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Avaliacdo morfoldgica e biomecéanica dos efeitos da radiacdo gama em 0Sso

humano liofilizado ou congelado
Stefany Plumeri Santin

RESUMO

Diversos pacientes sao beneficiados com ossos armazenados em Bancos
de Tecidos e utilizados em cirurgias reconstrutivas ortopédicas e em
implantodologia como aloenxertos. No entanto, ha uma intensa preocupag¢do em
garantir seguranca na esterilidade do aloenxerto para proporcionar eficacia no
transplante. Para minimizar possiveis contaminacoes utiliza-se a radiacéo ionizante
como forma de esterilizacao final, desde que esta seja feita de maneira controlada,
evitando possiveis modificacdes na matriz 6ssea. No presente trabalho, utilizamos
as técnicas de colorimetria para avaliar modificacdes estéticas, Tomografia por
Coeréncia Optica, Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a polarizacéo,
espectroscopia Raman e ensaios mecanicos de compressao para identificar as
possiveis alteracdes na matriz 6ssea, ocasionadas pela forma de preservacgéo,
assim como, pelas diferentes doses de irradiacdo. Foram obtidas 8 amostras de
fibulas de 4 doadores, fracionadas de maneira a obter 48 amostras liofilizadas e 48
amostras congeladas. As amostras foram irradiadas com as doses de 15, 25 e 50
kGy comparando os resultados com o controle ndo irradiado. Observamos uma
diminuicdo na intensidade das cores iniciais, mais relacionada com o
processamento e preservacdo das amostras, e para as amostras irradiadas
somente foi observado um aumento da coloracdo amarelada na dose de 50 kGy. A
forma de preservacéo por liofilizacdo ocasionou maiores modificacdes na estrutura
terciaria do colageno dos ossos irradiados nas diferentes doses, principalmente nas
doses acima de 25 kGy, porém estas modificacdes ndo foram suficientes para
alterar a organizacdo das fibras de coldgeno. Quanto a resisténcia mecénica,
verificou-se que as amostras liofilizadas foram menos resistentes que as
congeladas e nas doses de 15 kGy e 25 kGy em ambas as formas de preservacgao

ocorreu uma tendéncia a diminuir a resisténcia mecéanica em relagdo ao controle.

Palavras-chave: 0sso, Banco de Tecidos, esterilizagc&o, radiagéo ionizante.



Morphological and biomechanical evaluation of gamma radiation

effects on lyophilized or frozen human bone
Stefany Plumeri Santin
ABSTRACT

Several patients are benefited with bones stored in Tissue Banks and used in
orthopedic reconstructive surgery and implantodology as allografts. However, there
IS a strong concern to ensure safety in sterile allograft transplantation in order to
provide efficacy. To minimize a probable contamination, ionizing radiation is used
as a form of final sterilization, since the procedure is done in a controlled manner,
avoiding possible changes in the bone matrix. In this dissertation, the techniques of
colorimetry were used to evaluate aesthetic modifications; Optical Coherence
Tomography, Optical Coherence Tomography sensitive to polarization, Raman
spectroscopy and mechanical compression was carried out to identify possible
changes in the bone matrix, caused by the preservation method, as well as the
different irradiation doses. Eight fibulae from four donors were fractionated and from
that forty-eight lyophilized samples and forty-eight frozen samples were obtained.
The samples were irradiated with doses of 15, 25 and 50 kGy and the results were
compared with the non-irradiated control. A decrease in the intensity of the initial
colors was noticed and it was more related to the processing and preservation of
the samples; for the irradiated samples, only an increase in the yellowness was
observed, in the 50 kGy doses. The lyophilization preservation method caused
major changes in the tertiary structure of the bone collagen irradiated at different
doses, particularly at doses above 25 kGy, but these changes were not enough to
change the organization of collagen fibers. Regarding the mechanical strength,
were detected that lyophilized samples were less resistant than those which were
frozen. With doses of 25 kGy and 15 kGy, in both forms of preservation, the
mechanical strength tended to decrease, compared to the control. Therefore, it was
observed that the aesthetic and structural changes caused by the different
irradiation doses depend on the processing used in the Tissue Banks, besides the

preservation method selected.

Keywords: bone, Tissue Bank, sterilization, ionizing radiation.
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1 INTRODUCAO

Diversos pacientes tém sido beneficiados com transplantes de tecidos
(ossos, cartilagem, tenddes, pele, amnio e outros) provenientes de instituicoes
denominadas Banco de Tecidos. Essas instituicbes se responsabilizam pela
selecdo de doadores multi-orgdos® ou cadavéricos?, captacéo, processamento e
distribuicdo destes tecidos que serdo utilizados como aloenxertos® (Amatuzzi et al.,
2000; Herson & Mathor, 2006).

Os aloenxertos sédo utilizados em cirurgias reconstrutivas e em particular o
tecido Osseo é utilizado para reparar defeitos 6ésseos ocorridos por alguma

enfermidade ou injuria (Roos et al., 2000).

7

No entanto, para estes tecidos serem utilizados € necessario garantir a
seguranca da esterilidade dos mesmos. A norma de esterilizagdo (ISO-
11137:2006) recomenda um Nivel de Seguranca de Esterilidade de 10°°, ou seja, a

probabilidade de encontrar um microrganismo vivo em um milh&o.

Seguindo as boas praticas de processamento, todas as etapas envolvidas,
desde a sele¢do do doador até o armazenamento do tecido, tem como prioridade a
obtencdo de tecidos seguros para transplante. Todo o processamento do tecido
deve ser realizado de forma asséptica e uma possivel contaminacéao inicial deve
ser reduzida nesta etapa, podendo-se utilizar a radiacdo ionizante como forma de

esterilizacéao final (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

A radiagcdo ionizante confere algumas vantagens quando comparada com
outros métodos, como por aquecimento, onde h4 um aumento da temperatura e
oxido de etileno, que deixa residuos tdéxicos no tecido. A esterilizacao por radiacéo
ionizante propicia que os tecidos sejam esterilizados em sua embalagem final
evitando re-contaminacdo posterior e apenas ha um aumento minimo da

temperatura além de nao produzir residuos téxicos (Herson & Mathor, 2006).

! Doador multi-org&o: Doador por morte encefélica
2 Doador cadavérico: Doador por morte encefalica e parada cardiaca

¢ Aloenxerto: transplante entre individuos de uma mesma espécie, mas geneticamente

diferentes



Este método é vantajoso, porém existem algumas controvérsias em relacao
a dose a ser utilizada. A principal preocupacéo dos responsaveis pelos Bancos de
Tecidos, do corpo médico transplantador e dos pesquisadores da area é saber se 0
processo de esterilizagcdo por radiacédo ionizante e a forma de preservacao podem
danificar o tecido, como por exemplo, acarretar modificacbes na matriz éssea e
consequentemente diminuir a efichcia do transplante (Hammer et al.,, 1999;
Kaminski et al., 2012; Vastel et al., 2004).

Em particular, diversos trabalhos discutem a respeito das doses empregadas
na esterilizacdo do tecido 0sseo, pois 0 objetivo em comum é que estas garantam a

esterilidade e a integridade do enxerto.

Existem controvérsias em relacdo a dose utilizada para esterilizacdo de
aloenxertos 6sseos. O Codigo de Pratica “Esterilizacdo por radiagédo de tecidos
alégenos: Requerimento para validacdo e controle de rotina” elaborado pela
International Atomic Energy Agency (IAEA), descreve os calculos de doses a partir
da carga microbioldgica inicial, sendo que este guia foi publicado em 2007, mas
sua elaboragdo terminou em 2004, onde recomenda a dose de 25 kGy como a
dose minima que deve ser utilizada para esterilizacdo, seguindo as normas em
vigor naguele momento. No entanto, em diversos trabalhos foi observado que
doses mais baixas de irradiacdo sdo vantajosas por manterem uma melhor
preservacao da matriz de coldgeno, além de preservar as proteinas morfogenéticas
(BMPs) e fatores de crescimento que levam a uma melhor incorporacéo do enxerto
(Nguyen et al., 2011). Na norma ISO 11137, revisada em 2006, a dose minima
para esterilizacdo de tecidos biolégicos, partindo de uma carga microbiana inicial
zero, é de 15 kGy. Dados encontrados na literatura apontam que ha uma tendéncia
geral para minimizar a dose utilizando doses abaixo de 25 kGy (Nguyen et al.,
2011; Nguyen et al., 2007).

A integridade do enxerto 6sseo depende da porcdo mineral, do colageno e
da interacdo de ambos, presentes na matriz 6ssea. Diversos estudos demonstram
que a irradiacdo pode afetar a estrutura do colageno, como por exemplo,
desorganizando a estrutura de tripla hélice da molécula (Dziedzic-Goclawska et al.,
2005; Hammer et al., 1999; Martinho Junior, 2012; Nguyen et al., 2007)



Algumas técnicas ndo destrutivas podem ser utilizadas para avaliar as
possiveis modificacdes ocasionadas no tecido 6sseo, como a Colorimetria solida, a

Tomografia por Coeréncia Optica e a Espectroscopia Raman.

A colorimetria solida permite avaliar as mudancas de cor ocorridas na
amostra apOs a irradiacdo e essa técnica foi utilizada para quantificar tais
modificacdes, pois alguns profissionais associam essa mudanca estética com
alteracbes na matriz 6ssea, com a consequente diminuicdo da resisténcia
mecanica devido as possiveis altera¢cdes na organizagao das fibras de colageno.

A Tomografia por Coeréncia Optica (OCT) é uma tecnologia de imagem
tomografica capaz de produzir de forma néo destrutiva imagens transversais e de
alta resolucao. A técnica utilizada é baseada na emisséo de um laser infravermelho
centrado na amostra e avalia as propriedades de retro espalhamento e reflexdo da
luz no tecido a ser estudado (Huang et al., 1991) e foi utilizada para avaliar as
possiveis modificacBes ocasionadas na matriz 6ssea e na organizacado das fibras
de colageno, esta Ultima visualizada com o auxilio da Tomografia por Coeréncia

Optica sensivel a polarizacdo (PS-OCT) (Xingde et al., 2005).

A espectroscopia Raman € uma técnica de espectroscopia vibracional
utilizada para avaliar o espalhamento da luz em moléculas bioldgicas e tem sido
utilizada para avaliar as alteracdes na composicdo 0ssea ocasionada por fatores
como idade, doencas ou lesdes (Morris & Mandair, 2011). Neste trabalho a
espectroscopia Raman auxiliou na avaliacdo das mudancas na relacao

mineral/matriz presente no tecido 6sseo.

Os ensaios destrutivos sdo essenciais para compreender com mais detalhes
as modificagdes ocorridas no tecido, como 0 ensaio mecanico de compressao que
permite avaliar se ap0s a esterilizagcdo ocorreu uma reducdo significativa nas

propriedades plasticas, como a diminui¢do da resisténcia a forca compressiva.

O conhecimento das possiveis modificacdes que a radiacdo ionizante pode
provocar nos tecidos, podera ser (til aos responsaveis dos Bancos de Tecidos na
deciséo da dose de esterilizacdo a ser aplicada aos mesmos, atreladas a forma de

preservacao e a sua futura utilizagéo.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar se diferentes doses de
radioesterilizacdo alteram as caracteristicas fisicas, quimicas ou mecénicas do
tecido 6sseo e se estas sdo dependentes dos métodos de preservacao, por

congelamento ou liofilizacéo, utilizados pelos Bancos de Tecidos.

Para identificar estas possiveis alteracdes foram utilizadas as seguintes
técnicas: Colorimetria sélida; Tomografia por Coeréncia Optica (OCT); Tomografia
por Coeréncia Optica (OCT) sensivel a polarizacdo; espectroscopia Raman e

ensaios mecanicos de compressao.



3 CONSIDERACOES GERAIS

Para entendermos as possiveis modificacdes que podem ocorrer no tecido
0sseo, é importante conhecermos as principais caracteristicas do tecido em
questao, as formas de preservacéo, sua aplicacéo clinica e a influéncia das doses

de radiacdo empregadas na esterilizacao.
3.1 Principais caracteristicas do tecido 6sseo

O tecido 6sseo € uma forma especializada de tecido conjuntivo e tem por
funcdo proporcionar suporte para as partes moles e proteger 6érgaos vitais, como 0s
contidos na caixa craniana e toracica e no canal raquidiano. Este tecido também
aloja e protege a medula 6ssea, proporciona apoio aos musculos esqueléticos e
constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contracéo

muscular (Junqueira & Carneiro, 2004; Nordin & Frankel, 2001).

Como os outros tecidos conjuntivos, o tecido 6sseo é formado por células e
uma matriz extracelular calcificada (matriz 6ssea). Porém, diferente de outros
tecidos conjuntivos, o tecido 6sseo apresenta alto teor de matéria inorganica, na
forma de sais minerais, combinado intimamente com uma matriz organica
(Kierszenbaum & Tres, 2012; Nordin & Frankel, 2001).

Entre os componentes da matriz 6ssea, o principal componente é o colageno
tipo | e, em menor quantidade, o colageno do tipo V. Os colagenos correspondem a
90% do peso total da matriz 6ssea, sendo que dos tipos Ill, XI e Xl s&o

encontrados em quantidades residuais nesta matriz (Ross & Pawlina, 2008).

O tecido 0sseo, exceto superficies articulares e nos locais de insercdo de
tenddes e ligamentos, € envolto pelo periésteo, uma camada de tecido conjuntivo
especializado. O endésteo, outra camada de tecido conjuntivo, reveste a cavidade
medular da diafise e 0s espacos no interior do tecido ésseo esponjoso (Junqueira &
Carneiro, 2004).

O tecido 0sseo pode ser classificado como esponjoso ou compacto. O tecido
0sseo esponjoso é formado por uma trama de espiculas ou trabéculas Osseas

(FIG.1) que delimitam espagos ocupados pela medula 6ssea, diferente do tecido



0sseo compacto que aparece como uma massa soélida e ndo apresenta cavidades

visiveis macroscopicamente (Junqueira & Carneiro, 2004).

FIGURA 1- A. Fotografia de cabeca de fémur serrada, mostrando as trabéculas do osso
esponjoso (Junqueira & Carneiro, 2004). B. Imagem, da estrutura das trabéculas do tecido
6sseo esponjoso humano, obtida pela técnica de Tomografia por Coeréncia Optica (foto de
autoria propria).

Nos 0ssos longos, como a fibula, as extremidades ou epifises sao formadas
por 0SS0 esponjoso com uma delgada camada superficial compacta. A parte
cilindrica, denominada diafise, é formada predominantemente por tecido 0sseo
compacto, apresentando uma pequena quantidade de 0Sso esponjoso na sua parte

profunda, delimitando o canal medular (Junqueira & Carneiro, 2004).

Existem dois tipos de estrutura microscopica de 0ssos: 0 0sso lamelar e o
0sso nao lamelar. O osso lamelar consiste em um alinhamento regular das fibras
colagenas, sendo mecanicamente forte. O 0sso ndo lamelar esti presente durante
o desenvolvimento e as fibras colagenas ndo estdo alinhadas regularmente
(Kierszenbaum & Tres, 2012).

O osso lamelar (FIG. 2) é estruturado em lamelas, as quais sdo constituidas
pela matriz 0ssea e ostedcitos, que ocupam uma cavidade ou lacuna com

canaliculos radiais e ramificados que adentram nas lamelas das lacunas



adjacentes (Kierszenbaum & Tres, 2012). O osso lamelar apresenta quatro padrdes
distintos:

Lamdas ciffinfararciais

Lamelas
externas

clourferencials .
intemas

S Caralde \Vaso
Volkmann sanguinac

| T Parideten

Ao
Endosten & ; \\ Canal de Havers

FIGURA 2- Esquema da parede da diafise dos ossos longos. Observam-se trés tipos de
tecido 6sseo lamelar: os sistemas de Havers e as lamelas circunferenciais externas e as
internas. A direita pode-se observar um canal de Havers isolado com a presenca de capilar
sanguineo central e muitos ostedcitos com seus prolongamentos (Junqueira & Carneiro,
2004).

» Osteons ou sistemas Haversianos: Sao formados por lamelas
arranjadas concentricamente ao entorno de um canal vascular

longitudional.

» Lamelas intersticiais: Localizadas entre os osteons e separadas por
uma fina camada conhecida como linha cimentante.

» Lamelas circunferénciais externas: Localizadas abaixo do periésteo e

séo visualizadas na superficie externa do 0sso compacto.



» Lamelas circunferenciais internas: Dispostas na superficie interna

subjacente ao endosteo.

Como visto anteriormente, tanto a matriz organica quanto a inorganica
desempenham um importante papel no tecido 6sseo e, segundo Viguet-Carrin et al.
(2006), a presenca de uma matriz mineralizada confere rigidez ao tecido 0sseo e
as fibras colagenas proporcionam ductilidade e dureza, conferindo a este tecido
uma importante resisténcia a impactos mecanicos. Diversos estudos demonstram
que a qualidade da matriz colagenosa € essencial para manter a integridade do
tecido 0sseo, no proximo topico adentramos nas caracteristicas principais desta

importante proteina.
3.2 Colageno

Existem 27 tipos distintos de coldgeno presentes em tecidos animais e os
principais sao o tipo | (presente no tecido 6sseo), Il, lll, V e Xl que estdo dispostos
em fibrilas e sdo encontrados em tecidos que sao submetidos as forcas de tracéo,
cisalhamento, ou forcas de compresséo, incluindo tendao, osso, cartilagem e pele
(Viguet-Carrin et al., 2006).

A caracteristica predominante desta proteina é ser longa, rigida e apresentar
uma estrutura em tripla hélice, ou seja, as trés cadeias polipeptidicas de colageno
se torcem umas sobre as outras como uma corda helicoidal (conforme FIG.3)
(Alberts et al., 2002). O colageno tipo | é a principal proteina dos 0ssos e confere

as principais propriedades fisicas do tecido.

FIGURA 3- Molécula de colageno. A imagem evidencia a formagédo do colageno por duas
cadeias al associadas com uma terceira cadeia, do tipo a2. Cada cadeia alfa e enrolada
em alfa hélice com passo a direita e sdo unidas por pontes de hidrogénio e interagtes
hidrofébicas. Cada volta completa da hélice percorre uma distancia de 8,6 nm (Junqueira &
Carneiro, 2004).

A configuracao tripla hélice do colageno ocorre devido a sequéncia repetitiva
dos aminoacidos Glicina - X- Y, onde X pode ser qualquer outro aminoacido, mas



geralmente é uma prolina e Y €& frequentemente uma hidroxiprolina (Rest &
Garrone, 1991).

Essas moléculas (FIG.3) se mantém agrupadas em polimeros ordenados,
denominados fibrilas de colageno, essas apresentam uma estrutura de cabos finos
gue possuem de 10-300 nm de diametro e muitos micrometros de comprimento. As
fibrilas de colageno podem ser agrupadas em fibras de colageno que exibem um
formato ainda mais grosso (conforme FIG. 4). Existem outras moléculas de
coldgenos que ligam as fibrilas umas as outras e a outros constituintes da matriz
extracelular (Alberts et al., 2002).

Fibrila de
colageno

Moléculas de
colageno

U
1

On,

U ([ Proteina
- tripla

hélice
Cristal
mineral 6sseo

FIGURA 4- Diagrama esquematico que apresenta a organizagdo das fibrilas e fibras de
coldgeno em associag¢ao aos cristais minerais (Rho et al., 1998).

3.3 Aplicacéo de tecido 6sseo como aloenxerto

O transplante de um tecido removido de uma area do esqueleto e transferido

para outra area no mesmo individuo € denominado de autoenxerto (semelhante ao



termo autdlogo). O termo aloenxerto define o transplante entre individuos
geneticamente diferentes, porém de uma mesma espécie (semelhante ao termo
homélogo). O termo xenoenxerto corresponde ao tecido transplantado entre
individuos de espécies diferentes (semelhante ao termo heterélogo) (Levandowski
Jr., et al., 2008).

O enxerto autdégeno € vantajoso por diminuir a rejeicao e ter as propriedades
biolégicas do individuo, no entanto a desvantagem € que este tipo de aloenxerto
requer um segundo local cirlrgico no paciente e para aqueles que tiveram uma
perda extensa da regido do tecido 0sseo, esta opcdo se torna inviavel (Baptista,

2003) e uma alternativa é recorrer ao xenoenxerto ou ao aloenxerto.

O xenoenxerto possui uma desvantagem, pois apresenta propriedades
imunoldgicas distintas, j& que pertencem a outra espécie e também ha a
possibilidade de ocorrer transmissao de doencas pertencentes a espécie (Santos &

Rahal, 2004). A vantagem € que ha uma facil aquisicao e alta disponibilidade.

O enxerto alégeno € uma opcao para suprir o material do préprio paciente,
evitando a necessidade de um segundo local cirargico diminuindo o tempo
cirdrgico, reduz anestesia e perda sanguinea (Feofiloff & Garcia, 1996). No entanto,
os aloenxertos devem ser selecionados quanto a sua qualidade, saude éssea e

histérico do paciente.

Os enxertos 0sseos aldgenos séo utilizados em procedimentos ortopédicos
para reparar defeitos ocasionados por fraturas e reconstrucao de regides extensas
de tecido 6sseo que foram destruidas por lesbes ou por alguma enfermidade
(Dziedzic-Goclawska, 2000).

Na area de implantologia, o enxerto ésseo alégeno tem sido uma ferramenta
para pacientes com perda significativa da arquitetura do rebordo alveolar por
consequéncia de uma periodontite, exodontias ou mesmo traumatismos. Esses
enxertos alégenos sao utilizados para aumento dos rebordos 6sseos maxilares que
serao receptores dos implantes dentarios, restabelecendo altura e espessura 6ssea

para as regides edéntulas (Del Valle et al., 2006).

As instituicbes que se responsabilizam pelo processamento e
armazenamentos destes tecidos que serdo utilizados como aloenxertos sao

denominadas Banco de Tecidos.
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3.4 Introducdo aos Bancos de Tecidos

Os Bancos de Tecidos sao instituicdes que se responsabilizam pela selecéo
de doadores, captagdo, processamento, esterilizagdo, armazenamento e
distribuicdo de tecidos utilizados em cirurgias reconstrutivas que necessitam de

aloenxertos (Vangsness Jr et al., 2003).

Existem bancos que armazenam um unico tipo de tecido, como por exemplo,
0s bancos de 0ssos ou os bancos de pele, e também h& bancos multitecidos que
possuem infraestrutura e pessoal treinado para armazenar diversos tecidos como

0ss0s, tenddes, corneas, peles e amnios (Vangsness Jr. et al., 2003).

No Brasil, € obrigatério que essas instituicbes estejam localizadas em
hospitais ou em hemocentros e o Sistema Nacional de Transplantes (SNT) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) se responsabilizam pelo
credenciamento e pela fiscalizacdo dos bancos de tecidos, respectivamente, de

acordo com as leis:

- Lei n 9. 434 de fevereiro de 1997, “Dispbe sobre a remogéo de o6rgaos,
tecidos e partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento e da outras
providencias” (Brasil, Lei n° 9.434, 1997).

- Lei no 10.211 de 23 de marco de 2001 que “Altera dispositivos da Lei no
9.434, de 4 de fevereiro de 1997, que "dispde sobre a remocéo de orgaos, tecidos
e partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento” (Brasil, Lei n°
10.211, 2001).

- Portaria n° 2.600 de 21 de outro de 2009, que “Aprova o Regulamento

Técnico do Sistema Nacional de Transplantes” (Brasil, Portaria n°2.600, 2009).

Existem alguns critérios para a selecdo de doadores a fim de evitar
transmissdo de doencas ou insucesso do enxerto como, por exemplo, nao
apresentar histérico de infeccdo e também nédo estar acometido de doenca crénica
ou infectocontagiosa, auséncia de febre durante o periodo de internacdo e néo ter
apresentado uso crbénico de esteroides. Amostras de sangue sao retiradas do

paciente para a realizagdo de exames (Ross et al., 2000).

O processamento dos tecidos tem por finalidade efetuar a limpeza para
eliminar todas as partes moles, inser¢des musculares e peridsteo (Ross et al.,

2000). Todas as etapas do processamento sao feitas de forma asséptica e séo
11



coletadas amostras do tecido que serdo submetidas aos meios de cultura para
micro-organismos aerobios, anaerobios e fungos. Também sao realizados testes
sorolégicos para selecdo doadores viaveis, detectando-se os casos de doencas

infectocontagiosas ativas e também a cicatriz imunolégica (Amatuzzi et al., 2000).
3.5 Preservacéo de tecidos bioldgicos

Os métodos utilizados para preservacao dos tecidos variam de acordo com o
tipo de tecido e com o propésito de seu uso. O fator principal da preservacédo de
tecidos biolégicos € que 0 mesmo conserve as propriedades biologicas e
mecanicas pertinentes a sua funcdo. As temperaturas de armazenamento devem
ser registradas e os materiais de embalagem devem ser adequados para o tipo de

armazenagem realizado (Willemer, 1997).

Existem, descritos na literatura, alguns métodos de preservacéo de tecidos
biolégicos como congelamento, conservacdo em glicerol em altas concentracfes e
liofilizacdo e entre outros (Macedo et al., 1999; Friedlander, 1982). Para o tecido

0sseo sao utilizados principalmente dois métodos de preservacao:
3.5.1 Liofilizacao

A liofilizacdo é uma forma de processamento de tecido ésseo que viabiliza a
utilizacdo desses por promover uma intensa diminuicdo da antigenicidade dos
tecidos, sendo capaz de fornecer material biocompativel, minima alteracao
bioguimica e durabilidade, além de permitir 0 seu armazenamento a temperatura
ambiente (Macedo et al., 1999; Willemer, 1997)

Uma desvantagem da liofilizacdo pode ser a possivel diminuicdo das
propriedades biomecanicas do tecido. Além de cuidados especiais no manuseio do
equipamento e necessidade de um protocolo especifico para a liofilizacdo de cada
tipo e formato de tecido (Willemer, 1997).

3.5.2 Congelamento

O congelamento a —70 °C é uma das formas de preservacao utilizada pelos
bancos de tecidos, pois durante esse procedimento o sistema tende a buscar um
estado de potencial quimico baixo e uma entropia alta. Uma das vantagens da

técnica de congelamento € sua praticidade, pois requer poucos recursos fisicos
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(somente um freezer de ultra congelamento a —70 °C) e também possibilita a

preservacao dos tecidos biolégicos por longo periodo (Macedo et al.,1999).

Além dos diferentes tipos de preservagdo, os Bancos de Tecidos possuem
uma enorme preocupacdo em relacdo a transmissao de doencgas e alguns bancos
consideram essencial a utilizacdo da radiacdo ionizante que proporciona uma

forma segura e eficaz para esterilizar tecidos utilizados como aloenxertos.
3.6 Esterilizacdo por Radiagédo lonizante

Atualmente cresce o interesse dos Bancos de Tecidos em esterilizar tecidos
bioldgicos que serdo utilizados como aloenxertos, para isso, um método eficaz e
que ja esta sendo utilizado no Brasil € a esterilizagcdo por radiacdo ionizante. A
radiagdo ionizante causa uma moderada, mas controlavel, elevacdo da
temperatura conferindo uma vantagem quando comparada aos outros métodos,
pois materiais sensiveis a temperatura podem ser radioesterilizados e também
materiais congelados podem ser irradiados mantendo suas condicbes de
armazenagem. Outra vantagem do processo € a possibilidade dos materiais serem
esterilizados em sua embalagem final descartando os riscos de uma

recontaminacéo (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).
3.6.1 Radiacao lonizante

A radiacdo ionizante é um tipo de radiacdo que possui energia suficiente
para retirar elétrons de atomos e moléculas e converter em particulas eletricamente
carregadas, denominadas ions. Essas reac6es ddo origem a radicais livres que
usualmente podem ser altamente reativos levando a modificacdes quimicas na
matéria (Dahlan, 2001; Drobny, 2013).

As particulas de alta energia e a radiacao eletromagnética sdo dois tipos de
radiacdo ionizante. As particulas de alta energia podem ser -carregadas
negativamente ou positivamente e sdo geradas por maquinas ou podem ser
geradas por radioisétopos, como as particulas beta (B) e alfa (a). As particulas alfa
(a) apresentam um baixo poder de penetragdo na matéria e podem penetrar alguns
microns nos tecidos biolégicos. Ja as particulas beta () sdo moderadamente
penetrantes e podem penetrar alguns milimetros nos tecidos bioldgicos (Dahlan,
2001).
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A radiacdo eletromagnética compreende ondas de radio, microondas, luz

visivel, ultravioleta, raios-X e raios gama (conforme FIG. 5)

ULTRAVIOLETA |

|LUZ VISIVEL
| MICROONDAS |
ONDAS DERADIO | (m)

10" 102 10 10* 10 10

FIGURA 5 - Série de radiagbes eletromagnéticas e os comprimentos de onda A (em
metros) das diferentes radiacdes eletromagnéticas. Adaptado de Dahlan, 2001.

Os raios X e os raios gama (y) possuem um comprimento de onda curto e
energias superiores a 50 eV, sendo assim sdo capazes de ionizar atomos e
moléculas. Essas alteracBes geram efeitos e alteram algumas propriedades nos
materiais que foram submetidos a este tipo de radiacdo. A geracdo dos raios X e
dos raios gama é distinta, sendo que os raios X sao gerados por maquinas e 0s

raios gama sao emitidos por radioisotopos (Dahlan, 2001; Drobny, 2013).

Os radiois6topos (também conhecidos como isétopos radioativos ou
radionuclideos) ocorrem naturalmente ou podem ser produzidos artificialmente em
um reator nuclear. Os radiois6topos consistem em elementos instaveis que
possuem excesso de néutrons ou prétons e emitem radiacao (a, B e y) a medida
que se desintegram espontaneamente ou decaem para um estado estavel
(QUADRO 1) (Dahlan, 2001).

QUADRO 1 - Meia-vida e energia de radiacéo dos isotopos *°°Co e *'Cs.

Fonte Meia-vida (anos) Tipo de radia¢dao Energia (Mev)
"Co 5.27 B 0,341

' 1,332

' 1,173
i 30 B 0,520

Y 0,662

fonte: Dahlan, 2001.
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3.6.1.1 Irradiador Multipropdsito

O irradiador Multipropésito do IPEN-CNEN/SP (FIG. 6), localizado no Centro

de Tecnologia das Radiacdes foi desenvolvido e projetado com tecnologia nacional.

FIGURA 6 - Foto do irradiador multipropdsito localizado no Centro de ecnologia das
Radiacoes.

O sistema possui fontes radioativas de colbalto-60 que ficam submersas em
uma piscina contendo agua desmineralizada, que atua como uma blindagem para
as radiagcdes. A maquina possui sistemas especificos de blindagem e também
foram desenvolvidos sistemas de seguranca, até mesmo a prova de abalos
sismicos (IPEN, 2004).

O irradiador possui uma piscina de 7,0 m de profundidade e 2,7 m de
didmetro e duas portas de concreto. Sendo que uma das portas é deslizante para
montagem e manutencdo da instalacdo (4,0 metros de comprimento, por 4,0
metros de altura e 2,45 metros de largura) e a outra € uma porta giratoria para
entrada e saida de produtos (2,65 metros de diametro, por 4,0 metros de altura) e

possui paredes de concreto com 1,80 metros de espessura (Calvo, 2005).
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3.6.2 Mecanismos envolvidos na inativacdo de micro-organismos por

radiacao ionizante

A radiacdo ionizante pode interagir diretamente no DNA dos micro-
organismos e levar a alteragdes estruturais, como as quebras simples ou duplas da
dupla cadeia do DNA (dano direto). Outra forma de induzir alteracdes é por meio do
dano indireto, onde ocorre a radidlise da agua e a producao de radicais hidroxilas
(*OH) altamente reativos e na presenga de oxigénio o dano é potencializado, pois
h&d uma interacdo do oxigénio com o peroxido ocorrendo um aumento nas

modificacdes da cadeia do DNA (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

A inativacdo de micro-organismos segue uma funcdo exponencial negativa,
inversamente proporcional a probabilidade de sobrevivéncia do micro-organismo
em questao, portanto € de extrema importancia conhecer qual microrganismo e a
quantidade de vivos (carga microbiana) no tecido antes da esterilizacdo por
radiacdo, sendo este um fator fundamental para a eficiéncia do processo. Sendo
assim, a selecao da dose a ser aplicada durante o procedimento depende de trés
fatores como a carga microbiana, a resisténcia dos micro-organismos presentes e
do Nivel de Seguranca de Esterilidade (NSE) (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

O Nivel de Seguranca de Esterilidade corresponde a probabilidade de
encontrar um micro-organismo viavel no tecido bioldgico apds ser irradiado a uma
determinada dose. De acordo com a norma ISO 11.137:2006 (“Esterilizacdo de
produtos para o cuidado da saude”), o NSE é de 10®, ou seja, a probabilidade de

encontrar 1 micro-organismo viavel em 1.000.000, apds a esterilizacao.

7

A utilizacdo da radiacdo ionizante para esterilizacdo € incentivada pela
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (AIEA), sendo responsavel pela
publicacdo de guias para execucao com qualidade deste procedimento. Atualmente

estes guias estdo sendo atualizados segundo as novas versdes das normas ISO.

A instituicdo brasileira envolvida na atualizacdo dos guias e utilizacdo dos
mesmos para atender os Bancos de Tecidos no procedimento de esterilizagéo por
radiacdo ionizante € Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-
CNENY/SP), esta instituicdo € também responsavel por proporcionar treinamentos e
pesquisas para um melhor dominio da técnica, além de disseminar os cuidados
especificos para este tipo de irradiacéo, para as plantas irradiadoras que queiram

oferecer este servigo.
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3.6.3 Diferentes doses empregadas na esterilizagcédo por radiacao ionizante

A esterilizacdo por radiacdo ionizante depende da quantidade de energia
transferida, do nUmero de micro-organismos presentes e da resisténcia dos micro-
organismos frente ao método de esterilizacdo, definido pelo termo Do (Dziedzic-
Goclawska et al., 2005). O termo D19, comumente expresso em kGy, é a dose de
radiacdo necessaria para reduzir a populacdo microbiana inicial de um logip, ou

seja, reduzi-la em 90%.

A dose de 15 kGy, conforme a norma ISO 11137:2006, é a dose minima
para esterilizacdo de tecidos biolégicos, partindo de uma carga microbiana inicial

Z€Ero.

A Agéncia Internacional de Energia Atdmica recomenda a dose de 25 kGy,
embora alguns autores acreditem que esta dose € insuficiente para eliminar os
micro-organismos de tecidos biolégicos e recomendam doses = 30 kGy,
satisfatorias para a inativacdo do virus, pois a dose de 25 kGy nao € o suficiente
para esterilizar tecidos que estejam contaminados com HIV (Fideler et al., 1994),
ou outras contaminagbes virais. Enquanto que Conway & Tomford (1992)
demonstrou que somente doses = 50 kGy sao suficientes para inativagdo do virus
do HVI.

Diversos estudos se concentram nos possiveis danos teciduais que podem
ocorrer durante a radioesterilizacdo. Dziedzic-Goclawska et al., 2005 demonstrou
que no estado seco (liofilizado), pelo efeito direto da radiacdo, ocorre
prioritariamente a ruptura da cadeia polipeptidica do coladgeno e no estado umido,
pela radidlise da &gua (efeito indireto), pode ocorrer o cruzamento intra e

intermolecular das cadeias de colageno.

Uma das formas de avaliar a modificacdo nas cadeias de coladgeno e na
matriz 0ssea € por ensaios mecanicos. Em 1975, Triantafyllou et al., realizou
ensaios de tensdo e com os dados obtidos evidenciou que a resisténcia a flexdo do
0sso reduziu de 10 a 30% em relagcdo ao controle, para ossos liofilizados e
esterilizados com uma dose de 30 kGy. Em 1976, Komender et al., demonstrou que
90% da resisténcia a torsdo nao foi alterada até a dose de 30 kGy, 0 mesmo nao
foi observado para as doses maiores (até 60 kGy), onde houve uma redugédo na

resisténcia as propriedades de torsdo, compressao e flexao.
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Estudos recentes, como o realizado por Kaminski et al., 2012, avaliou por
ensaio mecanico de compressao as diferentes formas de processamento (0SSO
nao-desengordurado e o0sso desengordurado), o efeito da radioesterilizagcéo
utilizando doses de 25 e 35 kGy em 0ssos congelados e em temperatura ambiente.
Este autor constatou que o limite de elasticidade e resisténcia foram aumentados
significativamente na dose de 25 kGy, mas o mesmo nao foi visto para a dose de
35 kGy. Além disso, a radiagdo em temperatura ambiente diminuiu a resisténcia a

carga maxima, limite de elasticidade, resisténcia e tensdo maxima.

A rigidez e a resisténcia estdo associadas com a fase mineral do tecido
0sseo e a tensao esta associada a matriz do colageno (Zioupos & Currey, 1998). A
fase mineral do tecido ésseo € relativamente invulneravel a radiacdo ionizante, no
entanto as alteracbes na resisténcia mecanica estdo associadas com as
modificacdes nas cadeias de colageno e sua interagcdo com a fase mineral (Wright
et al., 1981).

Além dos ensaios mecanicos, outras técnicas podem ser utilizadas para avaliar
as possiveis alteracdes acarretadas no tecido ésseo apOs a radioesterlizacao,
como a colorimetria para avaliar mudancas estéticas, a Tomografia por Coeréncia
Optica, a Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a polarizacdo e a
Espectroscopia Raman. Essas técnicas serdo descritas brevemente no proximo

tépico.
3.7 Técnicas utilizadas para avaliacdo das alteracdes no tecido 6sseo
3.7.1 Colorimetria

A colorimetria € a ciéncia e a tecnologia que emprega modelos matematicos
para quantificar e descrever as percepc¢des humanas da cor, a qual € considerada
um processo psico-visual. As caracteristicas da cor sédo definidas por trés eixos: o
eixo da luminosidade e dois atributos da cromaticidade, que s&o representados
pelas siglas L*, a* e b* obtidos da escala CIELAB ou CIE L*a*b* da (apud Souza et
al., 2008).

A cromaticidade é representada pela raiz quadrada da soma dos valores de

a*, b* e L*. No eixo a*, quanto mais positivo, refere-se ao aumento da cor vermelha
e quanto mais negativo, refere-se ao aumento da coloracao verde. Igualmente no
eixo b*, quanto mais positivo, refere-se ao aumento da cor amarela e quanto mais
18



negativo refere-se ao aumento da coloracdo azul (FIG. 7). O eixo L* corresponde a

luminosidade e varia de preto (0) a branco (100) (Souza et al., 2008).

L=100

L=0

FIGURA 7 - Representacdo dos trés eixos da escala CIELab. L*: eixo da luminosidade,
variacdo do mais escuro (0) para o mais claro (100); a*: eixo da variacdo de cores de verde
(-a) para o vermelho(+a); b*: eixo da variagdo do azul (-b) para o amarelo (+b).
http://corisectelmo.blogspot.com.br/2011/01/aula-21-espaco-de-cor-lab.html

Em 2010, Reichert utilizou a colorimetria para ponderar os diferentes
clareamentos dentais e constatar o melhor procedimento. Em 2012, Soares utilizou
a técnica para avaliar a modificacdo de cor em membrana amnidtica apdés o
processamento por radiacao ionizante e a mesma foi sensivel para detectar tais

alteracoes.

Na literatura, ndo existem trabalhos que utilizam a colorimetria para avaliar

as modificacBes de cor em 0ss0s que serao utilizados em transplantes.
3.7.2 Tomografia por Coeréncia Optica

Em 1991, Huang et al., demonstrou que a Tomografia por Coeréncia Optica
(do inglés Optical Coherence Tomography - OCT) pode ser utilizada para se obter
imagem transversais de tecidos biolégicos. Esta técnica se baseia na emisséo de
um raio laser de baixa coeréncia e de pulsos ultracurtos, o que permite nao destruir

a amostra para a analise.

Pelo fato da luz sofrer forte espalhamento na maioria dos tecidos, a

profundidade de obtencdo de imagens € limitada a poucos milimetros. O OCT

19


http://corisectelmo.blogspot.com.br/2011/01/aula-21-espaco-de-cor-lab.html

possui um potencial para funcionar como um tipo de “bidpsia optica”, onde a
morfologia pode ser avaliada diretamente, em tempo real e sem a necessidade de
qualquer preparacdo prévia das estruturas a serem estudadas (Fujimoto et al.,

1995; Fujimoto, 2003;).

Segundo Raele, 2009 o sistema OCT completa uma lacuna deixada por
outros métodos de diagndstico por imagem, como a microscopia Confocal e o ultra-

som, conforme apresentado na FIG. 8:
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FIGURA 8 - Regido de atuacao, resolucéo e profundidade de penetragédo das técnicas de
OCT, microscopia confocal e ultrassom (Raele, 2009).

O sistema OCT utiliza um interferometro de Michelson e o funcionamento se
baseia em uma fonte de luz que é dividida por um divisor de feixe, sendo que uma
parte do feixe é direcionada para a amostra e a outra para um espelho do brago de
referéncia. A luz retroespalhada pela amostra e a luz refletida pelo espelho séo
recombinadas no divisor de feixe gerando um padréo de interferéncia coletado pelo
detector de luz e a interferéncia entre os dois sinais ocorre apenas quando 0s seus
comprimentos correspondem ao comprimento de coeréncia da luz, conforme
mostra FIG. 9 (Freitas et al., 2010).
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FIGURA 9 - Esquema basico de um sistema OCT (Freitas et al., 2006)

Por meio da alteracdo do caminho 6ptico percorrido pela luz até o espelho
do braco de referéncia € possivel obter informacdes provenientes de diferentes
profundidades do tecido em estudo. Os sinais de intensidade captados pelo
detector sdo transmitidos a um computador que possibilita a analise dos dados
(Cara, 2012; Freitas et al., 2010).

A imagem da seccdao transversal de uma amostra é produzida de uma forma
equivalente ao radar, onde um feixe de luz é lancado no tecido e os perfis de
reflexdo de varias posi¢des transversais sao gravados no computador. O resultado
€ uma representacdo bidimensional da seccdo transversal do tecido. A
representacdo mostra-se em uma escala da cor cinza ou por cores falsas (néo
representa as cores reais do tecido), onde a cor branca indica um estouro de
escala, ou seja, representa um espalhamento acima do superior, a cor preta
demonstra regides onde ndo ha sinal (limiar inferior) e as outras cores seguem 0
padrao RGB (Red, Green, Blue), onde temos o vermelho como maior sinal, e
sucessivamente pelas cores laranja, amarelo, azul, verde e violeta (menor sinal)
(Fujimoto et al., 1995).

Sao inumeras as aplicacbes da técnica de OCT, como na area de
odontologia a técnica tem sido utilizada para deteccdo de lesdes iniciais cariosas

no esmalte dentario (Popescu, 2008). Na oftalmologia, o sistema OCT permite
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obter imagens bem definidas da estrutura da retina e possibilita alcancar um
diagnoéstico de degeneracdo macular, glaucoma e edema macular (Budenz et al.,
2007; Huang, 1991). Outra aplicacdo é na deteccdo de imagem intravascular e
para o diagnostico, como por exemplo de lesdes coronarianas de alto risco
(Brezinski et al., 1996; Brezinski, 2006;). Alguns autores demonstram bons
resultados da técnica para o diagnostico de doencas degenerativas, como a

osteoartrite.

Outra &rea que poderd ser promissora para a aplicacdo de OCT é a
deteccdo e tratamento de células tumorais, pois um trabalho publicado por Meer et
al., em 2010 utilizou a técnica para determinar as propriedade Opticas dos
fibroblastos humanos que foram induzidos a apoptose e necrose e este estudo

podera servir de modelo para acompanhamento do tratamento de células tumorais.

Em 2012, Martinho Junior, utilizou a técnica de OCT para avaliar os efeitos
da radioesterilizacao no tecido cartilaginoso e por meio do calculo do coeficiente de
atenuacado Optica total avaliou os efeitos da preservacdo e radioesterilizacdo em
cartlagem humana e verificou que esta grandeza pode ser utilizada para

prognosticar a qualidade mecéanica do tecido.
3.7.3 Tomografia por Coeréncia Optica sensivel & polarizacéo

A Tomografia por Coeréncia Optica sensivel & polarizacdo (PS-OCT) é um
modo funcional de OCT, que se baseia na variacdo do angulo de incidéncia da
iluminacédo e fornece dados sobre o estado de polarizacdo da luz retroespalhada.
Em 1992, Hee et al., demonstrou que o PS-OCT é capaz de detectar modificacdes
na polarizacdo do retroespalhamento da luz, revelando propriedades
birrefringentes, ou seja, mapear a orientacdo de estruturas biolégicas com um alto
grau de organizacdo como a queratina, mielina e colageno. Pelo fato da velocidade
de uma onda ser dependente do indice de refracéo, a luz incidente sobre um meio
birrefringente sera dividida em feixes normais e extraordinarios e podem se
propagar por diferentes trajetorias, com velocidades diferentes, devido a diferenca
nos indices de refracdo (Prasad, 2003). A sensibilidade a polarizacdo pode ser
vista pela presenga de “franjas” nas imagens, que ocorrem devido ao acumulo de
fase de 1T radianos do vetor resultante do campo eletromagnético.

O PS-OCT revela dados sobre a organizacédo e integridade da matriz de

colageno e quando ocorrem modificacdes na birrefringéncia do tecido, significa
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possiveis alteracfes na funcionalidade, estrutura, ou na viabilidade dos tecidos (de
Boer et al., 1997).

Em 2009, Jacobs & Matcher, utilizaram a técnica para avaliar o quanto o
processo de desmineralizacdo O0ssea pode afetar a organizagdo das fibras de
colageno e demonstraram que a polarizacdo pode ser detectada melhor em tecidos
desmineralizados, porém também pode ser avaliada em tecidos mineralizados.
Martinho Junior (2012) utilizou a técnica de PS-OCT para avaliar os efeitos da
radioesterilizagcdo no tecido cartilaginoso e observou a presencga de birrefringéncia
nos diferentes tipos de preservacdes e doses, no entanto o mesmo autor relata a

necessidade de modelos matematicos para quantificar tais modificacdes.
3.7.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional
utilizada para avaliar o espalhamento da luz em moléculas biolégicas, farmacos,
nanotubos de carbono, fésseis e outros (Dresselhaus, 2005; Mamede, 2006; Morris
& Mandair, 2011; Silva, 2013). Os movimentos vibracionais dentro das moléculas
levam a uma pequena perda de energia da luz sendo espalhados em
comprimentos de ondas mais longos. A diferenca entre o comprimento de luz
espalhada e o da luz incidente corresponde a vibracdes moleculares que leva a
bandas de deslocamentos de frequéncias caracteristicas no espectro Raman
(conforme FIG. 10). Esses deslocamentos sao representados em unidades de
nimero de onda correspondente & energia vibracional (cm™) (Morris & Mandair,
2011).
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FIGURA 10 - Deslocamentos caracteristicos do espectro Raman referente ao tecido 6sseo

que sdo representados em unidades de numero de onda correspondente a energia
vibracional (cm™) (espectro do préprio autor).
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Esta técnica tem sido utilizada para avaliar as alteragdes na composicao
0ssea, ocasionada por fatores como: idade, doencas ou lesdes, pois este tipo de
espectroscopia confocal permite avaliar a identidade mineral e a qualidade dos
componentes organicos da matriz (Inzana et al., 2013; Morris & Mandair, 2011). As
principais bandas de Raman para o tecido 6sseo incluem modos de vibracdo para
o fosfato, carbonato e fosfato de monoidrogénio. As intensidades, posicdes e
formas das bandas fornecem informagdes sobre o estado de maturagao, bem como
a composicdo anormal resultante de defeitos genéticos, doencas ou outras fontes
de modificacdo 6ssea (Morris & Mandair, 2011; Yamamoto et al., 2012). Mandair et.
al, utilizou a técnica de espectroscopia Raman para prever e diagnosticar uma
fragilidade 6ssea em pacientes com osteoporose no periodo pdés menopausa. Em
2012, Yamamoto et al., utilizou a técnica para avaliar as altera¢des no tecido 6sseo
apos o processamento por radiacao ionizante e 0 mesmo autor avaliou diferentes

espectros para detectar a qualidade 6ssea.
3.7.5 Propriedades Mecénicas

Na literatura, existem diversos trabalhos que mensuram as propriedades
mecanicas de tecidos 0sseos, apds serem esterilizados por diferentes doses,
sendo o objetivo principal quantificar modificacées relacionadas com a resisténcia
mecanica. A importancia destes testes esta centrada na aplicacdo posterior dos
tecidos, ja que irdo atuar como suporte estrutural em partes do esqueleto.

As propriedades mecéanicas dos materiais podem ser verificadas por projetos
experimentais realizados em um laboratério e durante os ensaios alguns fatores
devem ser considerados, como a natureza da carga aplicada e a sua duracéo, bem
como as condi¢cdes ambientais (Calister, 2008). Existem alguns tipos de carga que
podem ser aplicadas, como a de tracdo, cisalhamento, flexdo, torcdo e
compressao.

A tracdo € caracterizada por forcas semelhantes e opostas aplicadas na
direcdo externa da estrutura e sob essas cargas a estrutura tende a alongar-se e
estreitar-se (FIG 11). O cisalhamento é representado pela aplicagdo de cargas
paralelas a superficie da estrutura, contudo a deformacéo dentro do material ocorre

de forma tangencial. A compressdo se caracteriza por cargas iguais e opostas
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aplicadas na direcdo interna da estrutura e a tendéncia é que esta se encurte e

alargue (Marchetti et al., 2007).

Compressdo  Tensdo Cisalhamento Torsdo

FIGURA 11- Modelo do direcionamento das diferentes cargas.
http://www.gustrength.com/newsletter:tension-compression-shear-torsion.

Em particular, o tecido ésseo submetido a uma forca de compresséo

(FIG. 12) ird absoiver energia e deformar-se até a ruptura.

Forca compressiva

<4— Amostra

<— Suporte

FIGURA 12 — Amostra submetida ao ensaio mecéanico de compressao

Os ensaio mecanico de compressdo fornece dados da resisténcia maxima a
compressao, resisténcia a ruptura e deformacdo ocorrida na amostra durante o teste

(FIG.13).
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FIGURA 13 - Grafico obtido pelo software Bluehill da maquina de ensaios mecanicos
universal (Instron). As setas indicam os pontos de resisténcia méaxima e de ruptura.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aprovacdo do Comité de Etica

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisas da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo e aprovado sob o
protocolo de pesquisa n° 2311 de 31 de janeiro de 2012 (APENDICE 3).

4.2 Obtencao das amostras

Foram obtidas oito fibulas, de quatro doadores humanos, por meio de uma
parceria com Banco de Tecidos Musculo-esqueléticos do Instituto de Traumatologia
e Ortopedia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

A idade dos doadores variou entre 32 e 53 anos (média de 47 anos). No
QUADRO 2 observa-se a variacdo de idade, sexo, peso e altura de cada doador.
Todas as doacdes por parte dos Bancos de Tecidos estdo de acordo com as
determinacdes da ANVISA descritas na Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC
220 de 27 de dezembro de 2006, item 23.2 e a portaria do Sistema Nacional de
Transplantes (SNT) n° 2600 de 21 de outubro de 2009, Secao 9, art. 156
(APENDICE 4).

QUADRO 2 — Dados dos doadores

DOADOR IDADE SEXO PESO ALTURA
(Kg) (metros)

A 50 anos masculino 70 1,70

B 32 anos feminino 70 1,65

C 53 anos masculino 75 1,75

D 53 anos feminino 80 1,60

4.3 Processamento das amostras

As amostras foram processadas em trés etapas denominadas:
processamento mecanico, cortes e processamento quimico. O processamento
mecanico consiste na remocao (por auxilio de um bisturi e oste6tomo) de tecidos
adjacentes, como restos sanguineos, periosteo, tecido subcutédneo, musculos,
fascias e tecido fibrético. Apdés o processamento mecanico, foram retiradas as

epifises das fibulas e as diafises foram cortadas perpendiculares ao eixo
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longitudional por meio de uma serra elétrica manual, obtendo-se anéis com 1 cm
de altura. Apés este procedimento, foi realizado o processamento quimico, onde
0s ossos foram imersos em solugBes emulsificantes com base em peroxido de
hidrogénio e solucbes alcodlicas, sob agitacdo ultrassénica. Apds esses
procedimentos as amostras foram colocadas em sacos plasticos estéreis
contendo solucao fisiolégica e as mesmas foram agitadas manualmente por
aproximadamente dois minutos. Foram obtidas 48 amostras para congelamento e

48 amostras para liofilizacao.
4.4 ldentificacdo das amostras

As amostras foram identificadas segundo o doador, o tipo de preservacao e

dose de radiagao recebida, sendo 0 (controle), 15, 25 e 50 kGy.
4.5 Fluxograma de trabalho

O fluxograma (FIG. 14) representa a ordem dos experimentos:

Processamento das amostras

Liofilizada Congelada
[n=4) (n=4)

Néo irradiada, 15, N3o irradiada, 15,
25e 50kGy 25e 50kGy

Andlise de cor
(colorimetro)

Avaliagio da
matriz dssea
(ocT)

Avaliacdo da organizagdo
das fibras de coldgeno
[PS-OCT)

Anilise da interagdo
mineral/matriz

Avaliacdo mecédnica
[ensaio mecanico de

compressio)

FIGURA 14 - Fluxograma das etapas de trabalho
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4.6 Preservacao
4.6.1 Liofilizacéo

A liofilizagdo, das 48 amostras processadas, foi realizada em um sistema
automatizado composto por camara de liofilizacdo (Labconco, modelo 79480) e
camara de condensacédo (Labconco, modelo 77530). As amostras congeladas a —
80 °C foram colocadas no interior da camara de liofilizacdo a uma temperatura de —
40 °C. A liofilizac&o primaria foi realizada a uma presséo de vacuo de 8 x 10 mBar
e a uma temperatura de —30 °C por seis horas. Posteriormente foi realizada a
liofilizagdo secundaria a uma temperatura de 5 °C e vacuo de 7 x 10 mBar. O
limite estabelecido de umidade residual apos a liofilizacdo foi de até 6%
(LUCHSINGER & JUDA, 2008), medido no analisador de umidade (Ohaus, modelo
MB45). Para a realizagdo dos experimentos as amostras foram reidratadas em

solucéo fisiolégica por 10 minutos.
4.6.2 Congelamento

ApOGs o processamento, 48 amostras foram congeladas e armazenadas no
freezer —70 °C e antes da realizacdo dos ensaios as mesmas foram descongeladas

em temperatura ambiente por 60 minutos.
4.7 Irradiacdo das amostras

O processo de irradiacdo das amostras foi realizado no Centro de
Tecnologia das Radiacdes (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN-CNEN/SP). As amostras congeladas e liofilizadas foram
irradiadas com raios gama, por fontes de ®°Co no Irradiador Multipropésito tipo
compacto e receberam doses de 15 kGy, 25 kGy e 50 kGy, além do controle nédo
irradiado. Para o controle de dose foram utilizados dosimetros poliméricos Red
Perspex (5-50 kGy). Para evitar a variagdo da temperatura, as amostras
congeladas a -70 °C foram irradiadas em gelo seco e as amostras liofilizadas foram
irradiadas na presenca de elementos refrigerantes. Para cada dose foram
irradiadas doze amostras congeladas e doze amostras liofilizadas, aléem de doze

amostras para cada controle nédo irradiado, totalizando 96 amostras.
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4.8 Colorimetro

Foi utilizado um colorimetro, modelo Spectro-guide 45/0 gloss, marca BYK.
As amostras foram analisadas nos éangulos de 0° e 180° (FIG.15). O
espectrofotdbmetro spectro-guide 45/0 possui um Unico e patenteado principio de

medicao para conseguir uma iluminacéao circunferencial 100%.

FIGURA 15 - Analise das amostras nos angulos de 0° e 180°. ’

4.9 Tomografia por Coeréncia Optica

O sistema OCT utiliza como fonte Optica um led superluminescente (SLD),
com largura espectral de 100 £ 5 nm e centrado em 930 nm, com poténcia de 2
mW na amostra. As imagens com resolucéo lateral 6,0 microns e longitudinal de e
4,1 microns foram geradas pelo deslocamento do ponto de incidéncia na amostra
por espelhos acoplados a um galvandmetro. A luz foi focalizada na amostra com
uma lente de 5 cm de distancia focal. Os dados foram adquiridos e armazenados
em microcomputador para posterior processamento (OCP930SR, Thorlabs Inc. NJ,
USA). Foram obtidas cinco imagens de cada uma das amostras, para o posterior

calculo do coeficiente de atenuacéo 6ptica total (FIG.16).

FIGURA 16 — Imagem obtida por Tomografia por Coeréncia Optica

4.10 Célculo do Coeficiente de Atenuacéo Optica Total

O calculo do coeficiente foi realizado por meio de um programa
computacional dedicado, desenvolvido pelo Dr. Anderson Zanardi de Freitas na

plataforma LabView 8.0, National Instruments.
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Conforme podemos notar na FIG. 17, o programa permite selecionar uma
regiao de interesse (ROI), como pode ser visto na parte superior desta imagem, por
meio das linhas branca e vermelha. O ROI foi previamente determinado e
padronizado para todas as amostras, entre 1500 e 4500 microns. Depois de
selecionada a regido de interesse e colocado o indice de refracdo do tecido 6sseo

(n=1,56) o programa calcula automaticamente o coeficiente de atenuacéao éptica.

= selected path

Imagem Calcula o coeficiente de atenuagdo para um (nico arquivo matriz *.raw H’ Ci\Users\Lab\Desktop\Stefany\oct\doador
-101

0-

Filename
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20-

=
3
b=t
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& Indice de Refracio
-0 1,56
u --30
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FIGURA 17 - Interface do programa utilizado para o célculo do coeficiente de atenuagéo
Optica total.

4.11 Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a Polarizac&o

O equipamento OCT 1300 SS com um moddulo de polarizagcdo PS-OCT
1300, utilizado para o ensaio de Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a
polarizacdo, possui um comprimento de onda centrado em 1325 nm com
10 mW de poténcia na amostra. De cada amostra foram obtidas trés imagens (em

angulo de incidéncia da luz de aproximadamente 45° em relagdo ao longo do eixo).

A fase acumulada (ou formacédo de franjas) é representada numa escala de

cores falsas como apresentada na FIG. 18:

1 eessss— |
FIGURA 18 - Padréo de cores utilizado para representar a fase acumulada.
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4.12 Espectroscopia Raman

Foi utilizado um espectrdbmetro Raman acoplado a um microscopio Confocal,
modelo XploRA™ e fabricado pela Horiba Jobin Yvon. Os espectros Raman foram
obtidos com excitagdo em 785 nm e a poténcia do laser foi de 50%.

Os dados foram obtidos por um sistema de comando e aquisicdo de dados.
Os resultados foram analisados pelo programa Origin 8 e foi calculada a area dos
espectros referente ao Fosfato (981,9-925,7 cm™) e Amida 1(1,716.3—1,541.2 cm™).

4.13 Ensaio Mecéanico de Compressao

Os testes de compresséo foram realizados na Maquina de Ensaio Universal
Instron Modelo 5567, do Centro de Tecnologia das Radiacdes do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN — CNEN/SP). Esta maquina consiste em
um arranjo constituido por duas travessas (uma fixa e outra mével), uma célula de
carga, um mecanismo de direcionamento, acessorios de fixacdo dos corpos de
prova. A maquina estava conectada a um computador e 0s ensaios foram

analisados pelo software Bluehill.

Para o ensaio mecéanico foi utilizado um médulo de carga de 10 kN e a
velocidade de aproximacdo das prensas foi de 10 mm/min em temperatura
ambiente. Antes dos testes, as amostras em formato de anel (aproximadamente
cilindrico) foram medidas com auxilio de paquimetro em trés pontos distintos, para

obter uma média dos diametros, tanto externo quanto interno (FIG. 19).

FIGURA 19 - A. Medida do diametro interno; B. Medida do didmetro externo.

4.14 Anélise estatistica

Os resultados foram comparados estatisticamente pelo método one-Way
Anova e seguido do teste de Tukey e os que apresentaram diferenca estatistica

(p< 0,05) foram marcados nos graficos com o simbolo (*).
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5 RESULTADOS
5.1 Colorimetro

Para a avaliacdo das modificacdes de cor ocasionadas pela radiacdo
ionizante foi utilizada a técnica de colorimetria, que permite avaliar as mudancas de
cor em substancias solidas. Os parametros utilizados foram a*, b* e L* obtidos da
escala CIELAB, 1976. O eixo a*, quanto mais positivo, refere-se ao aumento da cor
vermelha e quanto mais negativo, refere-se ao aumento da coloracdo verde.
Igualmente o eixo b*, quanto mais positivo, refere-se ao aumento da cor amarela e
quanto mais negativo refere-se ao aumento da coloracdo azul. O eixo L*
corresponde a luminosidade e varia de preto (0) a branco (100) (conforme a FIG. 7,
item 3.6.5).

Nas FIGURAS 20, 21 e 22 se observa as diferengcas nesses parametros nas

amostras congeladas e liofilizadas, irradiadas nas diferentes doses:

A B

15kGy 25 KGy 50kGy

Nao irradiado

Dose

FIGURA 20 - A) Parametro a* das amostras congeladas e irradiadas nas diferentes doses
de 15, 25 e 50 kGy B) Parametro a* das amostras liofilizadas e irradiadas nas diferentes
doses de 15, 25 e 50 kGy.

Na FIG. 20-A para as amostras congeladas, observamos que nao ocorreram
diferencas estatisticamente significativas para o parametro a* quando comparamos
as diferentes doses em relacdo ao controle. Para as doses de 15, 25 e 50 kGy

ocorreu uma ligeira tendéncia a diminui¢cao da coloracéo vermelha.
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Conforme FIG. 20-B para as amostras liofilizadas, observamos que néo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas para o parametro a* quando
comparamos as diferentes doses em relagao ao controle. Para a dose de 50 kGy

ocorreu uma tendéncia ao aumento da colorag&o vermelha.

..........

b'13.u)
b (a.u)

wBoirradieda s LY+ oI nio irradiada (510 2u6 G

Dose

FIGURA 21 - A) Pardmetro b* das amostras congeladas néo irradiadas e irradiadas nas
diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy B) Parametro b* das amostras liofilizadas nao
irradiadas e irradiadas nas diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy.

Na FIG. 21-A observamos que ndo ocorreram diferencas estatisticamente
significativas para o parametro b* das amostras congeladas quando comparadas
ao controle. No entanto, observa-se uma ligeira tendéncia ao aumento do

parametro b* nas amostras irradiadas com a dose de 50 kGy.

Conforme FIG. 21-B para as amostras liofilizadas, observamos que néo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas para o parametro b* quando
comparamos as diferentes doses em relacdo ao controle. Nas doses de 25 e 50

kGy ocorreu uma tendéncia ao aumento da coloragcdo amarela.
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FIGURA 22 - A) Parametro L* das amostras congeladas nao irradiadas e irradiadas nas
diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy B) Paréametro L* das amostras liofilizadas néo
irradiadas e irradiadas nas diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy.

Observa-se na FIG. 22-A que nao ocorreram diferengas estatisticamente
significativas para o parametro L* nas amostras congeladas quando comparamos
as diferentes doses em relacdo ao controle. Para as amostras liofilizadas (FIG.
22-B), observamos que nao ocorreram diferengas estatisticamente significativas
para 0 parametro L* quando comparamos as diferentes doses em relacdo ao
controle, apenas na dose de 50 kGy ocorreu uma tendéncia a diminuicdo da

luminosidade.
5.2 Tomografia por Coeréncia Optica

Pode-se observar (FIGURAS 23 e 24) as modificagbes do coeficiente de
atenuacao oOptica total nas amostras de tecido 0sseo preservadas por diferentes

métodos e irradiadas nas diferentes doses.

35



100 H T T

ul
o
1

Coeficiente de atenuacao optica total (cm‘l)

o

T T T T T T T
Nao irradiada 15 kGy 25 kGy 50 kGy

Dose

FIGURA 23 - Gréafico das médias dos coeficientes de atenuacdo Opticas das amostras
congeladas nao-irradiadas e irradiadas nas doses de 15, 25 e 50 kGy.
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FIGURA 24 - Grafico das médias dos coeficientes de atenuacao Opticas das amostras
liofilizadas nédo-irradiadas e irradiadas nas doses de 15, 25 e 50 kGy. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em relacédo ao controle (p<0,05).
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FIGURA 25 - Grafico das médias dos coeficientes de atenuacdo Opticas das
amostras congeladas e liofiizadas néo-irradiadas (*). Indica diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05).

A FIG. 23 refere-se a media do coeficiente de atenuacdo das amostras
congeladas néo irradiadas e irradiadas nas diferentes doses. Nas amostras
congeladas nédo foi evidenciado diferenca estatisticamente significativa quando

comparado ao controle com as diferentes doses.

No grafico da FIG. 24, observa-se a média do coeficiente de atenuacédo
Optica total das amostras liofilizadas ndo irradiadas e irradiadas nas diferentes
doses. Além da amostra liofilizada e ndo irradiada ja& apresentar uma diferenca
estatisticamente significativa (7,678x10” cm™), em relacdo a amostra congelada
(9,713x107 cm™), a dose de 25 kGy apresentou uma diferenca estatisticamente

significativa quando comparada ao controle ndo irradiado e liofilizado.

O grafico da FIG. 25 representa a média do coeficiente de atenuacao Optica
total das amostras congeladas néo irradiadas e liofilizadas nao irradiadas, observa-

se que entre os grupos foi constatada uma diferenca estatisticamente significativa.
5.3 Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a Polarizac&o

A Tomografia por Coeréncia Optica sensivel & polarizagéo foi utilizada para

avaliar a orientacdo das fibras de colageno, pois a birrefringéncia destas foi
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verificada pela presenca de regifes claras e escuras, denominadas “franjas”. Nas
FIG. 26 podemos observar a birrefringéncia presente no tecido 6sseo congelado
nao irradiado e liofiizado n&o irradiado e a FIG. 27 apresenta imagens das
amostras irradiadas nas diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy em ambas as formas

de preservacao.

Foram obtidas imagens de todas as amostras dos diferentes doadores
(APENDICE 1 e 2), porém nos resultados a seguir selecionamos algumas imagens
gue representam os resultados obtidos, semelhantes para todos os doadores.

A

5T

B
=

4
FIGURA 26 - Imagem de PS-OCT das amostras de diferentes doadores, (A)
congeladas e nao irradiadas; (B) liofilizadas e néo irradiadas; (1 a 4) diferentes
doadores e ( ) “Franjas” evidenciadas pela técnica.

Observa-se na imagem acima que em ambas formas de preservacao é

evidenciado a presenca de “franjas” ocasionadas pelo retardo de fase.
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3
FIGURA 27 - Imagem de PS-OCT das amostras congeladas (A) e liofilizadas (B),
irradiadas na dose de 15 kGy (1), 25 kGy (2) e 50 kGy (3).

Observa-se nas imagens acima a formagao de “franjas” que representam o
retardo de fase causado pela birrefringéncia do colageno. Em ambas as formas de
preservacao e nas diferentes doses observamos que a birrefringéncia do colageno

nao foi alterada apds a preservacao e irradiacéo nas diferentes doses.

5.4 Espectroscopia Raman

Para uma melhor compreensao das alteracfes detectadas na técnica de
OCT foi utilizada a técnica de espectroscopia Raman e calculada a razéo
mineral/matriz nos espectros obtidos, utilizando as areas de PO,> e Amida I,

respectivamente.

Nas FIG. 28 A e B observamos a média da razao mineral/matriz em ambas

formas de preservacao e nas diferentes doses de irradiacao.
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FIGURA 28 - A) Média da razdo mineral/matriz das amostras congeladas nao irradiadas e
irradiadas nas diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy B) Média da razao mineral/matriz das
amostras liofilizadas néo irradiadas e irradiadas nas diferentes doses de 15, 25 e 50 kGy.
(*) Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05).
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FIGURA 29 — Gréafico da razdo mineral/matriz das amostras liofilizadas nao-irradiadas e
congeladas ndo-irradiadas.

Pela andlise da razdo PO,*/Amida I, conforme apresentado na FIG.28-A
pode-se observar que ndo houveram diferencas estatisticamente significativas
entre as amostras congeladas e irradiadas com as doses de 15, 25 e 50 kGy
quando comparadas com o controle, apenas observa-se uma ligeira diminuicao
destas razdes nas amostras irradiadas.

No grafico da FIG.28-B pode-se verificar que a meédia da proporcéo

mineral/matriz das amostras liofilizadas nao irradiadas (0 kGy) e a média das
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amostras irradiadas com as doses de 15 e 25 kGy, nédo tiveram diferencas
estatisticamente significativas. Apenas a dose de 50 kGy para amostras liofilizadas,
demonstrou uma diferengca estatisticamente significativa em comparacdo ao
controle.

No entanto, observa-se que, apesar de ndo ser uma diferenca
estatisticamente significativa (FIG. 28-B), nas amostras liofilizadas, a dose de 25
kGy apresentaram uma diminuicdo da média da razdo mineral/matriz.

O gréfico da FIG. 29 representa a média da razdo mineral/matriz das

amostras nao irradiadas e preservadas por liofilizacdo e congelamento.
5.5 Ensaio Mecéanico de Compressao

Nas TABELAS 1, 3, 5 e 7 observamos os valores referentes a resisténcia
méaxima, a deformacédo a resisténcia maxima, a resisténcia a ruptura e a carga a
resisténcia maxima das amostras congeladas néo irradiadas e irradiadas nas
diferentes doses. Nas TABELAS 2, 4, 6 e 8 observamos os valores referentes as

amostras liofilizadas nao irradiadas e irradiadas nas diferentes doses.

Pode-se observar a grande variacdo de resisténcia maxima dos 0ssos nao

irradiados, com valores de 99,17 a 165,94 MPa para 0ssos congelados e 52,98 a

114,02 para ossos liofilizados.

TABELA 1 — Valores do ensaio mecéanico de compressdo das amaostras congeladas e ndo
irradiadas

Amostras Resisténci N rannia | Cargaao atingir

congeladas eS|,st.enC|a Defprmagap a R?S|stenC|a aresisténcia
N&o maxima resisténcia maxima | arupture maxima

rradiadas* | (MP&) [mm) (%) (MPa) ™)
A-1 108,88 0,47 4,70 78,72 8648,91
A-2 149,62 1,49 14,9 88,79 8648,74
B-3 99,17 1,34 13,4 81,29 8723,43
C-1 165,94 9,08 90,8 83,92 7681,47
Cc-2 126,28 0,94 9,4 85,25 9997,38
D-1 104,87 2,11 21,1 72,87 7307,29
D-3 123,77 1,74 17,4 68,13 8649,84

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde & identificagcdo das diferentes
amostras de cada doador.
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TABELA 2 — Valores do ensaio mecanico de compressao das amostras liofilizadas e néo

irradiadas

Amostras Resisténcia Deformacéo a Resisténciaa | Carga ao atingir
lioflizadas |maxima resisténcia maxima ruptura a resisténcia
N&o (MPa) (mm) (%) (MPa) maxima
irradiadas* (N)

A-2 82,88 0,87 8,7 54,36 5200,07
A-3 98,38 1,08 10,8 91,96 9374,49
B-1 114,02 0,97 9,7 97,98 7057,88
B-2 90,58 1,17 11,7 59,90 7050,05
Cc-3 52,98 0,60 6,0 52,07 3279,35
D-2 109,69 0,95 9,5 84,52 7112,78
D-3 67,49 0,73 7,3 16,09 4787,03

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde a identificacdo das diferentes
amostras de cada doador.

TABELA 3 — Valores do ensaio mecanico de compressdo das amostras congeladas e
irradiadas com 15 kGy

Amostras Resisténcia Deformacéo a Resisténcia a Carga ao
congeladas maxima resisténcia maxima ruptura atingir a
irradiadas (MPa) (mm) (%) (MPa) resisténcia
(N)
A-1 33,11 0,73 7,3 18,56 2642,23
A-3 73,59 1,11 1,1 70,64 7657,48
B-3 67,41 8,16 81,6 41,44 7170,30
D-1 96,07 2,50 25,0 70,36 7001,30
D-2 60,57 1,29 12,9 24,87 5382,29
D-3 44,43 1,97 19,7 44,15 3237,75

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o numero corresponde a identificagdo das

diferentes amostras

de cada doador.

TABELA 4 — Valores do ensaio mecénico de compressdo das amostras liofilizadas
e irradiadas com 15 kGy

Amostras Resisténcia Deformacdo a |Resisténciaa Carga ao
Liofilizadas maxima resisténcia ruptura atingir a
irradiadas (MPa) maxima (MPa) resisténcia
15 kGy (mm) (%) maxima
(N)
A-2 68,30 0,94 9,4 99,75 5459,47
A-3 55,66 0,64 6,4 65,18 6645,32
B-1 56,75 0,90 9,0 67,70 6813,50
B-2 29,38 0,68 6,8 36,64 2125,94
B-3 40,67 1,23 12,3 57,91 3862,91
C-1 34,91 0,87 8,7 69,20 5172,94
D-1 11,18 0,46 4,6 49,68 2794,51
D-3 L R 59,88 4651,77

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde a identificagdo das diferentes
amostras de cada doador.
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TABELA 5 — Valores do ensaio mecanico de compressdo das amostras congeladas e .
irradiadas com 25 kGy

Longelaaas maxima resistencia aruptura aresistiencia
irradiadas (MPa) maxima (MPa) maxima
25 kGy (mm) (%) (N)

A-1 47,95 0,47 4,7 34,06 4355,35

A-3 52,96 6,50 65,0 40,24 4492,06

B-1 105,46 0,94 9,4 76,75 9599,15

B-2 86,50 0,06 0,6 85,72 5602,23

C-2 75,76 0,64 6,4 72,58 4617,60

D-1 67,24 1,81 18,1 52,66 3648,50

D-2 45,53 1,06 10,6 41,76 3492,67

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde a identificagdo das diferentes amostras
de cada doador.

TABELA 6 — Valores do ensaio mecanico de compressao das amostras liofilizadas e
irradiadas com 25 kGy

Amostras . : Deformacao a , ._ | Carga ao atingir
Liofilizadas | Resisténcia S Resisténcia oA
: . L resisténcia X aresisténcia
irradiadas maxima maxima aruptura maxima
25 kGy (MPa) (mm) (%) (MPa) (N)
A-2 34,76 0,55 55 39,11 3569,82
A-3 36,10 0,062 0,62 35,5 2956,66
B-2 58,14 0,84 8,4 51,37 4980,06
C-2 74,69 0,60 6,0 84,97 5519,36
D-1 107,53 0,98 9,8 109,64 7045,96

*As letras A, B, D ou D correspondem aos diferentes doadores e o niUmero corresponde a identificacao das diferentes amostras
de cada doador.

TABELA 7 — Valores do ensaio mecéanico de compressdo das amostras congeladas e
irradiadas com 50 kGy.

Amostras . : Deformacao a : .| Carga ao atingir

Congeladas | Resisténcia L3 Resisténcia N

. . . resisténcia N aresisténcia
irradiadas maxima maxima aruptura maxima

50 kGy (MPa) (mm) (%) (MPa) (N)

A-1 109,01 1,37 13,7 104,17 10119,47
A-2 65,97 0,64 6,4 41,25 4671,51
A-3 73,56 1,11 11,1 53,59 5888,15
B-2 152,04 1,44 14,4 73,47 9409,27
B-3 115,22 1,26 12,6 76,91 8645,68
D-1 52,65 0,98 9,8 31,23 3563,94
D-2 25,26 0,63 6,3 19,93 1875,48

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde a identificacdo das diferentes
amostras de cada doador.
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TABELA 8 — Valores do ensaio mecanico de compressao das amostras liofilizadas e
irradiadas com 50 kGy obtidos por meio do ensaio mecéanico de compressao

Amostras | Resisténcia | Deformacao a | Resisténcia | Carga ao atingir
Liofilizadas maxima resisténcia aruptura aresisténcia
irradiadas (MPa) maxima (MPa) maxima
50 kGy (mm) ( %) (N)
C-1 105,38 1,33 13,3 83,77 7761,61
C-2 62,16 0,85 8,5 22,51 2269,06
D-3 53,75 0,86 8,6 53,21 2077,38

*As letras A, B, C ou D correspondem aos diferentes doadores e o nimero corresponde a identificacdo das diferentes
amostras de cada doador.

Na FIG. 30 observa-se o gréfico da resisténcia maxima (MPa) de todos os valores

das diferentes doses e preservagoes.
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FIGURA 30 - Gréfico da resisténcia maxima (MPa) das amostra 6sseas.(®) amostras néo irradiadas e congeladas; (M) amostras néo irradiadas e

liofilizadas; (®) amostras congeladas e irradiadas com 15 kGy; (®) amostras liofilizadas e irradiadas com 15 kGy; (A) amostras congeladas e

irradiadas com 25 kGy; (A) amostras liofilizadas e irradiadas com 25 kGy; (") amostras congeladas e irradiadas com 50 kGy; (’) amostras
liofilizadas e irradiadas com 50 kGy.
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6 DISCUSSAO

Mesmo nos dias atuais ainda existe resisténcia por parte de alguns
cirurgides em utilizar tecidos ésseos esterilizados por radiacdo ionizante, devido as
possiveis alteracdes que podem ocorrer, como a modificacdo da cor. Alguns
profissionais associam essa mudanca estética com alteracbes na matriz éssea,
como a diminuicdo da resisténcia mecanica devido as possiveis modificagcdes na
organizacéo das fibras de colageno.

Neste trabalho utilizamos a colorimetria para avaliar as modificagbes
estéticas ocasionadas no tecido 0sseo ap0s 0 processamento por radiacdo. Nos
parametros a* (quanto mais positivo, mais avermelhado e quanto mais negativo
mais esverdeado) e b* (quanto mais positivo, mais amarelado e quanto mais
negativo mais azulado), ao compararmos os controles nao irradiados, observa-se
gue ocorreu uma diminuicdo das cores vermelha (a*) e amarela (b*) nas amostras
liofiizadas em relacdo as amostras congeladas (FIG. 20 e 21). A coloragéo
amarelada provavelmente esta relacionada com resquicios de material lipidico no
tecido 6sseo e a coloracado vermelha com a presenca de tecido hematopoiético,
sendo que ambos séo retirados durante o processamento realizado nos Bancos de
Tecidos. No entanto, com os dados obtidos percebe-se que ha uma tendéncia do
processo de liofilizacdo contribuir com uma melhor retirada destes resquicios.

Quanto a influéncia da radiacdo ionizante nos tecidos processados,
observamos uma diminuicdo da cor vermelha nas amostras congeladas e
irradiadas nas diferentes doses ao compara-las com o controle (FIG. 20-A).
Provavelmente a irradiacdo contribuiu para a degradacdo das hemacias ainda
presentes no tecido Gsseo.

Nas doses de 50 kGy tanto para as amostras liofilizadas quanto para as
congeladas ocorreu um aumento da coloragdo amarelada (b*), mas este dado esta
mais relacionado com os efeitos radiacdo, ou seja, as doses altas tendem a
acarretar uma mudanca na coloracdo do material (FIG.21).

Nas amostras liofilizadas, o parametro de luminosidade (L*) ndo apresentou
alteracdo em relacdo as amostras congeladas, nem em relacdo as amostras
irradiadas, observando-se apenas uma ligeira tendéncia de diminuicdo deste
pardmetro nas amostras liofilizadas e irradiadas com 50 kGy (FIG.22),
corroborando com os dados do eixo b*, onde doses altas de irradiacdo acarretam
uma alteragao na coloracdo da amostra.
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Na literatura ndo existem trabalhos que avaliam as modificacdes de cor, em
tecido 0sseo, apds 0 processamento por radiacdo. Existem varias hipoteses para
explicar as causas da alteracdo de cor, mas para o presente estudo o fator
importante € avaliar se essas alterac6es podem representar possiveis modificaces
da matriz 0ssea.

Para investigar se a modificacdo de cor esta relacionada com alteragdes na
matriz éssea, utilizamos as técnicas de OCT, PS-OCT, espectroscopia Raman e
ensaio mecanico de compressao.

Primeiramente, utilizamos a técnica de OCT (FIG. 9) para avaliar as

possiveis modificacbes morfolégicas no tecido 6sseo.

Por meio apenas da imagem de OCT (FIG.16) ndo é possivel identificar as
modificacdes estruturais, uma vez que as imagens geradas sdo construidas por
meio de valores do sinal de retroespalhamento dos fétons no tecido, a partir deste
sinal podemos calcular o coeficiente de atenuacdo Optica total e, dessa forma,

realizar uma comparagao quantitativa entre os diferentes grupos.

Em 2013, Martinho Junior, utilizou o célculo do coeficiente de atenuacao
Optica total para avaliar os efeitos da preservacdo e radioesterilizacdo em
cartlagem humana e verificou que esta grandeza pode ser utilizada para
prognosticar a qualidade mecanica do tecido, pois essa grandeza é diretamente

proporcional a tensdo de ruptura do mesmo.

Nas amostras o6sseas, observa-se uma tendéncia na diminuicdo do
coeficiente de atenuacdo Optica total do controle ndo irradiado das amostras
liofiizadas em relacdo ao controle ndo irradiado das amostras congeladas,
revelando que a forma de preservacdo pode induzir a efeitos mais deletérios na

matriz 6ssea que a prépria irradiacdo (conforme FIG. 25).

Este dado amplifica o estudo realizado por Komender, que em 1976
demonstrou que o0s o0ssos preservados por liofilizagdo diminuem em 35% a
resisténcia a flexdo quando comparados aos 0ssos frescos (ndo preservado e ndo

irradiado).

Em outros estudos realizados por nosso grupo, como o de Martinho Junior
(2012), que analisou o comportamento mecanico e termogravimétrico das
cartilagens humanas preservadas por congelamento e preservadas em glicerol,

constatou-se que a forma de preservacdo por congelamento acarreta menores
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alteracdes na resisténcia mecéanica de cartilagens irradiadas, quando comparadas

a preservacao com altas concentracdes de glicerol.

Nas amostras Osseas liofilizadas, a dose de 25 kGy apresentou uma
diminuicdo significativa em relacdo ao controle e essa alteracdo pode estar
relacionada com a modificacdo na estrutura de tripla hélice do colageno ou na
organizacao geral das fibras, verificando-se que a liofilizacdo, além de alterar por si
s6 o valor do coeficiente de atenuacdo, também torna o material mais suscetivel

aos efeitos diretos da radiacao ionizante.

Para constatar se estas alteracdes ocorrem na organizacdo das fibras de
colageno foi necessaria a utilizacdo da técnica de PS-OCT, ja que esta tecnologia
avalia a propriedade de birrefringéncia presente no direcionamento do colageno
(FIGURAS 26 e 27). Com os dados obtidos, notamos que a propriedade de
birrefringéncia foi mantida apos a preservacéo e irradiacdo nas diferentes doses,
ou seja, as fibras paralelas ndo perderam a sua organizacdo. No entanto, 0s
resultados obtidos por esta técnica ndo foram utlizados para quantificar tais
alteracdes e sera necessario o desenvolvimento de um programa para uma anaise

mais aprofundada.

Em 2005, Xingde et al., utilizou a técnica de PS-OCT para detectar
alteracdes na organizacdo das fibras de colageno de cartilagem proveniente de
osteoartrite e 0 mesmo autor constatou uma desorganizacdo da rede de colageno
nas regides afetadas do tecido. A partir destes dados, pode-se inferir que a técnica

€ sensivel para avaliar as alterac6es nos tecidos bioldgicos.

No entanto, as modificacdes detectadas pelo OCT ainda podem estar
relacionadas com modificacbes na estrutura terciaria do colageno, mesmo nao

alterando sua organizacao.

A espectroscopia Raman nos auxiliou a indagar tais alteracbes a nivel
molecular (conforme item 3.6.5), ja que esta técnica investiga 0s niveis energéticos
ligados aos movimentos vibracionais dos nucleos dos &tomos constituintes das
moléculas (Aréas & Kawano, 1991). A maioria das bandas de um espectro de 0sso
corresponde ao fosfato mineral, carbonato e a matriz 6ssea (conforme FIG. 10). O
pico de maior intensidade esta centrado em 959 cm ™ que corresponde & vibragéo
de alongamento simétrico do fosfato, o qual representa o principal marcador do
conteudo mineral 0sseo (Morris & Mandair, 2011). Os modelos vibracionais
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relacionados a matriz organica correspondem a amida | e amida Ill, esses
compostos organicos estdo presentes nos aminoacidos glicina e prolina, que séo
componentes primarios da proteina do colageno (Chang & Tanaka, 2002).
Conforme o item (3.5.4.4) a area da banda do fosfato dividida pela &rea da banda
da amida |, obtém-se a razdo mineral-matriz, essa razdo indica o grau de

mineralizacado da matriz 6ssea.

Os resultados obtidos pela técnica de espectroscopia Raman demonstrou
uma correlagdo com os resultados encontrados com a técnica de OCT, pois para
as amostras liofilizadas e irradiadas na dose de 25 kGy (FIG. 28-B), ocorreu uma
diminuicdo do coeficiente de atenuacao Optica total dos fotons e também uma
reducdo da propor¢cdo mineral/matriz. Observa-se também uma diminuicdo da
propor¢cdo mineral/matriz nas amostras liofilizadas nao irradiadas em comparagéo

com as amostras congeladas nao irradiadas (FIG. 29).

Ao compararmos os resultados de ambas as técnicas, observamos que
provavelmente essa diminuicdo razdo mineral/matriz esta relacionada com as
modificacdes na estrutura tercidria do coldgeno, ja que outros autores como Wright
(1981) detectaram que os efeitos da radiacdo estao relacionados com modificacdes

nas cadeias de colageno e sua interacdo com a fase mineral.

Um estudo realizado por Yamamoto et al. (2012) também encontrou uma
discreta diminuic&do da relagéo fosfato/amida | em amostras irradiadas com a dose
de 25 kGy quando comparada ao controle (n&o irradiado e nao preservado).

Segundo Akkus et al. (2004), o aumento da razdo mineral/matriz foi
correlacionado com a deterioracdo estrutural e mecéanica do tecido 6sseo. Para
investigar se o aumento da propor¢cao mineral/matriz, nas amostras liofilizadas nas
doses de 15 e 50 kGy, ocasionou uma diminuicdo da resisténcia, 0 ensaio

mecanico foi essencial.

Diversos fatores podem afetar os resultados dos ensaios mecéanicos, como a
idade e sexo dos doadores, tamanho das amostras, posicdo anatdomica durante o
teste e principalmente a direcdo e o tipo de ensaio mecanico (Zioupos, 2000).

Devido a esses fatores citados acima nao foi adequado calcular os valores
médios da resisténcia maxima dos ensaios mecanicos de compressdo e nao foi
realizada a média e o desvio padréo dos resultados obtidos por este ensaio, ja que

os doadores tem caracteristicas diferentes, como visto no Quadro 2.
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Outro fator € que neste trabalho foi utilizada a fibula humana, que apresenta
um formato bastante irregular e que originou amostras bastante heterogéneas que
interferem nos resultados do ensaio mecanico. Portanto, algumas amostras foram
excluidas, pois apresentaram um formato distinto das outras ou alguma outra

limitagcdo, como a presenca significativa de tecido 6sseo esponjoso.

No teste de compressao, conforme TABELAS 1 e 2 e FIG. 30, apesar de
observarmos uma grande variacao de resulados nas amostras controle congeladas
(aproximadamente 20%), pode-se notar os resultados das amostras controle
liofilizadas, sofreram uma maior variacéo (40%), além de uma pequena tendéncia a

diminuir a resisténcia maxima a compressao.

As amostras congeladas e liofilizadas, irradiadas na dose de 15 kGy
apresentaram uma tendéncia a resisténcia méaxima a compressdo inferior as
amostras nao irradiadas (TABELAS 1 ao 4 e FIG. 30) . As amostras irradiadas na
dose de 25 kGy em ambas as formas de preservacdo também apresentaram uma
diminuicdo (TABELAS 5 e 6), em relagdo ao controle, ndo tdo evidente quanto as
amostras irradiadas com 15 kGy.

Esse dado também foi visto por Russell, 2012 que notou uma diminui¢do no
estresse axial final de 6% para as amostras irradiadas com 15 kGy e de 16% nas

irradiadas com 25 kGy.

Para as amostras congeladas irradiadas na dose de 50 kGy em ambas as
formas de preservacdo (TABELAS 7 e 8) foi evidenciado uma diminuicdo na
resisténcia a compressdo maxima e para as amostras liofilizadas, assim como
observado no seu respectivo controle, os dados ndo foram conclusivos, pois 0s
resultados apresentaram uma variacao elevada (27%), além de diversas amostras

terem sido descartadas devido aos critérios de exclusao, resultando em um n=3.

A diminuicdo da resisténcia maxima a compressao na dose de 15 kGy
corrobora os dados encontrados na razdo mineral/matriz, utilizando a técnica de

espectroscopia Raman, como postulado por Akkus et al. (2004).

Com relagéo a dose, Akkus e Rimnac (2001) encontraram uma significativa
diminuicdo da resisténcia a fratura em testes de tensdo e compressdo para
amostras congeladas e irradiadas com a dose 27.5 kGy quando comparadas ao
controle. Em 2004, Mitchell constatou que ossos irradiados com 31.7 kGy séo

significativamente menos resistentes ao crescimento das fissuras ocasionadas por
50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15590849

fadiga do que os ossos nao irradiados. Nas nossas condicbes, também
encontramos uma significativa diminuicdo a resisténcia a fratura nas doses de
25 kGy, apesar de nao tao pronunciada quanto para as doses de 15 kGy (dose nao
avaliada por esses autores).

Nos testes de espectroscopia Raman e OCT foi observado que a dose de
25 kGy para as amostras liofilizadas ocorreu uma diminuicdo no coeficiente de
atenuacgdo Optica total dos fétons como também para a proporgdo mineral/matriz.
Este dado pode estar relacionado a uma possivel modificagdo na estrutura tripla-
hélice do colageno que consequentemente modificou a atenuacéo Optica total dos

fotons.

Segundo Cara (2012) que utilizou a técnica de OCT para detectar os graus
de desmineralizagdo do esmalte dental durante o desenvolvimento de lesbes
simuladas de carie, o coeficiente de atenuacdo Optica total dos fétons aumenta
guando se criam espacos vazios na estrutura do esmalte dental apds o processo
de desmineralizacdo, aumentando o numero de interfaces e consequentemente

aumentando o espalhamento da luz.

Provavelmente pode ter ocorrido, na dose de 25 kGy, uma constricdo da
estrutura tripla hélice do colageno diminuindo o0s espacos vazios e
consequentemente reduzindo o coeficiente de atenuacdo 6ptica total, e segundo
Martinho Jr. (2012) ocorre a formacao de ligacdes cruzadas das fibrilas colagenas
contribuindo para o preenchimento dos espacos entre as mesmas, diminuindo a
reflexdo da luz por esta encontrar menos interfaces, resultando num menor

coeficiente de atenuacéao.

Por meio deste trabalho, vimos que as alteracdes ocorridas pela radiacéo
ionizante estéo relacionadas com a forma de preservacgao, pois a liofilizagao deixa
o tecido mais suscetivel as alteracdes ocasionadas pela esterilizacdo por raios
gama, ja que todas as diferencas estatisticamente significativas foram evidenciadas
em amostras 0sseas liofilizadas, onde ocorreram os efeitos diretos da radiagdo. Em
ambas as formas de preservacdo, as amostras irradiadas com 15 kGy néo
obtiveram uma modificacdo na estrutura do colageno, mas no entanto se tornaram
menos resistentes, ja com a dose de 25 kGy, para as amostras liofilizadas, ocorreu

uma modificacdo na matriz organica quando comparada ao controle.
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Cabe aos Bancos de Tecidos selecionar a dose a partir de uma
contaminacdo inicial e a preservacao do tecido 6sseo a ser irradiado, levando em
consideracdo que estes procedimentos ndo acarretem modificagBes drasticas ao

material, que possam gerar o insucesso do aloenxerto.

52



7 CONCLUSAO

Observou-se que as modificagcdes nas cores iniciais estdo mais relacionadas
ao processamento e preservacdo das amostras, sendo que nas amostras
irradiadas somente foi observado um aumento da coloragdo amarelada na dose de
50 kGy. A forma de preservacao por liofilizacdo ocasionou maiores modificacdes na
estrutura terciaria do colageno dos ossos irradiados nas diferentes doses,
principalmente nas doses acima de 25 kGy, porém estas modificagbes ndo foram
suficientes para alterar a organizacao das fibras deste colageno.

A dose de 15 kGy ocasionou uma diminuicdo da resisténcia mecanica em
ambas as formas de preservacdo e nesta dose também foi evidenciado um
aumento da raz&o mineral/matriz.

As alteracBes ocasionadas na dose de 15 kGy parecem ser reversiveis,
levando em consideracao que as mesmas nao foram detectadas apos irradiacédo do
tecido 6sseo com doses de 25 e 50 kGy, porém outros estudos utilizando técnicas

complementares serdo necessarios para melhor entendimento deste fenémeno.

53



8 8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKKUS, O.; ADAR, F.; SCHAFFLER, M.B. Age-related changes in physicochemical
properties of mineral crystals are related to impaired mechanical function of cortical
bone. Bone. v. 34, n.3, p. 443-453, 2004.

AKKUS, O.; RIMNAC, C.M. Fracture resistance of gamma radiation sterilized
cortical bone allografts. Journal of Orthopaedic Research. v. 19, p.927-934,
2001.

ALBERTS, B.; BRAY, D.; LEWIS, J., RAFF, M.; ROBERTS, K.; WATSON, J.D.
Biologia molecular da célula. 5.ed., 2002.

AMATUZZI, M.M.; CROCI, A.T.; GIOVANI, A.M.M.; SANTOS, L.A.U. Banco de
tecidos: estruturacdo e normatizacdo. Revista Brasileira de Ortopedia, v.35, n. 5,
p. 165-172, 2000.

AREAS, E.P.G., KAWANO, Y. Aplicacdes de técnicas espectroscopicas
vibracionais ao estudo conformacional de proteinas. Quimica Nova. v.14, n.1, p.
31-43, 1991.

BAPTISTA, A.D.; SORRILHA, A.; TORMES, T.AM,; ABDOUNEZ Y.A.; CAMARGO,
O.P.; OLIVEIRA, C.R.G.C.M. Estudo Histolégico dos Enxertos Osseos Homélogos
Humanos. Acta ortopedia brasileira. v.11, n.4,p-220-224, 2003

BRASIL, Lei n° 9434, de 04 de fevereiro de 1997. Dispde sobre a remoc¢ao de
orgaos, tecidos e partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento e
da outras providencias. D.O.U. - Diario Oficial da Unido; Poder Executivo, de 05 de
fevereiro de 1997. Disponivel em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/|9434.htm Acesso em: 28/05/2013.

BRASIL, Lei n°® 10211, de 23 de margo de 2001. Altera dispositivos da Lei no 9.434,
de 4 de fevereiro de 1997, que "dispoe sobre a remocao de orgaos, tecidos e
partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento”. D.O.U. — Diario
Oficial da Uniao; Poder Executivo, de 24 de marco de 2001. Disponivel em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/leis_2001/110211.htm Acesso em:
28/05/2013.

BRASIL, Portaria n° 2.600, de 21 de outubro de 2009. Aprova o Regulamento
Tecnico do Sistema nacional de transplantes. Disponivel em:

54


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S8756328203004083
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S8756328203004083
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S8756328203004083
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1554-527X
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l9434.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/leis_2001/l10211.htm

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2009/prt2600 21 10 2009.html>.
Acesso em: 28/05/2013

BREZINSKI, M.E. Optical coherence tomography for identifying unstable coronary
plaque.International Journal of Cardiology. v. 107, p.154-165, 2006.

BREZINSKI, M.E.; TEARNEY G.J.; BOUMA B.E.; BOPPART S.A.; HEE, M.R;;
SWANSON, E.A.; SOUTHERN, J.F.; FUJIMOTO, J.G: Imaging of coronary artery
microstructure (in vitro) with optical coherence tomography. American Journal of
Cardiology. v.77, p. 92-93,1996.

BUDENZ, D.L.; ANDERSON, D.R.; VARMA, R.; SCHUMAN, J.; CANTOR, L,
SAVELL, J.; GREENFIELD, D.S.; PATELLA, V.M.; QUIGLEY, H.A.; TIELSCH, J.
Determinants of normal retinal nerve fiber layer thickness measured by stratus
OCT. Ophthalmology. v. 114, n.6, p. 1046-1052, 2007.

CALLISTER, W. D. Jr. Ciéncia e engenharia de materiais uma introdugdo, S&o
Paulo, LTC, 7 ed., 2008. p. 100-102.

CALVO, W.A.P. Desenvolvimento do Sistema de Irradiacdo em um Irradiador
Multipropdsito de Cobalto-60 tipo Compacto. Tese. Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — USP. Séo Paulo. 2005.

CARA, A.C.B. Avaliacao do processo de desenvolvimento de desmineralizacdo em
esmalte dental humano utilizando a técnica de tomografia por coeréncia Optica.
2012.Dissertacdo de Mestrado. Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

CHANG, M.C.; TANAKA, J. FT-IR study for hydroxyapatite/collagen nanocomposite
cross-linked by glutaraldehyde. Biomaterials, v.23, n.24, p. 4811-4818, 2002.

CONWAY, B.; TOMFORD, W.W. Radiosensitivity of Human Immunodeficiency
Virus Type 1. Clinical infectious diseases.v.14, n.4, p. 978-979, 1992.

DAHLAN, K. Z. H. M. Radiation Sciences. In: PHILLIPS, G. O. , NATHER, A.
Advances in tissue banking v. 5. The Scientific Basis of Tissue
Transplantation. Singapura: World Scientific, 2001.

DE BOER, J. F.; MILNER, T. E.; VANGEMERT, M. J. C.; NELSON, J. S. Two-
dimensional birefringence imaging in biological tissue by polarization-sensitive
optical coherence tomography,Optics Letters. v.22, n.12, p.934-936, 1997.

55


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2009/prt2600_21_10_2009.html

DEL VALLE, R. A, CARVALHO, M.L., GONZALEZ, M.R. Estudo do
comportamento de enxerto 6ésseo com material doador obtido dos bancos de
tecidos musculo - esqueléticos. Revista de Odontologia da Universidade de Séo
Paulo . Sdo Paulo, v. 18, n. 2, p. 189-194, 2006.

DRESSELHAUS, A., M.S.; DRESSELHAUSB, G.; SAITOC, R.; JORIOD, A. Raman
spectroscopy of carbon nanotubes. Physics Reports. v.409, p. 47-99, 2005.

DROBNY, J.G. lonizing Radiation and Polymers: Principles, Technology, and
Applications. 1 ed. Estados Unidos. Elsevier, 2012.

DZIEDZIC-GOCLAWSKA, A.; KAMINSKI, A.; UHRYNOWSKA-TYSZKIEWICZ,
I.;STACHOWICZ, W. Irradiation as a safety procedure in tissue banking. Cell and
Tissue Banking, v. 6, p.201-219, 2005.

DZIEDZIC-GOCLAWSKA, A. The application of ionising radiation to
steriliseconnective tissue allografts. In: PHILLIPS, G. O. Radiation and Tissue
Banking,World Scientific, 2000.

FEOFILOFF, E. T.; JESUS-GARCIA, R. Técnicas de obtencdo, processamento,
armazenamento e utilizacdo de homoenxertos 0sseos. Revista Brasileira de
Ortopedia. v. 31, n. 11, 1996.

FIDELER, B.M.; VANGSNESS, JR, C.T.; MOORE, T.; LI Z.; RASHEED, S. Effect of
gamma radiation on the human immunodeficiency virus. A study in frozen human
bone-patellar ligament-bone grafts obtained from infected cadavera. The Journal
of Bone & Joint Surgery. v. 76, p. 1032-1035, 1994.

FREITAS, A. Z., AMARAL, M. M.; RAELE, M. P. Optical Coherence
Tomography:Development and Applications. In: Duarte, F. J. Laser Pulse
Phenomena and Applications, inTech, Croacia, p. 409-432, 2010.

FREITAS, A.Z.; VIEIRA, JR, N.D.; RIBEIRO, A.C.; GOMES, A.S.L. Imaging carious
human dental tissue with optical coherence tomography. Journal of Applied
Physics, v.99, n.2, p. 024906, 2006.

FRIEDLANDER, G.E. - Bone banking and clinical applications. Transplant. Proc.,
v.17, p. 99-104, 1985.

56


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jiri+George+Drobny%22

FUJIMOTO, J. G.; BREZINSKI, M. E.; TEARNEY, G. J.; BOPPART, S., A;
BOUMA, B.; HEE, M. R.; SOUTHERN J. F.; SWANSON, E. A. Optical biopsy and
imaging using optical coherence tomography. Nature Medicine, v.1, p.970-972,
1995.

FUJIMOTO, J.G. Optical coherence tomography for ultrahigh resolution in
vivo imaging. Nature Biotechnology, v.[121, p.1361-1367, 2003.

HAMMER, A.J.; STOCKLEY, I.; ELSON, R. A. Changes in allograft bone irradiated
at different temperatures. The Journal of Bone and Joint Surgery, v. 81, p. 342-
344, 1999.

HERSON, M.R.; MATHOR, M.B. Banco de Tecidos. In: GARCIA, V.D.; ABUD, M,;
NEUMANN, J.; PESTANA, J.O.M. Transplantes de Orgéaos e Tecidos, 2. ed. Sédo
Paulo: Segmento Farma, Cap. 16, p.174-185, 2006.

IAEA. Radiation Sterilization of Tissue Allografts: Requirements for Validation
and Routine Control. A Code of Practice. Viena, Austria, 2007. Disponivel em:
http://www-pub.iaea.org/books/iaeabooks/7657/Radiation-Sterilization-of-issue-
Allografts-Requirements-for-Validation-and-Routine-Control-A-Code-of-Practice.
Acesso em 20 de maio de 2013.

HEE, M. R.; HUANG, D.; SWANSON, E. A.; FUJIMOTO, J. G. Polarization-
Sensitive Low-Coherence Reflectometer for Birefringence Characterization and
Ranging. Journal of the Optical Society of America B-Optical Physics. v.9, n.6,
p.903-908,1992.

HUANG, D.; SWANSON, E. A.; LIN, C. P.; SCHUMAN, J. S.; STINSON, W. G,
CHANG, W.; HEE, M. R.; FLOTE, T.; GREGORY, K.; PULIAFITO, C.A. Optical
coherence tomography, Science, v. 254, p.1178-1181, 1991.

INZANA, J.A.; MAHER, J.R.; TAKAHATA, M.; SCHWARZ, E.M.; BERGER, A.J;
AWAD, H.A. Bone fragility beyond strength and mineral density: Raman
spectroscopy predicts femoral fracture toughness in a murine model of rheumatoid
arthritis. Jounal Biomechanics. v.46, p.723-730, 2013.

ISO 11.137-2:2006. Sterilization of health care products — Radiation — Part 2:
Establishing the sterilization dose. Disponivel em: <http://www.iso.org>. Acesso
em 10 de maio de 2010.

57


http://www-pub.iaea.org/books/iaeabooks/7657/Radiation-Sterilization-of-issue-Allografts-Requirements-for-Validation-and-Routine-Control-A-Code-of-Practice
http://www-pub.iaea.org/books/iaeabooks/7657/Radiation-Sterilization-of-issue-Allografts-Requirements-for-Validation-and-Routine-Control-A-Code-of-Practice

JACOBS J. W.; MATCHER S. J. Polarization sensitive optical coherence
tomography in equine bone. Optics in Bone Biology and Diagnhostics. v. 7166,
p.1-10, 2009.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia Bésica. 10. ed. Sédo Paulo:
Guanabara Koogan, 2004.

KAMINSKI, A.; GRAZKA, E.,; JASTRZEBSKA, A.; MAROWSKA, J.; GUT, G,
WOJICIECHOWSKI, A.; UHRYNOWSKA-TYSZKIEWICZ, |. Effect of accelerated
electron beam on mechanical properties of human cortical bone: influence of
different processing methods. Cell and Tissue Banking, v. 13, n.3, p. 375-386,
2012.

KIERSZENBAUM, A.L.; TRES, L.L. Histologia e Biologia Celular: uma
introducdo a patologia. 3.ed. Elsevier, 2012.

KOMENDER, A. Influence of preservation on some mechanical properties of human
haversian bone. Mater Med Pol.v.8, p. 13-17, 1976.

LEVANDOWSKI JR., N.; PFEIFER, A.B.; PAZA, A.O.; VALIATI, R.; SILVA,
M.R.P.B. Utilizacdo do osso alégeno em bloco para aumento de rebordo
alveolar: revisdo da literatura. Revista implante News, 2008, v.5, n.1, p.51-57.

LUCHSINGER, B. P.; JUDA, G. A. Validation of a Thermogravimetric Method for
Residual Moisture Determination in Bone Allografts. Bacterin International,
Belgrade, MT. 2008. Disponivel em: http://www.aatb.org/files/s1508annual.pdf

MACEDO, C.A.S. Comparacdo da resisténcia a compressao do 0sso bovino
congelado e liofilizado. Revista Brasileira de Ortopedia e Traumatologia, v.34 ,
n.9, p. 529-534, 1999.

MAMEDE, L.C.; CAETANO, B.L.; ROCHA, L.A.; FERREIRA, E.M.; CESTARI, A,
KFURI, C.R.; CIUFFI, K.J.; CALEFI, P.S.; MELLO, C.; CUNHA, W.R.; NASSAR,
E.J. Comportamento térmico de alguns farmacos e medicamentos. Revista de
Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada. v.27, n.2, p.151-155, 2006.

MARCHETTI, P.; CALHEIROS, R.; CHARRO, M. Biomecéanica aplicada: uma
abordagem para treinamento de forca. Sdo paulo. Phorte editora. 2012.

MARTINHO JUNIOR, A.C. Estudo dos efeitos da radiacao ionizante em
cartilagem costal humana por meio de Termogravimetria e Tomografia por

58


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Artur+Kaminski%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Ewelina+Grazka%22
http://link.springer.com/journal/10561
http://www.aatb.org/files/s1508annual.pdf

Coerencia Optica. 2012. Tese de doutorado. Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, Sao Paulo, SP.

MARTINHO JUNIOR, A.C.; FREITAS, A.Z.; RAELE, M.P.; SANTIN, S.P.; SOARES,
F.A.N.; HERSON, M.R.; MATHOR, M.B. Dependence of optical attenuation
coefficient and mechanical tension of irradiated human cartilage measured by
optical coherence tomography.Cell Tissue Banking,v.26, 2013.

MARTINHO JUNIOR, A. C.; MATHOR, M. B.; PINO, E. S.; SANTIN, S. P,
HERSON, M. R.; MACHADO, L. D. B.; ROSIFINI ALVES-CLARO, A. P. Effects of
ionizing radiation and preservation on biomechanical properties of human costal
cartilage. Cell and Tissue Banking, v. 17, p. 1-10, 2012.

MEER, F.J.V.; FABER, D.J.; AALDERS, M.C.G.; POOT, AA.; LEEUWEN, T.G.
Apoptosis- and necrosis-induced changes in light attenuation measured by optical
coherence tomography. Lasers in Medical Science, v.25, n.2, p. 259-267, 2010.

MORRIS, M.D.; MANDAIR, G.S. Raman assessment of bone quality. Clinical
orthopaedics and related research, v. 469, n. 8, p. 2160-2169, 2011.

NGUYEN, H.; MORGAN, D.A.F.; FORWOOD, M.R. Sterilization of allograft bone:
effects of gamma irradiation on allograft biology and biomechanics.Cell and Tissue
Banking. v.8, n.2, p. 93-105, 2007.

NORDIN, M.; FRANKEL, V.H. Biomecanica Béasica do Sistema
Musculoesquelético. 3. ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 2001.

NGUYEN, H.; MORGAN, D.A.F.; FORWOOD, M.R. Validation of 11 kGy as a
Radiation Sterilization Dose for Frozen Bone Allografts. Cell and Tissue Banking.
v.26, n. 2, p.303-308, 2011.

POPESCU, D.P.; SOWA, M. G.; HEWKO, M. D.; CHOO-SMITH, L. P. Assessment
of early demineralization in teeth using the signal attenuation in optical coherence
tomography images. Journal Biomedical. Optics., v.13, n.3, 054053, 2008.

PRASAD, P. N. Introduction to biophonics. John Wiley Professio, 1 ed., p. 624,
2003.

RAELE, M. P. Desenvolvimento de um Sistema de Tomografia por Coeréncia
Optica no dominio de Fourier sensivel a polarizagdo e sua utlizacdo na

59


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Ton+G.+van+Leeuwen%22
http://link.springer.com/journal/10103
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Huynh+Nguyen%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22David+A.+F.+Morgan%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Mark+R.+Forwood%22
http://link.springer.com/article/10.1007/s10561-006-9020-1
http://link.springer.com/article/10.1007/s10561-006-9020-1
http://link.springer.com/journal/10561
http://link.springer.com/journal/10561
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Huynh+Nguyen%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22David+A.+F.+Morgan%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Mark+R.+Forwood%22
http://link.springer.com/journal/10561

determinacao das matrizes de Mueller. Dissertagc&do de Mestrado. Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

REICHERT, L.A.; SPEROTTO, V.; BARBOSA, A.N.; RESTON, E.G. Estudo
comparative in vitro da eficacia de clareadores para uso em moldeiras e em
consultério. Stomatos. v.16, n.31, p. 14-22, 2010.

REST, M.V.; GARRONE, R. Collagen family of proteins. FASEB Journal. v.5, p.
2814-2823, 1991.

ROSS, M.H.; PAWLINA, W. Histologia — Texto e Atlas. 5 ed. Rio de Janeiro,
Guanabara Koogan, 2008.

ROOS, M.V.; CAMISA JR. A.; MICHELIN, A. F. Procedimentos de um banco de
0ssos e a aplicabilidade dos enxertos por ele proporcionados. Acta Ortopédica
Brasileira.v.8, n.3, p. 122-127, 2000.

RUSSELL, N.A.; PELLETIER, M.H.; BRUCE, W.J.; WALSH, W.R. The effect of
gamma irradiation on the anisotropy of bovine cortical bone. Med Eng Phys. v.34,
n.2, p. 1117-1122, 2012.

SANTOS, F.C.; RAHAL, S.C. Enxerto 6sseo esponjoso autélogo em pequenos
animais. Ciéncia Rural. v.34, n.6, p.1969-1975, 2004.

SILVA, J.H.; FREIRE, P.T.C.; ABAGARO, B.T.O.; SILVA, J.AF.; SARAIVA,G.D;
LIMA, F.J.; DE, BARROS, O.A.; BANTIM, R.A.; SARAIVA, AA.F.; VIANA, B.C.
Spectroscopic studies of wood fossils from the Crato Formation, Cretaceous Period.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy.
v.115, p. 324-329, 2013.

SOARES, Fernando Augusto Neves. Analise morfologica e biomecanica do amnio
conservado em glicerol esterilizado com diferentes doses de radiagédo ionizante.
2013.Dissertacdo de mestrado. Universidade de Sdo Paulo.

SOUZA, J. de; FILHO, J.; BARROS, M., LIRA, B. Andalise colorimétrica de rochas
ornamentais. Estudos geolégicos. v.18, n.1, p.55-64, 2008.

TRIANTAFYLLOU, N.; SOTIORPOULOS, E.; TRIANTAFYLLOU, J. The mechanical
properties of lyophilised and irradiation bone grafts. Acta Orthopaedica Belgica.
v.41, p. 35-44, 1975.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Russell%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22192843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pelletier%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22192843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bruce%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22192843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walsh%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22192843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22192843
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138614251300646X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13861425

VANGSNESS JR, C.T.; GARCIA, L.A.; MILLS, C.R.; KAINER, M.A.; ROBERTS,
M.R. and MOORE, T.M. Allograft Transplantation in the Knee: Tissue Regulation,
Procurement, Processing, and Sterilization. The American Jounal of Sports
Medicine, v.31, n.3, p. 474-481, 2003.

VASTEL, L.; MEUNIER, A.; SINEY, H.; SEDEL, L.; COURPIED, J.P. Effect of
different sterilization processing methods on the mechanical properties of human
cancellous bone allografts. Biomaterials, v. 25, p. 2105-2110, 2004.

VIGUET-CARRIN, S.; GARNERO, P.; DELMAS, P.D. The role of collagen
in bone strength. Osteoporosis International.v. 17, n.3, p. 319-336, 2006.

XINGDE, L.; MARTIN, S.; PITRIS, C.; GHANTA, R.; STAMPER, D. L.; HARMAN,
M.; FUJIMOTO, J. G.; BREZINSKI, M. High-resolution optical coherence
tomography imaging of osteoarthritic cartilage during open knee surgery. Arthritis
Research and Therapy, v. 7, n.2, p. 381-323, 2005.

YAMAMOTO, T.; UCHIDA, K.; NARUSE, K.; SUTO, M.; URABE, K.; UCHIVAMA,
K.; SUTO, K.; MORIVA, M.; ITOMAN, M.; TAKASO, M. Quality assessment for
processed and sterilized bone using Raman spectroscopy. Cell Tissue Bank, v.13,
n.3, p.409-414, 2012.

ZIOUPOS, P.; CURREY, J.D. Changes in the stiffness, strength, and toughness of
human cortical bone with age. Bone.v.1, n.22, p. 57-66, 1998.

WRIGHT, T.M.; VOSBURGH, F.; BURSTEIN, A.H. Permanent deformation of
compact bone monitored by acoustic emission. Journal of Biomechanics. v. 14,
n.6, p.405-409,1981.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16341622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16341622
http://link.springer.com/journal/198

APENDICE 1 - Imagens das amostras congeladas obtidas em diferentes
posicdes (1-3) por Tomografia por Coeréncia Optica sensivel a

polarizagcao
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APENDICE 2 - Imagens das amostras liofilizadas obtidas em diferentes

posicdes (1-3) por Tomografia por Coeréncia Optica sensivel & polarizacéo
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B-1
25 kGy

B-2

25 kGy

B-3

25 kGy

C-1

25 kGy

C-2

25 kGy

D-1a
25 kGy
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B-3
50 kGy

C-1
50 kGy

C-2
50 kGy

C-3
50 kGy

D-1
50 kGy

D-2
50 kGy

D-3
50 kGy
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APENDICE 3 — Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa
- _

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COLP

Faculdade de Satde Publica
Universidade de Sao Paulo

OF.COEP/013/12

31 de janeiro de 2012.

Prezadas pesquisadora e orientadora,

(o} Comifé de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Pablica da Universidade de Sao
Paulo, em sua 1.2/12 Sessao Ordinaria, realizada em 27/01/2012, analisou de acordo com a
Resolucdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares, o protocolo de
pesquisa n.° 2311, intitulado “AVALIACAO MORFOLOGICA E BIOMECANICA DOS EFEITOS DA
RADIACAO GAMA EM OSSO HUMANO LIOFILIZADO OU CONGELADO", do grupo IlI, sob
responsabilidade da pesquisadora Stefany Plumeri Santin e orientacdo da Professora Monica
Beatriz Mathor, considerando-o APROVADO. :

Cabe lembrar que, de acordo com a Res. CNS 196/96, sdao deveres do(a) pesquisador(a):
1) Comunicar de imediato qualquer alteracao no projeto e aguardar manifestacao deste Comité
de Etica em Pesquisa para dar continuidade a pesquisa; 2) Manter sob sua guarda e em local
seguro, pelo prazo de 5 (cinco) anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuéis e todos
os demais documentos recomendados pelo COEP, no caso eventual auditoria; 3) Comu‘nica‘r
formalmente a este Comité por ocasiao do encerramento da pesquisa; 4) Elaborar e apresentar
relatorios parciais e final; 5) Justificar perante o COEP interrupcao do projeto ou a nao
publicagao dos resultados.

Atenciosamente,

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - FSP/USP

lIm2Sr.2
Prof.2 Dr.2 Monica Beatriz Mathor
Centro de Tecnologia das Radiacdes - CTR - IPEN

Av. Dr. Arnaldo, 715 — Ccrqueirz; César — CEP 01246-904 — Sao Paulo — SP
Contato: (55 11) 3061 7779 | coep@fsp.usp.br | www.fsp.usp.br
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ossa; drca ou medidas Tingares para pele ou fiscias:

) Apresentagio (granulos, moido, em cubos):

2) Dara de validade (din, més ¢ ano);

h) Condigies para armazenamento;

) Produto liberado para uso em humanos:

1) Possiveis residuos de produtes qmmmm utifizadas no pro-
cessamentn © gue possam desencadear reagdes adversas;

1) Tnformagao sobre tipo de esterilizagdio complementar @
praze de validade.

18.8.), Informar em rétule adicional quandn fecido for des-
tinador & pesquisa ou ensina,

xame

19.1. Os segmentos mmmculmm ¢ ossos longos mantidos

como tal para utifizagdo terapd devem ser a exames

do tecido,
231. Os tecidos somente smio dlspombihndou para_pes~
quisa com que o utilizard,
ue deve apresentar documento que eompwvc a aprovagio do projeto
ﬁc pesquisa por comité de &tica cm pesquisa, © que contenha Seus
dados (nome cowpleto, RG, enderego, telefone, vinculo acadtmico on
profissional), Jocal onde serd realizado 0 projeto. carcteristicas ¢
quantidade do lwdo solicitada, data provista WI ulllmﬁn dm
tecidos, ¢ decl
de usa destes. tcodos pln pesquisa elinica em lnummms
233, Os tecidos somanfe serdlo disponibilizados pars ensino
com solicitaio documentada da instituigio que o utilizard, contendo
seus dados (nome da instituicdo, CGC, ondercgo, telefonc), caric-
terfsticas ¢ quanmhde du u:cidn seiicltndo ﬂm provista para uti-
lizagho dos tecidos ¢ o im-
possibilidade de uso destes lcmdos pm finalidade seraplutica em
hu'\m'm
234. Dove ser acompanhada de instrugdes 1denicas, com
informagdes que complenientem as contidas no votulo da unidade de
fecido, ¢ gue sejam consideradas importantes pelo BTMEBP para 2
da qualidade ¢ wlilizagio do fecido, tais como:

de imagem para mensuragfio ¢ diagnéstico de anomalias cstruturais.

19.2. Estes exames devem sor arquivados fisicamente ou em
formato digital até a distribuicdo dos fecidos. Os registros (ex: Taudos,
descrigBo) devem ficar arquivados no prontudrio do doador por no
minimo 20 (vmlc) anos apds scu uso terapéutico.

3. O transporte para roalizagio do exame nadiolégico ¢ de
luspomxbnhdude do BTME, ¢ deve seguir as mesmas exigéncias para
2 disponibilizagdo dos tecidos, no irem 24.1,

20. Esterilizagio Complementar

a) urﬂiugﬁn de cada unidn:le de tecido em apemas um re-
ceplor ¢ uma @nica vez cm um Gnico procedimento ou unicanenie o
projeto de p‘squlsn para o qual o material foi solicifado;

b) informacdes e como o tecido deve ser ammazenado /ou

manipulado antes dl sua wtilizagio:

€} i o5 especiais sobre sun u'll)miﬂ‘

d informagdes sobre 0s possiveis riscos biolégicos prosentes
ne material {por exemplo: contaminantes ¢ contato com alérzenos):

20.1. O BTME/BP pode utilizar técnicas de ilk
complementar por métodos fisicos (p. ex.: calor dmico e radioos-
terilizagdo) descritas em POPs, ¢ dos em experiéncia nacional ¢
internacional documentada na liseratur,

20.2. A dose dc mdlocsl:r.lmao deve ser certificada pelo
centro irradiador para de esterilizagio SAL 104 ("s!cnlny
assurance fevel”)- mmu ll 137/2006. Durante 2 irradiagho os
tecidos dnwm manter  lemperstura de armazenamento.

O processo de estetilizago deve ser documentado ¢ ter
sua efic m\cm compravada por indicadores bioldgicos ¢ testes mi-

devem ser < ane-
udm A docnmentagio do dmdor

£6.10, Todos 05 materiais util Zados ¢ yue mankém contato
cont 08 tecidos, devem ser estéreis, apirogénices ¢ atdxicos, devendo
ser registrados @ respectiva origem ¢ o nimere da unidade.

17, Controles microbiotigicos dos tecidos
. O BTMEBP deve possuir protacoios de controle mi-
crabiologico dos lecidos que permitam garantir sua gqualidade no
mameito \k\ s liberagio.

17.2, Esse controle deve ser Rita, no minimo, em amostras
(fmgnwﬂlm. esfregugus ou lavados) coletedas ne momento da re-
tivada dns tecidos. antes da exposicdn a agenfes antimicrobianas,
conforme fem 1215, ¢ qunndo de sue dltima manipulagiio. no
momcmn dn embalagem final pré-distribuigio.

17.3. Os exames mictobioldgicos devem mvﬁhgnr a pro-
songn de s aerdbicos, anacrabicos ¢ fingicos, e tocidos
Misenloesqueleticos ¢ em (eeidos cutineos,

17.3. Os resultados dos cxames microbiokigicos devem ser
analisados ndo mspons&wl k‘cnicv do bnnco gue mnliari 8¢ 0 M-

Que

1o, .1 <ua Ivbcmao xmcdulm pra uso teraplutico, a neccsmkwlc da
ou o descarte do tecido.

|7 5. Se o recido for lofilizado ji na embalagem pera dis-
tabuigdo, dove ser feita, por amostragem. exame microbioldgico pam
excluir a ocorréncia de contaminagdo por pardgenos aerdbios, arac-
76bios ¢ filngicos apds o procedimento ou apos a esterilizagho tor-
n;inaLl c;\mplumcmu quando reatizada, dontro do nivel de scguranga
1SAL) 1%

I8. Embalagem Pos-Processanmento

IX.1, Ndo ¢ permitida & dv tegidos p

20.4. O transporte para a ¢ de

¢)alerta pam a obngaloyiedsdc de informar ao banco ¢ dralios
sob de reacdes adversas apas scu uso:

1) ini des sabre a necessidade do descarte do tecido de
acorda com Ieglsh,ﬂn vigente, ¢aso o tecide enviado ndo seja trans-
plantado total ou parcialmente, ou wilizado total ou parcialmente no
projefo de pesquisa ou ensino para o qual foi salicitado. Deve ser
enviado a0 banco um relatério camunicando o fato, acompanbado de
justificativa,

24. Acondicionamento ¢ tansporte do BTME/BP para o
ue utilizark o8 tecidos

1. O BTMEBP fica responsivel em acondicionsr os te-
cxdos em lx-;mnles u.nmcus que assegurem o Transito dos materiais

SeTVigo

responsabilidade do BTME/DP, ¢ deve seguir as mesmas exigéncias
para o acondicionamento dos tocidos, como deserito po item 24,1,

2], Annazenamento

21.1. A forma de anmazenamento deve ser definida em POPs
Imcndos om expenéncia mcuonal mtcmacsoml ¢ validada pclo banco.

212, Os weidos com ou sem
vumcs. m quarentena, ou processedos & ndio liberados pan uso,
cono de
"’TEC‘ IDDS NAO LXBLRADO§ PARA USO™, ¢ que atinjam tem-
petaturas inferiores ou iguais a 70 °C negativos,

21.3, Os tecidos criop: oM U sem - cri
vantes. Jiberados para uso devem ser armazenades em ulmcougn
ladores identificados como “TECIDOS LIBERADOS™, ¢ que atinjam
temperaturas fnferiores ou iguais a 70 ’C negaivos.

214, Os teeidos o0

por wn periodo de 24 homs além do
|cmpo estimada para a chegndn do material 8¢ » Jocal de destino.

24.2. O transporte atd o Tocal de utilizagdo deve ser realizado
de forma a garantir a qualidade ¢ integridade do tecido ¢ de seus
derivados.

243, O anmazenamento adequada do recido até o seu uso
deve ser realizado de mancira a assegurar sua infepridade ¢ quatidade,
sendo de responsabilidade do profissional que o ulifizac.

24.4. Os tecidos 1l nZo podem ser
ou destinados a uso terapdutico em outro feceptor, bem cama a0 uso
em projetos de pesquisa ou cnsino, devendo ser descartados.

25. Canm-'c de Qualidade

25.1. O BTME/BP deve desenvolver um programa de con-
trole de qualidade dos tecidos que inclua entre outros, um manual de
Qualidade, cmcnos de accite ou cxclusio de deadores de tecidos

mas ndo liberados para uso, devem ser amlazcmdus ent refrigerador
identificado como “TECIDOS NAG LIBERADOS" que atinja tem-
peraturas de 4 = 2 °C.

215, Os tecidos tofrigerados liberados pata uso, devem ser
como “TECIDOS LIBE-
RADOS™ quc lmun tempersturas de 4 = 2 °C,

216 Caso s:mnl)umlua’ﬂldus tecidos para uso u\nblogm

osles dovem ser
pecificos pare “TECIDOS NAo LIBERADOS", devendo ficar em
czmpnmm:nm especifico para esta finalidade.

1.7, O BTME/BP deve dispor de sistema segura de registro,
que p;mmn ‘a locahuqio. de forma agii, dos tecidos dentro dos

de mais de um doador em uma mesma embalagem.
18.2. Ndo & permitida a cmbalagem conjunta de difercntes
feeidos de um mesme doador,
A embalagem deve ser nealizada dentio do espago
o do banco, em ambiente conmlado ¢ classificado como 1SO
3 IP\BRJSO 14644-4 da ABNTL

Os devem ser d e as em-
balagens :h\ mmhdu de rmdns nrodlmdus dcvml scr rotlados
dave

wr vmc\mla u (‘muummn\,‘\n do doador.

22, Tcnw de armazenamenta de tecidos processados

22.1.Teeidos MEniseos,
¢ pele) & eemperatura de 4°C 4 2°C, mantidos e pcio nutricnte, devem
ser armazenados por um periodo maximo de até 14 (quamm.) dins.

222 Tecidos refrigerados 4 temperatura de 4°C & 2'C, ¢on-
servados e pliceral, devem ser armazenados por um periodo mi-
ximo de até 2 (dois) anos.

22.3. Tecidos moles criopreservados & temperatura maxima
de 70°C pewativos devem ser armazenados por um periodo mdximo
de 2 (dois) anos.

desde a entrevista até a dmnhmclu
dos umdos‘ mlnums de prowdlmcuks. pwmsms de mommrsc.so
ambiental, das
manutengio de oq:lymmmm. dos insumas i r.sdes. registros dc
cfu(os adversos, descarte de materiais impraprios para uso, mmuoaca
corsetivos de ia bem como nionjforar a

pr‘scm;a de patbuenos nos tecidos processados o embalados pre-
viamente & sua liberagio para uso.

25.2. Tode tecido disponibilizado ou descanado deve fer re-
giswo logico que possibilite seu rastreamento a qualguer momenta,

25.3. Deve cxistir sisiema de notificagdo a0s érgios com-
petentes para 3 ocoréneia de efeitos adversos apds o so terapdutico.

26. Descarte de residios

26.1. 08 residuos de processamento ¢ os tecidas cont prazo
de valicade vencido ou improprios para uso devem ser destartados de
acordo com 2 legisiagdo yue regulamenta o descarte d¢ residuos de
SCIvicos dc slﬁdc

2. O BTME/BE dever fer um Plano de Gerenciamento de Re-
siduos de %rvu;as de Saidde (PGRSS). de acorda com a lagishigo vigent
27. Registros
27.1 0 BTME/BP deve for um sistema de registro apro-
priado que permita a rastreabilidade do tecido. desde o doador até o
sew destino final, incluindo-sc a identificagi do receptor ¢ os re-
sultades dos exames referentes a cada produto.
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%1 Os residuos DEM ncidosmprandu
0¢ e8
validade vencido o imprépeios para cxames labaratoriais.
i laglo vigente

o8 rogi
\nménnn\emnﬂumn tipo de proce

ecidas mps
maxina de F0°C negnnm pmkm sor ammazenados poT um periodo
dnimo de 5 (vinco
2L 2 ‘I'eddus lium)u)es. embalados: n vicuo, mantidos en

um periaco waximia e 5 (anea anos. Caso a
nbn‘pom u; mgnrs&. ) jodo deve ser mdnzﬂo m“z (dnb)

anos,

4. 22 E;Ma de Tecidos Processados @ L

422 Mm:m&bu{muhmhmi

i 0 ¢c no MAXInG

gf‘zv Os feniteds ser estocados
com viailidade de RO mAximA 2 uno.. liofilizado com praza de
\audnddcdtimnu 3400 4 2° °}wnmciodcmllwo|mp=ﬂodo
de s

4223, Os imdos steo-condrais i
desem ser estacadus em refrigeradores & 4"’(':0:1- 3 Ctkm m
axime e trintd dn: (em WSO qUe permia ma ster certa viabil

de condricitos).
: Oﬁém.mrmmwmmuﬂuilm
inferior RO°C ney FM“““
‘:\m Caso n temperatura dc -rmmwmm seja entre 20°° ¢ 40° C
amenta deve ser

-

BIMAZLN o1 de o mixima 6
picses. Quudas de femperaturss transitorias por periodo (niuior 312

nados em frascos d::vmlnmmiumm techados &
ambicnte por periado de ‘mi
5. DlS?ON)BlLlZA(' O DOS TECIDOS MUSCULOES-

QUELETIC
EANE Dcwmm:uopmudeﬂmkde idade ur
0e registras 3 austncia 3

“omité d¢
W" J n.mpmnop-osmdn

mspmeuéohcdaummdmmrﬂhw
sun integridade © guatid:
2.4, ()Wdummwtdem
sahilidade do
S22 mvudmmdcnmmmdt«mmw-
siderados vidveis s: ados cm mwm\u: mmu.-ts que s

sogurem s femperat jadus de transportc.
523 'cﬂdn! disponibilizados m mvliuhs wio poden
sor feestocados, devende ser nexmm
524 F de responsabil equips transplantadora a no-
tifiengio um\pulsdﬁl a0 Banco até 15 (quinze) dus apds © trans-
plantc, dg :\lnm as |nfumuwa mmwn 20

do Banco,
mmmlr‘m dudu « comumicd-los 3 CNCDQ ] VISA
Tocal nm n:lnm
TéIOONAMENT() £ TRANSPORTE DOS TECI-
NTADOR OU PESQUISADOR
OUE uTluzAkA

mwl:ml em mndu:.iuur s tecidos cm
:;mﬂu';@m %cum pcrlu-h a\c 24(vlm < mmum'i;hmm %mm
q al
:h tempo estmado para 3 chegads do t¢ o local do des-

O transponc até o focal de Jhlncioe
adequado. a(éomuuwdcw: scrmliudn
kkdc. sendo de

integridade & qual sﬁ-mhde ﬂo -l

e p.m

&:ﬂi DE QUALIDADE

1. eve dosen de controle de
qualidade: das rec il Mlm inclua entre outros,
iy manual de qualidade, critérios de -oein;: ou doa-
dores de tecido cspecifices. ros completos desde o entrevista até
a distribuigho m{du. de WECMEM de
dorcs € 1e-

da dos insumas ulﬂm—
dox, cfeitos. advoreos, ;ismms de mmlhmu\lo © desearte de

teriais inm usar, g

‘miscitoesquektico transplantado
c';.-gmro Idgicn que mssibllxh seu Tastreamento a qualques nromen-

Dove existir sisiema de notifi DO/SNT
pxnnocmhchd:efum::tm":\lw g

fatico deve ter um
Plano de Gucndlmmn de nsm de Servios de Sadde (PGRSS),
de acordo com a legislacio
8.3. Os tecidos mwm invalidados por
{aboratoriais ¢ radieldgicos cont prazo prazo de validade vumdo wm- ser’
de scordo com: as Nomes. wigentes eforentes ao lixe

d aco nk\cumu para des-
OBllwrhTodMMMué

\mpmh;k
MmmidedoDudnr
O Banco deve joanter veis ma forra de Prontudrio do
mmrqiwo-ded demMm(lnummm;

relativos a:
91.! Mﬁﬁn(ﬂ)w
do conseptiment

dondor m.ms»el
”M‘, D(.'a’nsammdos s ¢ transporte dos tecidos

e IAqumdu cssaments, incluindo a identificagio
ica oy

i &n.s.mmumumﬁ?%wuwmm
¢ & microbiologie dus tecidos.

10 fivee ¢ esclarccido assinado

tole ym“‘“’oﬂc dcwdu Y pummtﬁ
méemnhmomde&mu\s&dcdumhm em-w.-
Mmﬂwhzhﬂodu témmicos usad

9.6.5. Toda: {ilizados 1O ProCesSAMEnta
mumﬁ&smﬂn W“lﬂﬂﬁulﬂ@stmml
docun ‘do_doador,

9.6.6. O Banco dcw:ﬁspmdcsmmi de registo que
pemmite & be-li dento dos ul-
traconge!

m&lgumws.
96.?‘I‘Mmosnmms Banca dtvem ser de cardier
imdoowlodnmumednduweﬂnm-

SISTEMA NACIONAL DE TRANSPLANTES
REGULAMENTO TECNICO
ANEXO XIV

DOS B I'EL£
Akm du udgent pm autorizagio contides no
Anexo X1 a cstc Regulamento. 0 Blmu dove cumprir a8 SCguUIntes

cxigéneins
E&T‘rﬁsm
Pmamw.uslﬂvm:.o 8P deve conter com um
muﬁmnﬁ:nmmeg:mwmmummhmmc
umeqmpcmlmma compastas por
pmlexecwlodcm

w%zmhocmdemmdemﬂu,
. 93 Mudnainﬁnﬁww-hmhmcllnmwm—

quisa, inc]
93 1. Ihh(l) da distribuicio.

pre £Om Cap

eompn;m s\la ﬁn-lnhdn © seu or-
sendo explicitadas sus ico-cientifica ¢

do BP, no qull
ganograma, scndo

9.3.2, Nome conypleto do receptor ¢ i  dos lote(s)
93J.mnwwomméﬁmmmhmmﬁ‘
;M Logal ¢ data do transplante:

otividedes a mnn;d exccutadas pelo zam (sclogdo. captagdo.

700~

' Indicacso médica parw uilizagio ¢ pr

Nomc conpleto sador (quando aplicivel
937 mlemﬁuﬂlmmp&q Mz’ﬁ'

chvel)
cqﬂadom}doednmwwm(:anuth

Etn&?mm(m-ﬁo-pﬁ&wi}.
Dltmemlmdﬁdmdolmmedum

tecidost
941, Deve Whvroda Re.jmvdvl'mhd!dcwm

por
treinamento de mlcpmmlmvbhdnwmv&
nicas de of

tiagio ox
w!ﬂ‘wfmt mmmsubmdndo téenica envolve m::“; av:ﬁ”:,:‘b
wngwlc proposta no que diz 1os| a or
acloemw hwndoncl&osoli‘clmdu bm umndl
imediato sobre 95

%‘

l 2 L1 (um) médlw clnnglh plistico de comprovada atua-

430 na drea de acmm lificado
nwuwmdumm‘ﬁs fmlkmm.‘ul;“;l;-
cnlnum

T (um) responsdvel 1 doye ser
L2.14I | (un) ‘médico cirurgiio pléstico c«mm:xpnﬁlu:arm

eentendo o minimo: drca de transplante de pele, assessom 0 ¢ 1 téc-
"y 02, lgeniicagh do doador (nome comlet;sex0. ade € o po uesenvolvl Lk 2 5orm u-mﬂ’g“““f‘ o
i 3. Wdentificugio CNCDO"m ou alfsnumérics do doados, e 3. Equipe T:‘a“hnum “"“;’ -
"“‘W"“"“‘: pele ey Enmmemmmmu fyinte emmrmspar
9“ Tnstituicho Tocat " onde fol feitn a retirada, dia ¢ i (scw) dias por semana, pelas atividades relativas @
até a eitrega dos i
i 4.5, Livio dcmdxmdeuid-deledhspvumslm o w;m
elinicos: g ool 5 Bncas
cwkw”wnmﬁmdcngmn«enmmm DS {%mlmnﬂzrmmm tebrice ¢
9.5.1.1. Data da distribuicao. pritico para a atividade de enciia do consentimento para @ doagio,
9512, preh e, &rica da unidade omﬁcﬂqmdh’mem} ca do doador, a aceitaglo, &
1ecido ou @ col de materia] para cumcs Iaboratoriais, &
i n‘))illldemiﬂe\clndnm(mm‘pknm.m. ﬂ w5 1SpONTC < 4 CniTCge
©
" issional transplantador. 1322 1 (um) pmfnsml da drca de saude, -
e Immmmwuuﬂhu:uq:}q:me. cspecifica, nmﬁ-ww-wowm mm
8216, Iniccio teraptutica ¢ procedimento . sor roali- ;‘:: fmmmgﬁ% = icionamento. frans-
oy . 1.33. A equipe do retirads de o tecido bssoo pode ndo cstar
96, Livro de registro do CGS|
" 96.1. Deve have de distribo ada i
qusa ¢ cnsind, & mm"""”“’“ﬂm icto par pese cve ST SAPACIACE DT s, choande o procedieno o
9,6.1.1. Data da distribuici o dade com os POP destc Banco ¢ as mommas A
9.6.1.2. Mmﬁﬁuﬂ mﬂu ou alfimumdrica da(s) uni- an recusa da material retirado ¢ enviado pera processa-
mdcm mé.wwanwwlmmwn

o i ‘sur realizada 2 pesquisa OU Prajeto

tiva.

Daa.Amnm;inde efeitos colaterais indesciveis com
o uso dos transplantes de wmﬁnﬂﬁmfmmmmm
Mmcmnm 8 i

Intemas:

exceucdio das atividades

mmmmnmuem.mmwa»
p(squun o descarte).

g& do 'W utn 13 ibstil
3 podeude vir a sl o
ol b profissional vir a uir 0 Tes-

14222 (Ooi:) Wnﬂwwwls de nNcl superior da area de
sniide ou b.oldgm com freinamento pam execugio des atividades

n © outras otinas ré-
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