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RESUMO

ROCHA, LEONARDO ROSA DA. Uso de células estromais da medula 6ssea para celularizar
aloenxertos. Ribeirdo Preto, 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias da Satde Aplicadas ao
Aparelho Locomotor) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Paulo, 2023.

Perdas de tecido 6sseo e disturbios da consolidacdo sdo graves lesdes musculoesqueléticas que
acometem um crescente nimero de pacientes nos ultimos anos. Quando estas condi¢des sao tratadas
através de transplantes Osseos, o sucesso na reconstru¢do oOssea depende das propriedades
osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras do transplante. O padrao-ouro € o autoenxerto, que
porém ¢ limitado pela disponibilidade, morbidade e risco de infecgdo. Na busca de estratégias
terapéuticas alternativas para melhorar a regeneracdo dssea, o uso de aloenxertos vem sendo uma
opcao, apesar da baixa capacidade de osteoinducdo e osteogénese. As células estromais da medula
Ossea, conhecidas pelo potencial osteogénico intrinseco, sdo alvo de diversos estudos na
bioengenharia de tecidos. Considerando que a associacdo das BMSCs ao aloenxerto poderia
reproduzir um material biologicamente semelhante ao enxerto 6sseo autdlogo, o presente estudo
avaliou o potencial regenerativo dos aloenxertos celularizados com BMSCs expandidas in vitro
através de ensaios de adesdo, viabilidade, mineralizacdo in vitro ¢ neoformacgao ossea in vivo.
Obtivemos um rendimento médio de 34,25 + 10,99 x 10° células com uma viabilidade média de
94,77% =+ 2,34%. Confirmamos a caracterizagdo das BMSCs pela citometria de fluxo e ensaio de
diferenciagdo nas linhagens da natureza mesodérmicas. Os aloenxertos avaliados pela histologia,
MEYV e quantificacdo de DNA, apresentaram 6timos resultados na descelularizagdo. Nos ensaios in
vitro de viabilidade, adesao, proliferacdo e mineralizagdo, observamos um excelente rendimento do
grupo do aloenxerto celularizado com BMSCs, superior ao grupo controle com B-TCP celularizado.
Esta superioridade foi confirmada na avaliacdo do potencial osteogénico in vivo e comprovada pela
analise histologica e histomorfométrica, com significancia estatistica. Em conjunto, nossos dados
podem elucidar questionamentos e oferecer novas alternativas terap€uticas no contexto da medicina
regenerativa ¢ da bioengenharia Ossea. Concluimos que o método de coleta, isolamento,
caracterizacdo e expansdo das BMSCs atenderam aos padrdes definidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular. Certificamos que o protocolo de preparo do aloenxerto fornece
um material descelularizado, e confirmamos que o aloenxerto € capaz de fornecer suporte estrutural
para adesdo das BMSCs, oferecendo um microambiente favordvel para sobrevivéncia e

diferenciagdo das células, sendo capaz de induzir a neoformagdo dssea.

Palavras-chave: Aloenxerto, células estromais da medula o6ssea, enxerto oOsseo, distirbios da
consolidagdo, regeneracao Ossea.
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ABSTRACT

ROCHA, LEONARDO ROSA DA. Use of bone marrow stromal cells to cellularize allografts.
Ribeirdo Preto, 2023. Doctoral Thesis. (PhD degree in Health Sciences Applied to the
Locomotor System) — Ribeirdo Preto Medical School, University of Sao Paulo, 2023.

Loss of bone tissue and consolidation disorders are severe musculoskeletal injuries that affect many
patients in recent years. When these conditions are treated through bone transplants, success in bone
reconstruction depends on the transplant's osteogenic, osteoconductive, and osteoinductive
properties. The gold standard is the autograft, which is, however, limited by availability, morbidity,
and risk of infection. Despite their low capacity for osteoinduction and osteogenesis, allografts have
been used in the search for alternative therapeutic strategies to improve bone regeneration. Bone
marrow stromal cells, known for their intrinsic osteogenic potential, are the subject of several
studies in tissue bioengineering. Considering the fact that the association of BMSCs to the allograft
could reproduce a biologically similar material to the autologous bone graft, the present study
evaluated the regenerative potential of allografts cellularized with BMSCs expanded in vitro
through adhesion, viability, in vitro mineralization, and in vivo bone neoformation assays. We
obtained an average yield of 34.25 + 10.99 x 10° cells with an average viability of 94.77% + 2.34%.
We confirmed the characterization of BMSCs by flow cytometry and differentiation assay in
mesodermal lineages. Allografts evaluated by histology, SEM, and DNA quantification showed
excellent results in decellularization. In the in vitro viability, adhesion, proliferation, and
mineralization assays, we observed an excellent performance in the allograft group cellularized with
BMSCs, superior to the control group with cellularized B-TCP. This superiority was confirmed by
the evaluation of osteogenic potential in vivo and by the histological and histomorphometric
analysis, with statistical significance. Together, our data was able to clarify questions and offer new
therapeutic alternatives in the context of regenerative medicine and bone bioengineering. We
conclude that the collection, isolation, characterization, and expansion method of BMSCs met the
standards defined by the International Society of Cellular Therapy. We certify that the allograft
preparation protocol provides a decellularized material. We confirm that the allograft can provide
structural support for the adhesion of BMSCs, offering a favorable microenvironment for cell
survival and differentiation and inducing new bone formation. Finally, with findings superior to -
TCP, our results provide essential information and evidence that the association of allograft with

BMSCs presents itself as a promising strategy for conducting clinical trials in bone bioengineering.

Keywords: Allograft, bone marrow stromal cells, bone graft, consolidation disorders, bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido o6sseo: funcao e estrutura

Otecido o6sseo ¢ um sistema complexo, biologicamente ativo e dinamico,
que desempenha diversas fungdes fisioldgicas fundamentais, como a protecdo mecanica
de orgdos e estruturas vitais, a sustentacdo corporal, estabilidade e mobilidade dos
vertebrados (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; GONG et al., 2015), além de seu importante
papel na hematopoese € na homeostase mineral, atuando como reservatério de calcio (Ca*") e
fosfato (PO+*) (WAUGH; GRANT, 2014; SEOL et al, 2014). Trata-se
de um tecido rigido, com elasticidade moderada, baixo peso, altamente vascularizado e dotado
de uma rede de fibras nervosas sensitivas e simpaticas (BRAZILL et al., 2019; GONG et al.,

2015).

Estruturado hierarquicamente, ¢ composto por duas fases: inorganica e organica.
A fase inorgdnica ou mineral (65-70%), representada essencialmente por  cristais
de hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2], confere rigidez ao tecido (REZNIKOV; SHAHAR,;
WEINER, 2014). A fase organica do osso (30-35%), composta principalmente por coldgeno do
tipo I (90%) e ~5% de proteinas ndo coldgenas (como osteocalcina, osteonectina, osteopontina
e fosfatase alcalina), € responsavel pela manuten¢do das propriedades elasticas do tecido, pela
estabilizacdo da matriz extracelular e pela regulacdo da mineralizacdo das fibrilas de
colageno (BOSKEY; ROBEY, 2013).

Macroscopicamente, a estrutura 6ssea ¢ constituida por dois tipos de tecido, o 0sso
esponjoso e o cortical (GONG et al., 2015). O osso cortical representa 80% do esqueleto e
consiste em estruturas cilindricas paralelas e agrupadas (sistemas de Havers), formando a

parede externa de todos os 0ssos. Apresentando uma atividade bioldgica pouco expressiva, o
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osso cortical tem a fungdo mecanica de sustentar tanto as for¢cas de compressao, tensao e tor¢ao
(OSTERHOFF et al., 2016). J4 o 0sso esponjoso, que corresponde a aproximadamente 20% do
esqueleto total, ¢ encontrado proximo as extremidades dos ossos longos, nos corpos vertebrais
e no interior dos 0ssos planos. O 0sso esponjoso ¢ formado por laminas, canaliculos e trabéculas
interconectadas, que mantém contato direto com a medula 6ssea (CLARKE, 2008), apresentam
a fung¢@o mecanica de absorver e distribuir forcas de compressao e a func¢ao bioldgica de abrigar
a medula hematopoiética (OSTERHOFF et al., 2016). Cada segmento 6sseo ¢ constituido por
proporcdes diferentes de osso esponjoso e compacto (figura 1), e esta diferenca faz com que

cada area tenha caracteristicas biologicas e mecanicas distintas (KINI; NANDEESH, 2012).

Peridsteo

Endoésteo

Rede de
ostedcitos

Nicho da Vel Y
medula 6ssea

Vascularizagdo

= Coberturade — L——«

partes moles s,
Medula 6ssea j\

Osso cortical y

Peridsteo

Figura 1: Visao macroscopica e microscopica do tecido 6sseo. A organizagao dos compartimentos
6sseos, compostos de tecido mineralizado e uma rede celular e vascular. (Imagem modificada do artigo
de DUDA e colaboradores, 2023).

A func¢do mecanica do osso depende de sua matriz estrutural, enquanto a composi¢ao
dessa matriz e as atividades das células 6sseas determinam seu comportamento bioldgico
(BUZA; EINHORN, 2016). Especificamente nos ossos longos, a constituicdo do contetido

mineral ¢ superior a 20%, o que permite que o 0sso absorva a energia e o mantenha leve para a
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mobilidade (CLARKE, 2008). Assim, quanto maior a quantidade de osso cortical em um
segmento 0sseo, maior ¢ sua capacidade para resistir a acao de forgcas deformantes. Entretanto,
em virtude da limitada atividade biologica do osso cortical, o processo de regeneragao e reparo

do osso cortical ¢ mais lento do que no osso esponjoso (LAFAGE-PROUST et al., 2015).

Microscopicamente, os componentes celulares do 0sso consistem em células precursoras
osteogénicas, osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células de revestimento Osseo e elementos
hematopoiéticos da medula 6ssea (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Os osteoblastos sao
derivados de células tronco esqueléticas (Skeletal Stem Cell ou SSC), sdo metabolicamente
ativos, responsaveis pela sintese da matriz 6ssea e subsequente mineralizacio (AMBROSI et
al., 2021; CHAN et al., 2018). Quando os osteoblastos maduros diminuem sua atividade
metabolica, tornam-se quiescentes, sdo envoltos e aprisionados na propria matriz 6ssea, dando

origem aos osteocitos (BONEWALD, 2011).

Os ostedcitos sdo derivados da célula tronco hematopoiética, normalmente encontrados
em contato com uma superficie Ossea calcificada e sdo as células mais abundantes do osso,
representando de 90 a 95% de todas as células do tecido (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).
Os osteoclastos reabsorvem o osso por acidificacdo e protedlise da matriz 6ssea (EL-
JAWHARI; JONES; GIANNOUDIS, 2016). De cada ostedcito, uma rede de prolongamentos
citoplasmaticos se estende através dos canaliculos cilindricos até os vasos sanguineos € outros
ostedcitos, permitindo a formacao de uma rede de comunicagdo em todo tecido, que em resposta
ao microambiente local, ¢ capaz de atuar na remodelagdo dssea e na atividade de osteoblastos

e osteocitos (BOSKEY, 2007; BONEWALD, 2011).

As células de revestimento, derivadas da matriz 6ssea, formam as camadas de tecido

conjuntivo fibroso que recobrem a superficie externa e interna (figura 2), denominadas de
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periosteo e enddsteo, respectivamente (KAPINAS; DELANY, 2011). Desempenham fungdes

importantes na fixacdo de tenddes e ligamentos, na nutricdo da superficie do tecido, no

suprimento de células osteoprogenitoras, que auxiliam nos processos de formacdo e

regeneragdo Ossea, ¢ na delimitacdo do espago ocupado pela medula 6ssea (LI et al, 2017,

GONG et al., 2015).
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Figura 2: Visao microscépica do tecido dsseo. (a) O peridsteo consiste em trés zonas distintas; a zona
I, ¢ formada por células precursoras dos osteoblastos; a zona II abriga as células tronco esqueléticas e
contém as fibras de Sharpey, que conectam o peridsteo ao osso mineralizado; a zona III, a camada mais
externa, consiste em fibras de colageno e fibroblastos. (b) A rede vascular atravessa o osso mineralizado
pelos canais de Volkmann e de Havers, que contém arteriolas, vénulas e fibras nervosas. (Imagem
modificada do artigo de DUDA e colaboradores, 2023).
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1.2 Formacio e regeneracio 0ssea

Por ndo se tratar de uma estrutura estatica, o tecido ¢ mantido dinamicamente através da
formagdo e a remodelagdo dssea, que também sdo empregados no processo de regeneracao de
fraturas (LIEBERMAN; FRIEDLAENDER, 2005). O processo de formacgdo Ossea ¢ o
mecanismo pelo qual o osso ¢ formado por osteoblastos (biomineralizagdo) e que ocorre de

maneira mais intensa durante o desenvolvimento do esqueleto (ORYAN et al., 2014).

Ja a remodelacdo 6ssea ocorre ao longo da vida e consiste no processo de reabsor¢do
Ossea pelos osteoclastos, com a digestdo das fibras de colageno e da matriz orgénica, e formagao
de novo 0sso no mesmo local pelos osteoblastos. E um mecanismo responsavel por manter a
funcdo e massa dssea, substituindo, continuamente, o osso velho-danificado por um osso novo
(BILEZIKIAN; RAISZ; MARTIN, 2008). Cerca de 25% do osso esponjoso ¢ 3% do osso
cortical sdo removidos ¢ substituidos anualmente em condi¢des de normalidade
(MANOLAGAS; PARFITT, 2010), permitindo a remodelacdo completa do esqueleto a cada

10 anos (LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER, 2016).

A capacidade intrinseca de regeneragdo do osso € o eixo central do complexo processo
de reparo de lesdes (MARSELL; EINHORN, 2011). Esse processo ¢ mediado por eventos
bioldgicos e mecanicos, compostos por sequéncias bem orquestradas de etapas envolvendo
diversos tipos celulares e diferentes vias de sinalizacdo molecular e com o objetivo final de
promover a regeneracdo tecidual integral sem a formacdo de tecido cicatricial fibroso
(EHNERT et al., 2021; EINHORN; GERSTENFELD, 2015). Historicamente, o processo de
consolidagdo dssea foi separado em trés fases (fase inflamatdria, fase de reparo e fase de
remodelagdo), mas a dindmica da regeneragdo 6ssea ¢ muito mais complexa (GERSTENFELD,
2003). Entretanto, ao final do processo, o osso neoformado recupera as caracteristicas

20



fisioloégicas e mecanicas, readquiri suas propriedades originais (composicdo e estrutura) e
retoma sua capacidade de se adaptar as forcas biomecanicas (BUZA; EINHORN, 2016;

FILIPOWSKA et al., 2017).

No cenario clinico, o principal exemplo de regeneracdo Ossea ¢ a consolidacdo das
fraturas, quando as vias utilizadas durante o desenvolvimento embrionério sdo recapituladas
através dos processos de ossificacio intramembranosa e endocondral (MARSELL; EINHORN,
2011). Apos a ocorréncia de um trauma associado a fratura, ocorre sangramento pela lesdo dos
vasos periosteais, corticais e¢ medulares, iniciando, assim, a mobilizacdo de todos os
componentes envolvidos no dano (o 0sso, o peridsteo, a medula 6ssea e os tecidos moles
circunjacentes) para contribuirem com a reparacdo (BAHNEY et al., 2019). O processo comeca
com a coagulagdo do sangue, formag¢ao de um hematoma e a ativagdo da fase pro-inflamatoria

(SCHMIDT-BLEEK, et al., 2015).

Fases anti-inflamatdria e pro-angiogénica subsequentes preparam o microambiente para
a indu¢do de uma fase condrogénica, na qual a formagdo de um calo imaturo, restaura
parcialmente a competéncia mecanica do osso (CLAES; RACKNAGEL; IGNATIUS, 2012).
Na sequéncia, ocorre a hipertrofia dos condrécitos, com a mineralizagdo da matriz ¢ a
revascularizacdo, precedendo a formacdo do tecido, que reestabelece a continuidade dssea
(MARSELL; EINHORN, 2011). Com o processo de cicatrizagdo completo, inicia-se a fase de
remodelacdo, que adapta o calo mineralizado ao formato Osseo inicial, reestabelecendo,
portanto, a forma e a fun¢do do osso de acordo com as competéncias mecanicas exigidas locais

(BUCHER et al., 2019) (figura 3).
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Figura 3: Esquema ilustrativo da consolida¢do 6ssea. Etapas do processo de consolidagdo secundaria
com os eventos celulares que caracterizam as fases anabolica e catabolica, o estagio inflamatdrio, o
estagio endocondral e o remodelamento. A escala temporal equivale a uma fratura de fémur de rato
fixada com haste intramedular. (Imagem modificada do artigo de EEINHORN e GERSTENFELD, 2015).
PMN = leucocito polimorfonuclear; MSC = células mesenquimal estromal.

1.3 Distarbios da consolidacio e defeitos 6sseos

Aproximadamente 160 a 190 milhdes de novas fraturas 6sseas ocorrem a cada ano, e mais
de 400 milhdes de pacientes sofrem de consequéncias agudas ou de longo prazo destas lesdes
(WU et al., 2021). De fato, a frequéncia dessas doencas e distirbios musculoesqueléticos ¢é

maior do que doengas circulatorias, respiratorias e cancer (SHAPIRO, 2021).

Os métodos atuais de gerenciamento das fraturas atingiram um alto padrdo tecnologico,

garantindo a solidez metodolédgica da cirurgia e uma alta qualidade no tratamento (WINKLER
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et al., 2018). No entanto, em cerca de 2 a 15% das fraturas, podemos observar falhas nos
processos biolodgicos essenciais para cicatrizagdo 6ssea, cursando com retardo ou auséncia da
consolida¢do, necessitando de revisdes cirargicas (DUMIC-CULE et al, 2015;
SCHLICKEWEI et al., 2019). Estas complicagdes aumentam as taxas de mortalidade, afetam
a qualidade de vida destes pacientes e representam um custo financeiro consideravel para as
sociedades e sistemas de saide (BUZA; EINHORN, 2016; HAK et al., 2014). Os custos anuais
com o tratamento das lesdes esqueléticas chegam aproximadamente a € 37 bilhdes na Unido

Europeia (BORGSTROM et al., 2020).

Diversos fatores podem afetar o sucesso da regeneragdo 6ssea, como a extensao da perda
de tecido dsseo e dos tecidos circundantes, a distancia entre os principais fragmentos 0sseos, a
falta de estabilidade mecanica, alteragcdes no suprimento sanguineo, fatores individuais do
paciente (como idade, comorbidades, tabagismo e deficiéncias nutricionais), infecgdes e
ressecgOes oncologicas (KILLINGTON et al., 2018; WALSH et al., 2017, FERNANDEZ-
YAGUE et al., 2015). Nestas condicdes clinicas complexas, onde a regeneracdo dssea ¢
necessaria em grande quantidade, mesmo apds a estabilizacdo cirtirgica ideal, geralmente os

pacientes ndo evoluem para a consolidagao (HERTEN et al., 2019).

Claes, Eckert-Hiibner e Augat (2003) demostraram que a extensa perda dssea afeta
diretamente a revascularizagdo e a diferenciacdo tecidual, prejudicando a regeneracdo Ossea.
Sendo as diafises compostas basicamente por tecido dsseo do tipo cortical, a regeneracao de
perdas extensas neste segmento 0sseo ¢ complexa e os defeitos tendem a consolidar lentamente
ou até mesmo nao consolidar, constituindo um problema de dificil solu¢do (BACKSTEIN;
SAFIR; GROSS, 2006). De acordo com a literatura, as fraturas dos ossos longos estdo entre as
lesdes incapacitantes mais comuns em todo mundo (SHAPIRO, 2021). Dos pacientes com

fraturas do fémur, 30% tém retardo da consolidacdo e 10% evoluem para pseudoartrose
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(STEWART, 2019; NICHOLSON, et al., 2021). No entanto, a incidéncia pode ser muito maior
devido a limitagdo dos métodos de avaliagdo atuais (ANDRZEJOWSKI; GIANNOUDIS,

2019).

De acordo com o FDA (Food and Drug Administration), uma pseudoartrose ¢ definida
como uma fratura de pelo menos 9 meses sem evidéncias radiograficas de consolidacio ou trés
meses consecutivos sem evolugdo da consolidagdo (CALORI et al., 2017). De fato, ainda nao
h4 um consenso clinico sobre o que constitui retardo da consolidag@o e hé controvérsia se uma
fratura nesta condi¢do deve ser tratada ou se ¢ melhor aguardar a confirmacao da pseudoartrose

apos 6 a 9 meses (NICHOLSON et al., 2021; SIMPSON, 2017).

Avaliagdo radioldgica sequencial continua sendo o padrao clinico para acompanhamento
da progressao da consolidacdo da fratura (CLAES; CUNNINGHAM, 2009). Parametros
clinicos sdo sinais adicionais usados para diagnosticar a pseudoartrose (NICHOLSON et al.,
2021). No entanto, a avaliagdo desses critérios ¢ altamente subjetiva e depende da experiéncia
do cirurgido (WITTAUER et al., 2021). A identificagdo de biomarcadores permitiria o ajuste
da estratégia de tratamento (POUNTOS et al., 2013). Pesquisas ativas buscam validar diversos
marcadores, como fatores inflamatorios, angiogénicos e de formagao ossea (como a fosfatase
alcalina) (CHITWOOQOD et al., 2021). Embora tais marcadores possam ser utilizados para
monitorar o0 processo de consolidagdo, seu valor progndstico ¢ limitado e provavelmente
nenhum biomarcador Unico seja capaz de prever o diagnostico da consolidagao (CHITWOOD

et al., 2021).

1.4 Tratamento dos disturbios da consolidacao e dos defeitos 6sseos

Em um niimero relevante de pacientes, a restauracdo da integridade tecidual ndo ocorre

espontaneamente (POUNTOS et al., 2013) e esses pacientes necessitam, em média, de duas
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intervengoes cirurgicas adicionais (ALT et al., 2009), apresentam dor persistente (GELALIS et
al., 2012), hospitalizacao prolongada e tempo médio de reabilitacdo de 23 meses (ALT et al.,

2009).

De fato, durante muitos anos, pacientes com grandes defeitos dsseos foram tratados com
amputagdes primarias (BOSSE et al., 2002). No entanto, atualmente, existem diversos métodos
de tratamento disponiveis e que podem ser usados isoladamente ou em combinacdo (MURPHY
et al., 2013). Estdo inclusos os recursos da enxertia 0ssea, osteogénese por distracdo e, mais
recentemente, a engenharia de tecidos baseada em células (GIANNOUDIS; EINHORN, 2009).
Nenhuma destas técnicas tem sua eficacia livre de questionamentos, seja pelo longo periodo de
tratamento, pela morbidade associada ou pela regeneracdo incompleta da lesdao (BACKSTEIN;
SAFIR; GROSS, 2006). Assim, as propostas de reconstru¢cdo voltadas para a obtengdo de
bons resultados clinicos e manutengdo do membro continuam sendo prioritdrias para o

cirurgido ortopédico (EL-ROSASY, 2007).

Os enxertos 0sseos autdlogos continuam sendo o “padrdo ouro” no tratamento de
pequenos defeitos Osseos ou inferiores a 5 cm?, com boa cobertura das partes moles
(SCHMIDT, 2021). Contudo, para os defeitos com mais de 5 cm?® esta abordagem ndo é
indicada, porque como o enxerto sofre reabsorcao e a vascularizagdo ndo reproduz os padrdes
anatomicos locais, resultando em uma zona de fragilidade 6ssea com alta predisposi¢do para
fraturas (MASQUELET, 2003). Defeitos com maiores dimensdes, com ou sem lesdo de partes
moles associadas, sdo lesdes complexas, de dificil abordagem e que necessitam de tratamento
especializado. As principais estratégias terapéuticas para os defeitos segmentares sdo os
enxertos 6sseos vascularizados (TAYLOR; MILLER; HAM, 1975; LENZE et al., 2017), a

distracdo osteogénica ou transporte Osseo interno com fixador externo (GIOTAKIS;
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NARAYAN; NAYAGAM, 2007) e a técnica da membrana induzida descrita por Masquelet

(MASQUELET et al., 2000).

O enxerto 6sseo vascularizado geralmente ¢ obtido de alguns sitios anatomicos classicos
como crista iliaca, costela e fibula, no qual é retirado com o retalho cutaneo e com seu pediculo
vascular, que ¢ anastomosado na area receptora (TAYLOR; MILLER; HAM, 1975; LENZE et
al., 2017). A fibula, por ser um osso reto, com cerca de 25 cm, com boa densidade cortical, bom
pediculo vascular e que produz uma baixa morbidade no sitio doador, ¢ a melhor opgdo para
reconstrugdo de defeitos muito extensos, principalmente os localizados na diafise femoral (WEI
et al., 1997; HOUDEK et al., 2017). Alguns estudos comprovam que a utilizacdo do enxerto
autdlogo vascularizado leva a resultados superiores do que os enxertos ndo vascularizados, uma
vez que a circulag@o sanguinea do enxerto ndo ¢ interrompida, fazendo com que o nimero de
células viaveis no local seja maior e a consolidacdo 6ssea mais rapida (WEILAND, 1981;
YAJIMA; TAMAI, 1994; FINKEMEIER, 2002). As complicagdes poOs-operatdrias estdo
relacionadas, quase sempre, com a anastomose vascular, com a utilizagdo de fixador externo e

com a perda de angulacdo do enxerto (MINAMI et al., 2000; FEUVRIER et al., 2016).

A osteogénese por calotagem ou distragdo, descrita por Ilizarov em 1986, ¢ uma opg¢ao
utilizada para tratar os defeitos segmentares dos 0ssos longos sem comprometimento das partes
moles (ARONSON; JOHNSON; HARP, 1989; POLYZOIS et al., 1997; ZAMORA-MUNOZ;
ORELLANA-RETA, 2007). E um processo no qual se induz a formagao 6ssea no foco de uma
osteotomia, no segmento de osso saudavel, distante da area lesada, através de distracdo do
fragmento d6sseo com a utilizagdo de um aparelho de fixacdo externa, com sistema de
alongamento gradual (ILIZAROV; LEDYAEV, 1992). Este fragmento intercalar, entre a
osteotomia e o defeito dsseo, ¢ transportado longitudinalmente a medida que o segmento ¢é

tracionado. O ajuste do fixador a uma velocidade de 0,25 mm quatro vezes ao dia (total de 1
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mm / dia) ¢ feito até atingir o comprimento total do alongamento dsseo, preenchendo, assim, o
defeito pré-existente (ARONSON, 1997). Embora esta seja uma técnica eficaz, requer longos
periodos de tempo com fixador externo e tem altas taxas de complicagdes (MASQUELET;

BEGUE, 2010; ABDEL-AAL, 2006).

A técnica da membrana induzida ou a técnica de Masquelet foi descrita ha mais de 30
anos para o tratamento das perdas dsseas secundarias a infeccdo (MASQUELET et al., 2000).
Na descricao original de Masquelet, a técnica ¢ realizada em dois tempos cirargicos e pode ser
utilizada em lesdes infectadas ou lesdes previamente irradiadas (MASQUELET; BEGUE,
2010). No primeiro tempo cirargico, a lesdo ¢ debridada e preenchida por espagador de cimento
de polimetilmetacrilato (PMMA), em torno do qual ¢ formada a membrana pseudo-sinovial,
conhecida como membrana de Masquelet. A primeira fungdo do espacador ¢ mecanica,
impedindo a invasdo da area da lesdo por tecido fibroso. A segunda ¢é bioldgica, dada pelo
ambiente da membrana que ird fornecer suprimento de sangue para o osso enxertado e impedir
a sua reabsor¢do (MASQUELET et al., 2000; PELISSIER et al., 2002 ¢ 2004; GIANNOUDIS
et al., 2011). O segundo tempo cirargico ¢ realizado cerca de dois meses depois do primeiro e
consiste da retirada do espacgador e preenchimento da cdmara delimitada pela membrana por

enxerto 6sseo (WONG et al., 2014).

Masquelet e colaboradores, em sua recente avaliacdo da técnica incluindo o seguimento
por 10 a 22 anos de 18 pacientes, salientam alguns pontos que podem estar relacionados com o
sucesso ou insucesso do tratamento. Um aspecto reforcado pelo autor ¢ que a técnica ¢ indicada
apenas para pacientes comprovadamente sem infec¢do (MASQUELET; KISHI; BENKO,
2019). Outra avaliagdo feita pelo autor foi o tipo de preenchimento da cdmara formada pela
membrana. Na descri¢do cldssica, o preenchimento considerado ideal ¢ o enxerto autélogo de

osso da crista iliaca. Contudo, pela limitagao dos sitios doadores e considerando que para o
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sucesso do tratamento a cdmara precisa ser preenchida integralmente com 0sso esponjoso
compactado, na imensa maioria dos pacientes, ha necessidade de associar o enxerto autélogo

com aloenxerto na propor¢ao de 1:3 (MASQUELET, 2017; MASQUELET et al., 2019).

1.5 Enxertos e substitutos 0sseos

Para apoiar a regeneracgdo 6ssea diante de condi¢des abaixo do ideal, como no retardo da
consolida¢do, na pseudoartrose, no defeito 6sseo, na baixa qualidade 6ssea ou no suprimento
sanguineo insuficiente, a enxertia dssea ¢ um dos métodos cirargicos mais utilizados em
procedimentos ortopédicos (FILLINGHAM; JACOBS, 2016; GIANNOUDIS;
DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005). Trata-se do segundo transplante de tecidos mais frequente,
logo apos a transfusao sanguinea (CAMPANA et al., 2014).

De acordo com Moore, Graves e Bain (2001), para um enxerto 6sseo ser considerado
ideal, no ambito da regeneracdo dssea, ele deve conter trés propriedades que se completam, a
osteogénese, a osteoindugdo e a osteocondugdo. A capacidade biologica do enxerto ¢ formada
pelo somatorio destas fungdes biolodgicas bésicas essenciais.

A osteoindugdo ¢ a capacidade que o tecido 6sseo transplantado tem de induzir o
recrutamento de suas células tronco e progenitoras, que se diferenciardo em um
fenotipo formador de osso, do tecido hospedeiro (WANG; YEUNG, 2017; FILLINGHAM,;
JACOBS, 2016; ORYAN et al., 2014). Osteoconducdo ¢ a capacidade pelo qual um enxerto
atua, passivamente, como um suporte estrutural (scaffold) para o crescimento 6sseo sobre sua
superficie, canais ou poros in vivo (KHAN et al., 2005). Todos os enxertos que fornecem uma
estrutura, fornecem alguma medida de osteocondutividade (ALBREKTSSON; JOHANSSON,
2001). Osteogénese refere-se a capacidade de neoformacdo Ossea por células osteoblésticas

presentes no enxerto (ORYAN et al., 2014; ROBERTS; ROSENBAUM, 2012).
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1.5.1  Enxertos 6sseos bioldgicos

A literatura considera enxertos dsseos bioldgicos ou naturais: (i) os autoenxertos ou
autdlogos, que representam um tecido transplantado de um local do esqueleto para outro no
mesmo individuo, (ii) os aloenxertos, sendo um transplante entre individuos da mesma espécie,
mas geneticamente diferentes, e por fim, (iii) o xenoenxerto, materiais transplantados entre

espécies diferentes (ORYAN et al., 2014; BLOKHUIS; ARTS, 2011).

1.5.1.1 Autoenxerto

Entre todos os enxertos disponiveis, o autoenxerto ¢ considerado biologicamente ideal,
por possuir todas as propriedades necessarias na regeneracdo Ossea em termos de
osteocondugao, osteoindugao e osteogénese (SEN; MICLAU, 2007; AYUKAWA etal., 2015).
Motivo pelo qual, ¢ considerado o tratamento padrdo na enxertia dssea, representando

aproximadamente 58% de todos os enxertos realizados (ORYAN et al., 2014).

A crista iliaca ¢ a fonte mais comum de obten¢do do autoenxerto (figura 4), tendo
potencial de osteoindugdo, conferido por fatores soliiveis (como proteinas morfogénicas e
fatores de crescimento), de osteogénese, por conter um grande ntimero de células viaveis, e de
osteocondugao, por fornecer o suporte adequado para a neoformagao 6ssea (ZIGDON-GILADI
et al., 2015). Além disso, o enxerto autdlogo possui histocompatibilidade completa (auséncia
de reagdes imunologicas cruzadas) e ¢ desprovido do risco de transmissdo de infecc¢des
(GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN, 2015). Entretanto, a sua obtenc#o a partir da crista
iliaca requer um procedimento cirargico adicional que pode resultar em complicagdes, como
dor crdnica, infec¢do, perda sensorial local e instabilidade do sitio doador, que podem estar

presentes entre 8,6 % e 30 % dos pacientes (ORY AN et al., 2014; FROHLICH; POTVIN, 2008;
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FINKEMEIER, 2002). Além disso, a limitacdo da quantidade de enxerto que pode ser retirado
deste sitio anatdmico (AHLMANN et al., 2002; ST JOHN et al., 2003; FRANCE et al., 2015)
representa o principal problema. Em média, o volume de osso cortico-esponjoso disponivel

para coletar na crista iliaca anterior é de 16 a 26 cm® e de 34 cm® na crista iliaca posterior

(KILINC et al., 2017).

a
Crista iliaca /

(drea da retirada
do enxerto)

a area da crista iliaca de retirada de enxerto; (b) Imagem apo6s a realizagdo da osteotomia da por¢ao
antero-posterior do iliaco; (c¢) Enxerto dsseo esponjoso ¢ retirado entre as laminas interna e externa
do osso iliaco; (d) Enxerto esponjoso em um frasco de 250 mL (Imagens modificadas dos artigos
de Giannoudis, Karadimas e Kanakaris, 2012 e Drinnon e colaboradores, 2020).

Outra fonte de enxerto dsseo autdlogo ¢ a fresagem do canal medular pelo método RIA
(Reamer-Irrigator-Aspirator), que consiste no alargamento do canal medular dos ossos longos
acoplado a um sistema de irrigagdo-aspiracao para coletar material da medula 6ssea e pequenos
fragmentos 6sseos. O sistema RIA fornece uma grande quantidade de enxerto autdlogo,
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(volume méaximo de 90 cm?), (COX et al., 2011), que reproduz as propriedades de osteogénese,
osteoinducdo e osteoconducao do 0sso esponjoso obtido da crista iliaca (KUEHLFLUCK et al.,
2015). Contudo, a utilizacdo do sistema requer um alto preparo técnico do cirurgido, visando a
prevencao de complicacdes graves como fratura, perfuracdo da cortical durante a coleta,
grandes perdas sanguineas, procedimento cirGrgico adicional e custos substanciais

(MADISON; NOWOTARSKI, 2019; GIORI; BEAUPRE, 2011; ST JOHN et al., 2003).

1.5.1.2 Aloenxerto

Nas situagdes em que os autoenxertos ndo sao suficientes ou possiveis, uma fonte
alternativa bastante utilizada ¢ o aloenxerto ou enxerto homologo, representando 34% dos
enxertos 0sseos (ORYAN et al., 2014). Eles sdo obtidos por doagao inter-vivo ou post-mortem,
disponiveis em bancos de tecidos autorizados, que captam o 0sso, realizam o processamento
(removendo todo contetido organico) e armazenam os tecidos (BALDWIN et al., 2019;
IVORY; THOMAS, 1993; MAKLEY, 1985). O uso do aloenxerto elimina os problemas
associados (1) com o procedimento cirurgico para a retirada do enxerto da crista iliaca, (2) com

a limitacdo da quantidade que pode ser retirada do sitio doador (ORYAN et al., 2014).

O aloenxerto fornece uma microestrutura para sustentar a vascularizacdo, o crescimento
e a remodelacdo 6ssea durante o periodo de incorporacdo, mantendo o potencial de
osteocondu¢do (FALDINI et al., 2011). Além disso, estdo disponiveis em vdrias apresentacdes
(cortical ou esponjoso), formas (cubos, cilindros, cavilhas e granulos) e tamanhos (BALDWIN
etal., 2019). No entanto, quando comparado ao enxerto autélogo, seu potencial de osteoindugao
e osteogénese ¢ baixo (ZIMMERMANN; MOGHADDAM, 2011; EINHORN, 2005;
HORNICEK et al., 2001). Uma desvantagem dos aloenxertos ¢ a necessidade de realizar

processos de esterilizacdo e descelularizagdo para minimizar os riscos de transmissdo de
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doencas e de reacdes de imunogenicidade, no entanto, esses procedimentos podem alterar as
propriedades bioldgicas e mecanicas, reduzindo qualquer potencial osteoindutor e

osteogénico (SOHN; OH, 2019; CHATTERJEA et al., 2010).

Os métodos de descelularizacdo mais empregados podem ser categorizados em 3 grupos
diferentes: métodos fisicos (ciclos de congelamento e descongelamento), métodos quimicos
(acidos, detergentes e solventes) e métodos enzimaticos (usando proteinas como tripsina e
dispase) (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011). E, independente de qual seja o método
empregado, esses visam principalmente, a reducdo da antigenicidade do tecido (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011). Para realizar a descelularizacao, os bancos de tecidos nao se
restringem a utilizacdo de apenas um método dentro daquelas 3 categorias listadas e, em sua
maioria, 0s protocolos usam uma série de combinagdes de métodos diferentes para que se

obtenha um produto efetivamente desvitalizado (MENDIBIL et al., 2020).

Todas as diferentes estratégias tém como objetivo exaurir as células no tecido e reduzir
a quantidade de material genético residual. Ademais, cada estratégia escolhida deve variar de
acordo com o tecido de origem, assim como o tecido ao qual o aloenxerto sera destinado
(CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011). Contudo, ndo ¢ possivel remover 100% dos
componentes celulares, sendo possivel detectar moléculas como DNA, fosfolipideos e etc.
Embora esses componentes ndo possam ser totalmente eliminados, ¢ sabido que baixas
concentragdes deles ndo sdo suficientes para estimular uma resposta inflamatéria no
hospedeiro. Dessa maneira critérios minimos de aceitacdo para satisfazer uma descelularizagao
bem-sucedida foram sugeridas por Crapo, Gilbert e Badylak (2011), sdo eles:

. <50 ng dsDNA por mg de MEC ou;

. <200 pb fragmentos de DNA e;
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. Auséncia de material genético visivel em sessdes de tecido coradas com DAPI
ou H&E.

Diversos estudos realizados nas décadas de 80 e 90, quando eram utilizados aloenxertos
frescos congelados, sem triagens rigorosas e/ou rigidos processos de esterilizagdo,
descelularizacdo e armazenamento, relatavam uma incidéncia geral de infec¢des relacionadas
a aloenxertos de 0,014% (MCALLISTER et al., 2007). Ap6és uma revisdo de todos os
transplantes de tecidos nos EUA, de 1982 a 1991, foram identificados 12 casos de transmissao
de HIV, a partir de ossos criopreservados frescos, com todos os eventos ocorrendo entre 1984
e 1986 (HINSENKAMP et al., 2012). Outros estudos também relatam reagdes de
imunogenicidade com o aloenxerto (ZIMMERMANN; MOGHADDAM, 2011;
GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005). Estudos recentes concluem que este risco
de transferéncia de doencas por aloenxertos processados, provenientes de banco de ossos para

o receptor do enxerto, ¢ insignificante (BRINK, 2021).

Figura 5: Tipos de aloenxerto. Imagem exemplificando dois tipos de aloenxerto. (a) fragmento cortico-
esponjoso do iliaco; (b) bloco de osso esponjoso. (Imagens modificadas do artigo de Samsell e
colaboradores, 2019).
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1.5.2  Substitutos 0sseos sintéticos

O constante aumento de disfun¢des esqueléticas, por trauma ou doenga, associado a baixa
oferta de enxertos 6sseos naturais, com uma pequena chance de atender a demanda de um
cenario futuro, estimularam o aparecimento dos substitutos 6sseos sintéticos. Estes materiais
possuem como pré-requisitos: a biocompatibilidade e a inércia imunoldgica. Além disso,
precisam de uma adequada cinética de reabsor¢do e a forma apresentada para aplicacdo (sélido,
granulado e pasta) deve ser considerada de acordo com a particularidade do caso (MIRON;
ZHANG, 2012). Idealmente, deve envolver as trés importantes propriedades biologicas dos
enxertos 0sseos (osteocondugado, osteoindugdo e osteogénese) e produzir a osteointegracio, que
podemos definir como a capacidade do implante ser ancorado com a formacao de tecido 6sseo
ao seu redor, na interface osso-implante sem a formacgao de tecido fibroso (ALBREKTSSON;
JOHANSSON, 2001; KHAN et al., 2005). Devem conferir estabilidade mecanica precoce para
proteger o defeito de fratura ou colapso e promover vascularizagdo suficiente dentro da

construcao para regeneracao 6ssea (LASCHKE et al., 2009).

Os materiais sintéticos disponiveis e amplamente utilizados sdo os biomateriais
ceramicos, principalmente a hidroxiapatita e o beta-tricélcio fosfato (B-TCP), e combinagdes
dos mesmos (ZWINGENBERGER et al., 2012). S3o materiais inorganicos, bioativos,
caracterizados por baixa condutividade elétrica e térmica, e alta resisténcia quimica
(KISSLING et al.,, 2016). Apresentam alta biocompatibilidade e possuem resisténcia a
compressdo e corrosdo (IAQUINTA et al., 2019). O B-TCP é quimicamente semelhante ao
0SS0, pOssui uma estrutura porosa, com macroporos interconectados e microporos, que favorece
a invasdo vascular e a substituicdo dssea, mas também uma rapida reabsor¢do (BHATT;
ROZENTAL, 2012). O B-TCP ¢ capaz de modular a adesdo e proliferagao celular, induzindo a

neoformacao 6ssea (GINEBRA et al., 2018).
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Figura 6: Apresentacées do B-TCP. (a) bloco de B-TCP, em cunha de 10°, com
25 x 35 x 10 mm de dimensao; (b) imagem por MEV dos granulos de B-TCP; (¢)
visdo macroscopica dos granulos de B-TCP. (Imagens modificadas do artigo de
Bohner, Santoni e Dobelin, 2020).

1.6 Células estromais da medula éssea (BMSCs)

No complexo microambiente da medula 6ssea poOs-natal, coabitam dois sistemas de
células tronco independentes: o sistema hematopoético e o sistema estromal. O sistema
hematopoético engloba, predominantemente, as células tronco CD34" ¢ uma populagdo de
progenitores capazes de se diferenciar em todas as células sanguineas encontradas no
organismo humano (MORRISON; UCHIDA; WEISSMAN, 1995). O sistema estromal ¢
formado durante o desenvolvimento da cavidade medular, quase simultancamente com a
colonizagdo pelas células hematopoiéticas, tendo como seu principal componente as células
estromais, que sdo derivadas do mesoderma, responsaveis pela origem do osso, cartilagem,
adipocito, fibroblastos e do estroma de sustentagdo da medula hematopoiética (BIANCO, 2011;

CHARBORD et al., 1996).

As primeiras evidéncias de que a medula 6ssea continha uma segunda populagdo de

células-tronco, além da hematopoiética, surgiram na década de 1960. Os experimentos de
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Friedenstein, Shapiro e Petrakova (1966) e Tavassoli e Crosby (1968), foram fundamentais para
demonstrar a existéncia dessas células e algumas de suas caracteristicas, como a capacidade de
crescimento e proliferacdo em Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastéides (Colony
Forming Units — Fibroblast ou CFU-F), seu alto indice proliferativo in vitro e a capacidade de
estabelecer expansdes clonais, independentemente, da densidade de plaqueamento

(FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970; BIANCO et al., 2013).

Nessa linha de pesquisa, os autores demonstraram que a por¢ao estromal da medula 6ssea,
quando  transplantadasin  vivo, induziam a  formacdo de  tecido  dsseo
ectopico. Histologicamente, estes ossiculos continham todas as linhagens maduras encontradas
em um segmento 6sseo, isto €, ostedcitos aprisionados em matriz dssea, osteoblastos, adipocitos
e estroma mielosuportivo com capacidade de sustentar a hematopoese, identificando, assim, a

multipotencialidade dessas células (FRIEDENSTEIN et al., 1974).

Por fim, com o objetivo de testar o potencial de diferenciagdo individual de cada coldnia,
os pesquisadores verificaram que as CFU-Fs eram heterogéneas, com algumas sendo capazes
de gerar apenas osso (unipotente), enquanto outras geraram o0sso, adipocitos e estroma
mielosuportivo (multipotente) (OWEN e FRIEDENSTEIN, 1988). Dessa forma, estabeleceu-
se o conceito de que as CFU-Fs constituem uma mistura de células progenitoras em estagios
distintos de diferenciacdo, geradas a partir de uma célula-tronco multipotente, que, a época, foi
denominada “célula-tronco estromal” (OWEN, 1988; BIANCO et al., 2013). Esta observagao
foi confirmada mais recentemente por Sworder e colaboradores, que demonstraram que cerca
de 10-20% das CFU-Fs sdo multipotentes, enquanto o restante ¢ unipotente (SWORDER et al.,

2015).

Em 2006, devido ao aumento significativo no interesse clinico, biologico e crescente

numero de estudos envolvendo o uso dessas células, a Sociedade Internacional de Terapia
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Celular (ISCT - International Society of Cell Therapy) instituiu critérios minimos para sua
caracterizagdo in vitro. De acordo com o relatdrio, para que sejam consideradas como células
estromais da medula dssea, essas células devem: (i) ser aderentes ao plastico de cultivo quando
mantidas em condi¢des de cultura padrdo, (ii) devem expressar os antigenos de superficie
CD73, CD90 e CD105 e ndo expressar os marcadores CD11b ou CD14, CD19 ou CD79a,
CD45, CD34 e moléculas de superficie HLA-DR; e (iii) devem ser capazes de se diferenciar in

vitro nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica (DOMINICI et al., 2006).

No entanto, a caracterizacdo completa da identidade das células multipotentes,
atualmente denominadas ‘“células-tronco esqueléticas” (Skeletal Stem Cells, SSCs), ainda
permanece desconhecida. Igualmente, desconhece-se a hierarquia dos progenitores derivados
das SSCs e caracteristicas especificas que permitam seu subfracionamento. Dessa forma, os
estudos da area continuam utilizando a fragdo aderente total da medula, isto ¢, as BMSCs, que
hoje sabemos que representam um conjunto de células altamente heterogéneas, contendo tanto
as células multipotentes (SSCs), como progenitores em distintos estagios de diferenciagdo e
células terminalmente diferenciadas (KREBSBACH et al., 1999; STRONCEK et al., 2014;

ROBEY et al., 2014, 2015; HOLZWARTH et al., 2018).

1.7 Terapia com células estromais da medula dssea

Neste contexto, devido a facilidade do isolamento, cultivo, expansdo, e ao potencial
osteogénico intrinseco das BMSCs, foram apontadas como as melhores candidatas para a
bioengenharia de tecidos 6sseos (ARVIDSON et al., 2011). O potencial bioldégico das BMSCs
vem sendo explorado em protocolos para a regeneracdo de tecidos, como na consolidagdo de
fraturas, lesdes tendinosas e cartilaginosas (MOUTSATSOS et al., 2001; AWAD et al., 1999;

QUINTAVALLA et al., 2002). Desde entdo, muitos estudos avaliaram sua efetividade
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terapéutica no contexto ortopédico (KREBSBACH et al., 1999; QUARTO et al., 2001;
HERNIGOU et al., 2005; AGATA et al., 2009; KIM et al., 2009; BEYTH; SCHROEDER;
LIEBEGALL, 2011; EL HADDAD, 2011; MENARD; TARTE, 2013). No entanto, apesar
desses esforgos continuos, nenhum tratamento com BMSCs foi estabelecido (STRONG;

NEUMEISTER; LEVI, 2017).

Embora as terapias baseadas em BMSCs sejam muito promissoras, os resultados clinicos
observados sdo variaveis. A inconsisténcia nos resultados pode decorrer de uma nio defini¢do
das populacdes de células aplicadas, das variagdes de protocolos utilizados para a produgdo
dessas cé¢lulas, da heterogeneidade entre os pacientes ou de uma incompleta compreensao da

dose utilizada (JIANG; XU, 2020).

Na literatura, observa-se protocolos usando de 4,0 x 107 a 1,2 x 10° células, e assim, o
tecido receptor ¢ inundado com um ntmero suprafisiolégico de células, o que ndo ocorre
naturalmente em um organismo adulto (WANG; YI; SONG, 2021). Nesse contexto, as cé¢lulas
devem manter a viabilidade e migrar para a area lesionada, para desempenhar seu papel de
promover a regeneragdo tecidual (ZHANG et al., 2018; JIA et al., 2015). Outro aspecto critico
das atuais terapias com células ¢ o curto tempo de vida das BMSCs que sdo inseridas no tecido
lesionado. A maioria das BMSCs transplantadas morrem logo apés a aplicacdo, ndo se
integrando e nem se dividindo (GARCiA-BERNAL et al., 2021) e, portanto, ndo fornece mais

células capazes de promover a formagao de novos tecidos.

A Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), a agéncia reguladora
correspondente dos EUA (Food and Drug Administration ou FDA) e a Agéncia Europeia de
Medicamentos (European Medicines Agency ou EMA) atribuiram as BMSCs a conotagdo de
“Produto de Terapia Avangada”, com base nas propriedades de imunomodulagdo e

diferenciagdo dessas células (TORRE et al., 2015). No entanto, as aplica¢des terapéuticas das
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BMSCs levantam uma série de questdes sobre a seguranca da administracdo em seres humanos
de células expandidas in vitro, principalmente no que diz respeito a estabilidade genética e risco
de surgimento de tumores (WANG et al., 2012; MENDICINO et al., 2019; FANG;

VANGSNESS, 2021).

De fato, a instabilidade genética ja foi demostrada em células tronco murinas
expandidas in vitro (LUKOMSKA et al., 2019). Quanto as BMSCs humanas, foi demonstrado
que elas ndo tém aptiddo para a transformacdo espontinea e podem ser expandidas com
seguranga in vitro por até 44 passagens, sem qualquer sinal de imortalizacdo ou

desenvolvimento de anomalias cromossomicas (BERNARDO et al., 2007).

De fato, até 2016, existiam mais de 2000 pacientes que haviam utilizado as BMSCs para
tratamento das mais diversas doengas e a grande maioria dos ensaios clinicos nao relataram
aparecimento de tumores ou problemas complexos de saude associados as BMSCs
(SQUILLARO; PEWSO; GALDERISI, 2016). Por fim, a aplicagdo terapéutica das BMSCs
com seguranca requer o estabelecimento de (i) regularizagdo dos centros de terapia celular de
acordo com os padrdes estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), protocolos de expansdo celular validados e por até no maximo 10 passagens; (ii)
condi¢des de boas praticas de fabricagdo para produgdo das células; (iii) testes de controle de
qualidade do produto celular; e (iv) avaliagdo e acompanhamento clinico dos receptores. O
cumprimento desses requisitos pode garantir a seguranga e o sucesso clinico da aplicagdo

terapéutica dessas células (WANG et al., 2012; LUKOMSKA et al., 2019).

1.8 Uso de BMSCs no contexto da bioengenharia ortopédica

A bioengenharia ¢ um campo multidisciplinar onde sdo aplicados conhecimentos da

ciéncia clinica, biologia, engenharia, transplante de células e ciéncia de materiais para criar
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novos biomateriais que irdo interagir com sistemas bioldgicos para tratar, regenerar ou
substituir tecidos danificados (SOUCACOS; JOHNSON; BABIS, 2008). Normalmente, a
bioengenharia envolve o uso de células, fatores bioativos e scaffolds, que sdo capazes de
fornecer suporte estrutural para as células aderirem, se multiplicarem, se diferenciarem e

formarem novos tecidos (PEREZ et al., 2018).

Quanto a sua propriedade como célula-tronco/progenitora, as BMSCs sdo exploradas,
principalmente, no contexto ortopédico. O sucesso de protocolos de regeneragdo do tecido
6sseo depende essencialmente da acdo de quatro componentes: sinalizagdo por moléculas que
induzem a formagdo 6ssea, como por exemplo, as proteinas morfogenéticas do osso (Bone
Morphogenetic Proteins ou BMPs) (FAYAZ et al., 2011; ATALA, 2012); a existéncia de uma
estrutura que permita ou possibilite a formagdo 6ssea, como a hidroxiapatita sintética ou -
tricalcio fosfato (DE LONG JR, 2007; FELLAH et al., 2008); o recrutamento ¢ a atividade de
células osteoprogenitoras e os estimulos mecanicos (WANG et al., 2013; TROUNSON et al.,
2011; GTANNOUDIS; EINHORN; MARSH, 2007). As BMSCs sao candidatas para utilizagao
em terapias de regeneracdo dssea devido as suas propriedades bioldgicas Unicas, como a
osteogenicidade inata e a capacidade de promover a reposicao da massa 6ssea ao longo da vida

(ROSSET; DESCHASEAUX; LAYROLLE, 2014).

Na primeira série de casos clinicos, Quarto e colaboradores (2001) demonstraram a
viabilidade da associacdo de biomateriais celularizados com BMSCs autdlogas expandidas in
vitro como alternativa aos enxertos 6sseos autélogos para o tratamento de defeitos segmentares
em ossos longos. O tratamento foi proposto pela falta de resposta ao tratamento cirtirgico
convencional ou pela falta de osso autdlogo para preencher o defeito. Apos 6 a 7 anos de

seguimento dos mesmos casos, os implantes estavam totalmente incorporados e ndo houve
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nenhum relato de complicagdo ou de evento adverso relacionado com as células (MARCACCI

etal., 2007).

Gomez-Barrena e colaboradores (2019) realizaram o primeiro estudo clinico
multicéntrico com BMSCs autologas, expandidas in vitro associadas a biomaterial sintético,
para tratar defeitos de consolidacdo de fraturas em ossos longos. Vinte e oito pacientes com
fraturas ndo consolidadas no fémur, tibia e umero foram recrutados na Franga, Espanha,
Alemanha e Italia e tratados com 100 a 200 milhdes de BMSCs associadas com 5 a 10 g de
biocerdmica. Depois de um ano de acompanhamento, ndo foi observado nenhum evento
adverso relacionado com o uso das células. Embora o objetivo do estudo tenha sido avaliar a
seguranc¢a do tratamento e a reprodutibilidade nos quatros centros do protocolo de expansao, os
autores observaram altas taxas de eficacia clinica do tratamento (92,8% ou 26/28 pacientes)

(GOMEZ-BARRENA et al., 2019).

Além dos materiais sintéticos, outro biomaterial vem ganhando bastante espago no campo
da bioengenharia ortopedia, os aloenxertos e a matriz 6ssea desmineralizada (DINOPOULOS;
GIANNOUDIS, 2006). Lucarelli e colaboradores (2005) utilizaram aloenxerto associado com
células estromais e plasma rico em plaquetas para tratar defeito diafisario no metatarso de
ovelhas. Os autores observaram neoformacdo e remodelagdo 6ssea maior nos animais tratados
com enxertos celularizados do que nos aloenxertos sem BMSCs. Nesse contexto, trabalhos
anteriores mostraram que aloenxertos semeados com células estromais da medula dssea
parecem acelerar a cicatrizagdo de defeitos 6sseos de tamanho critico em ratos (KANDAL et
al., 2016). Por fim, recentemente, Frutos e colaboradores (2020) descreveram que o uso de
BMSCs expandidas in vitro associadas a aloenxertos se mostrou uma técnica viavel, segura e

eficaz para artrodese da coluna e sem relato de efeito adverso.
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Apesar de todos os avangos, observamos que na bioengenharia ortopédica a incidéncia
de fraturas, pseudoartrose e reabsor¢do de aloenxerto ainda é de grande preocupacdo. Sendo
assim, novas opg¢des de tratamento precisam ser propostas para melhorar a consolidacdo de
fraturas. No entanto, no aspecto humano pouco se sabe sobre as vantagens da associacdo de

BMSCs com aloenxertos e se, fornecem uma opg¢ao para o tratamento de defeitos 0sseos.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A regeneragdo dssea ¢ o processo fisiologico responsavel pela consolidacdo de
fraturas. No trauma ortopédico, existem condi¢des clinicas complexas e desafiadoras, nas quais
a regeneracao Ossea ¢ insuficiente. Atualmente, possuimos um enorme saber a cerca da
regeneragdo dOssea no ambito micro e macro bioldgico, no entanto, urge a necessidade de
transferir esses conhecimentos adquiridos para avancos das terapias na pratica clinica. Assim,
consideramos que a associacdo do aloenxerto as BMSCs possa reproduzir um material
biologicamente semelhante ao enxerto autélogo, mimetizando o microambiente do tecido 6sseo

e auxiliando o processo de neoformacao Ossea.

43



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Analisar o potencial osteogénico do aloenxerto associados com células estromais da

medula dssea expandidas in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos deste trabalho, podemos citar:
e Isolar, expandir e caracterizar as BMSCs dos participantes do estudo;
e [Estabelecer e avaliar o protocolo de adesao das BMSCs ao aloenxerto;
e Avaliar in vitro o potencial osteogénico dos aloenxertos celularizados com BMSCs;
e Avaliar in vivo, em modelo animal o potencial osteogénico dos aloenxertos
celularizados com BMSCs;
e Avaliar quantitativamente e qualitativamente a neoformagdo d6ssea nos aloenxertos

celularizados com BMSCs.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Trata-se de um estudo intervencional longitudinal prospectivo, com pesquisa
experimental in vitro e in vivo, realizado no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad (INTO), que foi elaborado de acordo com a declaragdao de Helsinki. O desenho
do estudo, os procedimentos utilizados para sua execucdo e a coleta de amostras foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INTO, registrado sob o processo CAAE n°
21778619.9.0000.5273 (Anexo A). Todos os doadores incluidos foram informados sobre o
procedimento de coleta das amostras biologicas e esclarecidos sobre os objetivos desse estudo.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) necessario para a coleta do material
biologico foi obtido de forma voluntaria, de acordo com as normas da resolugdo n° 466 de

12/12/2012 do Conselho Nacional de Satude (Anexo G).

A utilizag@o de animais e a realizagdo de todos 0s experimentos com 0s mesmos, estavam
de acordo com os principios éticos e normas da resolugdo n° 33 de 18/11/2016 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), Lei n° 11.794, de 08/10/2008
(BRASIL, 2008) e do International Guiding Principles for Research Involving Animals
(BANKOWSKI et al., 1984), tendo sido previamente aprovado pela Comissio de Etica no Uso

de Animais (CEUA) do INTO, registrado sob o processo n° 008/2019 (Anexo B).

4.2 Seleciao dos participantes da pesquisa e composicio da amostra

Para esse estudo foram utilizados descartes cirtirgicos de osso esponjoso proveniente de

cinco pacientes selecionados no Centro de Atencdo Especializada do Trauma Ortopédico
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Adulto ou do Centro de Atencao Especializada de Cirurgia do Quadril do INTO, de ambos os
sexos, com idade acima de 18 anos, tratados com artroplastia total do quadril primaria,

submetidos ao procedimento cirurgico no periodo entre fevereiro/2020 e janeiro/2021.

Foram definidos como critérios de exclusdo do estudo: pacientes incapazes de entender e
aceitar, mediante assinatura, o TCLE, e com registro e/ou histérico de: doencas displasicas da
medula dssea, doengas reumadticas, diabetes, artrite reumatoide, neoplasias malignas, uso
prolongado ou crdénico de glicocorticoides, em tratamento com quimioterapicos e/ou
imunossupressores, tabagismo, dependéncia quimica e/ou alcdolica, gravidez corrente,
sindromes genéticas, sorologia positiva para os virus HBV (Hepatite B), HCV (Hepatite C),
HIV1/2, HTLV 1/2 e citomegalovirus, infeccdo com Tripanossoma cruzi (Doenca de Chagas),
Mycobacterium tuberculosis (Tuberculose) e Treponema palidum (Sifilis), e/ou com qualquer
infeccdo local ou sistémica no ato da cirurgia. Os critérios de selecdo dos doadores estavam de
acordo com o determinado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 153, de 14/06/2004, para selecao de doadores de

sangue.

Para os experimentos usando modelo animal foram utilizados camundongos
imunodeficientes (C57BL/6. Cg-Foxnlnu) com oito semanas de idade, de ambos os sexos, €
com peso médio de 30g + 5g. Os animais foram mantidos em ambiente com controle de
temperatura (23°C £ 2°C), umidade (55% + 10%) e luminosidade (ciclos de 12 horas claro /
escuro), em gaiolas individualizadas de polipropileno, forradas com maravalha, alimentados
com ragdo padrdo e agua fornecida ad libitum. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do

INTO, que dispde de estrutura fisica apropriada para a criagdo de animais imunodeficientes.
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4.3 Coleta das amostras

Foram utilizados como fonte de medula 6ssea descartes ciriirgicos de 0sso esponjoso.
A captacdo das amostras foi realizada no centro cirirgico durante o ato operatério. Apos a
fresagem do fundo acetabular, foram coletados os fragmentos 6sseos removidos pelas trés
ultimas fresas. As amostras foram acondicionadas em um frasco estéril de 50 mL e
imediatamente encaminhada a temperatura ambiente para o Centro de Processamento Celular

(CPC) do INTO (figura 7).

4.4 Isolamento e expansido das células estromais da medula dssea

O isolamento e a expansdo das BMSCs, que foram utilizadas para a celularizagdo dos
aloenxertos e substitutos dsseos, obedeceram as normativas de boas praticas da ANVISA, das
RDC n° 214/2018 e RDC n° 508/2021. Todo o processo de expansdo celular foi realizado no

CPC do INTO.

4.4.1 Isolamento celular

O processo de isolamento das células estromais da medula 6ssea foi iniciado
imediatamente apos o recebimento do material. As amostras de 0sso esponjoso (figura 7) foram
transferidas para um tubo conico de 50 mL (Corning, Nova York, Estados Unidos) e diluidas
com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS - Phosphate Buffer Solution, AMRESCO,
Ohio, Estados Unidos) em uma proporcao de até trés vezes o seu volume, e lavadas com PBS
por até trés vezes para dissociar mecanicamente o conteido medular dos fragmentos 0sseos.
Apods este processo e sedimentacdo das espiculas dsseas, o sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo conico de 50 mL. O material foi centrifugado a 300 x g por cinco
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minutos e a seguir as células foram ressuspensas em meio de cultivo a-Minimum Essential
Medium (a-MEM, LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) suplementado com 20% de soro fetal

bovino (FBS - Fetal Bovine Serum, Gibco Life Tecnologies, Massachusetts, Estados Unidos).

As células ressuspensas foram diluidas na propor¢do de 1:10 v/v em solugdo de Turk
(acido acético a 2%; Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) para lise de hemécias, e o
quantitativo de células mononucleadas foi determinado por contagem em camara de Neubauer
com auxilio de microscopio invertido Eclipse TS100 (Nikon, Toquio, Japao). Em seguida, as
células mononucleadas isoladas foram distribuidas em frascos de cultura celular de 75 c¢cm?
(Corning, Nova York, Estados Unidos) na densidade de 4 x 10* células/cm? em 10 mL de a-
MEM suplementado com 20% de FBS, em triplicata e mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO
e 80% de umidade, por trés dias. Apds este periodo, as células ndo aderentes foram removidas,
e o meio de cultivo foi trocado. As células aderentes foram mantidas incubadas por mais onze
dias. Ao final desta etapa, foram separadas em duas aliquotas, uma para o processo de expansao

celular e outra para a caracterizacao das células e controle de qualidade (DIAS et. al., 2019).

Figura 7: Amostra de osso esponjoso. Descarte
cirirgico de osso esponjoso (raspado acetabular)
proveniente de artroplastia total de quadril, que
foram utilizados como fonte de medula dssea.
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4.4.2  Expansio in vitro

As células obtidas na fase de isolamento foram submetidas a dois ciclos de expansao in
vitro (passagens). Nas duas passagens, as células foram distribuidas em frascos de cultivo de
175 cm?, na densidade de 8,5 x 103 células / cm?, em o-MEM com 20% de FBS, incubadas em
estufa a 37°C, 5% de COz e 80% de umidade, com o meio trocado a cada trés dias. Apods
atingirem 80% de confluéncia, as células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas por
oito minutos com 10 mL com solucdo de tripsina recombinante (Tryple express, Invitrogen,
Massachusett, Estados Unidos). O total de células obtidas (células viaveis e ndo viaveis) foi
determinado com auxilio de uma camera de Neubauer, pelo método de exclusdo por Azul de
Tripan. As BMSCs foram expandidas até a terceira passagem e entdo, conduzidas para analises
laboratoriais, quando foi considerado encerrado o processo de expansdo, exemplificado na

figura 8 (DIAS et. al., 2019).

Isolamento das células estromais da medula 6ssea

S
— Frasco de cultura
Amostra de tecido Células dissociadas (75 ecm?)
roveniente da das amostras de
P! , 0SSO esponjoso o
medula 6ssea 14 dias
| Expansao in vitro
< Segundo ciclo - passagem 2 < Primeiro ciclo - passagem |
Apbs atingir
80% de
- confluéncia -
Frasco de cultura — Frasco de cultura
(175 cm?) (175 cm?)

Figura 8: Processo de isolamento e expansao das BMSCs. Ilustracdo das etapas de
produgdo. Primeira fase/isolamento celular: células distribuidas em frascos de 75 cm?® e
cultivadas durante 14 dias. Segunda fase/expansdo in vitro: células distribuidas em frascos
de cultivo de 175 cm?.
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4.5 Caracterizacao das BMSCs

As BMSCs foram caracterizadas quanto aos parametros definidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT — International Society for Cellular Therapy):
capacidade de adesdo ao frasco de cultura celular padrao, potencial de formagao de colonias
fibroblastdides, perfil de expressdo de marcadores de superficie celular especificos e a
capacidade de diferenciagdo in vitro para as vias osteogénica, adipogénica e condrogénica

(DOMINICI et al., 2006).

4.5.1  Ensaio de eficiéncia de formacao de colonias fibroblastoides

A frequéncia de progenitores estromais nas amostras de medula dssea foi determinada
pelo ensaio de eficiéncia de formacgdo de coldnias fibroblastoides (CFE). Apos a dissociagdo
mecanica, durante o processo de isolamento das células, um quantitativo de 2,0 x 10° células
da suspensdo foi semeado em frascos de cultura de 25 cm?, com 5 mL de a-MEM com 20% de
FBS e incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO; por trés dias para adesdo celular. Apos este
periodo, as células ndo aderentes foram removidas e o meio de cultivo a-MEM com 20% de
FBS foi trocado. No 14° dia, as coldnias foram lavadas com PBS, fixadas com solucdo de
paraformoldeido a 4% (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) por 15 minutos e coradas
com solucdo aquosa Cristal Violeta a 1% (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) por 30
minutos. Em seguida as garrafas foram lavadas com agua corrente e secas a temperatura
ambiente, € o nimero das colonias foi mensurado. Somente as unidades formadoras de colonias
fibroblastdides (CFU-F, colony forming units fibroblast) com mais de 50 células fibroblastoides

foram contabilizadas (KUZNETSOV et al., 2009; ROBEY et al., 2014).
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4.5.2  Perfil de expressdo de marcadores de superficie celular por citometria de fluxo

Ao final do processo de expansdo celular, um total de 1,0 x 10 células foram incubadas,
por tubo de andlise, com os seguintes anticorpos primdrios conjugados a fluorocromos: anti-
CD73 conjugado a APC; anti-CD146 conjugado a PE; anti-CD105 conjugado a FITC; anti-
CD90 conjugado a Percp-Cy5.5 (todos da BD Biosciences, Franklin Lakes, Estados Unidos);
anti-CD34 conjugado a FITC (Dako, Glostrup, Dinamarca); anti-CD14 conjugado a FITC; anti-
CD45 conjugado a Percp-Cy5.5 (clone D3/9) (ambos da Immunostep, Salamanca, Espanha);
anti-CD11b conjugado a PE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA); isotipo controle I[gG2A
FITC; isotipo controle IgG1A APC; isotipo controle IgG1A Percp-Cy5.5; isotipo controle IgG1
PE; isotipo controle IgGl FITC; isotipo controle IgG2A PE (todos da Santa Cruz
Biotechnology). Todas as marcagdes foram realizadas separadamente e o bloqueio de ligagdes
inespecificas foi realizado com PBS suplementado com 3% de FBS. Apo6s incubacdo por 30
minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz, a imunorreatividade para cada marcador
CD (cluster of differentiation) foi detectada usando o citometro de fluxo Accuri® (Becton
Dikinson — BD, California, Estados Unidos). Os dados foram analisados utilizando o FlowJo™
v10 Software (BD Life Sciences, New Jersey, Estados Unidos). Amostras com valores de
CD73%,CDI105%, CD90* e CD146" inferiores a 95% e de CD34-, CD45-, CD11b- e CD14 acima

de 2% foram descartadas (ROCHA et al., 2017).

4.5.3  Avaliagdo do potencial de diferenciagdo in vitro das BMSCs

Para avaliar o potencial de diferenciacdo das BMSCs, foram realizados ensaios de
diferenciagdo osteogénica, adipogénica e condrogénica no final do processo de expansdo

celular.
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4.5.3.1 Ensaio de diferenciacdo osteogénica in vitro

As BMSCs foram plaqueadas em seis pogos com 2,0 x 10* células/cm? por pogo, em
placas de 24 pocos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Destes, trés
pogos foram tratados com meio de cultivo osteogénico, isto €, a-MEM suplementado com 20%
de FBS, contendo 10 mM de B-glicerofosfato, 5 pg/mL de acido ascorbico 2-fosfato e 10°M
de dexametasona (todos da Sigma-Aldrich). As placas foram mantidas em estufa a 37°C e 5%
de COz por 21 dias, com troca de meio a cada trés dias. O controle negativo foi realizado nos
trés pocos restantes, sendo colocado apenas o meio de cultivo a-MEM suplementado com 20%
de FBS. No 21° dia, o meio de cultivo foi retirado, os pogos foram lavados duas vezes com 500
pL de PBS, as células foram fixadas com 200 pL de solucdo de paraformoldeido a 4% (Sigma-
Aldrich) por 15 minutos a temperatura ambiente e incubadas com solu¢ao aquosa de nitrato de
prata a 2% (Sigma, Missouri, Estados Unidos) por 40 minutos protegidas da luz. Ao termino,
as células foram lavadas trés vezes com agua destilada e expostas a luz UV por 10 minutos. Os
pogos foram fotografados usando microscopio EVOS (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Estados Unidos) (DIAS et. al., 2019).

4.5.3.2 Ensaio de diferenciacdo adipogénica in vitro

As BMSCs foram plaqueadas em seis pogos com 2,0 x 10* células/cm? por pogo, em
placas de 24 pocos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Destes, trés
pogos foram tratados com meio de cultivo adipogénico, isto €, a-MEM com 20% FBS, contendo
0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX), 10°® M de dexametasona, 200 mM de indometacina
(todos da Sigma-Aldrich) e 10 mM de insulina (Humulin®, Lilly, Sdo Paulo, Brasil). O controle
negativo foi realizado nos trés pogos restantes, sendo colocado apenas o meio de cultivo a-

MEM suplementado com 20% de FBS. A troca de meio foi realizada a cada trés dias, por 21
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dias. No 21° dia, para verificar a diferencia¢do adipogénica, o meio de cultivo foi retirado, os
pogos foram lavados duas vezes com 500 pL de PBS. As células foram fixadas com 200 pL de
solu¢do de paraformoldeido 4% (Sigma-Aldrich) por 15 minutos a temperatura ambiente,
lavadas com propileno glicol PA (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, Brasil) e incubadas com
solucao Oil Red O 0,5% (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) em propileno glicol por
20 minutos para coloragdo. Apds duas lavagens com 85% de propileno glicol, as células foram
fotografadas usando microscopio EVOS (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados

Unidos) (DIAS et. al., 2019).

4.5.3.3 Ensaio de diferenciacdo condrogénica in vitro

Para a diferenciagdo condrogénica, um total de 1,0 x 10° células foram ressuspensas em
10 uL de a-MEM suplementado com 20% FBS, em seguida, 10 pL das células foram
inoculadas em formato de gota, em placa de 96 pogos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos), e incubadas a 37°C e 5% de CO> para a formagao de uma micromassa. Apos
30 minutos, 100 puL do meio de diferenciagdo condrogénica StemPro® (Gibco Life
Technologies, Nova York, Estados Unidos) foram adicionados aos pogos € para o controle
negativo, em trés pocos foram colocados 100 pL de a-MEM suplementado com 20% de FBS.
No 21° dia, o meio de cultivo foi retirado, os pocos foram lavados duas vezes com 100 pL de
PBS e as micromassas formadas foram fixadas com 50 pL de solugdo de paraformoldeido 4%
(Sigma-Aldrich) por trés horas, a temperatura ambiente, e coradas com Alcian Blue (Sigma).
As laminas foram fotografadas usando microscopio EVOS (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Estados Unidos) (DIAS et. al., 2019).
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4.6 Preparo do aloenxerto

No laboratorio do CPC, o aloenxerto proveniente do banco de multitecidos do INTO
foi descongelado a temperatura ambiente e colocado em uma cuba metalica com solucdo de
soro fisioldgico (NaCl 0,9%) durante 30 minutos. Em seguida, o osso foi posicionado em uma
prensa e com auxilio de uma agulha de biopsia 6ssea, calibre 8G x 152 mm (T-handle
Jamshidi™, Becton Dickinson, Ontario, Canada), foram extraidos fragmentos cilindricos de 30
mg (figura 9). Por fim, o material foi mergulhado em élcool absoluto e soro fisiologico 0,9%
de NaCl, com antibiodtico (vancomicina 10 mg / mL). Ap6s o processamento, os fragmentos
osseos foram acondicionados em tubos conicos de 1,5 mL e estocados a -80°C até serem
utilizados ou imediatamente designados para avaliagdo da qualidade de descelularizacdo, por
quantificac¢do de acido desoxirribonucleico (DNA), microscopia eletronica de varredura (MEV)

e histologia (RASCH et al., 2019).

Figura 9: Fragmentos cilindricos de aloenxerto. (A) Fragmentos de
aloenxerto processados; (B) Dois fragmentos de aloenxerto com 30 mg.
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4.7 Quantificacio do DNA presente nos aloenxertos

Para validagdo do processo de descelularizagdo do aloenxerto, foi avaliada a quantidade
de DNA presente na amostra. Os fragmentos de aloenxertos foram incubados com solugdo de
lise do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) em
banho maria a 55°C por 12 horas. No dia seguinte, pequenas esferas (beads) magnéticas foram
colocadas nos tubos conicos de 1,5 mL e o tecido foi fragmentando com auxilio de um disruptor
de tecidos (L-Beader 24, Loccus, Sao Paulo, Brasil) por quatro ciclos de 3733 rpm por 40
segundos. Apos essas etapas, a extragdo de DNA seguiu o protocolo recomendado pelo
fabricante do kit (Wizard® Genomic DNA Purification Kit). A quantidade de DNA extraido de
30 mg de tecido foi quantificado em espectrofotdometro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos). Como controle positivo foi usado DNA extraido de saliva
humana (figura 10). Os valores foram expressos em ng / uL (CRAPO; GILBERT; BADYLAK,

2011).

e —

| e a@

Amostras de . . - . - . ~
) " Beads magnéticas Dissociagdo mecanica Protocolo de extragdo de DNA Quantificagdo do DNA
aloenxerto

Figura 10: Quantificacdo de DNA nos aloenxertos. Etapas do protocolo para extracdo de DNA.

4.8 Preparo do B-TCP

Para realizacdo dos experimentos, utilizamos como controle um substituto de enxerto

0sseo comercialmente disponivel, o beta-tricalcio fosfato sintético (B-TCP, ChronOS®,
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Synthes, Oberdorf, Sui¢a) com porosidade de 60%, tamanho de poro de 100 a 500 um e
biodegradabilidade moderada (SEEBACH et al., 2012). Sendo assim, com auxilio de uma
agulha de biopsia dssea, calibre 8G x 152 mm (T-handle Jamshidi™, Becton Dickinson,
Ontario, Canada), foram extraidos fragmentos cilindricos de 30 mg (figura 11). Os fragmentos
cilindricos foram armazenados em tubos conicos de 1,5 mL estéreis até serem designados para

andlise por MEV ou para os ensaios in vitro € in vivo.

* 4 : e 7 > _ TR, (.5 f
Figura 11: Preparo do B-TCP. Fragmentos cilindricos obtidos com agulha de
biopsia, pesados e armazenados.

4.9 Celularizacao dos scaffolds com BMSCs

A quantidade de células utilizada no processo de celularizacao foi padronizada, de modo
que 1 x 10® BMSCs foram inoculadas com 30 mg de scaffold, isto ¢, 30 mg de aloenxerto ou
30 mg de B-TCP (ChronOS®). Para adesdo, as BMSCs foram homogeneizadas individualmente
com scaffolds e mantidas sob agitacdo a 250 rpm (mesa agitadora orbital, Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil) por duas horas. Apos este periodo, parte do material foi encaminhado para os ensaios in

vitro e in vivo, conforme ilustrado na figura 12 (DIAS et al., 2019).
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Figura 12: Celularizacéo dos aloenxertos e B-TCP. 30 mg do aloenxerto ou 3-TCP foram incubados
com as BMSCs por duas horas, em seguida, esse material foi analisado quanto sua capacidade de:
adesdo, proliferagdo e diferenciacdo (ensaios in vitro); ¢ estimulo a neoformacdo dssea através da
histologia e histomorfometria (ensaios in vivo).

4.10 Microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

O material foi fixado com glutaraldeido 2,5% (Merck, Darmstadt, Alemanha) em tampao
cacodilato de s6dio 0,1M por duas horas e pos-fixado com solugao de 1% de tetroxido de dsmio
por 30 minutos, com o quantitativo suficiente para cobrir toda amostra. Em seguida, o material
foi desidratado em série de alcool etilico (Sigma-Aldrich) com concentragdes crescentes (30%,
50%, 70%, 90% e 100%). Ao final da desidratagdo, as amostras foram mergulhadas em solugdo
alcodlica de hexametildissilano (HMDS - Sigma-Aldrich), 1:1 (v/v), por 30 minutos, seguida
de mais 30 minutos de incubac¢do com solu¢do pura de HMDS. Apos esse periodo, as amostras
foram mantidas por 12 horas na capela para secagem, e foi realizado o processo de metalizagdo
com uma camada de espessura nanométrica de ouro. A aquisi¢ao e andalise foram realizadas a
uma tensao de 15 kV, em modo de baixo vacuo no microscopio eletronico de varredura Quanta
400 (ThermoFisher, Oregon, Estados Unidos) do Centro de Caracterizagdo em Nanotecnologia
(CENANO) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT). A MEV foi realizada antes da

celularizagdo para avaliar a microestrutura dos scaffolds e a qualidade do preparo do aloenxerto.
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Ap0s a celularizagdo com BMSCs, a MEV foi utilizada para avaliar a capacidade de adesdo e

a morfologia das células sob os aloenxertos e 3-TCP.

4.11 Ensaio in vitro de viabilidade e proliferacio celular (ensaio CCK-8)

Neste ensaio in vitro, seis aliquotas de cada amostra dos scaffolds celularizados foram
incubadas em pocgos individuais, em placas de 96 pocos (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos), com a-MEM com 20% FBS a 37°C, 5% COa, por 14 dias.
Este mesmo meio foi utilizado em pogos controle, onde foram incubadas 1,0 x 10* células, sem
scaffolds. As andlises de viabilidade e proliferagdo celular foram realizadas seguindo as
especificagdes do fabricante do kit CCK-8 (Cell Counting Kit 8§, Merck, Darmstadt, Alemanha).
Para tal, em diferentes tempos (1°, 3°, 6°, 10° e 14° dia apo6s adesdo celular), 10 ul da solugdo
de CCK-8 foi adicionada ao pogo e incubado por quatro horas a 37°C. Apos este periodo, o
meio de cultura foi coletado, e a absorbancia foi detectada usando o espectrofotometro Glomax
(Promega, Wisconsin, Estados Unidos) na faixa de comprimento de onda de 450 nm, com
resultados expressos por densidade oOptica (OD, Optical Density). Para prosseguir com a
analises nos diferentes tempos, um novo meio de cultura foi adicionado aos pogos. Para detectar
diferencas da atividade metabolica celular, foram formados trés grupos: grupo ALOBMSC
(BMSCs associadas ao aloenxerto); grupo TCPEMSC (BMSCs associadas ao B-TCP); e o grupo

CTL (BMSCs aderidas a placa de cultivo sem scaffolds) (LIU et al., 2019).

4.12 Ensaio in vitro da capacidade de diferenciacio osteogénica por fosfatase alcalina

Neste ensaio, trés aliquotas de cada amostra dos scaffolds celularizados foram
acondicionados em pocos individualizados, em placas de 96 pogos (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Estados Unidos), e incubados com meio de diferenciagdo osteogénico, isto &,
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a-MEM suplementado com 20% de FBS, contendo 10 mM de B-glicerolfosfato, 5 pg / mL de
acido ascorbico 2-fosfato e 10°°M dexametasona (todos da Sigma-Aldrich) pelo periodo de 14
dias. A atividade da enzima fosfatase alcalina foi avaliada nos dois grupos (ALOBMSC
[aloenxerto + BMSCs] e TCPBMSC [B-TCP + BMSCs]), em tempos diferentes (no 7° € 14° dia)
e de acordo com as especificagdes do fabricante do kit Alkaline Phosphatase Diethanolamine
Activity (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Apds a desfosforilagio do substrato
colorimétrico pNPP (p-nitrofenil fosfato), que produz uma coloragdo amarelada, a absorbancia
foi detectada usando o espectrofotdmetro Glomax (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) na
faixa de comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram expressos por OD

(KUEHLFLUCK et al., 2015; PERSSON et al., 2018).

4.13 Ensaio in vitro da capacidade de diferenciacio osteogénica por deposicio de matriz

mineralizada

Neste ensaio, trés aliquotas de cada amostra dos scaffolds celularizados (ALOBMSC
[aloenxerto + BMSCs] e TCPBMSC [B-TCP + BMSCs]) foram acondicionados em pogos
individualizados, em placas de 96 pogos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos) e incubados com meio de diferenciagdo osteogénico, isto €, ae-MEM suplementado com
20% de FBS, contendo 10 mM de B-glicerolfosfato, 5 pg / mL de acido ascorbico 2-fosfato e
10-°M dexametasona (todos da Sigma-Aldrich) pelo periodo de 21 dias. No 21° dia, os scaffolds
foram fixados com 500 pL de soluc¢do de paraformoldeido a 4% por trés horas e corados com
o kit Alizarin Red S Staining Quantification Assay (ARed-Q Kit; ScienCell Research
Laboratories, California, Estados Unidos), seguindo as instru¢des do fabricante. Para
quantificar a deposi¢do de matriz mineralizada, o vermelho de alizarina impregnado nos

scaffolds foi eluido com 10% &cido acético e incubado a 85°C por 10 minutos. Em seguida, o
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material foi mantido no gelo por cinco minutos, centrifugado a 20000 x g por 15 minutos. Apos
esta etapa, o acido foi neutralizado com hidréxido de amonio a 10% e, por fim, a absorbancia
foi detectada usando o espectrofotdmetro Glomax (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) na
faixa de comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram expressos por OD (GREGORY

et al., 2004; KUEHLFLUCK et al., 2015).

4.14 Avaliacio in vivo do potencial osteogénico do enxerto celularizado

Para avaliar o potencial de formacdo Ossea in vivo, os scaffolds celularizados foram
implantados no subcutdneo do dorso de camundongos imunodeficientes. Os enxertos
implantados formaram quatro grupos, que foram denominados da seguinte forma: ALQBMSC
(aloenxerto + BMSCs); TCPBMSC (B-TCP + BMSCs); ALO" (aloenxerto sem BMSCs, controle
negativo do grupo ALOBMSC); TCP! (B-TCP sem BMSCs, controle negativo do grupo
TCPBMSC) (figura 13 A). O procedimento cirargico foi realizado sob anestesia geral, por via
inalatéria com isoflurano (indu¢do do plano anestésico em 5% e durante o procedimento
cirargico a 2%). Apos testar os reflexos de cauda e confirmagao do efeito anestésico, os animais
foram posicionados em decubito ventral, e realizada a tricotomia da regido dorsal. Depois da
assepsia com alcool a 70%, foi realizada uma incisao longitudinal de aproximadamente 20 mm
no dorso do animal, comprometendo a pele e o subcutineo. Em seguida, o tecido foi
divulsionado nas regides paravertebral direita (superior e inferior) e esquerda (superior e
inferior), sendo formadas bolsas subcutineas, onde os implantes foram colocados em
duplicatas, totalizando no méximo quatro implantes por animal, conforme apresentado na
figura 13 A e B. Por fim, os planos subcutaneos e a pele foram fechados com um padrao simples
de sutura com fio monofilamentar de nylon 5-0 Ethilon® (Ethicon, Sdo Paulo, Brasil). No pos-

operatorio os animais receberam analgesia com cloridrato de tramadol, 12 mg/kg (Farmace,
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Sao Paulo, Brasil), via subcutanea, duas vezes ao dia, por dois dias. Nos dias subsequentes,
foram realizadas avaliagdes clinicas dos animais, sendo observado a presenga ou ndo de
infeccdo no local do procedimento e movimentacdo espontanea. Ao final de 12 semanas, os
animais foram submetidos a eutanasia por meio de inalacdo em camara com CO». Os implantes

foram coletados para analise histologica.

ALO BMsC TCP BMsC

TCPO ALO

Figura 13: Avaliacio in vivo do potencial osteogénico dos enxertos celularizados. A: Ilustracdo
da localizagdo e distribuigdo dos implantes na regido dorsal do camundongo. B: Camundongo com
enxerto na regido dorsal, com 12 semanas apods a implantagao.

4.15 Processamento histologico

Todas amostras foram submetidas ao processamento histologico, onde os implantes
foram fixados em paraformaldeido a 4% em PBS por 24 horas e descalcificados por trés dias
em solu¢do de 4cido nitrico (Vetec-Sigma-Aldrich) a 10%. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em alcool (Vetec-Sigma-Aldrich) por meio de concentragdes crescentes (80%,
90%, 95% e 100%), clarificadas em xilol (Vetec-Sigma-Aldrich) e incluidas em parafina, para
obtencao de cortes histologicos de 5 pm de espessura, utilizando o micrétomo RM2255 (Leica
Biosystems, Baden-Wiirttemberg, Alemanha). Na sequéncia, os cortes foram desparafinizados
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em xilol, hidratados em série alcodlica em concentracdao decrescente (100%, 95%, 70% e agua
destilada) e corados pelas técnicas hematoxilina-eosina (H&E) e tricromio de Goldner (ambos
ScyTeK, Utah, Estados Unidos). Foram obtidos 10 cortes histolégicos dos implantes coletados,
sendo que, submetemos trés cortes (3°, 6° e 9°) a coloragdo com H&E, os sete cortes restantes
foram submetidos a colora¢do com tricromio de Goldner. Todas as imagens das laminas foram
obtidas por digitalizagdo com o scanner Aperio CS2 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e

analisadas no software Image-Scope (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha).

4.16 Analise histomorfométrica do enxerto 0sseo

Para realizacdo da anéalise histomorfométrica, foram utilizadas as imagens capturadas das
laminas coradas pela técnica de tricromico de Goldner (EGAN; BRENNAN; PIGNOLO,
2012), as areas de osso neoformado foram mensuradas usando o software Imagel (National
Institutes of Health, Maryland, Estados Unidos), através do plugin BonelJ versio 1.3
(https://bonej.org) e seguindo o protocolo estabelecido por Malhan e colaboradores. Todas as
avaliagOes foram realizadas por um observador independente, cego em relagdo a configuragdo
dos grupos. O volume total de osso novo produzido foi estimado com base em percentagem

dentro da area avaliada (MALHAN et al., 2018).

4.17 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios laboratoriais foram expressos sob a forma de média +
desvio padrdo (DP). Foi adotado o intervalo de confianga de 95% para as andlises, ou seja,
foram considerados estatisticamente significativos valores de p <0,05. A andlise estatistica foi
realizada com o software GraphPad Prism (GraphPad versdo 8.0, California, EUA). Para os

dados referentes ao teste CCK-8, foi aplicado o teste ANOVA, para comparagdo entre 0s grupos
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(dados ndo paramétricos), com pos-teste de Tukey. A andlise estatistica ndo paramétrica de
Mann-Whitney foi realizada nos resultados dos testes com fosfatase alcalina. Aos dados
referentes ao teste com vermelho de alizarina, foi aplicado o teste t de Welch. Para comparacgao

de trés amostras foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruscal-Wallis.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos pacientes, analise de frequéncia das CFU-Fs e expansido das

BMSCs

Para o presente estudo foram coletadas amostras de cinco pacientes, sendo quatro homens
¢ uma mulher, com idade entre 37 ¢ 74 anos (média de 49,8 + 16,8 anos). Uma das amostras
ndo foi submetida ao processo de expansdo celular, porque ndo obteve células suficientes para
esta etapa. Inicialmente, com o intuito de estimar a frequéncia de células tronco esqueléticas
das distintas amostras, realizamos o ensaio de eficiéncia de formagdo de colonias (CFE).
Notamos a formagao de colonias com células de aspecto fibroblastdide (figura 14) e uma
variagdo de 20 a 29,67 CFU-Fs a cada 100.000 células nucleadas (tabela 1) (p = 0,06). Ainda
no que diz respeito a capacidade de proliferagdo, observamos ao final da passagem 3, um
rendimento médio de 34,25 + 10,99 x 10° células com uma viabilidade média de 94,77% +

2,34% (tabela 1).

Tabela 1. Dados das amostras.

Amostra Idade (anos) Sexo  Frequéncia Viabilidade Total de BMSCs ao

de CFU (10%) (%) fim de P3 (10°
01 37 M 21 98 50
02 61 F 20,33 95 25
03 74 M 20 93,2 33
04 40 M 29,67 92,9 29
05 37 M X X X
Média 49,8 £ 16,8 22,75+4,63 94,77 +£2,34 34,25 +10,99

x = sem expansao celular; F = feminino; M = masculino; P3 = terceira passagem; n = 5.
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Figura 14. Ensaio de eficiéncia de formacao de colonias fibroblastoides (CFE). (A ¢ B) Imagens
representativas das colonias originadas das distintas amostras.

5.2 Caracterizacio das BMSCs

Quanto a avaliagdo da expressdo de marcadores de superficie relacionados a
caracterizagdo das células como BMSCs, a andlise por citometria de fluxo revelou uma
expressao superior a 95% dos marcadores classicos (CD73, CD90, CD105 e CD146) e inferior
a 2% dos marcadores da linhagem hematopoiética CD11b, CD14, CD34 e CD45 (figura 15 A).

Ainda com o intuito de concluir o processo de caracterizagdo das BMSCs, as células
foram induzidas in vitro para as vias adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas. Ao final das
inducdes, observou-se que células da condicdo controle mantiveram a morfologia
fibroblastdide, enquanto que nas outras células observou-se a formacdo de uma matriz
mineralizada, fenotipo caracteristico de osteoblastos, acumulos lipidicos intracelulares,
caracteristicos de adipdcitos e a formagao de uma matriz rica em proteoglicanos, caracteristico
de condrocitos (figura 15 B-E). Em suma, esses resultados demonstram o sucesso do isolamento

das células e confirmam a sua natureza como BMSCs.
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Figura 15. Caracterizacao das BMSCs quanto a expressao de marcadores de superficie
celular e quanto a sua capacidade de diferenciacfo in vitro. (A) Histogramas de citometria
de fluxo representativos (BMSCs da amostra 01) demonstram as percentagens de células que
expressam os marcadores de superficie CD73", CD90", CD105", CD146", CD11°, CD14,
CD34 e CD45". (B-E) Avalia¢ao do potencial de diferenciagdo in vitro das BMSCs; (B)
BMSCs indiferenciadas, ndo induzidas; (C) Acimulo de vacuolos lipidicos intracelular em
BMSCs induzidas a diferenciacdo adipogénica, coloragdo com Oil Red; (D) Coloragio pelo
método de Von Kossa evidenciando area de mineralizagdo em BMSCs induzidas a
diferenciagdo osteogénica; (E) Matriz rica em proteoglicanos, apds o processo de
diferenciagdo condrogénico, coloragdo com Alcian Blue.
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5.3 Avaliacido da qualidade de descelularizacio do aloenxerto

O aloenxerto usado para execugao do trabalho foi um terco distal de ulna direita de um
doador com 40 anos, do sexo feminino, medindo 5,5 cm % 3,0 cm e pesando de 10 g (produto
n°® 10244, lote n° 306). Para avaliar a qualidade do processo de descelularizagdo do aloenxerto,
realizamos quantificagdo de DNA, histologia e MEV.

Através da quantificacdo por espectrofotometria, observou-se a baixa quantidade de
DNA presente no aloenxerto, em média 23,25 ng = 5 ng de DNA a cada 30 mg de tecido. E, a
partir da analise histologica, ndo foram identificadas células vidveis ou ostedcitos em lacunas
(figura 16 A), enquanto na avaliagdo por MEV, observamos a preservagdo da microarquitetura

do tecido (figura 16 B) e a auséncia de células depositadas na superficie 6ssea (figura 16 C).

HV mag WD spot det HFW /202 - ag o 400 ym
15.00 kV 130 x 21.5mm 4.0 LFD 1.97 mm 12:53:47 PM CENANO - INT 5.00 KV| 200 x_22. M CENANO - INT

Figura 16 - Avaliacdo da qualidade de descelularizacido do aloenxerto. Imagens representativas do
aloenxerto mostrando a eficiéncia do protocolo de descelularizagdo. (A) Corte histologico do aloenxerto,
setas demonstrando lacunas vazias, coloragdo H&E; aumento 20x. (B-C) Imagem da MEV do
aloenxerto, auséncia de células viaveis; aumento 130x (B), 200x (C).
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5.4 Avaliacido da adesao e proliferacio das BMSCs no aloenxerto

Apobs o processo de celularizagdo, a adesdo das BMSCs ao aloenxerto e ao B-TCP
(controle) foi avaliada. As imagens de MEV revelaram que apds duas horas, as BMSCs ja
estavam aderidas a superficie de ambos os materiais. Além disso, no 10° dia, observamos que
as cé¢lulas permaneciam aderidas a matriz, ao passo que apresentavam uma morfologia mais
alongada (figura 17 A-D).

Apos adesdo, avaliamos a capacidade de proliferagdo das BMSCs aderidas ao aloenxerto
e ao B-TCP por 14 dias. Através do ensaio CCK-8, comparamos a curva de proliferacio das
BMSCs e notamos que diferente do controle (células aderidas somente ao plastico de cultivo
celular) ndo houve crescimento exponencial da populagdo aderida aos scaffolds. Em
contraponto, observamos uma manutenc¢ao da viabilidade das BMSCs aderidas ao aloenxerto e
ao B-TCP ao longo de 14 dias (p = 0,10) (figura 17 E).

Em suma, esses resultados apontam que as BMSCs aderem a superficie do aloenxerto

€ permanecem viaveis por pelo menos 14 dias.

68



HV  mag WD [spot| det| HFW | 1/14/2021 - 300 ym HV WD mag e spot HFW | det| - - 400 pm
15.00 KV_ 300 x _20.1mm_ 4,0 LFD 853 um 1:59:12 PM CENANO - INT 20,00 kV 187 mm 300 x 4.0 995 um ETD Quanta FEG 450 CENANO

HV WD |mag o spot HFW | det - 100 um Y WD mag = spot HFW | det - 100 pm -
20,00 kV. 18,1 mm 1 000 x_4.0 298 um ETD Quanta FEG 450 CENANO 20,00 KV 18,2 mm 1000 x 4.0 298 um ETD Quanta FEG 450 CENANO

E

4=

@ Controle

g _ %
=) -@- Aloenxerto
35
> 5 24 o TCP
oS
UG~
:3
Lo 14 i B
50 p=0,10
o

0

|| || | | ||
24h 3 dias 6 dias 10dias 14 dias

Figura 17: Avaliacio da adesio e proliferacio das BMSCs no aloenxerto. (A ¢ B) Imagens
da MEV mostrando as BMSCs aderidas ao aloenxerto; aumento 300x. (C e D) Imagens da
MEYV mostrando as BMSCs aderidas ao B-TCP; aumento 1000x. (E) Avaliagdo da proliferagdo
e viabilidade celular através do ensaio de CCK-8. Teste ANOVA (2-way); (n = 4).
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5.5 Avaliagio in vitro do estimulo a diferenciacio osteogénica

Com o objetivo de avaliar a capacidade do aloenxerto de induzir a diferenciagdo
osteogénica, foi realizado o ensaio de quantificagdo da fosfatase alcalina, enzima responsavel
pela deposicao de fosfato inorganico e formacao dos cristais de hidroxiapatita. No 7° dia ap6s
indugdo osteogénica, observou-se que as BMSCs, em ambos os grupos, ndo apresentaram
atividade enzimatica, em contraponto, no 14° dia, observou-se um pico da atividade da enzima
no grupo do aloenxerto (figura 18 A). Ao comparar os dois grupos, observamos maior atividade

enzimatica nas células osteoinduzidas na presenca do aloenxerto (p = 0,08).

Em seguida, avaliamos a efetiva deposi¢do de matriz osteogénica através da colorag@o
com vermelho de alizarina. Ao comparar os grupos no periodo de 14 e 21 dias, observa-se uma
mudanga progressiva na tonalidade do vermelho, o que indica um aumento no grau de
mineralizagdo das BMSCs aderidas ao aloenxerto e B-TCP (figura 18 B). E, no 21° dia, observa-
se uma maior mineraliza¢do nas culturas de BMSCs do grupo do aloenxerto (p = 0,03) (figura
18 C). Por fim, esses resultados demonstram que o aloenxerto foi capaz de conduzir o processo

de diferenciagdo osteogénico das BMSCs in vitro.
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Figura 18: Avaliacio in vitro do estimulo a diferenciacio osteogénica. (A) quantificagdo da atividade
de fosfatase alcalina nos grupos de BMSCs na presenca do aloenxerto e -TCP (p = 0,08 - Teste de
Mann-Whitney). (B) Imagens macroscopicas dos aloenxertos e B-TCPs corados pelo vermelho de
alizarina nos dias 14 e 21. (C) Quantifica¢do do grau de mineralizagdo no 21° dia (p = 0,039 - Teste t de
Welch). Graficos representam média + desvio padrao; (n = 4).

5.6 Avaliacao in vivo do potencial osteogénico do aloenxerto celularizado com BMSCs

Doze semanas ap0s a implantagdo dos construtos (ALOBMSC TCPBMSC AL.O% e TCPY)
no subcutaneo de camundongos imunodeficientes, avaliamos a formacdo de tecido dsseo. No
grupo ALOBMSC houve a formagdo de uma linha cimentante, que consiste na separagio entre o
aloenxerto, onde ¢ perceptivel a presenca de lamelas, orientadas pelas fibras de colageno e
auséncia de células, e 0 0sso novo, que consiste em uma regido com aspecto amorfo, ou seja,
sem uma organizac¢do definida das fibras e com ostedcitos ainda em fase de maturagao (figura
20 A). Além disso, a diferenga histologica entre o 0sso neoformado no grupo ALOBMSC fica
mais evidente quando comparamos a estrutura tecidual do grupo ALO? (figura 19 A), no qual
s0 ¢ possivel observar a presenca de osso velho e descelularizado. Ainda, comparando o grupo
TCP® (figura 19 B) com o grupo TCPBMSC (figura 20 B), observa-se exclusivamente

neoformacgdes Osseas em torno dos granulos de cristal e ostedcitos em lacunas apenas no grupo

TCPBMSC,
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Por fim, quando avaliada quantitativamente, um maior percentual de neoformagao 6ssea
foi observado no grupo ALOBMSC (27,62% =+ 6,42%) em comparagio aos implantes de TCPBMSC
(18,11% =+ 6,30%) (figura 20 C). Por fim, todos esses dados confirmam o potencial do
aloenxerto de induzir a formagdo dssea in vivo, ao passo que ainda demostram melhores

resultados que os biomateriais sintéticos.

Figura 19: Avaliacao histologica dos implantes néo celularizados. Apo6s 12 semanas no subcutineo
dos camundongos, os implantes foram coletados e avaliados por histologia. (A) Amostra do grupo
ALQ?", as setas sinalizam as lacunas vazias, em vermelho a estrutura do aloenxerto; coloragdo tricromio
de Goldner. (B) Amostra do grupo TCP’, ndo sendo identificada formagdes 6sseas, coloragio H&E.
Aumento de 20x%.
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Figura 20: Quantificacdo da neoformacio 6ssea por histomorfometria. Imagens histologicas das
amostras. (A) Amostra do grupo ALOPMSC, (*) asterisco identificando a 4rea de formagio de osso
heterotopico, em vermelho: aloenxerto, em amarelo/laranja: a neoformacgao 6ssea; coloragao tricromio
de Goldner. (B) Amostra do grupo TCPPMSC (*) asterisco identificando a 4rea de neoformagio Ossea;
coloracdo H&E. (C) Grafico apresentando o resultado da analise histomorfométrica (p > 0,0001; teste

de Mann-Whitney); (n = 3).
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6 DISCUSSAO

Gragas ao seu papel imunomodulador e de diferencia¢do osteogénica, as BMSCs tém
sido testadas em uma variedade de ensaios clinicos (DASH et al., 2009; GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006; HARE et al, 2009; LE BLANC et al, 2004; PAL et al., 2009; WOODS;
GRATZER, 2005). Apesar de todos os avangos que observamos na bioengenharia ortopédica,
a incidéncia de fraturas, pseudoartrose e reabsor¢do de aloenxerto ainda sdo grandes
preocupacdes. Sendo assim, novas opcdes de tratamento precisam ser propostas para melhorar
a consolidacdo de fraturas. Nesse contexto, trabalhos anteriores mostraram que aloenxertos
semeados com células da medula 6ssea parecem acelerar a cicatrizacdo de defeitos dsseos de
tamanho critico em ratos (KANDAL et al., 2016). No entanto, no aspecto humano pouco se
sabe sobre as vantagens da associagdo de BMSCs com aloenxertos e se realmente fornecem

uma opg¢do para o tratamento de defeitos Osseos.

Os protocolos para isolamento e expansdo das BMSCs empregados neste estudo foram
baseados no conhecimento prévio do nosso grupo (DIAS et al, 2019; DIAS; BONFIM, 2021),
assim como nas experiéncias de grupos internacionais (SABATINO et al., 2012; ROBEY et
al., 2015). Sobre a expansdo in vitro, algumas metodologias empregam de 3 passagens até a
expansao ilimitada (KOC et al., 2000, 2002; HORWITZ et al., 2002; LE BLANC et al., 2004;
LE BLANC; RINGDEN, 2007). Estudos que submeteram suas amostras celulares ao processo
de expansio por 3 passagens (BLANCO et al., 2019; KIM et al., 2009; BERBERI et al., 2017),
4 passagens (LI QI et al., 2021; PERSSON et al., 2018) e 5 passagens (ZHANG et al., 2021)
mantiveram a expressdo dos marcadores de superficie e a morfologia fibroblastoide dessas
células. No entanto, sabe-se que o cultivo prolongado das BMSCs retarda a proliferacao, leva
a senescéncia (WAGNER et al., 2008; KSIAZEK, 2009) e a perda de multipotencialidade

(BANFIetal., 2000; MURAGLIA; CANCEDDA ¢ QUARTO, 2000; JAMES etal., 2015; REN
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et al., 2015). E, de fato, com o protocolo estabelecido por nosso grupo, as BMSCs expressaram
homogeneamente os marcadores de superficie de células estromais como CD73, CD90, CD105
e CDI46 e mantiveram sua capacidade de diferenciagdo nas linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica, confirmando que geramos produtos celulares com manutengao das

caracteristicas fenotipicas e funcionais das BMSCs definidos pela ISCT.

O transplante de BMSCs associadas a biomateriais ¢ uma das estratégias mais
promissoras para reconstrucdo oOssea, fornecendo um nicho para diferenciagdo das células
osteoprogenitoras e orientacdo para neoformacgdo 6ssea. Neste trabalho, focamos na avaliagdo
do aloenxerto como um scaffold para as BMSCs pela facilidade de obtencdo desse material e
por suas semelhangas biologicas, estruturais e mecanicas com o autoenxerto (BONSIGNORE
et al., 2013). No entanto, o material celular residual dentro do aloenxerto pode contribuir para
problemas de compatibilidade e reagdes adversas do hospedeiro (CRAPO; GILBERT;
BADYLAK, 2011). Portanto, a validagao do processo de descelularizagao do aloenxerto torna-
se um passo fundamental para garantia de um transplante seguro e eficaz (BADYLAK;

GILBERT, 2008).

Nesse contexto, diversas metodologias podem ser empregadas com o intuito de avaliar
a eficdcia do processo de remocdo celular do tecido, como a técnica de H&E, microscopia
eletronica de varredura, avaliagdo histologica do conteudo nuclear e quantificagdo de material
genético (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).
Nas laminas coradas com H&E, os ostedcitos presentes nas lacunas foram eliminados apds o
processamento do material. Este parametro ¢ o mais utilizado por autores na literatura para
indicar a desvitalizagdo de um tecido (LEE et al., 2016; XU et al., 2017). Da mesma maneira,
a marcacao nuclear com DAPI e a microscopia eletronica de varredura (MEV) condizem com

os resultados ilustrados em H&E e corroboram com a hipdtese de sucesso na eliminagao celular,
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o que também ¢ observado na literatura em testes realizados para avaliagdo da descelularizagao
(GARDIN et al., 2015).

No que tange a quantificagdo de DNA, Smith e colaboradores (2015) demonstrou, que
apos efetuar lavagens sucessivas, conseguiu uma remogao total de 99,2% de DNA, resultando
em um conteudo final de 16,9 ng DNA / mg de aloenxerto (SMITH et al., 2015). Em seu estudo,
Rasch e colaboradores (2019) testou dois protocolos distintos, conseguindo uma reducdo média
de 99,8% de DNA, revelando um valor médio de 40,3 ng / mg de aloenxerto (RASCH et al.,
2019). Nesses trabalhos e no nosso estudo, as concentragdes de DNA do produto final foram
inferiores aos 50 ng/mg de tecido, valor estabelecido pelo grupo de Crapo, Gilbert e Badylak
em 2011, como parametro de avaliagao da descelularizacdo tecidual. Portanto, concluimos que
o protocolo utilizado de descelularizagdo dos aloenxertos demonstra eficacia na remogdo de

material residual do doador, o que poderia estar associado com menores reagdes imunogénicas.

Em um segundo momento, buscamos padronizar um método de celularizacao passivel
de ser utilizado em ensaios clinicos. Por isso, fazendo buscas na literatura, observamos taxas
de 15% da populagdo de BMSCs revestindo o aloenxerto (LONG et al., 2014) e de 45 a 50%
das BMSCs aderidas a particulas do scaffold sintético, apés uma hora de associagdo dos
biomateriais com as células (VERONESI et al., 2014). De maneira semelhante, Mebarki e
colaboradores (2017) observaram, apos trés horas de incubagdo, a propor¢cdo de BMSCs
aderentes ao aloenxerto de 49%, enquanto que no B-TCP foi de 28%. Tendo em vista esses
trabalhos e a viabilidade de aplicagdo do protocolo dentro do centro cirargico e num intervalo
intraoperatorio, estabelecemos um periodo de duas horas para associagdo das BMSC ao
aloenxerto. Ademais, num modelo de avaliacdo de neoformagdo dssea in vivo conduzido por
nosso grupo, utilizamos cerca de 30 mg de B-TCP com 1,0 x 105 BMSCs e observamos uma
taxa de formacdo oOssea em 90% dos scaffolds (DIAS et al., 2019). Por isso, buscamos

padronizar a celularizacdo dos aloenxertos com a mesma dose celular e utilizar o B-TCP, o
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biomaterial sintético mais usado na ortopedia, como controle e parametro de avaliacdo do

potencial biologico do aloenxerto.

A adesdo, viabilidade e proliferacdo celular sdo pardmetros iniciais importantes na
avaliagdo da biocompatibilidade do scaffold com as BMSCs. Nos ensaios in vitro, buscamos
analisar se o aloenxerto ¢ efetivamente capaz de oferecer um microambiente adequado para
manter as BMSCs vidveis, e estimular tanto a proliferacdo quanto a diferenciagdo destas

células.

Inicialmente, realizamos a avaliagcdo da eficiéncia da celularizagdo através da MEV
em dois momentos distintos, apds duas horas de celularizagdo e 14 dias, conforme utilizado em
outros estudos (RASCH et al., 2019; HASHIMOTO et al., 2011). Ao comparar a morfologia
das BMSCs aderidas a superficie externa do B-TCP e do aloenxerto, observamos que no 3-TCP
as células apresentavam uma morfologia arredondada, enquanto no aloenxerto foi observada a
presenga de células mais fusiformes com extensdes citoplasmaticas, indicando sua adesdo
precoce e mais eficiente (RASCH et al., 2019; MEBARKI et al., 2017). De fato, a arquitetura
esponjosa do aloenxerto parece induzir uma melhor adesdo, enquanto o alto nivel de poros
fechados no B-TCP concentra as células na area de superficie externa e pode dificultar a
infiltragcdo celular (LEOTOT et al., 2013). Por fim, concluimos que ambos os scaffolds foram

capazes de fornecer suporte estrutural para adesdo das BMSCs.

Em seguida, avaliamos a viabilidade e proliferacdo celular na presenca do aloenxerto
a partir do teste CCK-8. Qi Hongfei e colaboradores (2016) e Lu Weiguang e colaboradores
(2019) utilizaram o CCK-8 em seus experimentos in vitro, concluindo que as BMSCs aderiram
e proliferaram na superficie dos scaffolds. Nossos estudos confirmaram estes dados, e
observamos que as células se mantiveram vidveis e metabolicamente ativas ao longo dos

experimentos.
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Em continuidade, avaliamos a capacidade de diferenciacdo das BMSCs aderidas ao
aloenxerto. Para isso, avaliamos a atividade da fosfatase alcalina, enzima responsavel por
converter o fosfato organico em inorgéanico e primordial para deposi¢ao de matriz mineralizada
(KUEHLFLUCK et al., 2015), e quantificamos a matriz depositada pelas células através do
vermelho de alizarina (TANIKAKE et al., 2017). Em nosso estudo, as BMSCs apresentaram
uma discreta atividade da fosfatase alcalina na primeira semana, havendo um incremento
significativo na expressdo desta enzima na semana seguinte. No entanto, uma maior atividade
da fosfatase alcalina, embora que discreta, foi observada no grupo ALOBMSC  quando
comparada com o grupo TCPBMSC Nossos dados estdo de acordo com as observagdes feitas por
Mebarki e colaboradores (2017), que observaram um aumento da atividade osteogénica nas
primeiras duas semanas, com um desempenho maior no grupo do aloenxerto, quando

comparado com o grupo do B-TCP.

Por fim, confirmando o estimulo osteogénico das BMSCs associadas ao aloenxerto
realizamos a quantifica¢cdo da deposicao de matriz mineralizada. O vermelho de alizarina forma
um complexo quelato com o célcio depositado e, assim, pode ser usado como um indicador
quantificavel do potencial de mineralizagdo 6ssea (WANG et al., 2019). Neste ensaio, 0 grupo
ALOBMSC apresentou mais efetiva deposi¢do de matriz mineralizada extracelular do que o
grupo de células associadas ao B-TCP. Por fim, comprovamos nestes ensaios in vitro, que o
aloenxerto ¢ capaz de fornecer o suporte para adesdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das

BMSCs.

Embora os ensaiosin vitro sejam frequentemente usados para avaliacdo da
osteogénese, o transplante in vivo € o “padrdo ouro” para avaliar a diferenciagdo osteogénica
(ROBEY; RIMINUCKCI, 2020), visto que sdao considerados mais representativos da realidade

encontrada no organismo, tentando mimetizar a complexidade do microambiente nas situagdes
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clinicas de interesse (CHENG et al., 2021). No presente estudo, o ensaio in vivo avaliou o
potencial osteogénico do aloenxerto celularizado com BMSCs, verificando que estas células
expandidas in vitro realmente mantinham a capacidade de se diferenciar e formar osso, como
observamos nos ensaios in vitro. E, de maneira quantitativa, observamos que a neoformagao
6ssea induzida pelo aloenxerto foi maior do que no grupo com B-TCP. Nossos dados estdao de
acordo com estudos que demonstraram em ensaios in vivo que os aloenxertos celularizados com
progenitores mesenquimais promoveram a diferenciagdo osteogénica e melhoram a

neoformacgdo o6ssea (CHENG et al., 2021; LONG et al., 2014).

Por fim, com achados superiores aos do grupo com B-TCP, nossos resultados fornecem
informagdes importantes e evidéncias de que a associagao do aloenxerto com BMSCs se
apresentam como uma estratégia promissora para realiza¢do de ensaios clinicos no campo da
bioengenharia dssea. No entanto, experimentos in vivo, que efetivamente avaliem a capacidade
de estimulo a regeneracdo Ossea desse constructo, precisam ser realizados a fim de garantir o

sucesso biologico dessa associagdo de BMSCs com aloenxerto.
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7 CONCLUSAO

Concluimos neste estudo, que o método de coleta, isolamento, caracterizagdo e
expansdo das BMSCs atenderam aos padrdes internacionais e obedeceram a todos os critérios
definidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular. Certificamos que o protocolo de
preparo do aloenxerto fornece um material descelularizado e confirmamos que o aloenxerto ¢
capaz de fornecer suporte estrutural para adesdo das BMSCs, oferecendo um microambiente
favoravel para sobrevivéncia e diferenciacdo dessas células e € capaz de induzir a neoformagao
Ossea. Por fim, nossos resultados fornecem evidéncias de que a associacdo do aloenxerto com
BMSC:s se apresenta como promissora ferramenta para realizagdo de ensaios clinicos no campo

da regeneragdo Ossea.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso de células estromais da medula dssea para celularizar aloenxertos
Pesquisador: Leonardo Rosa da Rocha

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 21778619.9.0000.5273

Instituicao Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA SAUDE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.662.894

Apresentacao do Projeto:

A extensa perda de tecido 6sseo esta associada a problemas como a nao unido ou ao atraso na
regeneragao. O sucesso na reconstrugao dos defeitos 6sseos depende das propriedades osteocondutoras e
osteoindutivas do transplante autélogo. No entanto, o uso desses enxertos é limitado pela disponibilidade,
morbidade e risco de infecgao. Na busca de estratégias terapéuticas alternativas para a regeneracgao ossea,
a pesquisa tem focado na associagao de células osteoprogenitoras, “scaffold”/biomateriais e fatores de
crescimento, uma abordagem conhecida como engenharia de tecidos. No entanto, a disponibilidade de
scaffolds sintéticos de facil manipulagao, capazes de preencher o espago e promover a proliferagao e/ou
diferenciagé@o das células & um fator limitante.

Objetivo da Pesquisa:

Analisar o potencial de osteogénico dos implantes de aloenxertos associados com BMSCs.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios se dardao na medida que os achados encontrados em modelos animais possam ser
transladados aos pacientes que necessitam de tratamento especializado.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O Projeto & muito relevante para a comunidade cientifica e médica. Os resultados, dele esperado, trara
fonte fecunda capaz de balizar novas agées no tratamento de perdas osseas.

Endereco: Avenida Brasil, n° 500
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Continuagdo do Parecer: 3.662.894

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Os termos e pareceres do CEUA estdo de acordo com a legislagéo vigente.

Recomendacdes:

Acrescentar no TCLE quais serao as informagdes obtidas através da consulta ao prontuario.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Nao ha pendéncia

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Senhor pesquisador, de acordo com o constante da Resolugdo CNS n° 466 de 2012, faz-se necessario
apresentar ao CEP/INTO, através da Plataforma Brasil, a cada 06 (seis) meses o relatorio de
acompanhamento de sua pesquisa. Além disso, apos a conclusdo da pesquisa, devera ser submetido na
Plataforma Brasil, através da Notificagdao, o Relatorio Final e a pesquisa concluida para apreciagao do
CEP/INTO.

Informamos que qualquer alteragéo realizada no protocolo de pesquisa aprovado devera ser submetida a
apreciacao do CEP/INTO através do envio de uma emenda utilizando a Plataforma Brasil

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagé@o
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/09/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1432016.pdf 12:34:43
Recurso Anexado |Cartaa.pdf 21/09/2019 [Leonardo Rosa da Aceito
pelo Pesquisador 12:29:58 [Rocha
Projeto Detalhado / | ProjetoCEP.docx 21/09/2019 |Leonardo Rosa da Aceito
Brochura 12:22:32 |Rocha

| Investigador

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 13/09/2019 |Leonardo Rosa da Aceito
09:49:57 |Rocha

TCLE / Termos de |TCLE.pdf 13/09/2019 |Leonardo Rosa da Aceito

Assentimento / 09:48:22 |Rocha

Justificativa de

Auséncia

Declaragao do 201909091502589581.pdf 09/09/2019 |Leonardo Rosa da Aceito

Patrocinador 15:56:10 |Rocha

Declaragao de 20190909150329956.pdf 09/09/2019 |Leonardo Rosa da Aceito

Pesquisadores 15:55:03 [Rocha
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(Coordenador(a))
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ANEXO B - APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETYARIA DE ATENCAO A SAUDE

3P
IN 10 INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

COORDENACAO DE ENSINO E PESQUISA DO INTO

Certificamos quer o projeto “Uso de células estromais da medula ossea para celularizar
aloenxertos” protocolado sob o numero 008/2019, utilizaré 18 animais (dezoite) camundongos
isogénicos B6.Cg-Foxn1™/), sob a responsabilidade do pesquisador Leonarde Rosa da Rocha, esté de
acordo com os principios éticos de experimentagdo animal da Comissdo de ética no Uso de Animais do
Intitute Nacional de Traumatologia e Ortopedia e foi aprovado na reunido da Comissdo em 10 de julho
de 2019.

Rio de Janeiro, 08 de outubro de 2015,

/'} - 7
7 ; / /
/! y /‘J ’
[/ ayo S
/ L Olego thelrthgmar
Cocrdenador da Chmissio

CRbie 55130/02
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ANEXO C - APROVACAO PELA COMISSAO CIENTIFICA DO INTO

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
IN' !O' INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD
i

INSTEIUTO NACKINAL DE
TRAUMATOLOGIA B ORIOITLIMA

DIVISAO DE ENSINO E PESQUISA
CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO CIENTIFICA

Certificamos que o projeto intitulado “USO DE CELULAS ESTROMAIS DA
MEDULA OSSEA PARA CELULARIZAR ALOENXERTOS”, REG.n°.029/2019,
desenvolvide sob a responsabilidade de LEONARDO ROSA DA ROCHA, foi avaliado
pela Comissao Cientifica do INTO na reuniao do dia 07/08/2019 e esta de acordo com
as exigéncias estabelecidas pela instituicdo, tendo sido APROVADO.

O pesquisador esta autorizado a submeter o projeto de pesquisa ao Comité de
Etica em Pesquisa — CEP/INTO, através da Plataforma Brasil.

A presente carta devera ser anexada juntamente com os demais documentos a

Plataforma Brasil.

Rio de Janeiro, 15 de agosto de 2019.

Coordenagédo da Comissao Cientifica do INTO

Avenida Brasil, n® 500, Sio Cristévio, Rio de Janeiro — RJ
Tel. (21) 2134-5000 Ramal: 5061.
E-mail: comissaocientificadointo@into.saude.gov.br
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ANEXO D - TERMO DE RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

INJO

pesquisador responsavel pelo projeto de pesquisa de titulo

MINISTERIO DA SAUDI R
<1'('}{["1' ARIA DE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

. portado do CPF: 024 338 363 44

(Jso de. ctblre estipu S

| / f‘ / /

ta Wisla 0sses P Celuip i v S0 ENXVTDS

comprometo-me a anexar ac prontuario dos participantes de minha pesquisa, uma via do

T'ermo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido apreciado ¢ aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa — CEP/INTO ¢ devidamente consentide através da assinatura do participante.

conforme disposto na Resolugiio CNS n® 466/12, que determina as normas regulamentadoras

para realizagiio de pesquisas envolvendo seres humanos.
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ANEXO E - TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

MINISTERIO DA SAUDE
INJO  SECRETARIADEATENCAOASAUDE : s
: INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

7 i 77
e LEOario Kesa M Koot &2 . portador

- Y24 AN - O . 253 .
do CPF: 024 F3}R TG A& . pesquisador responsivel pelo projeto de pesquisa de
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que sera realizado no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad -
INTO/MS de forma retrospectiva, comprometo-me a manter o sigilo ¢ o anonimato de todos
os participantes incluidos neste estudo durante todas as apresentagbes cientificas e
publicagdes realizadas com estes dados conforme resolugdo CNS n® 466/12, que determina as

normas regulamentadoras para realizag3o de pesquisas envolvendo seres humanos.
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ANEXO F - MANUSCRITO SUBMETIDO A REVISTA “CELL AND TISSUE
BANKING” EM 19 DE DEZEMBRO DE 2022

De: Cell and Tissue Banking (CATB) em@editorialmanager.com
Assunto: CATB-D-22-00247 - Submission Notification to co-author - [EMID:3d07fa38dcfe8011]
Data: 19 de dezembro de 2022 18:54
Para: Leonardo Rosa da Rocha leonardorocha@me.com

Re: "Biological parameters for quality evaluation of allografts from the Brazilian National Institute of Traumatology and
Orthopedics tissue bank"

Full author list: Rafael Prinz; Leonardo Rosa da Rocha; Thiago Penna Eirado; Jonathan da Silva Pinto; Jodo Anténio Matheus
Guimaraes; Fabricio Fogagnolo; Rhayra Braga Dias

Dear Mr da Rocha,

We have received the submission entitled: "Biological parameters for quality evaluation of allografts from the Brazilian National
Institute of Traumatology and Orthopedics tissue bank" for possible publication in Cell and Tissue Banking, and you are listed as
one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Ms Rhayra Braga Dias who will be able to track the status of the paper
through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will
assume you agree with your co-authorship.
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MINISTERIO DA SAUDE
T SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
IN;O INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Uso de células estromais da medula dssea para celularizar aloenxertos”
De acordo com as normas das Resolugdes n2510 de 07/04/16, n°466 de 12/12/12 e n°441 de 12/05/2011 do Conselho Nacional de Satude

Introdugdo: Vocé esti sendo convidado a participar da pesquisa “Uso de células estromais da medula éssea para
celularizar aloenxertos”. Vocé foi selecionado pelos critérios estabelecidos na RDC n°® 153, de |14 de junho de 2004.
Antes de decidir se vocé concorda ou nao em participar deste estudo, vocé deve entender o que esta envolvido e os
potenciais riscos e beneficios. Este formulario traz informagoes detalhadas sobre o estudo que serdo discutidas com
vocé e pede a sua autorizagido para a coleta e uso de informagSes confidenciais a respeito de sua saide que siao
necessarias para o estudo. Antes de decidir se toma parte ou nao, leia as informagGes abaixo e peca ao seu médico
mais informagSes sobre qualquer coisa que nao tenha ficado clara. Depois de entender de que se trata o estudo, se
vocé desejar participar, vocé sera solicitado a assinar o formuldrio de consentimento. Reflita antes de tomar a decisio.
Sua participagdo € inteiramente voluntaria. Se vocé preferir ndo tomar parte neste estudo, vocé nio sera penalizado
nem perdera nenhum beneficio a que tenha direito. Espera-se que cerca de |0 pessoas participem deste estudo. O
pesquisador principal deste estudo € o Dr. Leonardo Rosa da Rocha, médico ortopedista do Centro de Atengao
Especializada do Trauma Ortopédico e Chefe da Area de Pesquisa (ARPES) do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad (INTO). Este estudo coletard dados e amostras de varios pacientes e ajudara a entender e
melhorar o tratamento de defeitos osseos. Vocé nido tera qualquer tipo de custo/despesa por participar dessa pesquisa,
como também nado tera ressarcimento financeiro.

Qual é o objetivo deste estudo? O objetivo principal deste estudo é avaliar o potencial de formagdo éssea dos
implantes formados pela associagao de aloenxertos com células estromais da medula ossea.

Como serd feita esta pesquisa? Para realizagao desta pesquisa, sua participagio constara em ceder os descartes
(“as sobras”) dos fragmentos dsseos gerados durante o seu tratamento cirlrgico que serido usados para obtengao das
células estromais da medula 6ssea. Nos também precisaremos de algumas informages pessoais como sua data de
nascimento, enderego, telefone e outras informagoes sobre doengas que vocé ou seus familiares tenham ou tiveram no
passado.

Quais serdo as minhas responsabilidades se eu tomar parte deste estudo? Se vocé for voluntirio neste
estudo, nds coletaremos do seu prontudrio médico. A coleta serd realizada pelo médico citado no inicio deste
documento: Dr. Leonardo Rosa da Rocha. Essas informagdes serdo arquivadas em um protocolo especifico para este
estudo.

Quais sdo os possiveis riscos e desconfortos? Nio existe nenhum risco previsivel envolvido no estudo, sé ha o
tempo gasto para responder algumas perguntas quando da sua internagao. Este estudo nao mudara nem afetara de
maneira nenhuma o seu tratamento. Vocé corre o risco de experimentar efeitos colaterais normalmente associados a
cirurgia e anestesia, que ja experimentaria normalmente, mesmo se nao estivesse participando do estudo. Este risco
sera o mesmo, quer vocé tome parte neste estudo ou nao, e o mesmo sera discutido entre vocé, o seu ortopedista e o
anestesista antes da cirurgia, independentemente deste estudo.

Quais sdo os possiveis beneficios para vocé e/ou para a sociedade? Nos nio podemos lhe prometer
nenhum beneficio pessoal pela sua participagio neste estudo. Entretanto, o resultado do estudo tem um impacto direto
em melhores opgoes de tratamento para regeneragao do tecido 6sseo. Sua participagao pode nos ajudar a desenvolver
melhores opgoes e um tratamento mais seguro para a corre¢io de defeitos oOsseos e ajudar, no futuro, outros
pacientes com defeitos osseos. A sua condigdo nao melhorara nem piorara durante este estudo.

Se eu ndo quiser participar do estudo? E importante que vocé saiba que vocé tem a liberdade de nio
participar do estudo. Se vocé nao desejar participar, nés respeitaremos sua decisdo e isso nao afetara o seu
tratamento.

Rubrica do responsdvel pela aplicagéo do termo: Participante:
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ANEXO G - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (2/3)

MINISTERIO DA SAUDE ,
P SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
IN;O INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Uso de células estromais da dssea para ¢ tos
De acordo com as normas das Resolugdes n2510 de 07/04/16, n°466 de 12/12/12 e n°441 de 12/05/2011 do Conselho Nacional de Saide

Aul

Que responsabilidades tem o pesquisador sobre o seu tratamento? Afirmamos que a pesquisa que
estamos fazendo nido tem qualquer tipo de influéncia ou interferéncia no seu tratamento. Nos consideramos
responsaveis pelo seu tratamento e por qualquer intercorréncia e/ou complicagdes que ocorra decorrente do
tratamento realizado no Hospital.

Que informagdes serdo mantidas confidenciais? Nos vamos remover dos seus dados todas as suas
informagdes pessoais como o seu nome, enderego ¢ numero de telefone, ¢ substitui-los por um cédigo numérico.
Nés manteremos uma lista conectando este nimero com o seu nome em um lugar seguro, separado do seu
arquivo. N6s manteremos os seus dados — sem as suas informagoes pessoais — guardados com seguranga em uma
sala trancada no departamento de pesquisa. Nos garantimos que havera todo o sigilo exigido nas normas
brasileiras na utilizagdo dos seus dados na pesquisa. Quando os resultados do estudo forem publicados ou
apresentados em algum lugar, o seu nome nio sera utilizado e nenhuma informagao que revele a sua identidade
sera liberada.

Posso desistir de participar antes do final do estudo? Como voluntario vocé podera deixar de participar do estudo
a qualquer momento. Isso nio afetara de maneira alguma a qualidade do tratamento que vocé recebera nesta instituigdo.
Vocé também podera se recusar a responder qualquer questio do estudo sem ter que deixa-lo. O pesquisador podera
cancelar a sua participagio no estudo se surgirem problemas que tornem isso necessario.

Se eu tiver didvidas ou problemas, a quem devo me dirigir? Se vocé tiver qualquer divida a respeito da pesquisa,
agora ou mais tarde, ou se vocé achar que sofreu algum problema relacionado com a pesquisa, contate o Dr. Leonardo Rosa
da Rocha, Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad — INTO, enderego: Avenida Brasil n® 500, 9° andar
— sala n® 4 — Sdo Cristévio — Rio de Janeiro — R] — Brasil — CEP: 20940-070 - Telefone: (21) 2134-5000/ (21) 2134-5412. Se
vocé tiver dividas relacionadas aos seus direitos como participante da pesquisa, ou quiser fazer uma reclamagio ou dentncia
relacionada aos aspectos éticos da pesquisa, vocé pode entrar em contato com o enderego: Avenida Brasil n® 500, 9° andar —
sala n® 4 — Sdo Cristévio — Rio de Janeiro — R| — CEP: 20940-070 - Telefone: (21) 2134-5000 / (21) 2134-506 |- e-mail:

cep.into@into.saude.gov.br

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INTO é o érgio responsivel pela avaliagio e acompanhamento dos
aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos realizadas no hospital, visando a salvaguardar a dignidade, os
direitos, a seguranga e o bem-estar dos seus participantes. Esta pesquisa s6 pode ser iniciada depois de ter os seus
procedimentos revisados e aprovados pelo CEP. Este termo foi redigido em trés vias, vocé recebera uma via original deste
documento, assinada pelo pesquisador responsavel e por vocé, tendo todas as folhas rubricadas. Outra via para o
pesquisador e uma para ser anexada ao seu prontuario.

(i) Eu confirmo que li e entendi o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a Liberagio de Dados, datado
de ....[......l......., referente ao estudo descrito acima, e que tive a oportunidade de esclarecer minhas duvidas.

(i)  Eu entendo que a minha participagio no estudo é voluntiria e que eu sou livre para desistir sem justificativa a
qualquer momento, sem que meu tratamento médico ou meus direitos legais sejam afetados.

(iii) Eu entendo que o responsavel pelo estudo clinico, seus assistentes, o Comité de Etica e as autoridades
regulatorias poderao ter acesso aos meus registros médicos enquanto durar este estudo ou até que eu desista
de participar do mesmo. Eu concordo com esse acesso. Entretanto, eu entendo que minha identidade nao sera
revelada em nenhuma informagao liberada a terceiros ou publicada.

(v)  Declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador responsavel e por mim,
tendo todas as folhas por nds rubricadas e concordo em participar do estudo descrito acima.

Rubrica do responsavel pela aplicagéo do termo: Participante:
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MINISTERIO DA SAUDE
T SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
IN;O INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Uso de células estromais da medula 6ssea para celularizar aloenxertos”
De acordo com as normas das Resolugbes n2510 de 07/04/16, n°466 de 12/12/12 e n2441 de 12/05/2011 do Conselho Nacional de Saude

Assinatura do participante na pesquisa ou de seu representante legalmente autorizado

(Além de assinar abaixo, o participante da pesquisa ou o seu representante legalmente autorizado devera rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido)

Assinatura (ou impressao digital) do paciente participante da pesquisa ou do seu representante legalmente autorizado.

Nome do Signatario:

Documento de consentimento administrado e explicado em pessoa por: Dr. Leonardo Rosa da Rocha

Assinatura do pesquisador responsavel: Segundo meu julgamento, o participante esta voluntariamente e
conscientemente dando consentimento livre e esclarecido e possui a capacidade legal de dar o consentimento
livre e esclarecido para participar desta pesquisa. Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 510/2016,
466/2012 e 441/201 | CNS/MS e complementares na elaboragio do protocolo e na obtengio deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado.
Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades

previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

(Além de assinar abaixo, o Pesquisador Responsavel devera rubricar todas as paginas deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido).

Assinatura do pesquisador responsavel
Data......./......./.......
Nome do pesquisador responsavel: Dr. Leonardo Rosa da Rocha

Tel.: 2134-5412 / e-mail: Irocha@into.saude.gov.br

Rubrica do responsdvel pela aplicagdo do termo: Participante:
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PROCESSAMENTO DE TECIDOS
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A
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MINISTERIO 02 Sl/\\l’JDE’ ———y BANCO
SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE — SAS —
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA INJO MULTITECIDOS
JAMIL HADDAD P-06

ROTINA DE PROCESSAMENTO DE

PROCESSO REVISAO FOLHA
MES/ANO
2/14

FEV/17

AP,
TECIDOS Assistencial 04

3.1

32

33

34

35

OBJETIVO

Definir os procedimentos padronizados pelo BANCO MULTITECIDOS para o processamento de
tecidos, visando garantir o controle de qualidade e seguranga dos tecidos processados.

REFERENCIAS

MINISTERIO DA SAUDE. Portaria N° 2.600, de 21 de Outubro de 2009. Aprova o Regulamento
Técnico do Sistema Nacional de Transplantes.

MINISTERIO DA SAUDE. Portaria n® 2.692/GM Em 23 de dezembro de 2004. Aprova e Define
Banco de Tecidos Oculares, aprovando as Normas Gerais para sua Instalagdo e
Cadastramento/Autorizagao.

Banco de olhos, transplante de cérea/Hamilton Moreira, Luciene Barbosa de Souza, Elcio
Hideo Sato — Rio de Janeiro: Cultura Médica: Guanabara Koogan, 2008.

Resolugéo de Diretoria Colegiada — RDC/ANVISA n° 67, de 30 de setembro de 2008. Dispde
sobre o Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos de Tecidos Oculares de origem
humana.

Resolugdo de Diretoria Colegiada — RDC/ANVISA n° 347, de 02 de dezembro de 2003.
Determina Normas Técnicas para o Funcionamento de Bancos de Olhos.

ANVISA. Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC N°. 55, de 11 de dezembro de 2015. Dispde
sobre as Boas Praticas em tecidos humanos para uso terapéutico.

EXIGENCIAS

Que o processamento seja realizado dentro do Banco de Tecidos do INTO, em ambiente
apropriado, seguindo estritamente o conteido desta rotina.

Os processamentos deverdo acontecer em Sala Limpa ISO 5 e/ou em Sala Limpa ISO 7 dentro de
uma Cabine de Seguranga Bioldgica Classe 2A (ISO 5).

A equipe para processamento de tecido musculoesquelético, devera ser composta no minimo por
um responsavel pelo processamento e 2 técnicos em processamento, sendo 1 como circulante
intemo ISO 7-corredor (para atendimento a todas as salas em processamento) e 1 como
circulante interno ISO 5-sala limpa.

A equipe para processamento de tecido ocular devera ser composta no minimo por um
responsavel pelo processamento.

A equipe para processamento de pele devera ser composta no minimo por um responsavel pelo
processamento (processador) e um auxiliar em processamento como circulante de area limpa
(1SO 7).

PROGRAMA DE ACREDITAGAO — INTO
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ROTINA DE PROCESSAMENTO DE A®. MES/ANO

PROCESSO REVISAO ] FOLHA
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4

4.1

4.2

43

44

45

46

47

48

5

RESPONSABILIDADES

O responsavel técnico ou seu substituto deve planejar o processamento semanal do tecido
musculoesquelético.

O responsavel pela atividade do processamento devera analisar o prontuario do doador antes de
processar o tecido, para verificagdo dos dados e possiveis contraindicagbes para o
processamento do mesmo.

E responsabilidade dos profissionais de enfermagem do setor arrumar todo o material para o
processamento, tanto os estéreis como os nao-estéreis. Cabe aos técnicos escalados para o dia
do processamento checar a validade de todos os produtos que serado utilizados bem como a
validade da esterilizagao.

E de responsabilidade do agente administrativo a emissdo de etiquetas que serdo utilizadas no
processamento, assim como o registro no sistema dos produtos gerados apds cada
processamento de tecido musculoesquelético.

E responsabilidade da equipe de enfermagem do setor realizar antes do processamento a
primeira avaliagdo macroscépica do globo ocular — caso 0 mesmo apresente alguma alteragao,
comunicar ao Responsavel Técnico ou seu substituto, o qual ira decidir o destino do globo ocular
(processamento, descarte, envio para o setor de anatomia patoldgica, pesquisa ou treinamento).

E responsabilidade da equipe de processamento processar o globo ocular o mais rapido possivel
apds a captagdo. Caso nao tenha equipe de processamento disponivel, a equipe de captagao
devera assumir esta tarefa ap6s a sua chegada da captacgao.

O profissional da area da qualidade devera reunir, conferir e organizar toda documentagdo e
resultados de exames dos processamentos.

E de responsabilidade da equipe de limpeza realizar limpeza terminal, uma vez ao dia ou apés
cada processamento, das salas ISO 5e ISO 7.

DESCRIGAO DA ROTINA

As Salas limpas deverao ter sido submetidas a limpeza terminal antes do inicio do processamento,
conforme descrito na Rotina BANCO MULTITECIDOS Q-03 (Rotina para Limpeza do Banco
Multitecidos).

No dia do processamento nas salas ISO 5, por volta das 6hs, o funciondrio da limpeza devera
passar alcool a 70% no piso, paredes e nas mesas auxiliares e ligar o fluxo laminar das salas.

Para os processamentos nas cabines de seguranga bioldgica, antes de iniciar o processamento, um
dos circulantes ou o processador devera realizar a limpeza da area interna da cabine com alcool
70%, ligar a circulagdo de ar da cabine, aguardar o término e ligar a lampada UV da mesma pelo
periodo de 15 minutos, para somente apds se preparar para iniciar o procedimento. Ao terminar o
processamento, o processador fica responsavel pela retirada do material utilizado e realizar
desinfecgdo da superficie interior da cabine de seguranga biolégica com compressa estéril
embebida com alcool etilico a 70%.

PROGRAMA DE ACREDITACAO - INTO
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51

Apoés os processamentos e a retirada do material utilizado das salas ISO 5 ou ISO 7, devera ser
realizada a limpeza terminal, conforme descrito na Rotina BANCO MULTITECIDOS Q-03 (Rotina
para Limpeza do Banco Multitecidos).

Todo o material utilizado no processamento e que entra em contato direto ou indireto com o tecido
devera estar estéril. A validade, a integridade do invélucro e a comprovagao da esterilizagao (por
mudanga de cor do integrador externo e interno) deverao ser sempre checadas.

Todo o material devera ser separado do estoque e arrumado, para posteriormente ser
encaminhado a sala limpa. O material necessario ao processamento abrange os itens
discriminados no Anexo 1.

Caso o processamento esteja programado para ser realizado em sala limpa ISO 5, apés a limpeza
terminal da area limpa, o fluxo laminar da respectiva sala devera ser ligado. Trinta minutos depois,
devera ser feita a passagem do material cirirgico e descartavel para a area limpa ISO 7-corredor
através do pass-through de entrada para area limpa (E), e todo material devera ser transferido para
a sala ISO 5 através do pass-through de entrada das salas (E1 e E2).

Caso esteja programado para ser realizado em uma das Cabines de Seguranca Biolégica da sala
ISO 7, o material cirurgico e descartavel transferido para a area limpa ISO 7-corredor através do
pass-through de entrada para area limpa (E), sera transferido para a sala ISO 7 pelo pass-through
de entrada da sala (E3).

Tecido Musculoesquelético

5.1.1 Distribuicdo e Responsabilidades da Equipe no Processamento

a) Atividades comuns aos circulantes internos 1ISO 7 e ISO 5:

= Providenciar o material necessario ao processamento do tecido musculoesquelético.

5.1.2 Separar do estoque todo o material para o processamento, dar baixa no mesmo, e encaminha-lo

da area de tecidos nao liberados para a area 1SO 7-cormredor através do pass-through E, bem
como encaminhar o tecido a ser processado.

5.1.3 Posteriormente, o circulante que ficar na area ISO 7 devera entregar ao circulante interno ISO 5,

através do pass-through E1 ou E2, o material necessario ao processamento e o tecido a ser
processado.

5.1.4 A equipe que participara do processamento devera encaminhar-se para a antecamara, colocar a

vestimenta de area limpa e iniciar a escovagao das maos. Depois de se paramentar (com luva
cirlrgica estéril, capote cirrgico estéril, touca, e tamanco estéril), o circulante interno classe ISO
5 arruma as mesas cirurgicas e coloca as placas de petri (canto direito e canto esquerdo, mesa
1, mesa 2 e mesa 3) abertas nos locais correspondentes.

5.1.5 Ao terminar o processamento, os circulantes ISO 5 e ISO 7 deverao anotar as medidas e o peso

das pegas processadas e encaminha-las ao freezer ou refrigerador de quarentena, registrando
no impresso de controle correspondente ao freezer ou refrigerador, a prateleira na qual foi
acondicionado o tecido processado.

5.1.6 Posteriormente, todo material coletado para exame microbiolégico (frasco de hemocultura e
placas de petri) devera ser encaminhado ao laboratério do INTO, e os fragmentos que serdo
submetidos a analise histopatolégica deverdo ser encaminhados a anatomia patolégica, ambos com
devido registro no livro de protocolo do BANCO MULTITECIDOS.

PROGRAMA DE ACREDITACAO - INTO |
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a) Atividades especificas do circulante ISO 5:

=Em um primeiro momento, devera trabalhar em condigdo asséptica, devendo realizar anti-sepsia e
escovagdo. Apos a escovagao, devera ser paramentado pelo circulante ISO 7 com capote e luvas
estéreis. Durante a montagem da sala limpa e o processamento, o circulante interno ISO 5 devera
permanecer dentro da sala ISO 5, receber os materiais necessarios ao processamento, pelo pass-
through de entrada, e abri-los para o processador.

= Devera arrumar a mesa 1 com recipientes estéreis (pré-lavagem, pés-lavagem, alcool e antibiético), a
mesa 2 (instrumental cirirgico, motor e o torno),a mesa 3 (seladora e embalagens). A partir deste
momento, passara a receber o tecido a ser processado do circulante ISO 7 e acondiciona-lo no
recipiente destinado a pré-lavagem das pegas. Devera assessorar o processador nas diversas etapas
do processamento (esqueletizagdo, lavagem, desengorduramento, esterilizagao e selagem).

= Devera também informar ao circulante ISO 7 todo material a ser encaminhado para analise laboratorial
(cultura para fungos, aerébios e anaerébios das pecas e dos liquidos pré-lavagem e poés-lavagem) e
histopatolégico.

= Apds o processamento, devera retirar todo o material cirirgico utilizado no processamento da sala ISO
5 e encaminha-lo a central de esterilizagdo. As bombonas contendo os residuos do processamento
deverao ser fechadas e encaminhadas para o expurgo pelo funcionario do setor de limpeza.

b) Atividade especifica do circulante 1SO 7:
= Auxiliar a equipe do processamento a se paramentar.
= Passar todo o material necessario para o processamento através dos pass-through E1 ou E2.

= |dentificar e registrar todas as pecas processadas na Ficha de Processamento de Tecido
Musculoesquelético (Anexo 2) e registrar todo o material utilizado no Relatério de Consumo de
Processamento de Tecido Musculoesquelético (Anexo 3).

= Todo material estéril ndo utilizado no processamento devera retornar ao estoque através do pass-
through E.

= Registrar no livro de protocolo, identificar e encaminhar ao laboratério do INTO todo material para
andlise laboratorial, juntamente com a Solicitagdo de Exame Microbiolégico preenchido (Rotina
BANCO MULTITECIDOS P-07).

= Auxiliar o circulante ISO 5 a registrar o peso das pegas processadas.

c) Processador

= processador sera o responsavel pelo processamento do tecido musculoesquelético, devendo

trabalhar em condigbes assépticas. Devera entrar na area de antissepsia, realizar a escovagao e
devendo ser paramentado, pelo circulante ISO 7, com capote estéril.

= A entrada na sala de processamento ISO 5 devera ser rapida, procurando deixar a porta aberta o
minimo possivel. Ao término do processamento, o processador devera assinar e carimbar a Ficha de
Processamento de Tecido Musculoesquelético (Anexo 2).

5.2 Material

= MESA 1 (Lavagem)
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— Oleado estéril 01
— Pote estéril com 1000ml de S.F. 0,9% (pré-lavagem) 01
— Pote estéril com etanol 70% 1L 01.
— Pote estéril com S.F.0,9% para pés-lavagem 01

- Pote estéril com antibiético (11 frascos de vancomicina para 01
500ml de S.F.0,9% ou 22 frascos de vancomicina para
1000ml de S.F.0,9%).

— Kit de irrigagé@o e aspiragéo estéril 01

— Seringas de 20ml 02

— Agulhas 40/12 04
= MESA 2 (Esqueletizagéo)

— Oleado estéril 01

— Conjunto de instrumental cirGrgico basico e especifico parao 01

processamento

— Motor a bateria 01

— Serras oscilatérias 02

- Tomo 01

— Bisturis descartaveis 23 05

-~ Compressas cirurgicas varias
= MESA 3 (Selagem)

— Oleado estéril 01

— Seladora estéril 01

— Embalagens triplas PP/P/M/G varias

5.2.1 Processamento

a) Inicialmente todas as pegas dsseas serdao banhadas em soro fisiolégico 0,9% (banho 1) e trés
amostras deste lavado pré-processamento sdo colhidas. Duas amostras sdo inoculadas em tubos de
hemocultura (cultura pré-processamento) para realizagdo de cultura para anaerébios e para aerébios e
uma amostra € armazenada em frasco estéril para pesquisa de fungos.

b) Procede-se entdo a etapa da esqueletizagdo que é feita prendendo-se o tecido em um torno e
retirando-se as partes moles com motor e ou instrumental adequado (mesa 2). Ao final desta etapa,
sera colhido um fragmento da pega para exame histopatolgico, desde que o mesmo ainda preserve a
qualidade do tecido (ndo deve ser destinado para histopatolégico tecido macerado ou com quaisquer
outras alteragdes que porventura dificultem a andlise do mesmo). No caso do tecido tendinoso, é
importante observar a selegao de area para analise histopatolégica com cerca de 1cm de comprimento,
de preferéncia mais préxima a jungdo mio-tendinosa, mas que nao esteja preservada).

c) Posteriormente, as pegas Osseas deverdao ser banhadas em etanol 70% sob agitagdo por 10
minutos (banho 2). Isto é feito colocando-se a pega em pote estéril e submetendo-a @ mesa agitadora
na velocidade de 100 rpm. O circulante ISO 5 recebera o pote do processador e o posicionara na mesa
agitadora, ajustara sua velocidade e marcara o tempo para agitagdo. Findo esse periodo, o circulante
ISO 5 retirara o pote da mesa e abrira para o processador retirar as pegas. Caso nao tenha no momento
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a mesa agitadora disponivel, fica o processador encarregado de realizar manualmente a agitagao do
recipiente aonde estiver o tecido.

d) As pecas serdo entdo transferidas para o banho 3, onde seréo feitas varias lavagens com soro
fisiolégico, utilizando-se o kit de irrigagéo e aspiracdo estéril (retirada do liquido de lavagem por sucgéo
a vacuo) por no minimo 10 minutos (mesa 1). Apds, trés amostras deste lavado pés-processamento sao
colhidas. Duas amostras s@o inoculadas em tubos de hemocultura (cultura pés-processamento) para
realizagéo de cultura para anaerobios e aerobios e uma amostra € armazenada em frasco estéril para a
pesquisa de fungos.

e) Apés todo o procedimento acima, cada peca devera ser imersa no banho 4 (vancomicina a
10mg/ml em soro fisiolégico), sob agitagdo por 10 minutos (mesa 2). Um fragmento de cada pecga
devera ser retirado e colocado em potes para posterior realizagao de testes de cultura.

f) Secar as pecas geradas, proceder a mensuragdo dimensional (através da utilizagdo de régua
milimetrada) e pesagem asséptica das pegas (através do apoio de cada pega em separado em bandeja
estéril, apoiada sobre balanga digital), e informar ao circulante ISO 5 os valores observados. Apds,
dispo-las em embalagens triplas na mesa 3, e proceder a selagem de cada pega de acordo com o
padréo do Anexo 4, verificando o total fechamento da embalagem.

g) Para tenddes e meniscos, o procedimento sera apenas de preparagdo da forma para transplante,
seguido de lavagem em solugao fisiolégica 0,9% (pés-lavado) e posterior antibidtico. Nao sera realizada
a etapa de desengorduramento — etanol 70%. Todos os meniscos e tendées serdo armazenados a —80
°C, a nao ser em situagdes especiais quando associados a tecidos osteocondrais, neste caso deverao
ser armazenados em refrigerador.

h) No caso do tecido osteocondral, o mesmo devera utilizar a solugdo a qual ja esta imerso advinda da
captagdo como pré-lavado. O processamento do tecido devera ser cuidadoso, a fim de se preservar
toda a cartilagem, irrigando a mesma durante a esqueletizagdo com a solugao da pré-lavagem, a fim de
evitar o dano ao tecido osteocondral. Apds toda a desperiostizagdo, com manutengdo no fragmento
osteocondral somente do tecido 6sseo e da cartiiagem a ele associada, retirar pequeno fragmento
osteocondral — 5mm - de area fora de utilizagdo para o transplante (regido de borda posterior do condilo
femoral ou area de sulco troclear no caso do processamento de cdndilo femoral osteocondral), para
histopatolégico. Nao sera realizada a etapa de desengorduramento, devendo ao invés desta fase
realizar a lavagem do tecido com soro fisiolégico 0,9%, o qual ird compor o pés-lavado, com suas
analises correspondentes. Também ndo devera ser realizada a passagem do tecido em antibiético,
tendo em vista que o mesmo apds a pds-lavagem sera imerso em meio de preservagao com antibiético.
Ap6s a pés-lavagem, o tecido osteocondral devera ser secado delicadamente com compressas; e deve-
se a seguir, colher fragmento para cultura de area nao viavel para o transplante; mensurar e pesar o
mesmo em bandeja estéril sob balanga digital (neste momento deve-se realizar também a observagéo
de todas as medidas relacionadas ao formulario de processamento de osteocondral, assim como ser
assinaladas ao circulante ISO 5 possiveis imperfeicoes e/ou alteragdes do tecido osteocondral, para
posterior preenchimento pelo processador em formulario proprio). A selagem em embalagens triplas
devera ter seu inicio com a colocagéo do tecido osteocondral na embalagem mais interna, e selagem
parcial da mesma; a seguir, realiza-se a colocagdo do meio de preservagao com antibiético (através da
utilizagao de funil ou equipamento similar), com fechamento definitivo entdo desta embalagem primaria,
e selagem das demais embalagens seguindo a rotina do tecido musculoesquelético em geral.

i) Apds a identificagao, as pegas processadas deverdo ser armazenadas no freezer de quarentena
(no caso de pegas dsseas e/ou tenddes ou meniscos sem meio de preservagao) ou no refrigerador de
quarentena (no caso de tecido osteocondral e ou outro tecido mantido em meio de preservagéo), sendo
retornadas pelo pass-through (E1 ou E2), para o corredor ISO 7, e deste para o pass-through de saida
de quarentena (S).

PROGRAMA DE ACREDITAGAO — INTO |

114



MINISTERIO Dﬁ SAAUDE, —y BANCO
SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE - SAS <
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA INJO MULTITECIDOS

JAMIL HADDAD P-06
A
'ROTINA DE PROCESSAMENTO DE FROCESS0 o
‘ TECIDOS Assistencial 04 FEV/17 | 8/14

j) O material colhido durante o processamento devera ser encaminhado para ao laboratério do INTO,
para realizagdo de exames microbiolégicos (culturas das solugbes e das placas de petri), e os
fragmentos que serdao submetidos a anadlise histopatolégica deverao ser encaminhados a anatomia
patoldgica.

k) As pegas geradas deverao ser langadas no programa informatizado do Banco de Tecidos pelo
agente administrativo.

I) Cabe ao circulante interno ISO 7, ao final do processamento, anotar todo o material utilizado
durante o mesmo no Relatério de Consumo do Processamento de Tecido Musculoesquelético (Anexo
3). Cabe também ao circulante ISO 7 o preenchimento adequado no Formulario de Processamento de
Tecido Musculoesquelético: das descricdbes e medidas dos tipos de tecidos produzidos — seguindo
nomenclatura padrdao de descrigdo de tipos de produtos musculoesqueléticos, assim como de
informagdes relacionadas a identificagdo do processamento, data, horarios, temperatura e pressao da
sala. Também cabe ao profissional a fungdo de anexar na folha de processamento as etiquetas
relacionadas a captagéo dos tecidos processados e ao meio de preservagdo utilizado (no caso do
osteocondral).

m)Cabe ao processador, ao final do procedimento, preencher no formulario de processamento do
tecido musculoesquelético as anotagdes relacionadas a ocorréncias do processamento, assim como
observagoes relacionadas ao tecido osteocondral e assinalar as etapas do processamento realizadas.
Carimbar o formulario de processamento e demais pedidos de exames microbiolégicos e de
histopatolégico.

n) Todo material colhido para exames microbiolégicos deverdo ser entregues com os pedidos
devidamente preenchidos — Solicitagdo de Exames Microbioldgicos e Histopatolégico (BANCO
MULTITECIDOS-P-07).

0) Apés o processamento, todo instrumental utilizado e residuos deverdo ser retirados através do
pass-through de saida para circulagao de servigo e encaminhados para o DTRS 2. O material cirlrgico
devera ser encaminhado a central de esterilizagdo e os residuos deverao ser coletados por funcionario
do setor de limpeza. Todo residuo devera sair da area limpa através do pass-through de saida da sala 1
elou 2 (S1/S2). Considerar o residuo produzido no processamento como lixo biolégico e, quando
aplicavel, proceder conforme Rotina BANCO MULTITECIDOS-Q-09 (Rotina de Gerenciamento de
Residuos do Banco de Tecidos).

p) Apos o processamento, a sala limpa devera ser submetida a uma limpeza terminal, conforme
Rotina BANCO MULTITECIDOS-Q-03.

6 ANEXOS

Anexo 1 — Material para Processamento de Tecidos

Anexo 2 — Ficha de Processamento de Tecido Musculoesquelético

Anexo 3 — Relatério de Consumo de Processamento de Tecido Musculoesquelético
Anexo 4 — Forma de Selagem

Anexo 5 — Ficha de Processamento de Tecidos Oculares

Anexo 6 — Relatério de Consumo de Processamento de Tecido Ocular

Anexo 7 — Ficha de Processamento de Pele

Anexo 8 — Relatério de Consumo de Processamento de Pele
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Anexo 1 — Material para processamento de tecidos

A. Tecido Musculoesquelético

CAMPOS DESCARTAVEIS

INSTRUMENTAL

04 agulhas 40 x 12

01 bico auto fluxo

07 bisturis descartaveis estéreis n° 23
01 caixa de luvas de procedimento

02 canetas de demarcagao cirlrgica

03 capotes (avental cinirgico)

01 irrigador com bateria

04 oleados (cobertura de mesa auxiliar)
06 pacotes de compressa estéreis

01 pacote de gaze estéril

06 pares de luva 7,0

06 pares de luva7,5

06 pares de luva 8,0

04 pares de luva 8,5

04 seringas 20ml

02 seringas 60ml

08 transofix

01 vestimenta de sala limpa tamanho G
01 vestimenta de sala limpa tamanho GG

01 allogripp
01 bandeja INOX

01 caixa de processamento basica de doador cadaver
01 caixa de processamento especifica de doador
cadaver

01 caixa de processamento de doador vivo

01 caixa de raspas de Wagner

01 cesta INOX

01 container estéril

01 Iamina reciprocating estéril para motor

01 Iamina sagital estéril para motor

01 motor System

03 ou mais baterias para motor System

01 régua INOX

01 seladora

01 torno

MATERIAL DE ANTISSEPSIA

EMBALAGENS

01 almotolia de alcool a 70%
02 escovas de degermacao individual
02 litros de etanol 70% estéril

embalagens plasticas triplas estéreis (depende da
quantidade de produtos gerados)

DIVERSOS IMPRESSOS
01 caixa coletora de material pérfuro cortante
i1 caba cowiord da Msidiios Ficha de Processamento de Tecidos

06 frascos de 1000ml de soro fisiolégico a 0,9%

01 funil

02 litros de vancomicina 500mg (diluido pela
UFARM)

03 recipientes estéreis (potes plasticos ou vidro)

01 solugdo multienzimatica

03 tamancos cirlrgicos estéreis

Musculoesquelético

Relatério de Consumo de Processamento
Etiquetas das amostras de controle microbiolégico
Solicitagdo de Exame Microbiolégico

Solicitag@o de Histopatolégico

MATERIAL DE LABORATORIO

coletores estéreis para exames microbiolégicos
(depende da quantidade de pegas processadas)

02 frascos de cultura para aerébio

02 frascos de cultura para anaerébio

05 placas de petri
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Anexo 2 - Ficha de Processamento de Tecidos Musculoesqueléticos (frente)

— MINISTERIO DA SAUDE
IN 1 O SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
p & INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

A aur e, BANCOMULITECHOS
FICHA DE PROCESSAMENTO DE TECIDOS MUSCULOESQUELETICOS
IDENTIFICAGAO DO DOADOR
) - DATA PROCESSAMENTO: R
O e FTCRRERTS: HORA DE INICIO DO FLUXO:
corﬁ'RmE: : HORA INICIO: ___(ENTRADA SALAISO 5)
PECAS: HORA TERMINO:__ (SAIDASALAISOS)
SALA DO PROCESSAMENTO:
TEMPERATURA DA SALA:
PRESSAO DIFERENCIAL DA SALA:
» Reprocessamento? ( )Sm  ( )Nao |
Lote Produto: |

» Tecidos processados. i
{ )OSsO () TENDAO ( ) OSTEOCONDRAL |

1. Etapa de Desengorduramento I { )Sim | { “Nao | { INA
Se sim, qual? Etanol a 70%

2. [Etapa de Profilaxia antimicrobiana ] { )Sim I ( )Nao I { INA
Se sim, qual? Vancomicina

3. Cultura para aerdbicos, anaerdbicos e fungos das pecas (préJavado) { )Sim [ ( )N3o | ( )NA

4. Cultura para aerbbicos, anaerobicos e fungos das pecas (pés-lavado) { )SIm [ ( )N3o | { )NA

5 Fi para 0gico de cada peca { )Sim | ( J)N3o | ( )NA

6. Fragmento para cultura bacteriologica e de fungos ( )Sim | ( INao | { )NA

» Ocorréncias:
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Anexo 2 - Ficha de Processamento de Tecidos Musculoesqueléticos (verso)

» Pecas geradas:

PECA N° PRODUTO |

MEDIDAS PESO

» Equipe do processamento:

H

Peso total

Circulante do corredor:

Processador.

| Circulante dasala

Circulante externo

ETIQUETAS DAS PEGAS

LYV

» Liberacao/nutilizacdo dos produtos no sistema (assinar e datar):

Profmons Remcrmive
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Anexo 3 - Relatério de Consumo de Processamento de Tecido Musculoesquelético
RELATORIO DE CONSUMO DE PROCESSAMENTO DE TECIDO MUSCULOESQUELETICO

DC: DATA DO PROCESSAMENTO: / /
PRONT.:
NOME:
Quant Quant Total
Material Fabricante Lote Validade separada | utilizada | Utilizado
Agulha 12 x 40

Almotolia de alcool 70%

Bandeja inox

Bico auto fluxo

Bisturi descartavel estéril n°. 23

Caixa processamento basica

Caixa processamento doador vivo

Caixa processamento especifica

Caneta de demarcagao cirurgica estéril
com régua

Capote

Cesta inox

Coletor estéril

Compressa estéril

Container

Cultura para Aerdbicos

Cultura para Anaerébicos

Embalagem plastica tripla estéril

Escova de degermacé&o individual

Etanol a 70% estéril

(Datada diluiggo [/ )

Funil

Gaze estéril

Hallo gripp
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Irrigador com bateria

Lamina estéril para motor sagital

Lamina estéril para motor reciprocating

Luvas estéreis 7,5

Luvas estéreis 8,0

Luvas estéreis 8,5

Luva de procedimento (pares)

Motor Soutter

Oleado (cobertura de mesa auxiliar)

Placa de Petri

Raspas de Wagner

Recipiente vidro

Recipiente plastico

Régua inox

Seladora

Seringa 20 mL

Seringa 60 mL

Solugao multienzimatica

Soro fisiolégico 0,9% 1000ml

Soro fisiolégico 0,9% 500ml

Transofix (extensor para transferéncia
de solugdes parenterais)

Vancomicina diluida 500ml

Vancomicina 500g

Vestimenta de Sala Limpa

Assinatura resp. pela separagao

Assinatura resp. pelo preenchimento no processamento
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Anexo 4 - Forma de Selagem

ETIQUETA
Bl LINHA DE SELAGEM

Pega
Processada

Obs.: Cada linha de selagem deve ser realizada com dupla selagem, para assegurar a total vedagao da
embalagem.
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