo, nas amostras

Fig. 4 Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preser-
vada a 4°C corada com Hematoxilina e Eosina (H&E). Cortes histol6-
gicos corados com H&E de fragmento osteocondral obtido no dia da
captacdo do tecido (A), corte histoldgico de fragmento osteocondral
apo6s 15 dias de preservagao, d15 (B), corte histolégico de fragmento
osteocondral ap6s 30 dias de preservacao, d30 (C) e corte histoldgico
de fragmento osteocondral apds 45 dias de preservagdo, d45 (D).
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avaliadas apds 30 dias (d30) e apés 45 dias (d45) de preser-
vacdo, foram identificadas alteragdes estruturais na camada
superficial da cartilagem, como perda da continuidade e
presenca de fissuras na superficie articular (~Figura 4C-D).

Ao avaliarmos histologicamente por coloracdo H&E a
regido da cartilagem intermediaria, ndo foram observadas
alteragdes estruturais nos quatro momentos de avaliagdo. A
camada profunda da cartilagem assim como a placa de osso
subcondral, manteve-se preservada durante todo o periodo
de preservacdo analisado.

A andlise dos cortes histol6gicos corados com SO apés 15
dias de preservacdo (d15) mostraram uma diminui¢do na
concentracdo de proteoglicanos na porc¢do periférica da
camada superficial quando comparadas com as mostras
em d0. Ap6s 30 dias de preservacdo (d30), houve diminuicdo
na concentracdo de proteoglicanos da camada superficial da
cartilagem dos FO analisados. Finalmente, ap6s 45 dias de
preservacdo (d45) observou-se lesdes estruturais difusas na
camada superficial da cartilagem associadas a diminui¢do na
concentracdo de proteoglicanos (=Figura 5). A andlise his-
tolégica apds colora¢do com SO ndo identificou diminuicdo
na concentracdo de proteoglicanos na camada de cartilagem
intermediaria, nem na camada profunda nos quatro periodos
de avaliagdo.

Fig. 5 Fotomicrografia da camada de cartilagem superficial preser-
vada a 4°C corada com Safranina-O (SO). Corte histoldgico corados
com SO de fragmento osteocondral obtido no dia da captacao do
tecido, dO (A), corte histoldgico de fragmento osteocondral apés 15
dias de preservagdo, d15 (B), corte histologico de fragmento osteo-
condral apés 30 dias de preservacao, d30 (C) e corte histolégico de
fragmento osteocondral apds 45 dias de preservacao, d45 (D).
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Fig. 6 Frequéncias dos resultados segundo o escore histoldgico de Mankin. A pontuagdo maxima obtida no escore de Mankin foi de 5 pontos.

Resultado dos Escores Histologicos

Adistribuicdo de frequéncias dos resultados obtidos segundo
o escore de Mankin é apresentada na =Figura 6. A maior
pontuacdo obtida foi de cinco pontos independentemente do
periodo analisado. Apés 15 dias de preservacgdo, 100% das
laminas avaliadas obtiveram 3 pontos dentre os 14 pontos
possiveis, demonstrando bom resultado quanto as altera¢ées
teciduais analisadas pelo escore. Ap6s 45 dias de preserva-
¢do, os resultados foram semelhantes, com 90% das laminas
avaliadas somando a pontuagdo até 3.

Com 30 dias de preservagdo, as amostras tiveram diferenca
com significancia estatistica em relacdo ao tecido preservado
por 15 dias, sugerindo piora na qualidade do tecido osteocon-
dral segundo os critérios utilizados pelo escore de Mankin.

A distribuicdo de frequéncias obtidas segundo o escore da
OARSI é apresentado na =Figura 7. No periodo definido como
do, 30% das laminas avaliadas apresentaram alterag¢des histo-
l6gicas mesmo antes das amostras serem submetidas a pre-
servagdo a 4°C. As alteragbes descritas foram restritas a
camada superficial da cartilagem articular, sobretudo a dimi-
nuicdo da concentragdo de proteoglicanos. Com 15 dias de
preservacao, 80% das amostras foram classificadas como tipo 0
ou 1, contendo apenas altera¢cdes superficiais no tecido
segundo a descricdo do escore utilizado. Com 30 dias de
preservacao, 70% das amostras foram classificadas como tipo
2, contendo alteragdes estruturais na camada superficial,
assim como diminui¢do na concentra¢do de proteoglicanos.
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Nenhuma amostra de tecido analisada apresentou alteracdes
relacionadas a degeneracdo da cartilagem articular, classifica-
das como tipo 4, 5 ou 6 segundo o escore da OARSI.

Segundo a avaliacdo histolégica avaliada pelo escore da
OARSI, ndo foram observadas variagdes com significancia
estatistica entre os resultados obtidos nos diferentes perio-
dos de avaliacdo do tecido osteocondral.

Discussao

O TOA representa um método bioldgico capaz de fornecer
cartilagem hialina para o tratamento das lesdes osteocondrais
de espessura superior a 2cm?.">%10 A viabilidade celular do
tecido doador no momento da cirurgia representa um fator
indispensavel para que haja sucesso no tratamento. A auséncia
de um protocolo definido na literatura nos levou a necessidade
de elaborar uma metodologia prépria para captacdo, trans-
porte e armazenamento de tecido osteocondral humano.

Diversos fatores influenciam na preservacao dos fragmen-
tos osteocondrais humanos, visando tanto ao aumento na
quantidade de condrdcitos vidveis quanto ao maior periodo
de armazenamento dos tecidos. Desta forma, a temperatura e
o meio de armazenamento sdo varidveis muito discutidas na
literatura.

Em relacdo a temperatura, a discussao envolve a preser-
vacdo a 4°C, a 25°C, a 37°C ou a criopreservagdo.''""7 0O
aumento da temperatura de preservagdo esta associada ao

B Escore 0
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» Escore 2

B Escore 3

407 407
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Dia 30 [a 45

Escore OARS|

Fig. 7 Frequéncia de resultados obtidos através do escore da. OsteoArthritis Research Society International Abreviacao: OARSI, OsteoArthritis

Research Society International.
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maior consumo de nutrientes oferecidos pelo meio de pre-
servacdo, havendo a necessidade da troca periédica do meio,
expondo o tecido ao risco de contaminacdo e aumentando o
custo do armazenamento.'? Cook et al'” foram capazes de
comprovar até 89,8% de condrécitos vidveis em fragmentos
osteocondrais caninos com a utilizacdo do Missouri Osteo-
chondral Allograft Preservation System (MOPS) na tempera-
tura de 25°C ap6s 60 dias de preservacdo tecidual;
entretanto, a preservacdo a fresco (4°C) permanece como
padrdo ouro na literatura.

Em estudo preliminar, realizado com material de descarte
cirargico, nosso grupo evidenciou que a refrigeracdo a 4°C
oferece melhor capacidade de preservacdo de fragmentos
osteocondrais do que a 37°C por até 14 dias.'® Por esse
motivo, no estudo atual, com tecidos de DCs jovens, manti-
vemos a opcao de refrigeracdo dos fragmentos a 4°C. Nossos
resultados confirmam os achados anteriores que a tempera-
tura de 4°C é adequada para a preservagdo dos aloenxertos.

Diversos meios suplementados foram avaliados quanto
aos seus beneficios sobre a viabilidade do tecido cartilagi-
noso preservado, entre eles o0 meio associado a dexameta-
sona,'® ao 4cido hialurdnico,?® ao soro alégeno?' ao inibidor
do fator de necrose tumoral a'® e ao agente inibidor da
apoptose celular,?? dentre outros. A divergéncia na literatura
entre os meios utilizados, a auséncia de pesquisas in vivo e o
alto custo dos métodos de preservacdo avaliados dificulta a
decisdo quanto ao melhor suplemento a ser utilizado em
conjunto com o meio de preservacdo para melhorar a
qualidade do tecido armazenado para transplante. Pearsall
et al’ determinaram que aloenxertos osteocondrais huma-
nos poderiam ser mantidos vidveis por até 44 dias com uma
viabilidade média de 67% quando mantidos em um meio de
armazenamento suplementado com antibidtico, glutamina e
soro fetal bovino a 10%, sem fatores de crescimento. Outro
estudo concluiu que os aloenxertos armazenados em solu-
¢do de Ringer lactato com antibiético poderiam ser implan-
tados em até 7 dias, enquanto a manuten¢ao em meio sem
SOro aumentaria esse prazo para 2 semanas.'” Considerando
os achados desses estudos, optados em incluir no nosso
protocolo o transporte dos fragmentos em Ringer lactato,
por ser mais barato e acessivel em qualquer hospital onde
seja feita a captacdo de tecidos, deixando a preservacdo em
meio Iscove’s suplementado, mais cara e dependente de
estrutura para preparo, para 0 armazenamento apds o
processamento pelo BT.

0 método descrito para o transporte do tecido osteocon-
dral manteve o mesmo em temperatura adequada (4/10°C)
até o inicio do processo de processamento tecidual. A pre-
servacgdo do tecido ostecondral a 4°C foi capaz de manter as
caracteristicas estruturais das camadas da cartilagem arti-
cular até 15 dias de armazenamento em meio de cultura
celular sem suplementag¢do com soro Iscove’s suplementado
com albumina humana a 10% e vancomicina 100 pg/mL.

A avaliacdo histolégica utilizando ldminas coradas em
H&E demonstrou a preservacdo das camadas da cartilagem
articular retiradas no dia da captacdo do tecido (d0), sendo
estas definidas como grupo controle. Ap6s 30 e 45 dias de
preservacdo, houve altera¢des na camada superficial do
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tecido, demonstrando que esta regido esta sujeita a altera-
¢des relacionadas ao tempo de preservacao. A integridade da
porcdo superficial do tecido cartilaginoso é de suma impor-
tancia para a absorcdo e distribuicdo de carga. Lesdes na
camada de cartilagem superficial estdo relacionadas a alte-
racdo na permeabilidade do tecido, favorecendo a penetra-
¢do de liquido sinovial, iniciando o processo de degeneragao
articular.?> As camadas de cartilagem intermediaria, pro-
funda e de cartilagem calcificada ndo se alteraram durante o
periodo avaliado. Tais achados descrevem um padrao tipico
de lesdo relacionada a preservacdo de tecido osteocondral
humano, no qual apenas a camada superficial da cartilagem
apresentou descontinuidades e delaminagdes.

A avaliagdo visual das laminas coradas em SO demonstrou
diminuicdo gradual na concentracdo de proteoglicanos na
matriz extracelular com o aumento no tempo de preservacao
nas amostras estudadas. Em 30% das amostras, houve dimi-
nuicdo na concentragdo de proteoglicanos na camada super-
ficial do tecido logo apés a captacdo (dO). Tal achado sugere
que altera¢des no metabolismo dos condrécitos possam
existir mesmo em pacientes fisiologicamente jovens sem
lesGes descritas na cartilagem articular. Com 30 dias de
preservacdo, todas as amostras analisadas apresentaram
diminuicdo na concentra¢do de proteoglicanos na camada
superficial. As demais camadas da cartilagem articular tive-
ram sua concentra¢do de proteoglicanos preservada apdés
todo o periodo de avaliacdo (45 dias). Nossos resultados
confirmam a necessidade de transplante do tecido osteocon-
dral com menor tempo possivel de preservacao, pois descre-
vem a altera¢do estrutural apés a preservacgao de FO a fresco,
embora restrita a camada superficial da cartilagem articular.
Alteragbes estruturais na camada superficial permitem o
fluxo de liquido sinovial, levando a formacdo de cistos
subcondrais, dando inicio ao processo de degeneragdo
articular.?’

Nosso trabalho apresentou algumas limita¢des. Primeiro,
ndo foi realizada andlise quantitativa de viabilidade celular
do tecido estudado. Segundo, a metodologia de avaliacdo
histolégica utilizada foi elaborada a partir de escores criados
para estudo de tecido cartilaginoso com altera¢des degene-
rativas. Ndo ha na literatura um escore histolégico para
avaliacdo de tecido osteocondral humano cadavérico. Por
fim, os dados gerados sdo de natureza qualitativa, podendo
estes estar sujeitos a variagoes interobservadores.

Conclusao

0 protocolo descrito definiu o transporte de joelho em bloco
imerso em Ringer lactato em temperatura controlada a 10°C
até sua chegada ao banco de tecidos. Apds o processamento, a
solucdo de preservagdo foi composta por meio de cultura
celular sem soro Iscove’s suplementado com albumina
humana a 10% e vancomicina 100 pg/mL. O tecido foi
preservado em temperatura a 4°C até o momento do trans-
plante, caracterizando a preservacao a fresco.
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