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RESUMO

MOLITERNO, Luis A. Captacado e preservacao de disco intervertebral humano
em banco de tecidos. Rio de Janeiro, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Aplicadas ao Sistema Musculoesqueletico) - Instituto Nacional de Traumatologia
e Ortopedia, Ministério da Saude, 2019.

Doenca degenerativa da coluna vertebral, sobretudo, o acometimento do
disco intervertebral, é frequente na populacdo mundial. O tratamento cirdrgico
apresenta indicagOes precisas constituindo o padrdo-ouro, a artrodese. Esta
modalidade, entretanto, altera a mobilidade e a biomecéanica do segmento
funcional. A criopreservagéo de disco intervertebral em banco de tecidos e sua
posterior utilizagdo como substituto do disco degenerado objetivam manter a
fisiologia local. Propor técnica cirdrgica de resseccéo de bloco de coluna lombar
e avaliar a possibilidade da manutengcdo das caracteristicas histolégicas dos
discos intervertebrais submetidos ao congelamento com criopreservante. Foram
obtidos espécimes de 6 doadores cadaveres humanos apds avaliacdo e
autorizacdo de captacdo de tecido musculoesquelético de acordo com as
normas do Sistema Nacional de Transplantes por meio da Portaria n° 2600 de
21 de outubro de 2009 do Ministério da Saude. ApGs a realizacdo de uma técnica
de resseccao no bloco da coluna lombar, o material foi transportado para o banco
de tecidos do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad em
um recipiente especifico com soro fisiolégico 0,9% a temperatura de 4°C. Cada
bloco de coluna lombar gerou, apds o processamento do tecido realizado até 8
horas da captacao, 3 discos intervertebrais. Dois discos foram armazenados em
meio crioprotetor e congelados de forma gradual até -80°C. Cada disco foi
descongelado no 7° e 15° dia, seccionados longitudinal e transversalmente e
entdo, confeccionadas laminas coradas com hematoxilina-eosina para analise
histologica; Um disco controle, ndo-congelado, foi preservado em formol 10% e
sofreu 0 mesmo processo de secc¢ao e preparo de laminas, coloracdo. O estudo
histologico das laminas observou a presenca ou nao de alteracdes morfo-
estruturais (anulo fibroso, nudcleo pulposo) e celularidade, pontuada e
classificada em muito alterada (0-3 pontos), moderadamente alterada (4-7
pontos) e inalterada (8-10 pontos). A técnica cirargica de resseccédo en bloc da
coluna vertebral foi reproduzida em todos os doadores cadaveres. A analise
histologica revelou que poucas alteracdes foram observadas apds 7 dias de
congelamento do disco em meio criopreservante. Observamos que, embora
tecnicamente demandante, a resseccdo de bloco de coluna lombar é
reprodutivel. A preservacdo das propriedades do disco intervertebral por, no
minimo, 7 dias é possivel e torna-se uma possibilidade de material para
transplantacdo em futuras artroplastias biolégicas.

Palavras-Chave: Disco intervertebral;Criopreservacao; Transplante.
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ABSTRACT

MOLITERNO, Luis A. Capture and preservation of human intervertebral disc in a
tissue bank. Rio de Janeiro, 2019. Master Thesis (Master’s Degree in Applied
Sciences to the Musculoskeletal System) National Institute of Traumatology and
Orthopaedics, Ministry of Health, 2019.

Degenerative disease of the vertebral column, especially the involvement
of the intervertebral disc, is frequent in the world population. The surgical
treatment presents precise indications constituting the gold standard, the
arthrodesis. This modality, however, alters the mobility and biomechanics of the
functional segment. The cryopreservation of intervertebral disk in a tissue bank
and its posterior use as a substitute for the degenerate disc aim to maintain the
local physiology. To propose surgical technique of lumbar spine block resection
and to evaluate the possibility of maintaining the histological characteristics of the
intervertebral discs submitted to the freezing with cryopreservant. Specimens of
6 human cadaveric donors were obtained after evaluation and authorization of
the capture of musculo-skeletal tissue in accordance with the norms of the
National System of Transplants through Ordinance No. 2600 of October 21, 2009
of the Ministry of Health. After performing a resection technique in the lumbar
spine block, the material was transported to the tissue bank of Jamil Haddad
National Institute of Traumatology and Orthopedics in a specific container with
0.9% saline solution at 4 ° C. Each lumbar spine block generated, after
processing the tissue performed up to 8 hours of the capture, 3 intervertebral
discs. Two discs were stored in cryopreservation and frozen gradually to -80 ° C.
Each disc was thawed on day 7 and day 15, sectioned longitudinally and
transversely, and then, blades stained with hematoxylin-eosin for histological
analysis; One disc control, non-frozen, was preserved in 10% formaldehyde and
underwent the same process of sectioning and preparation of blades staining.
The histological study of the slides observed the presence or absence of
morphostructural alterations (fibrous annulus, nucleus pulposus) and cellularity,
scored and classified as highly altered (0-3 points), moderately altered (4-7
points) and unchanged (8-10 points). The surgical technique of en bloc resection
of the spine was reproduced in all cadaveric donors. Histological analysis
revealed that few changes were observed after 7 days of cryopreservant disk
freezing. We observed that, although technically demanding, lumbar spine block
resection is reproducible. The preservation of the intervertebral disc properties
for at least 7 days is possible and becomes a possibility of material for
transplantation in future biological arthroplasties.

Key words: Intervertebral disc;Criopreservation; Transplantation.
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1. Introducéo

1.1 A coluna vertebral

A coluna vertebral é o principal constituinte do esqueleto axial. E formada
por vértebras que, conectadas, funcionam como um importante eixo de sustentacao
e ao mesmo tempo apresenta flexibilidade relativa de forma a garantir mobilidade
(MOORE, 2014). A coluna vertebral tem como funcdo a sustentacdo, manutencao
da postura, locomocao e protecdo de estruturas neurais. Constituida por 33
vértebras distribuidas nas regides cervical, toracica, lombar, sacral e coccigea que
relacionam entre si através dos discos intervertebrais anteriormente e articulacées
zigoapofisarias e ligamentos, posteriormente. A excegdo ocorre nos segmentos
sacral e coccigeo onde sédo fundidas e, portanto, ndo realizam movimento
(VACCARO, 2007). A coluna cervical em humanos é composta de 7 vértebras
cervicais (C1 a C7) e é subdivida em regido cervical alta (C1-C2) e subaxial (C3-
C7). A porcéao toracica ou dorsal da coluna vertebral é formada por 12 vértebras
(T1-T12) em suas regides alta (T1-T4), média (T4-T8) e baixa (T8-T12). A porcao
dorsal da coluna vertebral possui a caracteristica de estar conectada ao torax
através das costelas e cartilagens costais 0 que diminui seu arco de movimento. A
coluna lombar consiste em 5 vértebras (L1-L5) e tem em sua regido distal nos niveis
L4-L5, L5-S1 seu centro de rotacdo. O sacro e o coOccix sao porcdes da coluna
vertebral compostas, cada uma, de 5 vértebras (4-5 céccix), fundidas (MOORE,

2014) (Figura 1).
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Vértebra
proeminete

Forames
Intervertebras

Figura 1. Estrutura anatémica da coluna. Vista anterior (A), vista posterior (B) e
vista laterial (C). (Modificado de Prometheus, 2013).
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1.2 Curvaturas da coluna vertebral

Em uma vista lateral, a coluna vertebral apresenta quatro curvaturas: duas
lordoses e duas cifoses. As faces coOncavas, direcionadas anteriormente, sao
denominadas cifoses e estdo presentes na regido toracica e sacral (DEFINO e
PUDLES, 2014). A lordose € a forma que encontramos nas regides cervical e
lombar e tém como caracteristicas a concavidade direcionada posteriormente,
surgem com O crescimento, apresentam maior mobilidade que as curvaturas
primarias e tém importancia no equilibrio espino-pélvico. A lordose cervical surge
entre o terceiro e quarto més de vida extra-uterina quando tem inicio o controle
motor da musculatura cervical anterior e posterior promovendo a sustentacdo da
cabeca e o olhar ao horizonte (GIGLIO e VOLPON, 2007). As curvaturas
observadas ao nascimento por influéncia da posicdo fetal intra-uterina s&o
consideradas primarias (Figura 1).

A lordose lombar desenvolve-se entre os 9 e 13 meses, periodo em que
ocorre o controle da motricidade dos musculos do tronco (abdominais e dorso)
permitindo, inicialmente a posicdo sentada e, em seguida, a ortostase e marcha.
As lordoses cervical e lombar sdo consideradas curvaturas secundarias, pois se
desenvolvem a medida que a necessidade do equilibrio corpdreo se impde, ou seja,
manter o cranio centrado sobre a pelve em um eixo de gravidade localizado até 2
cm anterior ao promontorio sacral. Moveis, estas duas regibes sao mais
susceptiveis aos processos degenerativos encontrados em pacientes, sobretudo,

acima dos 40 anos de idade (BARREY, 2007).
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1.3 Vértebras

A vértebra é a unidade da coluna vertebral. As vértebras apresentam
caracteristicas comuns e diferencas na forma e tamanho de acordo com a regido
em gue se localizam. Podem ser classificadas como tipicas e atipicas. Considera-
se como tipica aquela formada por um corpo vertebral (a parte anterior) e um arco
vertebral (parte posterior). O corpo vertebral tem a forma de um cilindro curto. Sua
anatomia € constituida por uma grande quantidade de 0sso esponjoso no seu
interior. Esta caracteristica histol6gica permite que a sua principal funcédo, a
sustentacao de carga, seja realizada com eficiéncia no sentido cranio-caudal (SMIT
et al., 1997). Suas superficies superior e inferior, as placas vertebrais, sdo rugosas
e estdo em intimo contato com os discos intervertebrais. Na regido cervical, 0os
corpos tém formato oval e apresentam duas saliéncias laterais nomeadas
processos uncinados. A forma de coragdo de um corpo vertebral € vista na regiao
toracica, enquanto um aspecto reniforme, na regidao lombar (NOTOUR, 2004)
(Figura 2).

O arco vertebral 6sseo forma os limites do canal vertebral, espaco onde
encontramos, principalmente, o tecido neural, seus envoltorios e vascularizacao, e
tem como funcéo de protecdo destas estruturas. A veértebra é composta por dois
pediculos os quais projetam-se posteriormente formando duas laminas e que por
fim, fundem-se formando o processo espinhoso da vértebra. Quatro processos
articulares e dois processos transversos originam-se do arco vertebral. Os
processos articulares direcionam-se superior e inferiormente (formando as
articulacOes zigoapofisarias) e possuem, cada um, uma faceta articular (MOORE,

2014). Funcionam como ancoragem para que a relacdo com uma vértebra superior
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e inferior seja mantida e concomitantemente permita determinado grau de
mobilidade sem prejuizo a estabilidade. Na regido cervical os processos articulares
tém orientacdo horizontal, portanto, permitindo maior grau de movimento nos
planos coronal, axial e sagital. Sdo verticalizados nas regides toracica e lombar.
Nas vértebras toracicas sdo paralelas ao plano coronal o que permite a rotacéo do
segmento enquanto que nas lombares sédo perpendiculares ao mesmo plano
proporcionando importante arco de movimento de flexo-extensdo (TOYONE et al.,
2009). Os processos transversos projetam-se lateralmente e sdo locais de insercao
de mdasculos profundos do dorso. As incisuras vertebrais sdo entalhes dos
pediculos e, quando conjugados a uma vértebra superior ou inferior, formam os
foramens intervertebrais. Nesta regido localizam-se as raizes nervosas

(GILCHRIST et al., 2002) (Figura 2).

Face articular e processo articularsuperior

Févea costal superior

Pediculo do arce vertebral

Corpo vertebral

Févea costal do
processo transverso

Processo transverso

Processo articular inferior

Févea costal inferior

Incisura vertebral inferior M
W

Processo espinhoso

Figura 2. Estruturaanatdmicade uma vértebra. Vértebra torcica em vista lateral
e seus principais relevos 6sseos (Modificado de Netter, 2014)
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As vértebras atipicas sdo aquelas que apresentam caracteristicas distintas
das demais. O atlas, ou C1, é o elo entre o cranio e a coluna vertebral. Apresenta
dois arcos (anterior e posterior) e se relaciona com os condilos occipitais e a
vértebra C2, ou &xis, através das massas laterais. Durante o desenvolvimento
embrionério o primérdio do corpo vertebral do atlas funde-se ao corpo vertebral do
axis dando origem ao processo odontéide. Esta estrutura funciona como um
verdadeiro eixo constituindo o principal sitio de movimento de rotacao da regido.
As relacdes atlanto-occipital e atlanto-axial formam um importante e complexo
sistema de suporte do cranio e mobilizacdo da cabeca a0 mesmo tempo em que

garantem a estabilidade desta regido (OFFIAH e DAY, 2016) (Figura 3).

A

Arco posterion

Tubérculo B
Sulco da artéria

do atlas l\ % posterior Face articular
R s superior e . vertebral
Face _ fhissas hﬁ  Sulcodaarténia f 5 D) '
articular laterais > vertebral % ’ T, Tuber(‘uia
Supenior ] \ Tubérculo 3 posterior
¢ ) |
N /- >

do atlas 3
anterior -
Massa / Arco posterior
lateral \J S do atlas
2 Proc.

- . Forame l
e Teme, . transversario ) transverso
transversario Face articular

inferior

Fovea do dente _— Arco anterior

do atlas

s . Tubérculo 12 vértebra cervical (atlas)
1 vértebra cervical (atlas) anterior

Cc D

Face articular
anterior

Dente do axis

Proc. espinhoso

Face articular

__ Arco vertebral posterior

Forame / £
vertebral —~___ Face articular

superior
Proc. articular P

bl Proc.
inferior

espinhoso

Dente do axis
Forame

transversario
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Figura 3. Anatomia da vértebra. Primeira vértebra cervical - atlas (A), primeira
vértebra cervical — atlas (B), segunda vértebra cervical — axis (C) e segunda
vértebra — axis (D). (Modificado de Prometheus, 2013)

O sacro e o coccix sdo compostos de vértebras fundidas. O sacro tem forma
triangular e apresenta importante funcéo de transmisséo de for¢as aos 0ssos iliacos

através de suas faces auriculares. E, portanto, o elo entre o esqueleto axial e o
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apendicular. S&o cinco vértebras unidas que diminuem de tamanho no sentido
caudal até sua articulagdo com o coccix (CHENG e SONG, 2003). Anteriormente a
primeira vértebra sacral (S1) localiza-se o centro de gravidade do corpo em uma
regido denominada promontério sacral. Sua face anterior é lisa e contém os
foramens sacrais por onde as raizes alcancam a regido pélvica. Seu aspecto
posterior € rugoso e dividido em cristas sacrais mediana, intermédia e lateral que
séo, respectivamente, fusdo dos processos espinhosos, processos articulares e
processos transversos a exce¢do da vértebra S5 cujo arco posterior ndo se une e
forma uma abertura chamada hiato sacral (XU, 2008) (Figura 4). O céccix é
remanescente da cauda em embries humanos e é composto de 4 vértebras. E

local de insercéo de ligamentos e tenddes.
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do sacro
Articulagio
sacrococcigea Corno ™
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Art.
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Figura 4. Estrutura anatémica do sacro e coccix. Visdo anterior (A) e visdo
posterior(B). (Modificado de Prometheus, 2013)
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1.4 Ligamentos da coluna vertebral

As 24 vértebras moveis situadas nas regides cervical, toracica e lombar séo
unidas por ligamentos e sinfises. Esta unido permite a formac¢do de uma estrutura
Unica resistente e moével. Na face anterior da coluna vertebral localiza-se um
ligamento largo e espesso o qual se estende desde a base do cranio até o sacro
chamado ligamento longitudinal anterior (LLA) responsavel ndo somente pela uniao
de vértebras contiguas como também €é um estabilizador do movimento de
hiperextensao. De forma analoga, unindo as vértebras nas faces posteriores dos
corpos vertebrais, localiza-se o ligamento longitudinal posterior (LLP), fino e
estreito. E um restritor do movimento de hiperflexdo (HAYASHI et al., 1977).

No arco posterior, unindo os processos espinhosos e encontrados em toda
a extensdo da coluna vertebral encontram-se os ligamentos interespinhosos e
supra-espinhosos, estes mais resistentes (Figura 5). Ambos contribuem para
estabilizacdo também contra os movimentos de hiperflexdo assim como o LLP.
Encerrando o canal vertebral e presentes entre as laminas vertebrais onde se
inserem, os ligamentos amarelos (flavum), em associacdo aos outros ligamentos

restritores a hiperflexado, formam o Complexo Ligamentar Posterior (CLP) (PINTAR

et al.,1992) (Figura 5).
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Figura 5. Ligamentos da coluna vertebral.Vista lateral da coluna vertebral com
visualizagdo dos ligamentos intervertebrais. (Modificado de Anatomia de Netter,
2014).

A unido entre os corpos vertebrais é realizada através dos discos
intervertebrais (sinfises). Sdo estruturas fibro-cartilaginosas formadas por uma
regido central, o ndcleo pulposo; e uma regiao periférica, o anulo fibroso (Figura
6). Duas vértebras unidas através de um disco intervertebral e de um par de

articulacdes interfacetarias (zigoapofisaria) formam a unidade funcional vertebral

(UFV).
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Figura 6. Disco intervertebral.Vista anterior do disco intervertebral unindo os
corpos vertebrais. (Modificado de Prometheus, 2013).

1.5 Disco intervertebral

O disco intervertebral funciona como um amortecedor de cargas axiais
ciclicas além de permitir mobilidade e flexibilidade a coluna vertebral (ROBERTS,
2006). Na espécie humana, o desenvolvimento adaptativo da lordose lombar,
objetivando o equilibrio espino-pélvico, torna estas sinfises especialmente expostas

a forcas no eixo axial acelerando seu processo de degeneracao (Figura 7).
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Figura 7. Forcas que atuam sobre o disco intervertebral. Distracdo (A) e
compresséo (B). (Modificado de Prometheus, 2013).

Macroscopicamente, o disco intervertebral € composto por trés porcdes que
mantém relacdo entre si: 0 anulo fibroso, mais externo; ndcleo pulposo, central,
gelatinoso e hidratado e; placas vertebrais terminais, superior e inferior. Esta
estrutura fibrocartilaginosa € encontrada entre 0s corpos vertebrais permitindo o
contato entre eles. Somando-se a altura dos discos intervertebrais, representam

um tergo do comprimento da coluna vertebral (WALTER et al., 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas Anatémicas do Disco intervertebral.

Estrutura

macroscopica do disco intervertebral: nicleo pulposo e anulo fibroso (A); Abaixo:
Observa-se a jungdo do disco intervertebral com o corpo vertebral na regido

chamada placa terminal (B). (Modificado de Prometheus, 2013)
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O disco intervertebral apresenta reduzida densidade celular. Contudo, a
atividade destas células é vital para a manutencao da integridade estrutural. Além
disso, a celularidade do disco néo é distribuida uniformemente, sendo mais elevada
nas regides proximas as placas terminais e nas regides mais externas do anulo
fiboroso (9x10° células/cm®) do que no nlcleo pulposo (6x 10° células/cm?)
(BRUEHLMANN et al., 2002). Pela caracteristica avascular do disco intervertebral,
devido a sua irrigacdo por difusdo, as células vivem em meio com pH baixo
consequente aos baixos niveis de oxigénio e a producdo de &cido latico
(ERRINGTON, 1998; ROUGHLEY, 2004). A matriz extracelular € uma estrutura
dindmica e composta por diversos componentes que em conjunto conferem suas
propriedades mecanicas, através do balanco da expressao dos genes que
codificam os proteoglicanos como agrecan e pequenos componentes intersticiais
tais como o versicano, decorina, biglicano, fiboromodulina, lumicano e perlecano
(CS-SZABO et al., 2002). Esta em constante processo de degradacao e sintese de
novas moléculas controladas através de eventos da mecanobiologia, com acéo de

proteases e fatores de crescimento (GRANGE et al., 2001).

1.5.1 Anulo Fibroso

Originalmente formado a partir do mesénquima pericondral, o anulo fibroso
€ constituido em torno de 15 a 25 lamelas concéntricas de fibrocartilagem
proporcionando a forma circunferencial dos discos intervertebrais. As fibras
formadoras das lamelas apresentam disposicdo obliqua direcionadas de uma
vértebra a outra em angulos de aproximadamente 60° até inserirem-se nos anéis

epifisarios das placas terminais superior e inferior. Sua resisténcia € conferida,
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sobretudo, pela presenca de coldgeno do tipo 1 e 2 e de fibras de elastina, estas
responsaveis pelo retorno a forma do disco ap6s os movimentos em distintas

direcbes (MARCHAND e AHMED, 1990).

1.5.2 Nucleo Pulposo

O ndcleo pulposo, proveniente da segmentacdo da notocorda, € o
componente interno do disco intervertebral, sendo mais cartilagineo do que fibroso
e com consideravel elasticidade. Seu principal componente sdo moléculas de
agrecan, glicoproteinas com cargas negativas que atraem agua para o nucleo
mantendo sua hidratac&o, a qual diminui com a senescéncia (FENG et al., 2006).
Contém fibras colagenas e de elastina em uma conformacao radial. Nao recebe
vascularizacdo direta. Sua nutricdo é dada por difusdo a partir de vasos sanguineos
presentes na regido central e crivosas das placas terminais e no entorno do anulo

fiboroso (MELROSE et al., 2007).

1.5.3 Placas Terminais

As placas vertebrais terminais sdo responsaveis por interligar o disco aos
corpos vertebrais que formam a unidade funcional, impedindo a projec&o do nucleo
para seus interiores. Além de suportar forcas hidrostaticas, sdo o principal sitio
anatémico de secrecado de prostaglandinas e funcionam a semelhanca das placas
epifisarias de crescimento dos 0ssos longos. Ao nascimento, as placas terminais
correspondem a aproximadamente 50% do espaco intervertebral. Sua altura &

reduzida em 45%, aproximadamente 0,6 cm de espessura, com o envelhecimento
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do individuo (ROBERTS, 2006). Sdo compostas de uma fina camada de cartilagem
hialina de aproximadamente 0,1 cm. As fibras coldgenas apresentam orientacéo

horizontal e paralela aos corpos vertebrais (BISHOP, 1992).

1.5.4 Vascularizacao e inervacao

No individuo adulto, o disco intervertebral sadio apresenta poucos vasos
sanguineos, geralmente pequenos ramos das artérias espinhais anteriores e
posteriores que circundam o anulo fibroso. A difusdo é o mecanismo pelo qual os
discos sao nutridos, principalmente pelos vasos presentes nos corpos vertebrais
gue formam plexos artério-venosos adjacentes, porém, ndo penetrantes, as placas
terminais (MELROSE et al., 2007). A inervacéo discal acompanha a disposi¢céo dos
vasos sanguineos. Presente na periferia do anulo fibroso, o nervo sino-vertebral,
ramo da raiz dorsal, penetra o canal vertebral através do forame intervertebral
dividindo-se em feixes ascendente e descendente. Estes emitem fibras aferentes
sensitivas e proprioceptivas. O ligamento longitudinal posterior, intimamente
relacionado ao disco intervertebral, € ricamente inervado por fibras nociceptivas

provenientes de ramos ascendentes do nervo sino-vertebral (RAOUL et al., 2003).

1.6 Morfofisiologia do disco intervertebral

A estrutura anatébmica da coluna vertebral permite estabilidade suficiente
para, ao fornecer um pilar de sustentacéo para o corpo humano, garantir protecédo
as estruturas neurais e mobilidade. A distribuicdo de forcas através de suas regifes

e elementos que as compdem também é peculiar. A centralizacdo da cabeca sobre
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a bacia e, consequentemente, determinando uma linha de prumo até 2 cm anterior
ao promontorio sacral, o centro de gravidade, estabelece uma coluna vertebral
equilibrada no plano sagital. Este equilibrio € dado pela harmonia entre as
curvaturas em cifose e lordose. No plano coronal, a coluna vertebral é reta, porém,
desvios de até 2 cm da linha centro-sacral (LCS) sdo considerados normais
(KURRA et al., 2018).

A principal for¢a que incide sobre a coluna vertebral é a carga axial (peso).
Somam-se forcas de rotacdo axial, lateral e sagital e de translagbes antero-
posteriores, axiais e laterais. Esta resisténcia aos movimentos e cargas é
proporcionada pela UFV através das importantes conexdes proporcionadas pelos
discos intervertebrais, capsulas, ligamentos e musculos (CISZKIEWICS e
MILEWSKI, 2016).

A aplicacdo de uma determinada forga a UFV, inicialmente, a posiciona em
uma zona neutra (Neutral Zone-NZ). Esta zona representa a dissipacao da energia
previamente a deformacao da coluna vertebral. A continuidade da incidéncia da
carga faz com que a UFV entre em uma faixa onde a deformacédo ocorre
denominada zona elastica (Elastic Zone-EZ). Este momento € regido pela lei de
Hooke: para pequenos deslocamentos, a deformacdo € proporcional a forca
aplicada (BENZEL et al., 2001). Esta é uma relacdo linear e, portanto, ha
recuperacao da forma quando cessada a tensédo. Cargas ou tensdes elevadas que
excedam este limite levam a zona plastica. Neste momento a Lei de Hooke néo
mais é aplicada e a deformacdo permanece mesmo apos o término do estresse
mecanico (BENZEL et al., 2001; KOWALSKI et al.,, 2015) (Figura 9). O
deslocamento realizado pela méxima carga aplicada ou ao limite do movimento &

chamado de arco de movimento (range of motion-ROM) (WHITE,1990).
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Carga

A Deformacao

Figura 9. Curva carga/deformacdo em tecidos bioldgicos. A regido do ponto A
ao B corresponde a zona neutra, entre B e C a zona elastica e entre os pontos C e
D a zona pléastica. Ao alcangar o ponto C a deformacao ocorre e persiste até o ponto
D. Apos a falha ocorre. (Modificado de Benzel, 2001).

O equilibrio da coluna vertebral ocorre em consequéncia de um sistema
mecanico composto por estruturas mauasculo-ligamentares, articulares e
neuromiofasciais que envolve, além da prépria coluna, a pelve e os membros
inferiores (LEGAYE,1998). E considerado um sistema espino-pélvico equilibrado
guando ha harmonia do segmento corporal em posicdo ao cranial ao eixo
bicoxofemoral (linha que une os dois centros de rotagcéo das cabecas femorais) de
forma a proporcionar gasto energético minimo para que, em posi¢ao ortostética, a

linha de gravidade esteja situada em uma posi¢cado de menor torque (GEIGER et al.,

2007) (Figura 10).
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Figura 10. Equilibrio espino-pélvico. Péndulo inverso em equilibrio (A).
Deslocamento anterior do centro de massa corporal (B e C). (Modificado de Clinica
Ortopédica da SBOT: Doencas Degenerativas da Coluna, 2010).

O equilibrio espino-pélvico funciona como um péndulo inverso onde a bacia
€ base deste sistema (LORAM et al., 2002). Uma coluna vertebral equilibrada
corresponde a adequada adaptacdo as modificac6es do centro de massa corporal
dentro de limites anatémicos definidos pelos parametros pélvicos como a incidéncia
pélvica (diametro antero-posterior da bacia), o tilt pélvico (versao da bacia) e o slope

sacral (inclinacdo do osso sacro (DUVAL-BEAUPERE et al., 1992). A perfeita

harmonia entre estas forgas permite a sustentagéo e o equilibrio do corpo.
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1.7 Doenga degenerativa discal

Os discos intervertebrais conectam as vértebras entre si proporcionando ao
mesmo tempo integridade estrutural e flexibilidade. Desde que assumimos a
posicdo bipede, gracas a formacdo das curvaturas lordoticas compensatérias
observadas no plano sagital, os discos intervertebrais recebem cargas ciclicas
diarias (LOTZ e CHIN, 2000). Esse fator, associado a exposi¢fes ambientais tais
como o sobrepeso, tabagismo, vibragdes veiculares e industriais acelera o
processo de degeneracdo discal (ELFERING et al., 2002). Somam-se ainda
guestdes hereditarias possivelmente envolvidas. As alteracdes degenerativas do
disco intervertebral sdo observadas ja a partir do final da primeira década de vida.
Sua origem é atribuida a diminuicdo da irrigacdo sanguinea que se inicia em torno
dos trés meses de vida proporcionando menor aporte de nutrientes para uma
estrutura praticamente avascular. Sao observadas precocemente fendas, rupturas,
presenca de material granular, morte celular, diminuicdo de glicosaminoglicanos,
afilamento das placas terminais, alteracdo na densidade celular, microfraturas e
esclerose no osso subcondral (ADAMS, 1986). As placas terminais sao as primeiras
estruturas acometidas seguidas do nucleo pulposo e por fim, o anulo fibroso.
ModificacGes ao nivel molecular também sdo observadas: aumento da producéo
de citocinas, ativacdo de metaloproteinases, producéo e alteracdo de densidades
de diferentes moléculas como colageno tipo I, VI, X, fibronectina e amiloide
(BOOS, 2002).

O paciente que evolui clinicamente com degeneracdo discal sintomatica
apresenta quadro de dor na regido lombar de forma continua ou em exacerbacoes.

Pode ocorrer irradiacdo para as articulagdes sacroiliacas, gluteos e face posterior
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das coxas. Caracteristicamente a dor de origem discogénica piora a sedestacao e
a flexdo anterior do tronco (PNEUMATICOS, 2006). Na presenca de processo
inflamatorio ou compressdo por contedado herniario, radiculopatia pode estar
associada apresentando-se desde dor até prejuizo a forca muscular (RIGHESSO

et al., 2007).

1.8 Tratamento da doenca degenerativa discal

O estabelecimento da doenca degenerativa discal requer tratamento
apropriado. Medidas conservadoras incluem tratamento fisico e medicamentoso. O
trabalho dos estabilizadores dinamicos, ou seja, a agdo muscular, objetiva prover o
equilibrio do sistema espino-pélvico e, consequentemente, retarda a progressao da
doenca. Quatro grupamentos musculares sdo importantes: musculos lombares
(superficiais e profundos), musculos da parede abdominal e musculos anteriores e
posteriores da coxa (FRANCA et al., 2008). Quando atuam de forma equilibrada e
harmoniosa, permitem movimentos compensatorios atraves da versao pélvica e da
variacdo angular da lordose lombar. O tratamento medicamentoso é, sobretudo,
indicado nas crises algicas e é composto de anti-inflamatoérios, relaxantes
musculares e analgésicos (ATLAS et al., 2001).

Quando indicado, o tratamento cirargico varia desde a discectomia simples
a artrodese (intersomatica/postero-lateral) do segmento, este considerado o
padrdo-ouro. Neste caso, é realizada ressec¢cdo completa do disco intervertebral
com substituicdo por suporte estrutural intersomatico com enxerto autélogo
(eventualmente, homdlogo) e instrumentacdo metalica com parafusos pediculares

com vistas a estabilidade do segmento. Além disso, permite um ambiente propicio
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a consolidacdo (FRITZEL, 2002) (Figura 11). Todavia, a fuséo local proporciona a
transferéncia de carga para o nivel adjacente superior e/ou inferior dessa forma,
acelerando a degeneracéo do disco ainda viavel. Esta complicacdo € denominada
Doenca do Nivel Adjacente (DNA) ou transicdo e pode ser observada apds o

procedimento priméario de fusdo (SAVEDRA-POZO, 2014).

Figura 11. Radiografia da coluna vertebral lombar instrumentada. Radiografia
da coluna lombar em antero-posterior (A) e perfil (B). Observa-se instrumentacéo
pedicular e artrodese inter-somatica entre L4-L5. (Arquivo pessoal).

Com a evolucéo das técnicas de cirurgia da coluna vertebral, cada vez mais

tem se objetivado melhorar o quadro algico, estabilizar o nivel acometido e manter
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em seguranca oS elementos neurais a0 mesmo tempo evitando este tipo de
complicagéo. Sendo assim, as artroplastias discais e os estabilizadores dinamicos
tém como finalidade mimetizar a funcdo mecanica de um disco intervertebral
saudavel, manter o grau de mobilidade local sem comprometer a estabilidade e
evitar a transferéncia de trabalho para niveis sub e suprajacentes (ZIGLER, 2007).
Entretanto, a utilizacdo de novos materiais eleva os custos entre 50%-70% (em
torno de $971-$1,665 por paciente) em relacdo as discectomias simples, nos
Estados Unidos da América (SHERMAN et al., 2010).

A artroplastia discal € uma opcédo de tratamento cirlrgico com indicacdes
precisas e que quando presentes trazem o potencial beneficio de evitar a doenca
do nivel adjacente observada em 92% dos pacientes submetidos a fusdo em um
seguimento de 5 anos (GOFFIN, 2004). A técnica foi desenvolvida com o objetivo
de preservar o movimento do segmento, ndo apresentar as limitagcdes impostas
proporcionadas pelas fusbes intervertebrais e permitir ao paciente o retorno
precoce as suas atividades diarias. Além disso, através da remoc¢ao completa do
disco intervertebral degenerado, restaura a altura do espaco intersomatico
contribuindo para a correcao do alinhamento da coluna cervical. A inexisténcia de
complicacbes com o uso de aloenxerto como morbidade no sitio de doacéo e a
rejeicdo quando utilizada enxertia homologa, além de pseudoartrose, também séo
vantagens atribuidas a artroplastia discal (SILBER, 2003).

Com o avanco da bioengenharia e das técnicas de obtencéo e preservacao
tecidual, interesses na transplantacéo de disco intervertebral tém sido observados.
Da mesma forma que os novos dispositivos, tém como finalidade a substituicdo do
disco degenerado por outro saudavel sem comprometer a estabilidade local e a

funcao protetora neural. Além disso, ha potencial redugao dos custos do tratamento
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por ndo exigir o uso implantes. O transplante de disco intervertebral atuaria como
uma artroplastia biolégica apresentando as mesmas indicacdes e técnica cirargica
das tradicionais cujo objetivo é a manutencdo da mecénica local. Baseado nesta
nova proposta, diversos estudos tém objetivado definir um protocolo de
preservacdo do disco intervertebral sem que haja prejuizo a suas propriedades
biomecanicas e a atividade celular, importantes para a anatomo-fisiologia local
(LAM et al., 2011). Embora promissora, esta nova proposta encontra empecilhos
tais como a viabilidade conferida pelos métodos de preservacdo e questdes como
osteointegracdo e fixacdo por pressdo no sitio receptor e manutencdo de
propriedades no periodo pés-transplantacdo. A tentativa de preservacdo com o
congelamento simples permitiu observar o dano provocado as células do tecido.
Entretanto, o emprego de agente crioprotetor como o dimetil sulfoxido (DMSO)
associado ao congelamento de forma gradual mostrou-se capaz de manter
propriedades teciduais locais (TOMFORD, 1986). E o método padrdo de
preservacdo e que confere menor imunogenicidade (LANGER et al., 1975).
Utilizando solucao criopreservante com dimetil sulféxido e congelamento gradual
até -80°C, Katsuura e colaboradores (1994) ndo encontraram alteracdes da
histologia discal até 4 semanas observando, ap0s esse periodo, reducdo da
atividade metabdlica discal para 44% e diminuicdo moderada no numero de células,
sendo menos afetadas aqueles presentes no anulo fibroso (KATSUURA et
al.,1994). Lam e colaboradores, em 2011, realizaram estudo o qual compararam a
criopreservacao de discos intervertebrais obtidos de porcos em meio especifico
com concentracfes diferentes e discos a fresco quanto seus modulos de
elasticidade e viscosidade (LAM et al., 2011). Foi observado que em concentracées

otimas do meio, a manutencdo de propriedades biomecéanicas € preservada.
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Portanto, a transplantacdo de um disco intervertebral preservado, como
modalidade terapéutica, € uma possibilidade futura. Os mesmos autores, buscaram
observar o desfecho (reprodutibilidade e seguranca) de transplantagéo de discos
intervertebrais em humanos. Cinco pacientes com doencga discal cervical foram
submetidos ao procedimento. Unido das placas terminais foi observada apos 3
meses da cirurgia. Hidratagcdo discal ocorreu 5 anos ap6s. Um disco restringiu 0s
movimentos. Nao houve deterioracdo neurolégica (RUAN et al., 2007). Chan e
colaboradores (2010), observaram as alteracdes celulares e metabdlicas de discos
intervertebrais preservados a determinada temperatura e com agente
criopreservante especifico (CHAN et al., 2010). Os autores observaram que as
caracteristicas metabdlicas e estruturais celulares foram mantidas quando
congelados de -0.3° a -0.5°C/min em meio de DMSO a 10% e 10% propileno-glicol.

Face ao exposto até aqui, diversos questionamentos naturalmente surgem
no ambito da elaboracdo de estratégias que tornem possivel a captacéo do disco
intervertebral, uma estrutura com caracteristica morfologica simples, entretanto,
com alta complexidade funcional. Com esse intuito, trabalhamos para propor uma
logistica de captacédo e de criopreservacao do disco intervertebral humano para

curadoria em banco de tecidos musculoesquelético.
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2. Justificativa

As doencas degenerativas vertebrais das regibes cervical e lombar
sintomaticas tém aumentado sua frequéncia devida, em parte, ao envelhecimento
populacional e a exposi¢cdo ambiental a fatores de risco. O tratamento cirurgico de
artrodese constitui 0 método padrdo-ouro nos casos refratarios as medidas
conservadoras. Entretanto, apresenta como principal desvantagem o
desenvolvimento ou aceleracdo da degeneracéo discal no nivel adjacente, também
conhecida como sindrome juncional ou de transi¢cdo. Neste sentido, inUmeras
técnicas tém sido desenvolvidas a fim de evitar o desenvolvimento desta sindrome,
tais como, os estabilizadores dinamicos e artroplastias. Estes procedimentos visam
preservar e controlar a transmissao de carga aos disco supra- e subjacentes. Com
0 avanco nas técnicas de captacao e preservacao de material musculoesquelético
para transplante a partir de doadores cadaveres, surge uma nova perspectiva de
tratamento a qual busca mimetizar a biomecéanica local. O Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO/MS), através da Area de
Transplante Multitecidos (ATMIT) é o principal banco fornecedor de tecido musculo-
esquelético para transplantacdo no Brasil. Além de auxiliar como érgao regulatorio,
apresenta infra-estrutura necesséria para o desenvolvimento de pesquisa e
geracado de protocolos, ambos amparados pela Resolug¢do da Diretoria Colegiada

(RDC) n° 220 de 27/12/2016 (ANEXO A).
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3. Objetivos

1. Objetivo Geral

Construir os parametros logisticos e técnicos para a captacdo e

criopreservacao do disco intervertebral humano.

2. Objetivos Especificos

1. Elaborar um programa operacional padrao, logistico, desde o processo de

captacdo do bloco de coluna lombar até o processamento do disco

intervertebral;

2. Estabelecer o tempo maximo de efetividade da preservacdo em meio

crioprotetor.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Selecao do Doador Cadaver

Conforme orientacdo do Sistema Nacional de Transplantes (SNT), todo
doador de tecido musculoesquelético é selecionado de acordo com a Portaria n°
2600 de 21 de outubro de 2009 do Ministério da Saude (ANEXO B). Este processo
€ realizado pelos responsaveis-técnicos do Banco Multitecidos do Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad-INTO/MS através de um questionario
de triagem epidemiolégica considerando avaliagdo laboratorial, suspeita ou
confirmacédo de determinadas patologias e questdes sociais (exclusao de atividade
sexual e/ou social de risco e uso de droga endovenosa), assim como O
consentimento familiar para doacgéo do tecido.

Sao critérios de inclusdo para o estudo espécimes obtidos de doadores
cadaveres (DC) de ambos os sexos com idade entre 18-55 anos que preencham
0s requisitos de acordo com a referida Portaria e cujo processo de captacéo e
processamento esteja em conformidade ao protocolo técnico proposto. Foram
utilizados para o estudo apenas tecidos provenientes de captacdes no estado do
Rio de Janeiro devido ao tempo de transporte e manutencdo de condicdes
adequadas até a realizacdo do processamento no Banco Multitecidos (BMT) do
INTO/MS. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em
nossa instituicdo. (ANEXO C). Aplicados os critérios de exclusao e inclusdo, foram

selecionados 6 doadores cadaveres para o estudo.
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4.2 Equipe de Captagao

Formada por um médico captador especialista em cirurgia ortopédica e dois
técnicos em enfermagem, ambos os membros da ATMIT e cinco médicos
residentes do INTO/MS atuantes como cirurgides auxiliares. A captacao de tecido
musculoesquelético é realizada apds a retirada de érgdos como figado, rim,

coracao e cornea por equipes especificas.
4.3 Fluxograma do protocolo de captagdo e processamento

Os processos de selecdo do doador, captacdo, processamento dos

espécimes estdo demonstrados no fluxograma a seguir, (Figura 12).

Caso
Doador cadaver
v
Elegivel ?
<O &

Processamento
separagao
disco/corpo

=3

Transporte a
4c®

J /

Refrigerado .

Temp.max. Disco 1 \
sh Congelamento

gradual -80°c
Descongelamento 7

dias/secges Disco 2

Congelamento Anatomia

gradual -80°c Patologica-
Anatomia Descongelamento laminas

Patol6gica-laminas 15dlas/secgBes

Anatomia Disco a fresco
patolégica- (formol 10%)

ldminas [seccBes

Figura 12. Logistica do protocolo de captacéo, transporte e processamento
do bloco de coluna.
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4.4 Técnica de captacéo

O desenvolvimento e proposicao do procedimento de resseccao em bloco
da coluna lombar teve como base conhecimento da anatomia local e de técnicas
em cirurgia da coluna vertebral sendo realizado em espécimes cadaveéricos
preservados em formaldeido. Procede-se inciséo xifopubiana e acesso a cavidade
abdominal, com disseccéo e protecao das estruturas viscerais com compressas até
0 retroperitdneo o qual € seccionado longitudinalmente (Figura 13). Identifica-se o
musculo psoas maior bilateralmente o qual é desinserido da coluna vertebral com
bisturi frio (Figura 14). A seguir, séo identificados o plexo lombar (Figura 15) e, por
conseguinte, os processos transversos da vértebra L2 a L5 os quais serédo
separados atraves de osteotomia bilateral no seu encontro com o pediculo e corpo
vertebral. Esta etapa € realizada com motor elétrico e serra tipo sagital em sua
juncdo aos corpos vertebrais correspondentes e finalizada com auxilio de
oste6tomos curvos (Figura 16). Realiza-se, apés discectomia nos niveis L1-L2 e
L5-S1 para remocdo em bloco com bisturi frio e, caso necessario, complementado

com curetagem do espaco intervertebral (Figura 17).
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Figura 13. Acesso a cavidade abdominal. Exposi¢cédo da cavidade abdominal e
identificacdo das visceras abdominais (A). Acesso ao retroperitdnio e observacao
da coluna vertebral e parede abdominal posterior (B). (Arquivo pessoal).
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Figura 14. Desinsercdo do musculo psoas maior em ambos os lados. (Arquivo
pessoal).
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Figura 15. Plexo lombar. Disseccdo do plexo lombar bilateralmente apdés
desinser¢cdo do musculo psoas maior (A). Em detalhe o plexo dissecado (B).
(Arquivo pessoal).
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Figura 16. Identificacdo do ponto da osteotomia. Dissecado o plexo lombar (A),
identificamos 0s processos transversos e 0s pontos-chave para a osteotomias (B),
(Arquivo pessoal).
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Figura 17. Locais de discectomia. No nivel L1-L2 (A), no nivel L4-L5 (B). Apés
esta etapa o bloco encontra-se movel e podera ser removido. (Arquivo pessoal).

4.5 Material necessario para resseccao do bloco de coluna lombar

Os materiais necessarios sdo: Caixa basica de instrumental cirdrgico

contendo afastadores auto-estaticos, bisturi nimero 23, martelo metalico,

ostedtomos retos e curvos de 10mm, goiva, motor a bateria com serra sagital.
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4.6 Embalagem do tecido captado

No cenario da captacdo, o espécime obtido € imerso em soro fisiolégico a

0,9 % e armazenado em tripla embalagem com dupla selagem estéril.

4.7 Transporte do tecido

Imediatamente apoOs término da embalagem, o bloco de coluna lombar
(vértebras e discos intervertebrais) € mantido em temperatura média de 4°C em
contéiner térmico controlado por termostato e transportado para o Banco
Multitecidos do INTO/MS onde permanece refrigerado (4°C) até o inicio do

processamento.

4.8 Processamento do tecido

O processamento do tecido foi realizado em sala com classificacdo — 1ISO 5
(ANEXO D) no BMT em tempo médio de 8 horas apos captacdo. Nesta etapa, a
equipe é formada pelo médico captador e responsavel pela pesquisa com auxilio
de um técnico de enfermagem, ambos devidamente paramentados com vestimenta

de area limpa, mascara, touca, capote e luvas estéreis.

4.9 Material especifico

Caixa de processamento osteocondral (oste6tomo de 10mm, martelo

metélico pesado). Caixa basica de processamento. A solucdo do meio de
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preservacdo € composta por 30% de Iscove’s® (Thermo Fischer Brasil) (ANEXO
E), 60% de soro fetal bovino e 10% dimetilsulfoxido e mantida a temperatura de
4°C na geladeira de insumos. Frasco coletor plastico (6-8 unidades). Formaldeido

a 10%.

4.10 Pecas Geradas

S&o obtidos 3 discos intervertebrais (L2-L3, L3-L4 e L4-L5) por doador
cadaver a partir da separacao dos corpos vertebrais com auxilio de osteétomos e
serra. Em seguida, sdo armazenados em recipientes plasticos com meio especifico
de preservacdo e entdo, submetidos a congelamento gradual até -80°C (Figura
18). O congelamento das amostras seguiu 0 mesmo padréo, onde 0s espécimes
foram alocados em recipiente de poliestireno (isopor) envolvidos em papel filtro
(Wypall ®) pelo periodo de 2 horas a uma temperatura de -80°C, apos o qual é
removido. Hum (1) disco foi armazenado em recipiente plastico embebido em

formol @ 10% e nomeado a “fresco” o qual nao foi criopreservado (controle/d0).
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Figura 18. Disco intervertebral embalado e conservado em solugéo
criopreservante. (Arquivo pessoal).
411 Preparacdo do tecido processado para confeccdo dos cortes

histolégicos

O disco a fresco (controle) foi seccionado com bisturi frio em duas partes
iguais (Figura 19), armazenados em recipientes plasticos distintos contento formol
a 10% devidamente identificados e encaminhados para o laboratério de anatomia
patolégica para o preparo das laminas histoldgicas. Foram realizadas seccoes
transversais e longitudinais de cada metade dos discos intervertebrais e
confeccionadas laminas coradas com a técnica da hematoxilina-eosina. Os discos
em meio especifico foram submetidos a descongelamento rapido em banho-maria
nos intervalos de 7 (d7) e 14 (d14) dias ap0s a criopreservacao. Novamente, cada
disco foi seccionado com bisturi frio em metades e cada hemi-disco, em suas
respectivas secc¢Oes longitudinais e transversais. As pecas geradas foram
encaminhadas ao laboratério de anatomia patoldgica para 0 mesmo processo de

obtencao das laminas.
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Figura 19. Disco intervertebral seccionado onde podemos identificar as
placas terminais superior e inferior, anulo fibroso e ntcleo pulposo. Anulo
fibroso (A), placa terminal (B) e nucleo pulposo (C). Visualizagdo da secc¢éo
longitudinal do hemi-disco (Arquivo pessoal).
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Figura 20. Fotografia do frasco de acondicionamento da amostra antes da
criopreservacdo. Vista superior (A), Vista lateral (B). Observamos os discos
secionados em orientagdo longitudinal (Esquerda) e transversal (Direita) (Arquivo

pessoal).
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4.12. Preparo da amostra para estudo da histologia

4.12.1 Fixacao e Parafinizacao

Para cada andlise foram obtidas 3 amostras: 2 pos-criopreservagao e
descongelamento no 7° (d7) e 14° (d14) dia e 1 preservada apenas em formol a
10% (controle/d0). Ap6s o periodo de incubagdo as amostras foram clivadas em
colocadas em cassetes imersos em formol 10% por 24 horas para fixacdo. Cada
amostra passou pelo processo de desidratacao seriada com quatro banhos de 40
minutos em cubas contendo alcool absoluto seguidos de 3 banhos, também de 40
minutos, em cubas com xileno P.A.. Para a desidratacdo, as amostras foram
envolvidas cuidadosamente em gaze e colocadas em um cassete histolégico
tradicional, onde passaram por 2 banhos de 60 minutos, cada, em parafina liquida
a 65°C para que o excesso de xilol fosse removido. As amostras foram
posicionadas em um molde metalico e parafinizadas até a solidificacdo. Apos esta
etapa, o bloco é removido do molde e entéo, posicionado sobre superficie fria. O
bloco de parafina foi cortado em micrétomo, em fitas de espessura de 4 um e,
subsequentemente, sobrepostos em lamina histoldgica dispostas em molas ou

bercos.

4.12.2. Desparafinizacdo e hidratacao

As laminas foram colocadas em estufa pré-aquecida em temperatura de
65°C por 30 a 40 minutos para que a parafina se liquefizesse e permitisse sua
remocao com maior facilidade. Apds o aquecimento, as laminas passaram por 2

cubas contendo xileno P.A.. Em cada cuba, as laminas foram mergulhadas 10

55



vezes. Em sequéncia, 10 banhos em cada cuba 4 alcoois. As laminas foram, entéo,
transferidas para outro recipiente contendo agua em fluxo continuo e deixadas por

5 minutos.

4.12.3 Coloragéao das laminas com Hematoxilina-eosina

Apés a desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes passaram pela bateria de
coloracdo em Hematoxilina 1%: cada lamina foi exposta ao corante por 5 minutos.
Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 5 minutos, diferenciadas em
alcool acido a 5% e, novamente, expostas a agua corrente por 5 minutos até que
fosse retirado 0 excesso. A etapa de desidratacao é realizada a partir de 1 mergulho
em alcool a 70%, exposi¢ao por 1 minuto a eosina a 1% e apos, banhos de 4 alcoois
e 3 xilois. Por fim, foram montadas em laminulas de vidro e balsamo do Canada

(Merck®).

4.13 Método de avaliacdo dos cortes histolégicos

As laminas foram analisadas ao microscoépio 6ptico Nikon® Eclipse TS 100
em aumento de 4x e fotografadas com camera Nikon® DS-Filc para registro dos
resultados utilizando o programa NIS-Elements F versédo 4.60.00 (Nikon®). Dessa
forma, buscamos identificar possiveis diferencas entre os discos intervertebrais a
fresco (controle) e aos submetidos aos processos de criopreservacdo e
descongelamento apés d7 e d14. As imagens obtidas dos cortes histolégicos dos
discos intervertebrais foram classificadas por dois patologistas experientes em

microscopia 0s quais, no momento da analise, desconheciam o grupo (controle ou
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ultracongelado por 7 ou 14 dias) o qual pertencia a amostra do tecido. As regides
do disco intervertebral estudadas na analise histolégica foram o anel fibroso e o
nucleo pulposo quanto seus aspectos morfo-estruturais e celularidade. Em relacao
a possivel alteracdo da morfologia e estrutura decorrente do ultracongelamento ou
do controle (preservado em formaldeido) foi determinado, através de analise
gualitativa e descritiva, um grau em escala de 0 a 10 pontos.

Propomos uma escala de pontuacao para a presenca de alteracdes morfo-
estruturais de acordo com a Tabela 1. A Tabela 2 informa os achados a
microscopia 0s quais permitem pontuar estas modificacdes. Quanto a preservacao
das células no nucleo pulposo e anulo fibroso foi avaliada a presenca de
vacuolizacdo em mais de 50% e menos que 50% (raras ou ausentes) no campo

histologico.
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Tabela 1. Pontuacédo atribuida de acordo com a presenca ou auséncia de
alteracdes morfo-estruturais a analise histolégica dos discos intervertebrais.

Alteracdo morfo-estrutural Pontos
Muito alterada 0-3
Alterada 4-7
Nao alterada 8-10

Tabela 2. Achados a analise microscopica dos discos intervertebrais que
definem a presenca ou auséncia de alteragcdes histoldgicas.

Muito alterado Alterado N&o alterado
Matriz desorganizada Matrlz_ parcialmente Matriz organizada
organizada

Vacuolos de agua
presentes (> 50%)

Raros vacuolos (< 50%)

Auséncia de vacuolos
(< 50%)
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5. Resultados

5.1 Dados epidemiolégicos

Foram selecionados 6 (seis) doadores cadaveres que preenchiam os
critérios determinados para o estudo e encontravam-se aptos de acordo com as
normas estabelecidas pelo Sistema Nacional de transplantes. Em relagéo ao sexo,
foram 4 doadores do sexo masculino e 2 do sexo feminino. A faixa etéria variou de
42 a 55 anos com idade média de 48 anos. Todos os 6bitos ocorreram a partir da
abertura de protocolo de morte encefalica (ME). Acidente Vascular Cerebral
hemorragico (AVC) constituiu causa mortis em 3 doadores enquanto AVC
isquémico, encefalopatia andxica e lesdo por projétil de arma de fogo (PAF)
corresponderam as causas em cada um dos outros 3. Os processos de captacdo
ocorreram em hospitais publicos municipais (HM), estaduais (HE), federais (HF) e

privado (P) no estado do Rio de Janeiro (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil epidemiolégico dos doadores cadaveres.

Dl sexo Idade Calsa Hospital Protocolo

cadaver mortis P ME/PCR

DC 700 F 55 _AVE HE ME
isquémico

DC704 M 54 PAF HE ME

DC709 M 42 AVE HE ME
hemorragico

DC714 M a6 | Encefalopatia |, ME

anoxica

DC741 M 52 AVI,E . HM ME
hemorragico

DC748 F 44 AVE HP ME
hemorragico

M (Masculino), F (Feminino), AVE (Acidente Vascular Encefélico), HE (Hospital Estadual),
HM (Hospital Municipal), HF (Hospital Federal), HP (Hospital Privado), ME (Morte
Encefalica).
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5.2 Execucdo da técnica cirargica proposta no doador cadaver

A técnica cirargica para a remocao do bloco de coluna lombar desenvolvida
em espécimes cadavéricos foi reproduzida nos 6 doadores selecionados e
realizados pelo médico captador. Em cada doador cadaver foi ressecado um bloco
de coluna lombar contendo os discos intervertebrais L2-L3, L3-L4 e L4-L5. As
obtencdes de tecido doado ocorreram em sala cirargica com temperatura ambiente
entre 22°-23°C e umidade relativa do ar entre 55 e 60% (NBR n°7256/82). Foi
realizada assepsia e antissepsia de todos os doadores cadaveres e da equipe
cirdrgica, além da colocacdo de campos estéreis. Foi utilizada incisdo xifopubiana
prévia para resseccdo de visceras abdominais (Figura 21). A exposicdo da
cavidade abdominal permite identificacdo dos 6rgdos viscerais 0s quais sao
deslocados lateralmente e protegidos com compressas cirargicas até visualizac&o
da regido retroperitoneal (Figura 22). Neste momento, o musculo psoas maior
torna-se visivel em posicdo paravertebral e bilateral onde € cuidadosamente
desinserido da coluna vertebral (Figuras 23 e 24) até identificacdo das raizes do
plexo neural lombar (Figura 25). Esta etapa facilita a visualizagéo e palpagcao dos
processos transversos das vértebras L2 a L5 os quais foram os pontos-chave para
o local das osteotomias e inicio da separacéao entre o corpo vertebral e o arco 6sseo
posterior (Figura 26). A osteotomia bilateral foi realizada no ponto de juncéo do
pediculo vertebral, processo transverso e corpo da vértebra com motor elétrico e
serra tipo sagital e finalizada com auxilio de osteétomos curvos. Apés a dissociacao
dos corpos verterbrais com os arcos neurais, procedemos com as discectomias nos
niveis L1-L2 e L5-S1 para remocéo em bloco (Figura 27). A partir deste momento,
0 bloco de coluna lombar foi facilmente mobilizado (Figura 28). Removido, o
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espécime foi imediatamente manipulado pelo auxiliar técnico de enfermagem de
forma asséptica e entdo, procede ao armazenamento. A técnica de captacédo do
bloco de coluna lombar foi incluida na Rotina de Captacéo de Tecidos de Doador

Cadaver do Banco Multitecidos do INTO (ANEXO F).

Figura 21. Incisdo prévia a cavidade abdominal utilizada para o acesso.
(Arquivo pessoal).
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Figura 22. Cavidade abdominal exposta. Exposicédo da cavidade abdominal (A),
e afastamento e protecdo das visceras com compressas para auxiliar na exposicao
do retroperitdneo (B). (Arquivo pessoal).
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Figura 23. Identificada a coluna lombar e o musculo psoas maior. (Arquivo
pessoal).
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Figura 24. Masculo psoas maior é dissecado e sdo removidas suas insercdes
na colunalombar até a visualizag&o do plexo lombar. (Arquivo pessoal).

N t : g . s ‘&" 2 y
Figura 25. Anatomia do plexo neural. Representagcdo esquematica anatémica do

plexo lombar (A), plexo neural lombar dissecado ap6s descolamento do musculo
psoas maior da coluna lombar (B). [Modificado de Sobotta (A) Arquivo pessoal (B)].
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Figura 26. Ostetomia do processo transverso e pediculo com motor elétrico e
serra sagital na base dos processos transversos na confluéncia do pediculo
e o0 corpo vertebral. (Arquivo pessoal).
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Figura 27. Discectomia. Discectomia no nivel L5-S1 com bisturi frio (A) e espaco
intersomatico apés curetagem (B). (Arquivo pessoal).
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Figura 28. Bloco da coluna vertebral livre. Neste momento, o espécime torna-se
movel e facilmente manipulado até sua remocdo completa (A) e aspecto final pés
remocao do bloco. (Arquivo pessoal).
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Figura 29. Coluna vertebral ressecada. Vista anterior (A) e posterior (B) do bloco
de coluna removido de doador cadaver. (Arquivo pessoal).
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5.3 Anélise das laminas do disco intervertebral

Foram captados 6 blocos de coluna lombar (1 por doador cadaver) contendo
3 discos intervertebrais em cada um (L2-L3, L3-L4 e L4-L5) o que permitiu para o
estudo um total de 18 espécimes disponiveis. Os 3 discos intervertebrais de cada
doador foram distribuidos aleatoriamente quanto ao tempo e processo de
criopreservacédo (por 7 ou 14 dias) ou apenas preservado em formaldeido a 10%
(controle/d0). Dessa forma, obtivemos 6 amostras como controle (d0), 6 para
congelamento por 7 dias (7d) e 6 para congelamento por 14 dias (d14). Cada
espécime, por doador cadaver, classificado como dO, d7 ou d14 foi seccionado em
metades e foram realizados, em seguida, um corte transversal e um longitudinal
para cada hemi-disco. Este processo gerou 24 laminas referentes ao controle (d0),
24 para as amostras criopreservadas por 7 dias e 24 para as congeladas por 14
dias. Devido a ma qualidade, decorrente do preparo, de determinadas laminas para
a avaliacdo da matriz extracelular do anulo fibroso e do nucleo pulposo ou a
celularidade destas regifes, obtivemos para as analises finais: um total de 14
amostras histologicas disponiveis referentes ao dO, 16 referentes ao d7 e 16 ao d14
para a avaliacdo da morfologia e estrutura da matriz do anulo fibroso; 18 no d0, 20
no d7 e 16 no d14 para morfologia e estrutura da matriz do nacleo pulposo; 15 no
do, 16 no d7 e 15 no d14 para analise da celularidade do anulo fibroso e; 18 no do,
21 no d7 e 14 no d14 para avaliacdo da celularidade do nucleo pulposo.

Os discos intervertebrais foram avaliados quanto as alteragcdes histoldgicas,
possivelmente causadas pelo processo de congelamento, por 2 patologistas os
guais tiveram como base a classificacdo proposta neste estudo elaborada a partir

de escores estabelecidos para doenca degenerativa discal na literatura
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especializada (WEILER et al, 2011; RUTGES et al, 2013). Determinamos a
presenca de dano ou manutencdo de seu aspecto, independente de possivel
patologia discal prévia, quando os dois patologistas concordaram com a
classificacdo em inalterado, alterado, muito alterado na avaliacdo da morfologia e
estrutura da matriz e celularidade do anulo fibroso e nucleo pulposo. Ndo houve
discordancia de pontuacao entre os avaliadores na analise das laminas.

Em relacdo ao anulo fibroso no grupo controle, 13 (92,8%) amostras foram
classificadas como nao alteradas, 1 (7,1%) alterada e nenhuma muito alterada.
Apo6s 7 dias de congelamento, permaneceram nao alteradas 9 (56,25%), 7 (43,7%)
sofreram alteracdo, porém, nenhuma foi classificada como muito alterada. As
andlises dos espécimes descongelados no 14° dia evidenciaram 7 (43,7%) como

nao alteradas, 7 (43,7%) alteradas e 2 (12,5%) muito alteradas. (Grafico 1).
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Gréfico 1. Morfologia e estrutura da matriz do anulo fibroso

A analise do ndcleo pulposo apresentou, no grupo controle, ndo alteracdo
em 9 (50%) amostras, alteracdo em 8 (44,4%) e apenas 1 (5,5%) classificada

como muito alterada. A partir do sétimo dia de congelamento, 6 (30%) né&o
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apresentaram alteragdo, 12 (60%) tornaram-se alteradas e 2 (10%) foram
classificadas como muito alteradas. Quando descongelados a partir dos 14 dias, 3
amostras do disco intervertebral (18.75%) permaneceram inalteradas enquanto 8

(50%) apresentaram alteracdo e 5 (31,2%) sofreram muita alteracdo (Grafico 2).
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Grafico 2. Morfologia e estrutura da matriz do nacleo pulposo

A avaliacao da celularidade do anulo fibroso do grupo controle ndo encontrou
alteracbes em 14 (93,3%) amostras e apenas 1 (6,6%) apresentava alteracéo.
Nenhuma fora classificado como muito alterada. A avaliagdo apos sete dias de
congelamento evidenciou que 10 (62,5%) permaneciam inalteradas enquanto 6
(37,5%) foram classificadas com alteragdo. Novamente, nenhuma amostra
apresentava caracteristicas de muita alteracdo o que também néo foi observado
apos 14 dias de criopreservacdo. Neste momento, 5 (33,3%) encontravam-se

inalteradas e 10 (66,6%) alteradas (Grafico 3).
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Gréfico 3. Celularidade do anulo fibroso

Quando avaliada a celularidade do ndcleo pulposo no grupo controle, ndo
foram observadas alteracbes em 4 (22,2%) das amostras enquanto 11 (61.1%)
estavam alteradas e 3 (16.6%) muito alteradas. O numero de ndo alteradas apos
sete dias de congelamento correspondeu a 4 (19%) amostras. Foram observadas
15 (71.4%) alteradas e 2 (9.5%) muito alteradas. Os discos submetidos ao
descongelamento ap6s o 14° dia ndo apresentavam alteragdo em 3 (21.4%), 10

(71.4%) estavam alterados e 1 (7.1%) muito alterado (Grafico 4).
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Grafico 4. Celularidade do nucleo pulposo
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Figura 30. Histologia do anulo fibroso (A, B e C) e nucleo pulposo (A, B e C)
nos grupos controle (A), ap6s 7 e 14 dias (B e C) de congelamento: Alteracdes
foram observadas de acordo com maior tempo de criopreservacao.
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6. Discusséao

A doenca degenerativa da coluna vertebral é frequente na populacao
mundial e acomete, sobretudo, individuos acima dos 50 anos de idade. Com o
envelhecimento populacional, sua prevaléncia tendera a aumentar (TERAGUCHI
et al., 2014). A maioria dos pacientes sintomaticos respondem ao tratamento
conservador. Entretanto, aqueles que apresentam persisténcia dos sintomas, a
despeito das medidas conservadoras empregadas no tratamento inicial, tornam-se

candidatos a abordagem cirurgica (DI FERREIRA et al., 2008).

E reconhecido como padrdo-ouro para o tratamento da doenca discal a
artrodese (fuséo) do segmento vertebral (LEE, 2016). Ap6és a remoc¢ao do disco
intervertebral degenerado, o espaco interssomatico é preenchido com enxerto
0sseo, autdlogo ou homologo, inserido em suportes estruturais metalicos (cestas
em titanio) ou polimeros (poli-éter-cetona). Para o sucesso da fusdo e estabilizacao
do segmento, instrumentagdo vertebral com parafusos em titanio sdo posicionados
nos pediculos vertebrais e entdo, unidos através de hastes compostas do mesmo

material.

Embora a artrodese seja o procedimento de escolha nos casos de
tratamento operatdrio, sdo conhecidas suas alteracfes na biomecanica local
(OLVERA et al., 2015). As cargas impostas a coluna vertebral sédo distribuidas nas
unidades vertebrais funcionais, as quais sdo moveis, de forma harmoniosa. A fusao
intervertebral elimina determinado arco de movimento de um segmento vertebral.
Consequentemente, 0 estresse mecanico gerado naquele local é transferido para

as unidades funcionais vertebrais supra e subjacentes submetendo, aos mesmos,
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a possibilidade de desenvolvimento ou aceleragéo de alteracdes degenerativas que

caracterizam a DNA (SAAVEDRA-POZO, 2014).

O maior interesse na manutencdo das propriedades biomecanicas locais e
preservacdo da mobilidade do segmento tem proporcionado desenvolvimento de
novas técnicas e materiais com objetivo de evitar a DNA, também denominada
sindrome juncional ou de transi¢do. A estabilizacdo dinamica utiliza o conceito de
banda de tenséo através da acado de um espacador elastico posicionado entre os
parafusos inseridos nos pediculos vertebrais. Embora estudos de longo prazo
sejam necessarios para determinar a real eficacia desta técnica na prevencéao da
DNA, a utilizacao deste dispositivo tem demonstrado a recuperacéo da estabilidade
local e consequente diminuicdo da pressdo discal sem, entretanto, eliminar o

movimento da UFV (CHOU et al., 2011).

As artroplastias discais consistem na substituicdo completa do disco
degenerado por uma prétese movel a qual busca mimetizar o arco de movimento
local e, portanto, manter a funcdo do nivel intervertebral acometido e evitar a
sindrome juncional (SZPALSKI, 2002). Apresenta indicacdo restrita e tem uso mais
frequente na coluna cervical. Com o inicio de seu desenvolvimento no final da
década de 70, permanece em constante evolucdo no que tange obter o material
ideal capaz de proporcionar a manutencédo das propriedades locais e que possa

garantir a fixacao e integracao no sitio receptor (BAO et al, 1996).

Atualmente, observamos desenvolvimento de pesquisas que envolvem a
transplantacdo de disco intervertebral obtido de doador cadaver (LUK e RUAN,
2008). Esta opcéao de tratamento compartilha os mesmos objetivos e principios da

artroplastia discal: proporcionar uma biomecéanica préoxima a fisiologia local e
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impedir a ocorréncia da DNA. Apresenta como vantagem a diminuicdo de custos,
uma vez que, ndo ha necessidade da utilizacdo de implantes metélicos e a
obtencdo do tecido é realizada por processo de doacdo. Estudos em animais
utilizando o transplante de disco intervertebral observaram preservacdo da
estabilidade e movimento locais (OLSON et al., 1991). Luk e outros (2003)
realizaram transplante de disco intervertebral a fresco em 12 macacos e
analisaram, apos seguimento de 2 anos, modifica¢des histoldgicas e radiograficas.
Degeneracdo grave do tecido foi identificada aos 24 meses pos-transplantagdo
enquanto que diminuicdo de altura do disco homologo foi observada apés 2 meses
(LUK et al., 2003). O mesmo autor, ao utilizar espécimes também néo
criopreservados em 14 macacos, relatou osteointegracdo e consequente
estabilizacdo do sitio receptor apds 4 meses do procedimento. Entretanto,
diminuicao da altura discal e perda de hidratacdo do ndcleo pulposo e anulo fibroso
estiveram presentes. Em humanos com doenca degenerativa cervical tratados
através desta técnica, Ruan e outros (2007) identificaram, durante o seguimento, a
integracdo ao espaco intervertebral e aumento da altura do disco intervertebral

transplantado (RUAN et al., 2007).

Embora o transplante de disco intervertebral tenha surgido como
interessante alternativa a artroplastia artificial, a utilizacdo de espécimes ndo
criopreservados permite o surgimento de alteragcfes histolégicas, metabdlicas e
biomecanicas que podem comprometer, a longo prazo, seus resultados (LAM et al.,
2011). A criopreservacdo é definida como a manutencdo das propriedades
bioldgicas quando um tecido é submetido a temperaturas negativas interrompendo
seus processos biolégicos, reagBes quimicas e atividades nos meios intra e

extracelulares. Quando descongelados, ocorre o retorno de suas fungbes
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(CASTRO et al., 2011). Para esse efeito, a utilizacdo de agentes preservantes €
necessaria. Utilizamos o DMSO a 10% como crioprotetor na medida que, quando
associado ao congelamento lento, atua de forma a reduzir o estresse térmico na
transicdo do estado liquido para o solido além de proporcionar uma desidratacdo
gradual das células com intuito de evitar a formacgéo de cristais de gelo. Pesquisas
tém sido realizadas para determinar os efeitos da criopreservagéo em cartilagem
hialina. Foi identificado que o simples congelamento tem como consequéncia dano
aos condrdcitos o0 que ndo ocorreu quando o espécime foi submetido ao decréscimo
gradual da temperatura e imerso em agente criopreservante como o DMSO
(TOMFORD, 1984). Katsuura (1994) avaliou o dano morfolégico e biolégico em
discos intervertebrais criopreservados de cées. Identificou redugcdo em 44% na
atividade metabdlica celular em relacdo ao grupo controle e manutencdo das
caracteristicas histolégicas, principalmente no anulo fibroso, apos o periodo de 4
semanas de armazenamento (KATSUURA, 1994). A preservagdo em baixas
temperaturas pode acarretar deterioracdo irreversivel as propriedades
biomecéanicas do disco intervertebral tornando-o mais rigido. Tal fato nao foi

observado quando utilizada solugéo criopreservante (LAM, 2011).

O desenvolvimento desta nova tecnologia exige a existéncia de um centro
especializado com capacidade técnica e logistica para obtenc&o de 6rgaos a partir
de doadores cadaveres. No Brasil, o INTO promove, através da ATMIT, a pratica
de captacao a partir de doadores cadaveres no ambito do estado do Rio de Janeiro.
Como 6rgédo do Ministério da Saude, atua como auxiliar ao Sistema Nacional de
Transplantes na regulamentacao e desenvolvimento de normas e acgdes voltadas

para o binbmio doagdo-transplante no que tange ao aparelho musculoesquelético.
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A partir das fungdes do instituto e utilizando sua estrutura, propusemos o
desenvolvimento da técnica cirtrgica de captacéo do bloco de coluna lombar com
o0 objetivo de obter material tanto para reconstru¢des 0sseas quanto para contribuir
com o desenvolvimento do protocolo de preservacéo do disco intervertebral e,
consequentemente, avaliar sua possivel utilizacdo como futuro substituto biolégico.
Embora tecnicamente demandante, a ressec¢do do bloco de coluna lombar é
factivel e foi reproduzida em todos os doadores cadaveres incluidos no estudo. Os
procedimentos foram realizados por médico ortopedista com conhecimento em
cirurgia da coluna vertebral e de acordo os protocolos propostos de captacédo deste

tecido.

A captacdo prévia do figado e dos rins permite uma exposicdo ampla da
cavidade abdominal e do retroperitdneo na medida que o afastamento das alcas
intestinais torna mais facil a visualizacdo desta regido. Quando essa abordagem
nao é realizada, o acesso a coluna vertebral pode se tornar desafiador tornando
possivel a leséo intestinal inadvertida e consequente contaminacao da cavidade.
Neste caso, todo o material devera ser descartado. Apds a remogao do espécime,

a reconstrucao do cadaver finaliza o processo de captacao.

A partir de cada doador, foram obtidos 3 discos intervertebrais e 4 corpos
vertebrais. Um dos beneficios da obtencdo do bloco de coluna € obtermos
excelente material 6sseo utilizado nas reconstrucdes ortopédicas. Cada corpo
vertebral gera entre 30g a 40g de osso cortico-esponjoso, sendo o material de
eleicdo e mais frequentemente utilizado nos transplantes musculoesqueléticos com

outras finalidades. O processo de preservacao das vértebras segue o estabelecido

para tecido 6sseo do esqueleto apendicular: sdo armazenados em embalagem
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tripla, seladas e congeladas & — 80° C, além de serem submetidas ao controle

biol6gico e processamento.

Devido ao sucesso da sua execucao, a técnica cirdrgica desenvolvida por
nés foi incorporada ao manual que estabelece as rotinas de captacédo de tecido

musculoesquelético.

Para o desenvolvimento do protocolo de preservacao do disco intervertebral
utilizamos, como base, parametros determinados para captacdo, transporte e
processamento de tecido osteocondral ja estabelecidos e, também, por suas
similaridades teciduais. A literatura € escassa quanto a técnica de preservacao do
disco intervertebral, uma estrutura fibrocartilaginosa e com baixa celularidade. Além
disso, alteracdes degenerativas incipientes podem ser encontradas em pacientes
entre 21 e 30 anos de idade (ONG et al., 2003). A obtencdo de imagem por
ressonancia magnética previamente a captacdo seria uma opcgdo para esta
avaliacdo. Entretanto, a baixa disponibilidade deste dispositivo nos hospitais, a
logistica necessaria para sua realizacdo e as questdes éticas e legais séo
empecilhos a sua utilizacdo. Além disso, seu uso ap0s a captacdo nao gera
imagens com qualidade para serem avaliadas devido aos artefatos produzidos
pelas embalagens de armazenamento. Desta forma, estabelecemos a faixa etaria
de doadores ideais entre 15 e 55 anos. Essa proposta apresentou como

desvantagem tornar ainda mais seletiva a determinacdo de doadores cadaveres

aptos, o que justifica nosso niumero de espécimes obtidos neste estudo.

A preservacédo das caracteristicas histolégicas do disco intervertebral pode
ser considerada um indicador de sua viabilidade. Os escores descritos na literatura

avaliam aspectos degenerativos presentes em sua estrutura (RUTGES et al.,
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2013). De acordo com a cascata de degeneracao de Kirkaldy-Willis, as alteragbes
podem estar presentes ja no adulto jovem (CHOI, 2009). Neste sentido, € possivel
gue os espécimes coletados para nossa pesquisa apresentassem modificacdes
teciduais. Embora seja, de fato, um fator limitante para nosso estudo, a observacao
inicial do grupo controle e das amostras ap0s 0s processos de criopreservacao
puderam inferir sobre os efeitos do congelamento em meio especifico e sua relagédo

temporal.

O nucleo pulposo apresentou, quanto a morfologia e estrutura da matriz e a
celularidade, comportamento semelhante ao anulo fibroso: aumento de sinais de
degeneracdo quanto maior o tempo submetido ao congelamento. Entretanto, as
analises iniciais evidenciaram mais modificacbes no grupo controle quando
comparado, no mesmo periodo, ao anel fibroso. As laminas consideradas como
alteradas em sua morfologia/estrutura corresponderam a 40% e em relacdo a
celularidade, 61.1%. A partir destes dados, podemos pressupor que 0 nucleo
pulposo seja uma estrutura mais sensivel as condi¢cdes impostas e menos exposta
ao agente criopreservante. Esta observagdo € compativel com os resultados de
Katsuura que identificou maior preservacao de células na periferia do anulo fibroso
em detrimento ao nucleo pulposo (KATSUURA, 1994). Chan e colaboradores
(2010), através de analises de seccdes de discos intervertebrais criopreservados,
também observaram que a estrutura do anulo fibroso permaneceu organizada
guando congelada em meio especifico (CHAN et al., 2010). Em relagcédo ao nucleo
pulposo, sabe-se que o processo degenerativo da doenca discal tem inicio a partir
modificagdes bioquimicas nesta regido. Com base em nossas observacgoes,
podemos pressupor que em determinados espécimes captados para a pesquisa,
estas alteracdes possivelmente j4 estavam presentes.
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De acordo com nossos resultados, identificamos a existéncia de viabilidade
tecidual nas amostras criopreservadas pelo periodo de 7 dias. Esta informacg&o nos
permitiu, no ambito da histologia, considerar o disco intervertebral como uma

estrutura passivel de ser utilizada como substituto nas doencgas discais.

O transplante de disco intervertebral obtido de doador cadaver em humanos
tem permitido observar, aos exames de imagem, ganho de altura discal e
reidratacdo do nucleo pulposo (RUAN et al., 2007). Embora a transplantacéo de
disco intervertebral humano seja promissora, a reprodutibilidade destes resultados
dependera de novas pesquisas. Em nosso estudo, identificamos que aos 14 dias
de congelamento em meio criopreservante, modificacfes mais importantes estédo

presentes e, portanto, este fator podera determinar um limite a sua utilizacao.
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7. Conclusao

Em nosso estudo, observamos que a proposta de obtencao do espécime por
nés desenvolvida, embora seja tecnicamente demandante e necessite de
conhecimentos em cirurgia da coluna vertebral, é factivel e reprodutivel, assim
como, 0s protocolos de captagcédo, preservacao e processamento, 0S quais S&o
semelhantes ao estabelecido para tecido osteocondral. Em relacao a viabilidade do
disco intervertebral, pudemos observar que alteracdes histolégicas mais
significativas foram observadas em espécimes preservados em meio protetor por
14 dias, sendo o nucleo pulposo a regido mais sensivel as condi¢cdes impostas.

A partir destes resultados, identificamos que a criopreservacdo do disco
intervertebral por 7 dias apresenta viabilidade e, portanto, sua utilizacéo atraveés de
uma verdadeira artroplastia biologica podera se tornar uma opcao terapéutica

valiosa.
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ANEXOS

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

Disp6e sobre o Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos de Tecidos
Musculoesqueléticos e de Bancos de Pele de origem humana.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicdo que IH&E confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo
Decreto n° 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso Il e
nos 88 1° e 3° do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da
Portaria n° 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21
de agosto de 2006, em reunido realizada em 5 de dezembro de 2006, e
considerando a competéncia atribuida a esta Agéncia, a teor do artigo 8o, § 1o, VIl
e Vlll da lei n° 9.782 de 26 de janeiro de 1999; considerando o disposto no 8§ 40 do
Art. 199 da Constituicdo Federal de 1988 que veda todo o tipo de comercializacao
de 6rgéos, tecidos e substancias humanas para fins de transplante, pesquisa e
tratamento; considerando a necessidade de garantir que o0s tecidos
Musculoesqueléticos e os tecidos cutaneos de procedéncia humana e seus
derivados, a serem utilizados em procedimentos terapéuticos em humanos, sejam
triados, retirados, avaliados, processados, armazenados, transportados e
disponibilizados dentro de padrdes técnicos e de qualidade que a complexidade do
procedimento requer; considerando a necessidade de regulamentar o
funcionamento de bancos de tecidos Musculoesqueléticos e de bancos de pele de

origem humana, adota a seguinte Resolucéo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-
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Presidente, determino a sua publicagao:

Art. 4° Para fins de pesquisa e ensino, os BTME/BP poderéo disponibilizar tecidos
considerados improprios para uso terapéutico bem como aqueles considerados

proprios, desde que priorizadas as demandas com finalidade terapéutica.

8§ 1° Os tecidos e seus derivados somente poderdo ser disponibilizados para
projetos de pesquisa previamente aprovados por comité de ética em pesquisa,

desde que respeitadas as legislacdes vigentes.

8§ 2° Os tecidos considerados impréprios para uso terapéutico poderdo ser

disponibilizados para validagéo de processos.
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ANEXO B - PORTARIA N°2.600, DE 21 DE OUTUBRO DE 2009

Aprova o Regulamento Técnico do Sistema Nacional de Transplantes.

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

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

| - avaliagdo de situac¢des de risco acrescida de informagdes do histoérico de
antecedentes pessoais e exame clinico.

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

lll - é facultativa a realizacdo de exames sorologicos para toxoplasmose,
citomegalovirus e Epstein-Barr, devendo ser sua realizagdo, ou ndo,
regulamentada pela respectiva CNCDO, e caso ndo sejam realizados, 0s
orgéos e tecidos doados deverdo ser acompanhados de amostra de sangue
do doador que permita a pesquisa posterior, se necessaria.

8 1° serdo critérios absolutos de exclusdo de doador de 6rgéos, tecidos,
células ou partes do corpo humano:

a) soropositividade paraHIV;,

b) soropositividade para HTLV | e Il;

c) tuberculose em atividade;

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

e) sepse refrataria; e

f) infec¢gBes virais e fungicas graves, ou potencialmente graves na
presenca de imunossupressao, exceto as H&Epatites B e C; e

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

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

| - alongamentos de membros/disparidade de membros;

Il - artrodese de coluna cervical toracica ou lombar;

[l - artrodese de pé;

IV - artrodese de tornozelo;

V - cirurgia corretiva de pé plano;

VI - defeitos segmentares diafisarios;

VII - deformidades maxilar e/ou mandibular;

VIII - focomelias;

IX - fraturas articulares;

X - fraturas complexas e cominutivas dos membros;

Xl - fraturas periprotéticas;

XIl - lesdes ligamentares;

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

XIV - pseudoartroses atroficas de ossos longos;

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

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

XVII - sequelas de fraturas articulares;

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

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

XX - transplantes de meniscos;

XXI - tumores 6sseos benignos: enxertia simples; e tumores 0sseos
malignos: substituicdes segmentares ou osteoarticulares.

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

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

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

lll caracteristicas e quantidade de tecido;

IV procedimento a ser realizado;

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

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

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

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

[l - instrucdes especiais sobre sua utilizagéo;

IV - informac8es sobre os possiveis riscos bioldgicos presentes no material
(por exemplo: contaminantes e contato com alérgenos);

V - alerta para a obrigatoriedade de informar o banco e os oOrgaos
competentes sobre a ocorréncia de rea¢gfes adversas ap0s seu uso; e

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

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

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

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

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

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

condicOes de preservacao controladas e validadas pelo Banco, e a deciséo sobre
0 reaproveitamento ou ndo devera ser de responsabilidade do diretor do Banco.
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ANEXO C - FOLHA DE ROSTO PLATAFORMA BRASIL

| ’ INSTITUTO NAGIONAL DE
| TRAUMATOLOGIA E WM
| IN.:.O ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Preservacio de Disco intervertebral humane em bance de tecidos
Pesquisador: Luis Antonic Medsires Moliterno

Area Temiatica:

Versao: 1

CAAE: 71821317.2.0000.5273

Instituicio Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinader Principal: Financiamento Propric

DADOS DD PARECER

Miimero do Parecer: 2.216.676

Apresentacio do Projeto:

A gpresentacdo do projeto estd adequada.

Objetive da Pesquisa:

Os objetivos esto claros & bem definidos.

Avaliagio dos Riscos e Beneficies:

MNao h& riscos para o paciente uma vez que os mesmo foram selecionados apés o ébito conforme origntagao
de captagao de orgao e legislacdo vigente.

Cementarios e Consideragtes sobre a Pesguisa:

A pesquisa & relevante peis possibilitaré a formacgao de uma rotina de captacdo & nivel nacional
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Cs termos de apresentac3o obrigatéria est3o adeguados pols a captagéo de orgéo sers feltz respeitando
orientagao do sistema nacional de transplantes.

Recomendactes:

Publicagio dos dades e posteriormente publicer retina nacional de captaggo de disco vertebral.

ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadeguacoes:

MN&o ha pendencias.

| Endereco:  Avenida Erasil, n® 500
‘

|
|

Bairro: S Cristdvio CEP: 20.040-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone:  (21)2134-5000 Fa (21)2134-5228 E-mail:

Painz 0" de (3
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o INSTITUTO NACIONAL DE ‘
= TRAUMATOLOGIA E %""’P
IN §<O  ORTOPEDIA JAMIL HADDAD - -

Cortiruagio do Parecer: 2,216,576

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Senhor pesquisador, de acordo com o constante da Resalugdo CNS n® 468 de 2012, faz-2e necessdrio
apresentar ao CEPF/INTO, atravée da Plataforma Brasil, a cada 06 {ssis) meses o relatério de
acompanhamento de sua pesquisa. Além disso, apds a concluséo da pesquisa, deverd ser submetido na
Flataforma Brasil, através da Notificagéo, o Relatsrio Final e a pesquisa concluida para apreciagdo do
CEP/INTQ.

Informamos gue gualquer alteragdo realizada no protocolo de pesquisa aprovade deverd ser submetida &
apreciacéio do CEP/INTO através do envio de uma emenda utilizando a Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nes documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento i Arquivo. I Postagem Autor Situagao
InformacSes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 26/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETC S67561.pdf 12:01:01
TCLE/Termos de  [dispensamolitermo.pdf 26/07/2017 |Luis Anténio Aceilo
Assentimento / 12:00:09  |Medeires Meliterno
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de &rmodecompromissomaliterno . pdf 28/07/2017 |Luig Anidnio Aceito
Pesguisadores 11:53.20 | Medeiros Maliterno
Projeto Detalhado /| moliternoprojeto docx 26/07/2017 [ Luis Antdnio Aceito
Brochura 11:41:01 Medeiros Moliterno
Investigador
Folha de Rosto Folhaderostomoliterno pdf 26/07/2017 | Luis Anténic Aceito

11:38:18 | Medeiros Moliterno

Situacdc do Parecer:

Aprovade

MNecessita Apreciacic da CONEP:
Néo

RIC DE JAMEIRC, 14 da Agosio de 2017

[T
Assinade por:
Marisa Peter Silva
{Coordenador)
Enderege:  Avenida Brasil, n® 500 i
Bairre: SZo Cristéva CEP: 20.84D-07D
UF: RJ Munieipie: RID DE JANEIRC

Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Hdgine U2 de 13
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ANEXO D - Defini¢céo de sala limpa

Tabela 1 - Classificacdo das Salas Limpas conforme NBR/ISO 14644-1
Tamanho das Particulas
CLASSE 0,1 pm 0,2pm 0,3 pm 0,5 pm 1,0 ym 5,0 ym
CL.1 10 2
CL.2 100 24 10 4
CL.3 1.000 237 102 35 8
CL.4 10.000 2370 1.020 352 83
CL.5 100.000 23.700 10.200 3.520 832 29
CL.6 1,000.000 237.000 102.000 35.200 8.320 293
cL.7 352.000 83.200 2.930
cL.8 3.520.000 832.000 29300
cL.9 35,200.000 8.320.000 293.000
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ANEXO E - Composicao do meio Iscove’s (Modified Dulbecco’s Medium)

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

CaCl: (anhydrous) 0.16500 D-Biotin 0.000013

Mg50, (anhydrous) 0.09770 Chaoline Chloride 0.00400

KCI 0.33000 Folic Acid 0.00400

KNO; 0.000076 myo-Inositol 0.00720

NaHCO3 1.50000 Nicotinamide 0.00400

NaCl 4 50500 D-Pantothenic Acid 0.00400

NaH-PO4H:0 0.12500 (hemicalcium)

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

Amino Acids (g/liter) Thiamine-HCI 0.00400

L_Alanine 0.02500 Vitamin B-12 0.000013

L-Arginine-HCI 0.08400

L-Asparagine-H-0 0.02840 .

L-Aspartic Acid 0.03000 Other (glliter)

L-Cystine-2HCI 0.09124 D-Glucose 4 50000

L-Glutamic Acid 0.07500 HEPES 5.95800

L-Glutamine 0.53400 Phenol Red, Sodium Salt 0.01500

Glycine 0.03000 Sodium Pyruvate 0.11000

L-Histidine-HCI-H20 0.04200

L-Isoleucine 0.10500

L-Leucine 0.10500

L-Lysine-HCI 0.14600

L-Methionine 0.03000

L-Phenylalanine 0.06600

L-Proline 0.04000

L-5erine 0.04200

L-Threonine 0.09500

L-Tryptophan 0.01800

L-Tyrosine-2MNa-2H-0 0.10379

L-Valine 0.09400
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ANEXO F — Rotina de Captacéo de Tecidos de Doador Cadaver

MINISTERIO DA SAUNE ¥ BANCO
SECRETARIA DE ATENCGAO A SAUDE = SAS Bemm
INSTITUTO NACIONAL O TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA 1IN ]o | MULTITECIDOS-
> JAMIL HADDAD L _ P-03
ROTINA DE CAPTAGAODE | — P L ;‘:L:::U
TECIDOS D i i
0S DE DOADOR CAD.&VE ] :ﬁﬁﬁ-lﬂfllﬁﬂl 04| outie

+ Para Goluna Lombar
- Realizar acesso xifopubiano ou utilizar acesso prévio realizado pela equipe da cirurgia aeral.

- Isolar a regido da coluna vertebral com compressa estéreis, superior, inferior e lateralmente na
cavidade abdominal.

- Seccionar com bisturi o disco intervertebral L5-81 e o ligamento longitudinal anterior de forma
transversal e curetar o espago intervertebral. Realizar 0 mesmo no nivel L1-L2.

- Com sera sagital, identificar a iransigie do corpo verlebral @ © precesso fransverso e,
hll?;galmenta, realizar osteotomia até o pediculo, Podera ser necessaria complementagdo com
ostedtomo.

- Seccionar o sace dural & ligamentes posteriores com bisturi,

L1Rec§1r|sﬂuir com cabo de madeira e fixag3o cruzada com fios de Steiner nos corpos vertebrais de
e 51,

= Para captagao de tecido osteocondral:

- manter a capsula aricular integra. Realizar ostectomia ao nivel do tergo distal do fémur (acima da
linha supracondilar) e no tergo proximal da tibia abaixo da tuberosidade tibial. Seccionar a capsula e
ligamentos tibiofinulares proximais separando a fibula da pega final.

7.3.11 Cada pega captada devera ser acondicionada em embalagens plisticas estéreis triplas,
seladas adeguadamente & contendo etigueta de identifica¢do dos enxertos captados, onde
estdo discriminades no minime: o numere de identificagdo do doador, inicisis do doador,
identificacio do tecido com laleralidade e data da captacho, e armazenado em container
eontendo gelo recicldvel espadial para transporte. No caso do tecido osteocondral, deve-se
colocar ringer lactado na embalagem mais interna, juntamente com o tecido em questao, e
finalizar as selagens comao de rotina.

7.312 Em caso de dlvida quanto 3 contaminacae do tecido captado durante a refirada, a pega em
questao deverd s&r marcada na etiqueta de identificacio come possivelmente contaminada, e
deverd ser processada separadamente. Messe caso, o medico captador devera descrever o
fato no Relatdrio de Qcorréncias (Anexo 4).

7.3.13 A temperatura interna do container devera ser medida no momento da colocagdo das pecas
no container, utlizando termémetro apropriado, e anotada mo Formulars de Doador de
Tecidos pelo técnico de captacio circulante (Anexo 5). A temperatura do container para o
tecido dsseo e tendinoso deverd estar igual ou abaixo de 4°C, No caso do tecido ostecondral,
¢ armazenamento do mesmo devera ser em container com temperatura entre 4 a B°C, nao
podends ser congelado. Gase esteja a temperatura fora des padrdes determinados, o fato
devera ser descrita no Relatdric de Qcomréncias (Anexe 4),

7.3.14 Apds a coleta, a recomposicdo do cadédver deverd ser feita da maneira mais proxima da
anatomia possivel. Apds a recomposicio, o doador cadaver devera ser envolto em ataduras
no segmento onde ocomeu a coleta dos tecidos musculoesquelétices, cobrindo as incisdes da

pele.

7.3.15 O médico captador deverd preencher, em duas vias, o Relate Cinirgico da Captagio de
Tecido Musculoesquelético (Anexo §), Uma via devera ser anexada ao prontudrioc médico do

[ PROGRAMA DE ACREDITACAO - INTO j
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