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RESUMO

BARONE, Carlos Junior. PROPOSTA DE UM PROTOCOLO DE CAPTACAO E
CRIOPRESERVAQAO DE CARTILAGEM DE SEPTO NASAL HUMANO PARA
ESTOQUE EM UM BANCO DE TECIDOS. Rio de Janeiro, 2021. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2021.

Diversas doencas sdo capazes de acometer a estrutura nasal com grande prejuizo de sua
funcdo e arquitetura, necessitando de complexa abordagem cirurgica para reconstrucdo. Nas
técnicas de rinoplastia reparadora sdo utilizados enxertos de cartilagem para correcdo, com
destaque para a cartilagem septal. Entretanto, esta nem sempre esta disponivel e é preciso
considerar outros sitios doadores de cartilagem para enxerto, como a de concha auricular e a de
costela. Tais sitios, entretanto, geram morbidade local, aumentando o tempo de cirurgia e,
especialmente, no caso do enxerto de costela, pode ocasionar complicacbes maiores em
pacientes com comorbidades mais graves, além de, com o tempo, tenderem a apresentar
deformacdo morfologica. O objetivo deste estudo foi criar uma proposta de protocolo para
captacdo, transporte e criopreservacdo de cartilagem do septo nasal humano. Foram incluidos
no estudo doadores cadaveres conforme diretrizes do Sistema Nacional de Transplantes para
captacdo do tecido, assim como o consentimento familiar para doagéo do tecido. Cada amostra
de tecido foi dividida em 4 segmentos, sendo um para analise microbioldgica, e 0s outros trés
para analise histoloégica em momentos distintos: analise no dia da coleta, e apds 7 e 14 dias de
ultracongelamento a temperatura de -80° C. Foram avaliados os aspectos morfofisioldgicos e
estruturais teciduais de sete doadores, e ndo houve nenhuma modificacdo na qualidade do
padrdo histologico dos espeécimes congelados durante 7 ou 14 dias com o meio de
criopreservacdo. Desta forma, considera-se satisfatério para um possivel transplante as
cartilagens criopreservadas até 14 dias. Assim, pode se concluir que o protocolo de coleta e
criopreservacdo a -80°C permite o armazenamento da cartilagem do septo nasal de doador
cadaver por até 14 dias até o transplante.

Palavras-chave: Cartilagem septal; Septoplastia; Criopreservacao; Banco de tecidos.
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ABSTRACT

BARONE, CARLOS JUNIOR. PROTOCOL PROPOSAL FOR CAPTURE AND
CRYOPRESERVATION OF HUMAN NASAL SEPTUM CARTILAGE FOR A TISSUE
BANK STORAGE. Rio de Janeiro, 2021. Master Thesis. (Master’s Degree in Applied Sciences
to the Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil
Haddad, Ministry of Health, 2021.

Several diseases are capable of affecting the nasal structure. They can lead to extensive
damage of its function and architecture, as well as require a complex surgical approach for
reconstruction. In reconstructive rhinoplasty techniques, cartilage grafts are used for correction,
with an emphasis on septal cartilage. However, this is not always available and it is necessary
to consider other cartilage donor sites for grafting, such as the ear shell and rib. These other
sites generate local morbidity, increasing the time of surgery and, in the case of the rib area,
especially, can origin greater complications in patients with more severe comorbidities.
Moreover, over time, these patients tend to present morphological deformation. The objective
of this study was to develop a protocol proposal for the capture, transport and cryopreservation
of human nasal septum cartilage. Cadaveric donors were included in the study according to the
guidelines of the National Transplant System for tissue capture, as well as family consent for
tissue donation. Each tissue sample was divided into 4 segments; one for microbiological
analysis and the other three for histological analysis at different times: analysis on the day of
collection and after 7 and 14 days of deep freezing at a temperature of -80°C. The
morphophysiological and tissue structural aspects of seven donors were evaluated, and there
was no change in the quality of the histological pattern of specimens frozen for 7 or 14 days
with the cryopreservation medium. Thus, cartilage cryopreserved for up to 14 days is
considered satisfactory for a possible transplant. Consequently, it can be concluded that the
collection and cryopreservation process at -80°C allows the storage of nasal septum cartilage
from cadaveric donors for up to 14 days until transplantation.

Keywords: Septal cartilage; Septoplasty; Cryopreservation; Tissue bank.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas e situac0es sdo capazes de acometer a estrutura nasal com grande
prejuizo de sua fungdo e arquitetura, necessitando de complexa abordagem cirlrgica para
reconstrucdo. Além de ocasionar alteracdo funcional significativa, gerando principalmente
obstrucao nasal fixa, podem ocorrer mudancas estéticas importantes, em uma regido que se
encontra na regido central da face do ser humano.

Algumas técnicas de rinoplastia reparadora sdo utilizadas para os casos mais complexos
e a grande maioria delas se utiliza de enxertos para correcdo, especialmente, de cartilagem do
proprio individuo com destaque para a cartilagem septal (Von Mangoldt, 1970). Entretanto, a
cartilagem septal nem sempre esté disponivel e € preciso considerar outros sitios doadores para
enxerto, como a cartilagem conchal auricular e a cartilagem de costela (Von Mangoldt, 1970),
que séo tecidos com maleabilidades diferentes. Esses outros sitios geram morbidade local,
aumentando o tempo de cirurgia e, especialmente no caso da costela, podem inferir
complicacbes maiores em pacientes com comorbidades mais graves (Von Mangoldt, 1970),

com destaque para 0 pneumotorax.

1.1 Anatomia do septo nasal

O septo nasal é dsseo e cartilaginoso. O septo 6sseo é constituido pela lamina
perpendicular do etmoide e pelo vomer (Navarro et al., 2011). A crista nasal e a espinha nasal
anterior sdo formadas pela fusdo medial dos processos palatinos dos maxilares e constituem
reforco 6sseo (Navarro et al., 2011). O vomer é a base do plano désseo e se articula
superiormente com a lamina perpendicular do etmoide, inferiormente com a crista maxilar,
posteriormente com a crista esfenoidal e anteriormente com a cartilagem quadrangular, com

uma borda cdncava livre que forma a coana (Navarro et al., 2011). A lamina perpendicular do
1



etmoide se articula superiormente com a lamina cribiforme, inferiormente com o vomer,
posteriormente com a crista esfenoidal. Anteriormente, funde-se ao processo nasal do 0sso
frontal e compde uma parte importante do septo 6sseo, mas ndo é relevante para a sustentacdo
do nariz (Navarro et al., 2011). O septo cartilaginoso é formado pela cartilagem quadrangular
com associacdo das cartilagens laterais inferiores para formacao do &pice nasal. A cartilagem
quadrangular constitui a parte mais importante do septo (Navarro et al., 2011). A cartilagem
caudal tem apoio na espinha nasal anterior e crista maxilar, mantendo-se proximas pelo
entrelacar das fibras colagenas, formando uma capsula. Esta porcéo se estende além desse limite
com a espinha nasal e forma trés angulos: anterior, médio e posterior. Essas relagcdes vao definir
a projecdo da columela e, junto com o tamanho da espinha nasal, a projecdo do labio superior.
Posteriormente, a cartilagem quadrangular se relaciona com o vomer e a ldmina perpendicular
do etmoide (Sampaio et al., 2011) (Figura 1). Existe um ponto de fuséo das cartilagens laterais
superiores, dos 0ssos proprios nasais, da cartilagem septal e da Iamina perpendicular do etmoide
chamado de area K (&rea de Keystone), onde se tem a sustentacdo da piramide nasal que deve

ser preservado nas resseccdes para evitar selamento de dorso nasal (Pasinato et al., 2011).
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[
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Maxila L ’ Ldmina Horizontal do Palatino

Processo Palatino

Vomer

Figura 1. Anatomia do septo nasal (Netter, F. H. Atlas de anatomia humana. 72 ed. Rio de Janeiro: Elsevier,
2019).

1.1.2 Histologia da cartilagem septal nasal

A cartilagem septal nasal é uma cartilagem hialina composta basicamente por dois
componentes, 0s condrdcitos e a matriz extracelular (MEC). A MEC ¢é formada 80% por agua
e, dentre 0s 20% restantes, por colageno (tipos I, IX e XI), proteoglicanos e proteinas nao
colagenas. (Popko et al., 2007). Sendo assim, os condrocitos sdo as Unicas células presentes na
cartilagem, sendo os responsaveis por sintetizar a MEC. Esta é dividida em duas regifes: zona
periférica (rica em colageno tipo Il — mais jovem) e zona central, composta por coldgeno mais

maduro. (Popko et al., 2007). Cabe ressaltar que a cartilagem septal é pobre em suprimento

3



vascular e nervoso, e apresenta um baixo metabolismo, sendo, portanto, incapaz de se regenerar

em casos de lesdo.

1.2 Imunogenecidade da cartilagem septal

Existem duas formas de resposta imunoldgica envolvidas na rejeicdo de enxertos, que
sdo a resposta humoral, que leva a producéao de anticorpos e efeito citotoxico, culminando na
morte celular, e a resposta imune, definida como uma reacéo de hipersensibilidade tardia, com
ativacdo, sensibilizacdo e proliferacdo de linfocitos, e ataque celular (Elves, 1976). A resposta
imune alogénica pos-transplante depende do nivel de expressédo de moléculas coestimulatorias
e de complexo de histocompatibilidade (MHC) I e I11. No caso dos condrdcitos, é sabido que
apesar de expressarem altos niveis de MHC I, eles expressam baixos niveis de moléculas
coestimulatorias e ndo expressam MHC 11 (Griffin et al., 2013; Osiecka-lwan et al., 2018).
Deste modo, apesar de expressarem o MHC |, ndo é evidenciada resposta imune ao tecido,
provavelmente porque a as caracteristicas histoldgicas da cartilagem desempenham um papel
protetor, como uma MEC espessa, avascular e alinfatica (Lim et al., 2017). Além disso, foi
visto que os condrdcitos humanos primarios conseguem suprimir os linfocitos T alorreativos,
ao expressar moléculas coinibitérias, como o PDL-1 e 0 PDL-2, que regulam a resposta imune
(del Rio et al., 2008). Sendo assim, as células do tecido cartilaginoso sdo antigénicas, porém
ndo sdo imunogeénicas, o que torna o enxerto de cartilagem puro um tecido nao rejeitado (Elves,

1976).

1.3 Técnicas atuais de septoplastia

A seccdo submucosa do septo nasal, que corrige o desvio septal nas porgdes 6sseas e

cartilaginosas, na expectativa de maior resseccao possivel da cartilagem septal seré priorizada
4



neste trabalho ao invés de técnicas de septoplastia que visam corrigir o desvio através do
reposicionamento da cartilagem septal e remo¢do minima de osso e cartilagem. A técnica de
Killian tem incisdo realizada apés a regido septal caudal com preservacdo de 1 cm de septo
anterior. Realiza-se o descolamento mucopericondreal bilateral com acesso a lamina
perpendicular do etmoide e vomer, sendo possivel remover boa quantidade da cartilagem septal,
mas ndo expde a porcdo mais caudal (Goanta et al., 2017). Pela técnica de Cottle é realizada
uma incisdo caudal hemitransfixante, para descolamento mucopericondrial bilateral, assim
como mucoperiosteal, considerando que ha fibras cruzadas que unem a porcao cartilaginosa ao
sulco da pré-maxila e maxila. Assim, € importante isolar a porcéo cartilaginosa e 0ssea, abrindo
0s tuneis superiores e inferiores (mucopericondrial e mucoperiosteal) para ter uma visdo mais
completa de todo o espaco septal. Na técnica, é possivel remover somente a porcéo desviada
septal, mas com acesso a todo o septo nasal € possivel fazer uma remoc¢do mais ampla para se
obter o enxerto cartilaginoso (Pasinato et al., 2011). A ideia de remog&o para se obter um bom
enxerto de cartilagem septal, seja pela técnica de Killian ou de Cottle, € remové-lo em sua maior
quantidade possivel, preservando as regides de sustentacdo do nariz — a regido caudal e a regido
do dorso nasal que se estende até a zona K, o “L” nasal, quando o enxerto é autélogo (Pasinato
et al., 2011) (Figura 2). Vale ressaltar que existem outras técnicas de septoplastia, porém as

mais utilizadas atualmente sdo as acima descritas.
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Figura 2. Representacdo esquematica da regido anatdmica a ser coletada durante a captacdo. (llustracdo
modificada de Myers EN. Septoplasty and Turbinate Surgery. Aesthetic Surg J, 2003; 23:393-403).

1.4 Rinosseptoplastias e possibilidades de enxertos

Na rinosseptoplastia € comum a utilizacdo de enxertos para a realizacdo de diversas
técnicas cirurgicas em diferentes formatos nasais, tanto para fins estético-funcionais, quanto
para reestruturacdo completa de um nariz acometido por doencga. Neste ultimo caso, costumam
ser cirurgias mais complexas e, geralmente, necessitam de uma maior disponibilidade de
material para enxertia (Pochat et al., 2011). Os enxertos podem ser classificados em aut6logos,
guando advém do mesmo individuo, homélogos, quando advém da mesma espécie, e sintéticos
ou aloplasticos. Neste ultimo caso, ha o silicone sélido como exemplo nas reconstrucdes de
dorso nasal ou outras areas para aumento de volume, mas parece existir uma maior chance de
extrusao e infeccdo, por ndo ser tdo biocompativel quanto um enxerto autélogo ou homélogo,
aléem do maior custo do procedimento cirargico (Pochat et al., 2011). Assim, as opc¢des de
enxertos cartilaginosos mais utilizadas para reconstru¢do nasal sdo de cartilagem septal,
cartilagem de concha auricular e cartilagem de costela. Também podem ser utilizados tecido

subcutdneo para camuflagem de espagos livres, fragmentos Osseos e fascia, mas para



estruturacdo nasal, o tecido cartilaginoso é preferido (Pochat et al., 2011). A cartilagem septal
é a primeira opcdo por ser da prépria fonte doadora da cirurgia nasal, indicando menor
morbidade, menor tempo cirdrgico e excelente biocompatibilidade. Costuma ser mais reto, o
que, na maior parte das vezes, é desejavel para a estruturacdo local, mas nem sempre esta
presente em quantidade suficiente, pelo paciente ter dorso nasal baixo, ou doenca preexistente,
como perfuracdo septal ampla (Pochat et al., 2011).

A cartilagem da concha auricular € uma opcéo, pois se adapta muito bem a reconstrugao
de estruturacdo nasal, porém apresenta maior curvatura e quantidade limitada, além de ser uma
cartilagem eléstica e se tratar de um sitio extra-cirurgico, podendo gerar morbidade local, como
uma possivel cicatriz hipertrofica, queldide ou hematoma retroauricular, embora tenha baixas
taxas de complicacdes de uma forma geral (Pochat et al., 2011). A cartilagem costal é bastante
utilizada em narizes com baixo dorso nasal e pouca estruturacdo por doenca por ser obtida em
grandes quantidades e gerar mais op¢oes de formatos. (Hwan et al., 2007). No entanto, a coleta
desse material pode conferir uma morbidade local indesejada e, em casos mais graves, até um
pneumotaorax, além de maior tempo cirdrgico, maior dor pos-operatéria e de um potencial para
mudanca do contorno nasal ao longo do tempo (Peled et al., 2008; Malone et al., 2015). Alem
disso, as cartilagens costais, com o tempo, tendem a apresentar deformacdo morfologica

significativa, alterando o resultado estético e funcional a longo prazo (Bilen et al., 2007).

1.5 Doencas de acometimento de dorso e septo nasal

H& muitas doencas com acometimento nasal capazes de resultar ndo apenas em
disfuncdo mecanico-fisioldgica, como também em um desarranjo de toda arquitetura externa
do nariz e gerar sequelas nasais. A leishmaniose, parasitose onde o hospedeiro acidental do

protozoéario é o homem, especialmente na sua forma cutdneo-mucosa, tem como acometimento



mais frequente o nariz, com destaque para a perfuracdo septal. Em casos mais graves, ha
comprometimento de todo o nariz, além de labio superior, palato e faringe, gerando
deformidades e mutilagdes que comprometem a respiracéo, fonacao e alimentagédo (Lessa et al.,
2007). O Brasil é o pais do continente americano com mais casos da doenca registrados (Maia-
Elkhoury et al., 2019). A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, representando sério problema de satde publica, onde o Brasil apresenta
a uma das maiores areas de endemicidade do mundo (Penna et al., 2013). Embora seja uma
doenca conhecida por lesdes cutaneas e nervosas, a infec¢éo inicial da doencga ocorre na mucosa
nasal, sendo a via respiratéria superior o principal meio de transmissé@o do bacilo entre pessoas
com a doenca néo tratadas, através do muco nasal (Naves et al., 2009). As deformidades nasais
mais comuns sdo o0 nariz em sela e a perfuracao septal (Patrocinio et al., 2001).

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica com subnotificacdo no pais por nao
constituir doenca de notificagdo compulsoria, mas € frequente entre trabalhadores do campo e
meio agricola. O acometimento respiratorio € frequente, podendo gerar lesbes de dorso e
mucosa nasal (Yasuda et al., 2017). Dentre outros casos mais raros de acometimento nasal por
doencas infecto-contagiosas ha a rinosporidiose e a entomoftoromicose, que podem evoluir
para deformidade nasal, assim como a mucormicose. Esta ultima mais fulminante e agressiva,
de caracteristica oportunista, comumente vinculada a imunocomprometidos e acidoticos, sendo
comum em diabéticos (Santana et al., 2001). A forma rinocerebral da mucormicose é a mais
comum e bastante grave, com elevado indice de mortalidade, muito associada a necrose das
conchas e mucosa nasal, podendo evoluir com amputacéo de dorso nasal (Santana et al., 2001).
Além disso, 0s casos de septicemia, nos quais ha necrose de extremidades, com acometimento
nasal significativo, especialmente, em infeccdes estafilocdcicas e estreptococicas do grupo A
(Stevens et al., 2016). Cabe ressaltar que pacientes imunossuprimidos estdo mais suscetiveis a

estas situacdes mais extremas. A sifilis € uma doenca infecto-contagiosa, transmitida pela via



sexual e verticalmente durante a gestacdo (Avelleira et al., 2006), causada pela bactéria
Treponema pallidum. Caracteriza-se por periodos de atividade e laténcia, pelo acometimento
sistémico disseminado, e pela evolugdo para complicagfes graves em parte dos pacientes que
ndo trataram ou que foram tratados inadequadamente (Avelleira et al., 2006). Apesar da
prevencdo e de tratamento acessivel, ainda é de alta prevaléncia no Brasil, constituindo um
problema de salde publica (Avelleira et al., 2006). Na sua forma terciaria, forma lesdes
granulomatosas (goma) que podem lesionar a base 6ssea do septo nasal com alteracdo
morfofuncional do nariz (Avelleira et al., 2006). Na sua forma congénita, pode gerar rinite
mucossanguinolenta e até mesmo evoluir com nariz em sela (Avelleira et al., 2006).

Doencas granulomatosas, como a Granulomatose de Wegener, podem acometer mucosa
e dorso nasal (Antunes et al., 2005). Nesta doenca, 0 acometimento € praticamente imperativo,
pois se trata de uma vasculite necrosante que costuma afetar vias aéreas superiores e inferiores,
e 0s rins (Antunes et al., 2005). Sdo frequentes: sinusite, rinorreia purulenta, tlceras mucosas,
crostas nasais, epistaxe, obstrucdo nasal e nariz em sela, manifestagdes comuns da doenca

(Antunes et al., 2005).

O nariz em sela constitui em deformacao nasal com achatamento do dorso, depressédo
da pirdmide nasal, perda de definicdo e suporte nasal, comprimento nasal encurtado, e retrusdo
da espinha nasal e do septo caudal, gerando alteracbes morfofuncionais, muitas vezes,
incapacitantes. Além das doencas infectocontagiosas citadas, uma das maiores causas é a
resseccdo excessiva de cartilagem em uma cirurgia nasal prévia (Pribitkin et al., 2009). Alem
disso, o nariz ¢ o local mais acometido em pacientes com cancer de pele na face (cerca de 36%),
e a resseccao cirlrgica pode exigir a remogao de cartilagens nasais para estabelecer margens
livres de tumor (Andrews, 2017). O carcinoma epidermoide é menos comum, porém mais
agressivo, sendo relacionado com maior prejuizo de funcéo, atingindo mais facilmente o septo

nasal (de Souza Filho et al., 2002). O carcinoma basocelular é o mais frequente e menos
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agressivo, sendo mais localizado na pele do dorso nasal, se extendendo em menor proporgao

para estruturas nasais mais internas (de Souza Filho et al., 2002).

As perfuracbes do septo nasal podem ser bastante limitantes e gerar crostas,
sangramentos, rinorreias, sensacdo de obstrucdo nasal, alteracfes do olfato, dor nasal, cefaleia
e cacosmia (Fornazier et al., 2010). A causa mais comum é a de origem iatrogénica por
laceragdo do mucopericondrio bilateralmente durante uma cirurgia de septoplastia, ou por
formacdo de hematoma pés-cirtrgico comprometendo a nutricdo da cartilagem quadrangular
do septo nasal. Além das doencas ja citadas, a cauterizacdo quimica para epistaxes, 0 uso de
entorpecentes, principalmente a cocaina, potente vasoconstritor, além de drogas utilizadas para
tratamento de patologias nasais como corticosteroides e vasoconstritores nasais, podem gerar
perfuracdo septal (Fornazier et al., 2010). Em todas estas situacdes relatadas, quando ha
acometimento nasal importante, ndo existe tratamento clinico ou medicamentoso que

possibilite a recuperacdo nasal, estando a cirurgia indicada.

1.6 Criopreservacao

A criopreservagao ¢ um processo de preservacao celular por resfriamento das amostras
a temperaturas muito baixas, reduzindo intensamente as reacdes bioldgicas e quimicas de
células vivas, cujo sucesso tem aumentado paulatinamente nos ultimos anos, com o uso de
agentes crioprotetores e de equipamentos de controle de temperatura (Jang et al., 2017).
Contudo, o congelamento ¢ fatal para a maioria dos organismos vivos, uma vez que ocorre a
formacdo de cristais de gelo intra e extracelulares, resultando em diversas lesbes celulares
(Karlsson et al., 1996). Neste contexto, o principal obstaculo a ser superado ¢ a transicao da

fase de agua para gelo (Pegg, 2007).
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Nesta linha, o resfriamento pode ocorrer de maneira rapida ou de maneira lenta e
progressiva, e em ambos 0s casos podemos observar um tipo de lesdo celular (YYong et al.,
2015). O comportamento de congelamento das células pode ser alterado na presenga de um
agente crioprotetor (CPA), que deve penetrar nas células, ter baixa toxicidadade, e influenciar
nas taxas de transporte de agua, na nucleagao e no crescimento de cristais de gelo (Jang et al.,
2017). E, assim, conseguir realizar uma protegdo celular, contra os efeitos danosos causados

pelo congelamento.

No caso de resfriamento rapido, também chamado de vitrificacdo, o processo de
congelamento ocorre em menos de 10 minutos, e envolve a solidificagao do meio aquoso da
célula em uma fase vitrea nao cristalina, sendo a formagao de gelo intracelular o principal
responsavel pelo dano celular (Zeron et al., 1999). Ocorre uma transformacao direta da fase
aquosa para o estado de vidro apos exposicao direta ao nitrogenio liquido, substancia
fundamental para o processo acontecer (Rall et al., 1985). Sendo assim, apesar da formacao de
gelo extracelular ser muito baixa, utiliza-se de um alto volume de CPA, o0 que aumenta
consideravelmente o risco de toxicidade celular, alem de ser um processo que requer um

importante treinamento para ser bem executado (Yavin et al., 2007).

Ja no resfriamento lento, mudangas osmoticas ocorrem devido aos efeitos da exposi¢ao
a solucoes intra e extracelulares altamente concentradas, gerando importante desidratacao
celular, além de interagoes entre as celulas e o gelo extracelular, também causando lesdo (Jang
et al., 2017). Neste caso, as células conseguem eliminar agua, evitando o super-resfriamento, e
substituir pelo CPA, evitando a formacao do gelo intracelular (Gao et al., 2000). Além disso,
este € um processo de facil manipulacdo e que necessita de baixa quantidade de CPA, porém, é
indispensavel possuir um freezer de alto custo, onde se consiga esta taxa de reducao gradativa

de temperatura (Mandawala et al., 2016).
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1.7 O Banco de Mulitecidos

O Banco de Multitecidos do INTO foi inaugurado em 1989, sendo responsavel tanto pela
captacdo, quanto pelo processamento e distribuicdo de tecido osteocartilaginoso, de pele e de
cornea para utilizagdo em diversas cirurgias no Brasil. O banco contém equipe capacitada para
realizar as captacgdes teciduais 24 horas por dia, em todos os dias do ano, e integralmente ligado

ao Sistema Unico de Satde (SUS) (https://www.into.saude.gov.br/).

Inicialmente chamado de Hospital de Traumato Ortopedia — HTO, quando inaugurado em
1973, foi denominado como instituto em 1994, apos ser reconhecida como referéncia nacional
nas areas de assisténcia, ensino e pesquisa, assim como na prevencdo e na articulacdo de
politicas publicas em Traumatologia, Ortopedia e Reabilitacio. Em 2011, o INTO foi
novamente renomeado, sendo atualmente o Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad, em homenagem ao ex-ministro da Saude, falecido em 2009.

Vale frisar que o INTO, através da Area de Transplante Multitecidos (ATMIT), é o
principal banco fornecedor de tecido musculoesquelético publico para a realizacdo de
transplante de tecidos musculoesqueléticos no Brasil. Além de auxiliar como 6rgao regulador,
apresenta infra-estrutura necessaria para o desenvolvimento de pesquisa e geracdo de
protocolos, ambos amparados pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 220 de

27/12/2016 (Anexo A).
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2 JUSTIFICATIVA

Diversas doencas infectocontagiosas, autoimunes, sindromes, traumas e neoplasias
podem afetar a morfofisiologia da regido nasal, atingindo principalmente a cartilagem septal
nasal, o que pode gerar deformidades importantes que cursam com alteragdes funcionais e
estéticas. Na grande maioria dos casos, o tratamento preconizado tem indicagdo cirdrgica, sendo
necessaria reconstrucao nasal, com substituicdo da cartilagem septal por outra cartilagem, como
a de concha auricular ou de costela. Entretanto, além de prolongar o tempo cirdrgico, a
cartilagem obtida de outro sitio ndo possui a mesma maleabilidade, formato e dimensfes que a
propria cartilagem septal.

Diante de um desafio sociocultural da magnitude do Brasil, precisamos criar alternativas
que permitam realizar um tratamento digno para os pacientes que sofrem com a perda de sua
identidade visual. Desse modo, é de extrema relevancia desenvolver uma técnica de captacao e
criopreservacdo de cartilagem septal de cadaveres doadores de 6rgaos para formacdo de um
banco de tecidos, para posterior uso em cirurgias de reconstrucdo nasal em pacientes com
deformidades nasais, algo ndo ainda estudado em ambito nacional ou internacional. Cabe
ressaltar que o tecido de cartilagem septal nasal ndo apresenta imunogenicidade. Portanto, ndo
ha reacdo imunoldgica cruzada entre receptor e tecido doado, reduzindo drasticamente as
complicacbes pos-operatdrias no paciente receptor, aléem de ndo ser necessario o uso de
medicamentos imunossupressores. Ha também a perspectiva de utilizacdo deste possivel
fragmento cartilaginoso para reconstrucdo facial apds trauma, como bio-preenchedor de mais

longa duracdo, bem como a assisténcia de pacientes com afundamentos importantes de face.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Propor a criagdo de um protocolo de preservacao de tecido cartilaginoso do septo nasal

de doador cadaver em um banco de tecidos.

3.2 Objetivos Secundérios

3.2.1 Descrever as etapas de captacdo de tecido cartilaginoso do septo nasal em doadores

cadaveres.

3.2.2 Elaborar uma proposta de protocolo de armazenamento em criopreservacdo do

tecido cartilaginoso de septo nasal no banco de tecidos do INTO.

3.2.3 Avaliar histologicamente as caracteristicas morfoestruturais do tecido

cartilaginoso de septo nasal ap0s criopreservacéo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecéo do Doador Cadéaver

Seguindo a orientacdo do Sistema Nacional de Transplantes (SNT), todo doador de
tecido musculoesquelético deve ser selecionado de acordo com a Portaria n® 2600 de 21 de
outubro de 2009 do Ministério da Saude (Anexo B). Este processo foi realizado pelos
responsaveis-técnicos do Banco Multitecidos do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad-INTO/MS em conjunto com o Programa Estadual de Transplantes
(PET), através de um questiondrio de triagem epidemiologica considerando avaliacéo
laboratorial, suspeita ou confirmacao 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 doacao do tecido. Esta etapa foi realizada com abordagem familiar
pela Comissdo Intra-Hospitalar de Doacdo de Orgaos e Tecidos para Transplante (CIHDOTT)
do hospital em questdo através de um termo de assentimento livre e esclarecido (Anexo C),
aléem de um folder informativo evidenciando que ndo ha alteracdo estética em quem for
submetido a técnica cirdrgica empregada neste estudo (Anexo D). Além disso, a autorizacao
foi documentada através da assinatura de Termo de Autorizaco de Doacdo de Orgaos e tecidos
(Anexo E), em trés vias, sendo uma anexada ao prontuario do paciente do hospital de origem,
uma entregue a familia e uma enviada a CIHDOTT, ficando uma copia no BMT. Esse Termo
de Autorizacdo foi preenchido com um documento de identificacdo com foto do doador,

devendo ser assinado pelo profissional que abordou e por mais duas testemunhas.

Os critérios de inclusdo para o estudo foram aplicados aos espécimes obtidos de
doadores cadaveres (DC) de ambos 0s sexos, que preencheram os requisitos de acordo com a
referida Portaria e cujo processo de captacdo e processamento estivesse em conformidade ao
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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
condicOes adequadas para a realizacdo do processamento no Banco Multitecidos (BMT) do
INTO/MS. O estudo foi realizado apds ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
em nossa instituicdo, conforme o protocolo CAAE (Certificado de Apresentacdo de Apreciacao

Etica) nimero 56634616.4.0000.5273 (Anexo F).

4.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao de doadores cadaveres

4.1.1.1 Analise do possivel doador

Apos a autorizacdo do familiar responsavel, foram iniciadas as etapas de triagem

epidemiologica, clinica e sorolégica do possivel DC.

4.1.1.2 Analise epidemioldgica

A Triagem Epidemiologica foi realizada pelo PET com o familiar mais proximo do
possivel doador cadaver e deve ser realizada segundo os critérios de exclusdo de doacdo, que
sdo divididos em cinco grupos. O primeiro grupo esta relacionado a doengas com diagnostico
estabelecido ou suspeitado pré-avaliacdo da doacdo, como grandes gueimaduras; neoplasia
malignas com potencial de metastase; tuberculose ativa; doencas sexualmente transmissiveis;
malaria; sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida; infec¢do bacteriana sistémica ou
fungica diagnosticada no curso da internacdo hospitalar, e sepse. O segundo grupo avalia
comportamentos ou situagées nos doze meses precedentes & doagdo, como contaminacao por
substancia tdxica; uso de drogas injetaveis ilicitas ou sem indicagdo terapéutica; realizacdo de

retoque de acupuntura, tatuagens, maquiagem definitiva e aderegos corporais sem condigdes de
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avaliagdo quanto a esterilidade das agulhas empregadas; submeter-se a dialise; parceiros
sexuais de dialisados; relagdes sexuais em troca de dinheiro ou de drogas; multiplos parceiros
sexuais; homens que tiveram relagdes sexuais com outros homens e/ou com as parceiras sexuais
destes; relagdo sexuais com alguém com testes positivos para HIV, hepatite B, hepatite C ou
outra infeccdo transmissivel pelo sangue; detencdo por mais de 24 horas em instituicdo
carceraria ou policial.

O terceiro grupo abrange individuos com inaptiddo para a doacdo por
vacinacao/imunoterapia, sendo avaliado o tipo de vacina e o tempo decorrido entre a vacinagdo
e a data da doacdo. Neste caso, o0 intervalo minimo de 48 horas é necessario em casos de
vacinacdo para brucelose, colera, coqueluche, difteria, febre tifoide (injetavel), Haemophilus
influenzae, hepatite A, hepatite B recombinante, leptospirose, meningite, peste, poliomielite
(Salk), tétano. Ja um intervalo minimo de trés semanas € imprescindivel quando a vacinacéo é
para BCG, caxumba, febre amarela, febre tifoide oral, poliomielite oral (Sabin), e sarampo; e
de de quatro semanas quando for para rubéola, varicela, influenza e antirrabica profilatica, e
em caso de uso de soro anti-tétano. Por fim, um intervalo de um ano € preciso nos casos de
antirrabica apds exposicao animal, hepatite B (derivada do plasma), imunoterapia passiva e
vacinas em fase experimental. O quarto grupo compreende as doengas ou as terapéuticas de
risco, como o uso de imunossupressores; tratamento com hormdnio de crescimento; transplante
de drgédos e tecidos em prazo inferior a 12 meses, exceto transplante de dura-mater ou
guimioterapia; tratamento com radioterapia ou quimioterapia, exceto para tratamento de
patologias benignas; desconhecimento do resultado de cirurgia, bidpsia prévia devido a leséo
cuténea; pessoas com histéria de transfusdo de hemocomponentes ou hemoderivados no prazo

inferior a 12 meses, exceto quando a origem do sangue ou hemoderivados for controlado.
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4.1.1.3 Analise soroldgica

As amostras de sangue foram coletadas entre 72 horas antes a até doze horas apos a
parada da circulagdo sanguinea. Caso o cadaver esteja refrigerado em temperatura de 2°a 8° C,
0 exame pode ser realizado com até 24 horas ap0s a parada de circulacdo. Para os doadores com
parada cardiaca, a equipe do banco tecidos deve providenciar a entrega das amostras para

realizacdo do exame soroldgico nos laboratérios pré-acordados (Anexo G).

4.1.1.4 Analise clinica do doador

A triagem clinica do possivel doador foi realizada inicialmente pelo profissional de
enfermagem do BMT através do preenchimento do formulario de anamnese do doador (Anexo
H), e pelo médico captador do BMT, que realizou o exame fisico e preencheu o formulario de
correspondente (Anexo 1). Havendo qualquer contraindicacdo, o responsavel técnico realizava

o0 cancelamento da captacéo

4.1.1.5 Critérios de exclusao

Como critério de exclusdo especifico para este projeto, foram excluidos pacientes com
trauma macico da face, os quais poderiam apresentar deformidade da cartilagem a ser captada,

e infeccdes cutaneas da regido nasal.

4. 2 Equipe de Captacao

O projeto foi realizado por um médico captador especialista em cirurgia

otorrinolaringoldgica, por um enfermeiro e por um técnico em enfermagem, membros da Area
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de Transplante Multitecidos (ATMIT) do INTO. A captacdo de tecido musculoesquelético foi

realizada ap0s a retirada de 6rgéos como figado, rins e coracao, por equipes especificas.

4.3 Fluxograma do processo de captagdo e processamento

Os processos de selecdo do doador, captacdo, processamento dos espécimes estdo

demonstrados no fluxograma a seguir, (Figura 3).

Doador Cadaver
(Cartilagem nasal)
v

l

Transporte a
2-8c

Espécime 4
Congelamento

Processamento e
divisdo do tecido
captado

gradual -80°ce
descongelamento
apés 14 dias

Refrigerado
Temp.mix. 8h

(_I

Espécime 3 l

Espécime 2 Congelamento
Anatomia Patolégica-
ldminas

A fresco (formol gradual -80°c e
10%) descongelamento
apés 7 dias

Cultura/anilise -
microbiolégica Anatomia Anatomia Patoldgica-
Patoldgica-ldminas ldminas

Figura 3. Logistica do protocolo de captacéo, transporte e processamento da cartilagem nasal.

4.4 Material necessario para resseccao da cartilagem septal nasal

Dentre 0s materiais necessarios para resseccao da cartilagem septal nasal estdo: porta
agulhas, pinca Takahashi reta delicada, para apreensdo da cartilagem, espéculo nasal,
descolador Neves Pinto reto, pinca Adson com dente, aspirador descolador metalico e bisturi

namero 23 (Figura 4), sendo todo material esterelizado previamente. No cenario da captacao,
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0 espécime obtido seré imerso em soro fisiologico a 0,9 % e armazenado em tripla embalagem

com dupla selagem estéril.

Figura 4. Material utilizado para a captacdo do espécime. (A) porta agulha, (B) pinca Takahashi reta delicada,
(C) espéculo nasal, (D) deslocador Neves Pinto reto, (E) pinga Adson com dente, (F) aspirador descolador, (G)

Bisturi nimero 23.

4.5 Técnica de captacao

O desenvolvimento e proposi¢do do procedimento de resseccdo da cartilagem septal
nasal teve como base conhecimento da anatomia local e de técnicas em cirurgia de septoplastia,
e todas as captacGes foram realizadas por apenas um Unico médico, otorrinolaringologista,
sendo fundamental que este processo fosse feito pelo especialista. Nenhum outro profissional
da saude possui 0 conhecimento sobre esta técnica cirirgica em sua formacao.

Apos colocacdo de campos estéreis (Figura 5A) e assepsia com gluconato de
clorexidina a 4% e gluconato alcoolico a 0,5%, para visualizacdo da cavidade nasal, foi
utilizado espéculo nasal de metal, que promovia uma plena abertura da fossa nasal e, assim, a
possibilidade de realizacdo de toda técnica cirdrgica através dela (Figura 5B).
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Em sequéncia, era realizada uma unica incisdo longitudinal utilizando um bisturi
tamanho 23 e uma lamina tamanho 15, em mucosa septal caudal nasal na sua porcdo mais
anterior, até o assoalho nasal, ndo sendo necessaria qualquer incisdo cuténea, e, portanto, nao
interferindo na estética do cadaver (Figura 5C). Com esta inciséo, identificava-se o plano entre
a cartilagem e o mucopericondrio, permitindo a introdu¢do de um aspirador descolador,
objetivando o descolamento e a separacdo completa entre estas estruturas, assim como em
regido inferior, para a separacdo entre 0 mucoperiésteo e o vomer.

Em continuidade, seguia-se com esse plano de descolamento até a regido posterior do
septo nasal, separando agora o mucoperidsteo da lamina perpendicular do 0sso etmoide. Assim,
no final, conseguiamos ter completamente toda a cartilagem septal de um lado, e a mucosa
septal, com mucopericondrio e mucoperiosteo, do outro (Figura 5D).

Utilizando um descolador Neves Pinto reto, era realizada a condrotomia posterior,
separando a cartilagem septal do osso etmoidal. Com este mesmo instrumento, era realizada
uma incisdo na cartilagem, no sentido posteroanterior, em uma altura que fosse mantido cerca
de 0,5cm de cartilagem na sua regido mais superior. Esta incisdo terminava a cerca de 0,5 cm
da regido mais anterior. Estes cuidados sdo necessarios para ndo haver nenhuma alteracao
estética no doador, como o desabamento do dorso nasal. Entdo, esta incisdo seguia em direcéo
ao assoalho nasal, formando um angulo de 90° com a incisdo superior.

Por fim, separava-se a cartilagem do vOmer, com o mesmo instrumento. Neste
momento, o tecido doador ja estava completamente descolado e solto, sendo retirado com uma
pinca Takahashi (Figura 5E). A seguir, utilizando um porta-agulhas e uma pin¢a Adson com
dente, realizava-se dois pontos de sutura com fio catgut simples 4.0, para aproximacao da
incisdo original em mucosa, ficando ambos na regido interna de fossa nasal, ndo podendo ser
visualizados externamente. A quantidade de 1 — 2 cm? de tecido foi obtida por doador, sendo

suficiente para andlise histoldgica (Figura 5F).
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Figura 5. Técnica de captacdo do tecido septal. (A) Colocacdo de campo estéril e assepsia realizada com
gluconato de clorexidina 4% e alcodlica 0,5%. (B) Visualizagdo de cavidade nasal esquerda com espéculo nasal.
(C) Incisdo em mucosa septal com bisturi e lamina 15. (D) Visualizagdo de cartilagem septal apds descolamento
de mucosa e mucopericondrio. (E) Resseccdo de segmento de cartilagem septal. (F) Tecido coletado com
comprimento aproximado de 17mm, sendo utilizado seringa de volume de 5ml para comparagdo de

proporcionalidade.

4.6 Transporte do tecido

Imediatamente apds término da embalagem, o tecido cartilaginoso coletado era mantido
em temperatura média de 4°C em contéiner térmico controlado por termostato, sendo
transportado para o Banco Multitecidos do INTO/MS, onde permaneceu refrigerado (4°C) até

0 inicio do processamento.
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4.7 Processamento e armazenamento do tecido

O processamento do tecido foi realizado em sala limpa com classificagdo — ISO 5
(Anexo J) no BMT com tempo médio de até 3 horas ap0s captacgdo.

Nesta etapa, a equipe era formada pelo médico captador e por um técnico de
enfermagem, ambos devidamente paramentados com vestimenta de &rea limpa, mascara, touca,
capote e luvas estéreis.

Dentro da capela, o processamento era iniciado removendo-se qualquer camada de
mucopericondrio que estivesse aderida ao tecido obtido, utilizando uma pinga Adson sem dente.
Entdo, o tecido era cortado com uma tesoura em quatro espécimes de tamanhos semelhantes.

Um espécime era colocado em soro fisiologico 0,9% e enviado para cultura e analise
microbiolégica. Outro espécime representava 0 tempo zero, sendo submetido a fixacdo em
formol a 10%, e enviado para analise histoldgica. Os outros dois eram armazenados em
criotubos com meio especifico de preservacdo composto por 30% de Iscove s® (Thermo
Fischer Brasil) (Anexo K), 60% de soro fetal bovino e 10% dimetilsulfoxido e entdo,
submetidos a congelamento gradual até -80°C (Figura 6 A-F).

Posteriormente aos periodos de 7 e 14 dias, os especimes eram descongelados em
banho-maria e fixados em recipiente de plastico embebido em formol a 10%, e enviados para

andlise histoldgica.
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Figura 6. Processamento e armazenamento do tecido captado. (A) Mensuragdo da amostra para divisdo em 4
espécimes. (B) Corte do tecido. (C) Separacédo do espécime. (D) Verificagdo do tamanho. (E) Coleta da quantidade
necessaria de meio de preservacdo em volume estimado para 10 vezes o volume da amostra. (F) Armazenamento

em criotubo.

4.8 Fixagao e parafinizacéo

Cada amostra, apos a fixacdo de 24 horas em formaldeido 10%, passou pelo processo
de desidratacdo seriada, composta por 4 banhos de 40 minutos em alcool absoluto seguidos por
3 banhos, de mesma duragdo, com xileno P.A. (Para Anélise). No processo de desidratag&o, as
amostras eram envolvidas em gaze e colocadas em um cassete histologico tradicional, sendo
submetidas a 2 banhos de 60 minutos cada, em parafina liquida, a temperatura de 65°C, com o

objetivo de remover o excesso de xileno P.A. Em sequéncia, as amostras eram posicionadas em
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um molde metélico e parafinizadas até a solidificacdo. Apds a remogdo do bloco de parafina,
este era cortado com micrétomo, em fitas de espessura de 4 um e, subsequentemente,

sobrepostos em lamina histoldgica dispostas em molas ou bercos.

4.9 Desparafinizacéo e hidratacao

As laminas foram colocadas em estufa pré-aquecida em temperatura de 65° C por 30 a
40 minutos para remocéao da parafina com maior facilidade. Apds o aquecimento, as laminas
passaram por 2 cubas contendo xileno P.A. e, em sequéncia, por 10 banhos em cada cuba
contendo 4 alcoois. Ent&o, colocou-se as laminas em &gua em fluxo continuo e deixadas por 5

minutos.

4.10 Coloracéo das laminas com hematoxilina-eosina (H&E)

Nesta etapa, 0s cortes eram submetidos a coloracdo em hematoxilina 1%, com cada
lamina sendo exposta ao corante por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente
por 5 minutos, diferenciadas em alcool &cido a 5% e, novamente, expostas a agua corrente por
5 minutos para remocdo do excesso de alcool. Para a desidratacdo, era realizado um mergulho
em alcool a 70%, e exposi¢cdo por 1 minuto a eosina a 1%, finalizando com banho de 4 alcoois

e 3 xilois. Por fim, foram montadas em laminulas de vidro e balsamo do Canada (Merck®).
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4.11 Método de avaliacdo dos cortes histologicos

As laminas foram analisadas ao microscopio éptico EVOS® M5000 (invitrogen by
Thermo Fisher Scientific®) em aumento de 4x, 10x e 20x, e fotografadas com camera do
préprio microscopio, para registro dos resultados.

Para a andlise histologica, criamos uma classificacdo de acordo com as mudancas
encontradas no tecido. Dentre as caracteristicas morfo-estruturais no tecido considerado
moderadamente alterado destacam-se a presenca de lise celular, o nicleo picnético e as lacunas
encontradas em quantidade < 50% na area to tecido avaliado em objetiva de 20x. Ja para o
tecido considerado muito alterado destacam-se a presenca dos mesmos critérios estruturais
elencados acima em quantidade > 50% no tecido visualizado na mesma objetiva de 20x. Por
fim, o tecido considerado como ausente de alteracbes ndo deve possuir nenhuma das
caracteristicas apontadas acima. As amostras foram classificadas conforme a Tabela 1. A
avaliacdo das alteracdes morfo-estruturais levaram em conta diversas caracteristicas, tais como
presenca de nucleo picnotico, nucleo fragmentado, tecido conjuntivo fibrilado, tecido

conjuntivo acelularizado e perda de basofilia.

Tabela 1. Classificacao de acordo com as alterac6es morfo-estruturais a andlise histoldgica.

Classificacao Alterac6es encontradas
Muito alterada Presentes e ocupam area > 50% do tecido
Moderadamente alterada Presentes e ocupam area < 50% do tecido
Auséncia de alteracGes Né&o se encontram presentes
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5 RESULTADOS

Foram coletadas sete amostras de tecido cartilaginoso de sete doadores cadaveres da
cidade do Rio de Janeiro no periodo de 01 de Outubro de 2020 a 03 de Agosto de 2021.

Durante este periodo, ocorreram outras cento e uma captacGes de tecidos e 6rgaos,
porém, nao foi realizada a captacdo do tecido nasal. Na grande maioria das vezes por negativa
da familia em autorizar a captacdo, mas em alguns momentos também pela indisponibilidade
do médico responsavel para realizar a captag&o.

Os resultados estéo apresentados em uma tabela evidenciando a quantidade de amostras
correspondente com cada pontuacéo, e de acordo com o periodo de analise (a fresco, apos 7

dias de congelamento e apés 14 dias de congelamento).

5.1 Resultados Epidemioldgicos

Dos sete doadores, trés (43 %) eram do sexo masculino e quatro (57%) do sexo
feminino. A faixa etéria variou de 20 a 79 anos, e foram considerados os protocolos de morte

encefalica (ME) ou de parada cardiorrespiratoria (PCR) (Quadro 1).
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Quadro 1. Perfil epidemiolégico dos doadores cadaveres.

Doag or Sexo Idade Causg Hospital Data Protocolo
cadaver Mortis
982 | Masculino | 79anos | TCE HCLi':)"r?i”O 01/10/2020 | ME
1037 Feminino 62 anos HSA HMSF 10/04/2021 ME
: PAF
1047 Masculino | 20 anos . HGV 29/04/2021 ME
cranio
1055 Masculino | 63 anos AVEI HMSF 26/05/2021 ME
1072 Feminino 47 anos AVEh HMSF 01/07/2021 ME
1085 | Feminino | 54 anos AVEh H{’/ﬁf:la' 25/07/2021 | ME
1090 Feminino 63 anos AVEh SEMIU 03/08/2021 PCR

Legenda: Traumatismo cranioencefalico (TCE); Hemorragia subaracnéide (HSA); Projétil de arma de fogo
(PAF); Acidente vascular cerebral isquémico (AVEI); Acidente vascular cerebral hemorréagico (AVEh);
Hospital de Clinicas (HC); Hospital Municipal Salgado Filho (HMSF); Hospital Getdlio Vargas (HGV);
Morte encefalica (ME); Parada cardiorrespiratéria (PCR).

5.2 Resultado Microbioldgico

Das sete amostras coletadas, obtivemos o resultado de cultura do espécime de seis delas,
pois a primeira amostra foi utilizada por inteiro apenas para avaliacédo histologica inicial, como
controle tecidual. Em todos os casos houve crescimento positivo para uma ou duas bactérias,
causadoras de infeccdo predominantemente hospitalar, sendo a Acinetobacter baumannii e a
Pseudomonas aeruginosa, as mais presentes, estando ambas positivas em 1/3 das amostras.

Todas as demais cresceram em 1/6 dos espécimes. (Quadro 2).
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Quadro 2. Resultado da avaliagdo microbioldgica dos espécimes na data de coleta.

Doa,dor ldade Cultura Microorganismo | Microorganismo Data
cadaver 1 2
982 79 anos N/A 01/10/2020
1037 62anos | Positiva Serratia | 10/04/2021
marcescens
1047 20 anos Positiva Kleb5|el!a S.aureus 29/04/2021
pneumoniae
1055 63 anos Positiva Acmetobac_t_er Enterobacter 26/05/2021
baumannii coclae
1072 47 anos Positiva Pseudo_m onas 01/07/2021
aeruginosa
1085 S4anos | Positiva | fcinetobacter | 25/07/2021
baumannii
. Pseudomonas
1090 63 anos Positiva aeruginosa | T 03/08/2021

Legenda: Nao aplicavel (N/A).

5.3 Resultado Histoldgico

Apos analise histologica dos espécimes, pelo setor da anatomia patolégica do INTO, foi
possivel observar auséncia de alteracdo na qualidade tecidual dos fragmentos apds 7 e apos 14
dias de ultracongelamento a -80°C, quando comparado ao tecido fresco, fixado logo apos
coleta. Deste modo, ndo houve modificacdo representativa do tecido em nenhuma das
condicBes analisadas. Foi observada boa manutencdo das caracteristicas morfoestruturais do
tecido, com nucleos intactos e membranas celulares preservadas, bem como boa intensidade de
impregnacdo com o corante, tanto nos condrocitos, como na matriz extracelular. Cabe ressaltar
que este fato foi observado igualmente em todas as condic@es de criopreservacdo, assim como

nos diferentes doadores (Figura 7 A-1).
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Figura 7. Fotomicrografia da coloracéo histolégica com H&E da cartilagem do septo nasal criopreservada.
(A-C) Fotomicrografia da avaliacdo histoldgica da cartilagem do septo nasal do tecido fresco sem criopreservacéo,
nos aumentos de 4x, 10x e 20x. (D-F) Fotomicrografia da avaliacdo histolégica da cartilagem septo nasal apds 7
dias de criopreservacdo, nos aumentos de 4x, 10x e 20x. (E-F) Fotomicrografia da avaliacdo histolégica da
cartilagem do septo nasal apds 14 dias de criopreservacdo, nos aumentos de 4x, 10x e 20x. (Barra de escala de 100
pm).

5.4 Elaboracédo do Protocolo

Baseado nos bons resultados histologicos encontrados, foi possivel elaborar um
protocolo que descreve desde a selegdo do doador cadaver, seguindo pela captacao, transporte
e processamento do tecido septal nasal, até os critérios para analise microbioldgica e histologica
(ANEXO L).
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com o intuito de criar um protocolo de captacédo e
criopreservacdo da cartilagem do septo nasal com qualidade tissular que permita a realizacéo
de implantacdo deste tecido em pacientes com indicacdo de reconstrugédo nasal. O tecido nasal
s € considerado adequado para o transplante quando o resultado do processamento, planejado
neste projeto, permitir que o tecido ndo tenha alteracdes morfo-estruturais representativas.

O nariz ¢ a parte inicial do trato respiratorio, sendo uma estrutura formada por 0ssos e
pelas cartilagens nasais, que sustentam a pele e os tecidos moles, e fornecem a sua projecéo
tridimensional (Hahn, 2017). Pode ser acometido negativamente por traumas, doencas
infectocontagiosas, neoplasias, anomalias congénitas, doencas autoimunes e, também, por
cirurgias malsucedidas (Hahn, 2017). Desse modo, deformidades complexas podem ocorrer,

todas gerando perda funcional e/ou estética da regido nasal.

Na grande maioria dos casos, 0 tratamento preconizado € cirdrgico, € uma
rinosseptoplastia deve ser realizada, em uma tentativa de reconstruir a regido acometida. Neste
contexto, uma avaliacdo pre-operatoria minuciosa deve ser efetuada, individualizando caso a
caso, para se planejar qual a melhor maneira que esta abordagem deve ser executada. N&o
somente deve-se olhar para as areas que foram prejudicadas e o impacto na respiracdao e na
estética do paciente, mas também para as regides que permaneceram normais, projetando como
a cicatrizacdo pode ser mais bem sucedida para uma nova estruturacao nasal (Hahn, 2017). E,
para esta finalidade, a necessidade de enxertos cartilaginosos é fundamental para uma boa
construcdo de uma nova unidade anatémica nasal e manutencdo de sua funcionalidade. Estes

enxertos podem ter finalidades diferentes, como serem novas pecas de suporte da estrutura
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nasal, tanto quanto para corrigirem assimetrias e imperfeicdes estéticas. O uso da propria
cartilagem septal como fonte de enxerto é o que melhor se adequa para esta cirurgia, devido as
suas caracteristicas estruturais, de forma e de maleabilidade. Contudo, nos pacientes que
necessitam deste procedimento, usualmente a cartilagem septal ndo se encontra mais

disponivel.

Os aloenxertos séo usados em rinoplastia quando uma quantidade suficiente de tecido
de enxerto autdlogo ndo esta disponivel, e a cartilagem, em geral, exibe baixa antigenicidade
(Lavernia, et al., 2019). Contudo, para eliminar qualquer resposta imunoldgica do receptor, 0s
enxertos podem ser irradiados com radiacdo gama para matar células residuais (Lavernia et al.,

2019).

Na tentativa de utilizar os enxertos homdlogos, a cartilagem costal irradiada ¢ a mais
utilizada para reconstrucdo nasal estrutural, sendo semelhante a cartilagem nasal em relacéo a
integridade estrutural e plasticidade (Hahn, 2017). Entretanto, apresenta maiores taxas de
reabsorcdo, de ocorréncia de infecgdes e de mudanca de forma e tendéncia de arqueamento,
quando comparado com as cartilagens costais autdlogas, ndo sendo, portanto, uma boa fonte de
enxertia (Adams, et al., 1999). Isto, somado ao fato de ja ter sido evidenciado por experiéncia
clinica durante décadas de que aloenxertos osteocondrais ndo despertavam uma resposta imune

(Bugbee, 2002; Gross et al., 2005).

Sendo assim, a melhor opcdo parece ser a utilizacdo de enxerto de cartilagem septal
homdblogo, quando ndo ha tecido septal autdlogo disponivel. Atualmente, ndo existe nenhum
protocolo nacional ou internacional que possibilite a utilizacdo de enxertos deste tecido, e 0
presente estudo busca promover uma opc¢do para a resolucdo desta questdo, através da criacdo
de uma proposta de protocolo de captacéo e criopreservacdo do fragmento da cartilagem septal

sendo algo inovador e com boa viabilidade técnica para ser executado. Este é o primeiro
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trabalho realizado com andlise deste tecido provindo de cadaveres de doadores de 6rgdos,
avaliando suas caracteristicas morfoestruturais apds ultracongelamento, além da microbiota

presente apds ressecgao.

No presente estudo foram coletados sete espéecimes e os testes microbioldgicos foram
realizados logo apds a coleta. Apesar da realizacdo de assepsia com gluconato de clorexidina a
4% e gluconato alcodlico a 0,5%, observamos o crescimento de bactérias responsaveis por
infeccdo hospitalar em todas as amostras estudadas. De modo geral, sdo todas bactérias
oportunistas, que acometem pacientes imunocomprometidos de alguma maneira, causando
infeccbes de mais dificil tratamento, sendo importante relatar que todos os doadores
apresentavam pelo menos 5 dias (cento e vinte horas) de internacdo hospitalar em unidade de
tratamento intensivo. O Acinetobacter baumannii afeta principalmente o trato respiratério,
sangue, urina e, menos comumente, a pele (Nielsen et al., 2021). A Pseudomonas aeruginosa
é uma fonte comum de infeccdo nos pacientes em uso de ventilagdo mecénica, apresentando
um desafio do banco de tecidos para gestdo da qualidade do espécime a ser captado, dado a
possibilidade de formacdo de biofilme em tecido cartilaginoso (Réhner et al., 2020). A Serratia
marcescens é uma enterobactéria gram-negativa encontrada como agente causal de infeccdes
principalmente do trato urinario, porém também pode infectar com severidade clinica o tecido
articular (Pérusseau-Lambert et al., 2021). O enterobacter é fonte de infeccdes hospitalares
diversas, mas raramente afeta alguma regido osteocartilaginosa (Yazidi et al., 2018), e a
Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa, que pode causar infeccGes dos tratos
respiratorio e urinario, e de pele, principalmente quando existem feridas (Wang et al., 2020).
Desta maneira, podemos observar que provavelmente é necessaria a utilizacdo de antibi6tico
no meio de preservacao, para garantir uma maior protecdo tecidual antimicrobiana, além da

fornecida pela prépria congelagéo.
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No armazenamento dos especimes, foi optado pelo resfriamento lento no processo de
criopreservacdo, em vista que no INTO hé& disponivel freezers de ultracongelamento gradual.
Sendo assim, um baixo volume de CPA foi necessério, evitando uma maior toxicidade celular,
além de ser um processo de facil execucdo, com pouca exigéncia técnica para a equipe. Existem
diversos tipos de CPA, porém o escolhido para este estudo foi 0 DMSO (dimetilsulféxido), que
apresenta baixo custo e baixo nivel de toxicidade (Slichter et al., 2014), e atua reduzindo a
concentragao de eletrolitos na solugao residual descongelada no meio extra e intracelular, em
qualquer temperatura (Jang et al., 2017). E, como optamos pela resfriacdo lenta, baixa
quantidade de DMSO foi necessaria. Contudo, ja foram observados efeitos negativos em casos
de uso em alta quantidade, como uma queda na taxa de sobrevivencia celular, além de relatos
de indugao da diferenciagao celular causada pela metilagao do DNA (acido
desoxirribonucleico) e por alteragao das histonas, as principais proteinas presentes nos
nucleossomos (Miyagi-Shiohira et al., 2015). Sendo assim, este croiprotetor pode causar uma
instabilidade cromossémica com tendéncia a formacao de tumores (Jenkins et al., 2012). Logo,
esses efeitos do DMSO na criopreservacao geram algumas dificuldades para seu uso em

aplicacoes clinicas de rotina.

Associado ao crioprotetor, 0 meio de preservacdo apresenta soro fetal bovino em sua
formulacéo, utilizado universalmente como suplemento de crescimento celular em um meio de
cultura, contendo hormdnios, fatores de crescimento, vitaminas, acidos graxos, dentre outras
substancias que auxiliam na proliferacdo e manutencdo da atividade celular (Gstraunthaler et

al., 2013).

Quanto a analise histoldgica, foi evidenciada uma boa qualidade morfoestrutural do
tecido apds a criopreservacgdo, sendo este um excelente resultado. Apesar de até 0 momento nao

serem encontrados na literatura estudos que avaliem o ultracongelamento da cartilagem septal
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nasal, podemos encontrar informagdes sobre este tipo de preservagdo em outras cartilagens,
como a osteocondral de joelho. Ball e colaboradores (2004) evidenciaram uma queda
importante na viabilidade dos condrdcitos desta articulagdo, apds o congelamento a -80 °C.
Outro estudo, realizado no INTO, evidenciou que enxertos osteocondrais poderiam ser
preservados com boa viabilidade celular por até 14 dias a 4°C ou a -70°C por um ano, em meio
suplementado com albumina (de Sousa et al., 2014). Da mesma forma, também em pesquisa
desenvolvida no INTO, Vivacqua e colaboradores (2020) verificaram que enxertos
osteocondrais poderiam ser armazenados a 4°C por até 15 dias em meio Iscove’s suplementado

com albumina e vancomicina.

Quanto as dificuldades encontradas, é de suma importancia relatar que o presente estudo
foi planejado em 2019, porém se iniciou em 2020, concomitante com a pandemia causada pelo
SARS-CoV-2. Sendo assim, em um mundo tomado por incertezas, as doacdes de 6rgédos e
tecidos foram suspensas por alguns meses, 0 que atrasou o inicio da captacdo do projeto. Alem
disso, a doacdo de um tecido presente na face, gera incertezas nas familias quanto a
possibilidade de alteracGes estéticas. Logo, mesmo sendo relatado veementemente que isto ndo
aconteceria, além do folder que era entregue na abordagem familiar, muitos se negavam a

autorizar a captacao.

Também é de suma importancia ressaltar que o fragmento tecidual captado é muito
pequeno, o que dificulta uma multipla divisdo deste em espécimes para diferentes analises,
como para avaliacdo de periodos mais longos de ultracongelamento, com o objetivo de tentar
se determinar um tempo mais preciso de viabilidade tecidual. Assim como, por este mesmo
motivo, cabe lembrar que foi realizada analise microbioldgica apenas antes da criopreservacgao,
e ndo apos, 0 que seria muito importante para avaliar se as bactérias encontradas sobrevivem

ao ultracongelamento.
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Nosso estudo se limitou a analisar o tecido cartilaginoso septal nasal apo6s
criopreservacdo, mas ndo foram realizados ainda avalia¢fes apds uso deste enxerto in vivo.
Logo, mais estudos sdo necessarios para garantir o uso deste material em cirurgias

reconstrutoras nasais sem prejuizo estético ou funcional ao paciente receptor.

A obtencdo de 6rgaos a partir de doadores cadaveres, e sua posterior utilizagdo através
da transplantagdo, constitui importante alternativa de tratamento de diversas doengas. E, cada
vez mais observamos avancos, tanto nas técnicas de obtencdo dos tecidos musculoesqueléticos,
quanto em sua aplicacdo nas diversas patologias que acometem este sistema. Assim, novos
estudos devem continuar a explorar esse tema de modo a possibilitar o desenvolvimento do uso
de aloenxertos de cartilagem do septo nasal para o tratamento de pacientes com doencas que

afetam a regido do nariz.
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7 CONCLUSAO

Concluimos este estudo conseguindo descrever o processo de captacao do tecido septal
nasal de doadores cadaveres, assim como a sua criopreservacdo e analise histoldgica. Foi
possivel observar que existe uma boa qualidade morfoestrutural deste tecido apds 14 dias de
congelamento a -80°C, sendo construida uma proposta de um protocolo adequado de captacao,
armazenamento e criopreservagao, com o objetivo de futuro uso deste material em cirurgias

reconstrutoras nasais.
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9 ANEXQOS

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

Dispde 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 Sanitéria, no uso da atribui¢do
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 8§ 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
80, § 1o, VIl e VIII da lei n°. 9.782 de 26 de janeiro de 1999; considerando o disposto no § 40
do Art. 199 da Constituicdo Federal de 1988 que veda todo o tipo de comercializacao de 6rgaos,
tecidos e substancias humanas para fins de transplante, pesquisa e tratamento; considerando a
necessidade de garantir que os tecidos Musculoesqueléticos e os tecidos cutaneos de
procedéncia humana e seus derivados, a serem utilizados em procedimentos terapéuticos em
humanos, sejam triados, retirados, avaliados, processados, armazenados, transportados e
disponibilizados dentro de padrGes 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

Resolucdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicacéo:

Art. 4° Para fins de pesquisa e ensino, 0s BTME/BP poderao disponibilizar tecidos considerados

improprios para uso terapéutico bem como aqueles considerados préprios, desde que
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priorizadas as demandas com finalidade terapéutica.

8 1° Os tecidos e seus derivados somente poderéo ser disponibilizados para projetos de pesquisa
previamente aprovados por comité de ética em pesquisa, desde que respeitadas as legislacdes

vigentes.

§ 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 6rgaos, 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;

| - avaliacdo de situacOes de risco acrescida de informagdes do historico de antecedentes
pessoais e exame clinico.

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

Il - e facultativa a realizacdo de exames sorologicos para toxoplasmose,
citomegalovirus e Epstein-Barr, devendo ser sua realizacdo, ou ndo, regulamentada pela
respectiva CNCDO, e caso ndo sejam realizados, 0s 6rgéos e tecidos doados deverao
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 refratéria; e

f) infeccBes virais e fungicas graves, ou potencialmente graves na presenca de
imunossupressao, exceto as Hepatites B e C; e

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

Secédo IX
Modulo de Tecido Musculoesquelético
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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 informacdes sobre o receptor que permitam a rastreabilidade do
tecido;

I1 nome do profissional transplantador (nome completo, especialidade, endereco e
telefone de contato),

I11 caracteristicas e quantidade de tecido;

IV procedimento a ser realizado;

V estabelecimento de salde onde seré realizado o procedimento; e

VI data prevista para utilizacdo do tecido.

Art. 132. A disponibilizacéo do tecido deve ser acompanhada de instrucdes técnicas, com
informagdes que complementem aquelas contidas no rétulo da unidade de tecido
disponibilizado, para a manutencao da qualidade e utilizacdo do tecido, tais como:

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

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

I11 - instrucdes especiais sobre sua utilizacéo;

IV - informagdes 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 6rgdos competentes sobre a
ocorréncia de reacdes adversas apds seu uso; e

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

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

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

Art. 135. O profissional transplantador deve encaminhar ao Banco de Tecido Musculo
Esquelético e a CNCDO as informagdes sobre os receptores no prazo maximo de 15 (quinze)
dias ap0s a realizacdo do transplante, cabendo o ndo-encaminhamento das informac6es no prazo

49



estabelecido podera acarretar ao profissional transplantador o cancelamento da autorizagao para
a realizacdo de transplante de tecido osteocondrofascioligamentoso, emitida pelo Ministério da
Saude.

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

Art. 137. O material que ndo for utilizado deve ser retornado ao Banco, sob condicdes de

preservacdo controladas e validadas pelo Banco, e a decisdo sobre o reaproveitamento ou ndo
devera ser de responsabilidade do diretor do Banco.
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ANEXO C — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA SAUDE _
INTO SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
A INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resclugdo do Consalho Nacional de Sadde n 466 de 12/12/2012)

O seu lamiliar estd sendo convidado a participar da pesquisa “CRIAGAD DE PROTOCOLO DE
CAPTAGAD E CRIOPRESERVACADO DE CARTILAGEM DE SEPTO NASAL HUMANO PARA
ESTOQUE EM BANCO DE TECIDOS" realizada no Instituto Nacional de Traumsiclogia ¢ Ortopedia
Jamil Haddad (INTO). Ele foi selecionado a partir dos critérios estabelecidos pelo Sistema Nacional de
Transplantes.

A qualquer momento vocd pode desistir desta particpac3o e retirer seu consentimento, Sua
recusa ndo lrard nenhum prejuizo em sua relagio com o pesquisador @ a Instituicio.

O cbjstivo deste estudo @ captar um segmento de cartilagem do sepio nasal @ avalar se esla
cartfagem poderd ser uliizada em padientes que nacessiam realizar Lma crurgia de reconstrugio
nasal Este procedimanto serd realizado por um profissional especislizado, olorinolaringclogista, e de
maneira alguma havers qualquer mudanca estética do doador.

O beneficio relacknado esta partidpacio serd de poder estudar melhores formas de tratar
pacienes com deformidades nasals.

Caba ressakar que nenhum tipo de baneficio ¢ concedido & nenbuma familia dos paricipantes
Esta ¢ uma participacio inteiramente voluntaria. )

As informacies oblidas atraves desta pesquisa serdio confidencials @ asseguramos siglo scbre
sus participaco. Os dados ndo serlio divdgados de forma a possibiltar a idantificacao do doador.

Est0 Termo fol redigido em duas viss, sendo uma para o familar do doador e oulra para o
pesquisador, onde consta o telefone & o endersco do pesquisador principal @ do Comilé de Etica em

Pesquisa - CEP,
Rio de Janeiro, de de
Pesquisador responsével: Carlos Barona Junior
Contato com o pesquisador responsdvel:
Endereco:
Telefone: 21 2134-5000
e-mail: cardesbaronejunicrggmell.com
Em caso de divida quanto & condugio ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO.
Endereco: Avenida Beasil n® 500, 9° andar — saia n* 4 — Siio Crstdvdo ~ Rio de Janeiro — RJ - CEP:
Telaform: 21 21345000
o-malt cop.ntoinko saude gov.br
Eu, , dala de
PASCMENIo portadar ce documento de identidace n' apos

—_—

& Jeilues (ou & esculs da ledurs) deste documento @ for Hido a cporfundade de COMenss: com um Memtno da
equipe de pesquiss pars eeckirecsr 10088 35 minhas dividas, acradio estar suficentemante infarmado, ficando
claro para mim que minha participacho 4 voluntiris ¢ que POsSo reSrar esie consentimento a gualgquer momenio
sem penakdades ou perda de qualquer benefico. Eslou ciente também dos objetvos da pesqusa, cos
procedmentas ae quals el submetido. das possivels danos ou nscos deles provenentes ¢ da garantis de
confidenciniciads @ asclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposio eapresso minha concordincia de
esponiAnes vontade em pamicpar deils estudo,

. > -
Canto, "Darerw Guniev
v
Assination 30 WA o S sen) repressntants bagal Asd ds reay { pels ab o TOLE
1
s
st 57 Waes-t Fotha 1del
L W 1 = s dor
W 2 = Partiopae

Carlos Bar
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ANEXO D - Folder entregue aos familiares para evidenciar que ndo existe nenhuma

alteracdo estética com a técnica cirurgica empregada.

Perguntas frequentes:

A captacdo da cartilagem de septo nasal pode causar alguma deformidade
no rosto do doador?

Quanto tempo demora para ser captado o tecido?

Cerca de 10 a 15 minutos.
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ANEXO E - Termo de Autorizacio da Doac&o de Orgéos e Tecidos (maior de 18 anos)

GOVERNO DO

TERMO DE AUTORIZACAO DE DOAGAO DE ORGAOS E TECIDOS (MAIOR DE 18 ANOS)

1-Doador:
Nome legivel:
Sexo:()F ()M Data de nascimento: ____ / /___ Estado Civil:
RG: Orgéo Expedidor: CPF:
Nome da mie ou pai:
Hospital:
Datado Obito: __ / [/ Horario do Obito:

Nimero do caso: RGCT:

2-Responsdvel pela doagdo: ( ) Pai ( ) M3e ( )Irm3o/a ( )Cénjuge ( )Filho/a ( )Neto/a ( )Avd/Avé
( ) Curador comprovado ( ) Autorizacdo Judicial Comprovada *LEI N®10.2110de 23 de marco /2001
Nome legivel:
Idade: anos Sexo:( ) F( ) M Profissio:
CPF: RG: Estado:

Endereco:
Telefone: () Celular: ( )
Data da entrevista: / / Hora da entrevista :
Assinatura do responsavel:

3- Autorizo de livre espontdnea vontade a remocao dos seguintes orgdos e tecidos para transplante a seguir
discriminados: * NR: ORGAOS NAO REALIZADOS NO RIO DE JANEIRO
CORAGAO Sim () N3o () N/R()
FIGADO Sim () Nao () N/R()
RINS Sim () Nao () N/R()
CORNEAS Sim () Nao () N/R()
TECIDOS MUSCULO-ESQUELETICOS Sim () N3o () N/R()
PULMAQ Sim () Nio ( ) N/R()
PANCREAS Sim () Nio ( ) N/R()
INTESTINO Sim () Nio() | N/R()
VALVULAS CARDIACAS Sim( ) Nao ( ) N/R()
PELE Sim( ) Nao ( ) N/R()

4- Testemunhas:
A- Nome:
Enderego:
Bairro: Cidade/Estado:
RG: CPF:
Assinatura:

Nome:
Enderego:
Bairro: Cidade/Estado:
RG: CPF:
Assinatura:

Entrevistador:
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ANEXO F - Folha de Rosto da Plataforma Brasil

INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATOLOGIA E W
apy ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -
INJO INTO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titule da Pesquizsa: CRIACAD DE FPROTOCOLO DE CAPTACAD E CRIOPRESERVADAD DE
CARTILAGEM DE SEPTO NASAL HUMANA PARA ESTOQUE EM BANCO DE

Pesquisadar: Diego Agulsr

Area Tematica:

Wersdo: B

CAAE: 21116510.3.0000.5273

Instiulgde Proponente: MINISTERIO DA SAUDE

Patrocinador Prinelpal: MINISTERIO DA SAUDE
FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADD DO RIO DE
JAMEIRD - FAPER

DADOS DO PARECER

MHimeros do Parecar: 4 425981

Apresentagho do Projeto:

Os pesquisadores resumem o projato:

"Diversas doengas s&o capazes de scometer a estrulura nasal com grande prejulzo de sua fungéo &
arquitetura, necassitands de complaxa abordegem cirirglea para reconstrugBo. Mas tienlcas de rinoplasta
regaradora sdo utllizades ensertos de carilagem para correglo, com destague para & carllagem septal.
Entratanio, esta nem sempre astd deponivel & & precise considerar cutros silios deadores de cartilagem
para enxerto, como & de concha auricular @ & de costela. Esses oulres sitics geram marbidade local,
aumentando o lemge de clrurgla e, sspeclalments a de costela, pode Inferlr complicagdes maloras am
paclentes com comorbldades maks graves, além de, eom o tempa, tenderem a apresentar deformesie
morlalbgiea. Este projete destina-se a criar uma téenica de caplagio e pretocolo de fransporte e
crispresarvacio no banco de tecldos

musculoesqualétics do INTO."

Objetive da Pesquisa:

Objetive Priméarie:

“Griar um protocole de captagio e criopreservagio em banco de tecides de tecldo canilaginoss da septe
nazal de doador cadaver.”

Objetives Secundarios:

Endorsgn:  Avonida Brasil, n® 500

Balrro:  Sdo Cristbuia CEP: 20,840-070
UF: R Municipio;  FIQ DE JAMEIRG
Tololome:  (2912134-5000 Fam: (21)2134-525 E-mall: cep.irio@inio. sauda.gos.br

Figina Ol da 8
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INSTITUTO NACIONAL DE

— TRAUMATOLOGIA E Qm
1N i «y ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -
= INTO

ot i de Paracir. 44255681

"Construir um protocolo de captagio de tacdo carlilagineso do sepio nasal;

Elaboras um mels de cropraservacho do teclds cartilaginaso do septe nasal a -80 *C no bance de tecldos de
INTO.

Fealzer teste de vigblidade cedular na tecido criopreservada.

Projetar & implanacio deste tecldo am reconstrugio do septo nasal de paclentes com acomeatmento desta
fecida.”

Avallagio dos Rlscos e Beneficlos:

Rilacos:

“MEo hé rAscos para os doaderes cadiveras.”

Quanio aos rlscos, o8 pesguisadores poderiam Inclulr como no termo de assentiments & ser aplicada a
tamilia: "Este procediments serd reallzado por um proflssional especializado, otorrinclanngoleglista, & de
manalfa alguma Raverd gualquer mudanga estética do doador, nEo havends rsces para o doador.”

Banaticlos:

"Os peneficlos estis atrelados ao desenvoleimente da 1écnice de captagho e cragdo do protocolo de
fransporte criopraserdesio do tecids de cartilagem seplal, & que esle lecido possa sof implantads am
pacianies gue necessilam de clrurgia de reconstrugds nasal®.

Comentarios & Conslderagdes sobre a Pesqulsa:

Conforme parecer antenar desta CEP, trata-se de uma pesguisa relevanta, especialmeante para os paclentas
acomsalidos por patologies que necessitem de rinoplastla, pols aponta para uma outra possiblliidade da
fratamenio aparentements mals segura.

Consideragies sobre oa Termos de apresentacio obrigatéria:

0= tarmos de apresentagho obrgaténa estio presentes:

Folha de reabe - ok

Infarmagdes basicas do projeta - 0K

Terno de responzabllidade do pesquisador - ok

TCLE- Ok

Recomendagbes:

Sugere-se que os pesquisadores Incluam na sessdo de fscos & exsténcla de um profissionsl

Enderego:  Avenida Brasil, i 500

Baira:  Sdn Cristdudio CEP: 3,840-070
UF: Rl Municipio:  RIO DE JANEIRG
Toelulons: (21952 134-5000 Fam: (21121345208 E-mail: cop imicdlinto saude.go.br

Figine 05 da D&
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INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATOLOGIA E W
ap ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -
INTO INTO

Gonfinis i de Paraonr- 4 425 581

eapacializada, otorrinclaringologista, para & realizagio do procedimento & de manelra alguma haverd
qualguer mudanga estélica do dosder, néo havendo riscos para o doador @ para a familia.
Conclusbes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:

Trata-ge da incluséo de um pesguizadar: Edusrds Branca de Souza O pesquisador respongdvel apresanta
justificativa para esta InclusBe, sando & mesma acelta.

Consideragies Finals a eritério do CEP:

Senhor pesquisador, de acorde cormn o constante da Resoluglo CNE n* 466 de 2012, faz-se necessarna
apresentar ac CEPJINTO, através da Plataforma Brasll, a cada 06 (sels) meses ¢ relatdrio de
acompanhameanio de sua pesquisa. Além diaso, aphs a conclusio da pesguisa, deverd sar submetido na
Plataforme Brasil, através da Motificagde, o Relatbrio Final @ 8 pesguiza concluida para apreciagio do
CERIMNTO.

Infermamaos que qualquer alteragio realizada no protocobs de pesguisa aprovado deverd ser submetida &
apraciagio do CER/INTO através do emvio de uma emenda utibzando & Plataforma Brasil

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relachonados:

Tipa Decumentas Arguivo Postagem Autor Siuagdo
Informagies Bascas | FB_INFORMAGOE S BASICAS_ 165811 0311/2020 Acalts
do Projeio & Eipdi 11:34:54
Ciutros InclusasdaEdu.pdl 03N 12020 |Deega Agular Acaitae
11:30:55

Pregeto Detalihado (| Barone_16_12_2018.docx 161 22019 |Barons Junlor HAcalte

Brochura 10:07:04

Anvesligador S

TCLE / Termos da | TCOLE_Barona dooy 0aM 02019 |Barone Junior Acaitae

Agzentimanto 1B:03:32

Justificativa de

Outros iannn_ﬂa_reepumﬂ:ilﬂﬁda.pm 17/09/2019 |Barone Junlor Acaibo
16:53:08

Falha de Fosto FOLHA_DE_ROSTO_BAROME.pdf 02092019 |Barone Junior Acaite
13:48:48

Shtuacho do Parecer:

Endoregs:  Avonida Brasil, n® 500

Bairr:  Sdn Cristéuia CEP: 20840070
UF: Al Municiplo;  RIC) DE JAMEIRG
Tolofone:  (21)2134-5000 Fam: (21121345008 Emadl: oop.inioi@into. saudo.goe.br

Figiea 00 da 04
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INSTITUTO NACIONAL DE

— TRAUMATOLOGIA E @M
1IN i{} ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -

INTO

Confinuas i ds Paracer 4425581

Aprovado

Hecesslta Apreciagio da CONEP:
i 4]

RIO DE JAMEIRD, 27 de Movembro da 2020

Azsinado por:

Maria Clate dos Rels Amora Ramos
{Coordenadar|a))

Endersga:  Avonida Brasil, i 500

Bailnmg:  Sdo Crigttulio

UF;: Municigia: RIQ DE JANEIRG
Telefone: (2952 134-5000 Fax: (2112134-5238

CEP: 20.880-070

E-mail: cepintoinio.saude.gos.br

Figina 4 da 4
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ANEXO G - Exames Soroldgicos

Os exames soroldgicos devem ser feitos para identificacdo das seguintes doencas
transmissiveis pelo sangue, seguindo os algoritmos para triagem de doadores de sangue:

Hepatite B (HBsAg e anti-HBc total)

Hepatite C (anti-HCV)

HIV-1 e HIV-2 (anti-HIV1 e 2)

Doenca de Chagas (anti-T. cruzi)

Sifilis (um teste treponémico ou ndo treponémico)
HTLV-l e HTLV-II (anti-HTLV I e 1)
Toxoplasmose (anti-ToxoplasmalgG e IgM)
Citomegalovirus (Anti-CMVIgG e IgM)

Em caso de doador cadaver, quando os exames de pesquisa para HIV e HCV tiverem
resultados negativos, deve-se realizar teste complementar tipo:

e Biologia molecular para deteccdo RNA do HIV
e Biologia molecular para deteccdo RNA do HCV
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ANEXO H - Formulario de Anamnese do Possivel Doador (frente)

BANCO

MULTITECIDOS

ANAMNESE DE POSSIVEL DOADOR

IDENTIFICACAO

NOME: N°CASO CNCDORJ:
PRONTUARIO: | IDADE: SEXO:{ JF ()M
HOSPITAL
DIAGNOSTICO: | CAUSA MORTIS:
FONTE DE COLETA DE DADOS: | DATA: | [
DADOS PARA AVALIA(}J"\O
SINAIS VITAIS:
TEMPERATURA FC FR PACO?
DATA 538°C OU <36°C >90BPM >20IRPM <S2MMHG o8BS
AVALIAGAO LABORATORIAL
LEUC. BASTOES
DATA 112.000 OU 4000MM® 10% HT HB PLAQ. SOROLOGIA
OUTROS FATORES:
HEMOTRANSFU SAQ. QUAL BANCO DE SANGUE? N°HEMOCOMPONENTES? DATA:
ANTIBIOTICOTERAPIA. QUAL? QUANTOS DIAS? DATA NICIO:
DIALISE. quanDO? TIPO?
EXAME OCULAR
OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
Refrigeragdo topica [ ) Sim ( YNao Refrigeragao topica | ( ) Sim ( )Nao
Palpebras fechadas [ ) Sim ( }Nao Palpebras fechadas | ( ) Sim ( ) Nao
Palpebras sup. ( JNomal Obs. | Palpebras sup. ( YNomal | Obs.
Palpebras inf. ( JNomal Obs. ____ | Palpebrasinf. ( YNomal | Obs.
Conjuntiva ( JNomal Obs. | Conjuntiva ( YNomal | Obs.
Cornea ( JNomal Obs. __ | Cornea ( YNomal | Obs.
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ANEXO H - Formulario de Anamnese do Possivel Doador (verso)

EXAME FISICO

A -Abrasio P - Piercings

CO -Contuséo T - Tatuagens
OP - Orteses/proteses  Cl - Cicatrizes

C =Curativos R -Rash

IN - Intubagéo CU - Cateter uretral
FR - Fratura LP - Lesbes pele

PV - Pungdes venosas O -Outros
{profunda ou periférica) [ } .
H - Hematomas ()-
L - Laceragdo ()-
| - Incisdes {)-

EVOLUGCAO

Carimbo e assinatura

AVALIAGCAOQ CLINICA DO DOADOR PELO RESPONSAVEL TECNICO/TME

(em caso de aceite do tecido)

DATA: / /

MEDICO RESPONSAVEL PELA AVALIACAD

AVALIAGAQ CLINICA DO DOADOR PELO RESPONSAVEL TECNICOTO

(em caso de aceite do tecido)

DATA: / /

MEDICO RESPONSAVEL PELA AVALIACAD

AVALIACAOQ CLINICA DO DOADOR PELO RESPONSAVEL TECNICO/PELE

(em caso de aceite do tecido)

DATA: / /

MEDICO RESPONSAVEL PELA AVALIACAD
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ANEXO | — Formulario de Exame Fisico do Doador de Tecidos

NOME:

IMNSTITLTE
FEAURMATOLL

MINISTERIO DA SAUDE

T ,.... - -
IN L O SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
y .

INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

»Macional o BANCO MULTITECIDOS

Mila E ORTOPEDRLA

EXAME FiSICO DO DOADOR DE TECIDOS

PRONTUARIO: DC/DV.

RESPONSAVEL PELO EXAME FiSICO:

Presenca de lesfes de pele ou genitais que sugiram doencas
sexualmente transmissiveis, tais coma. doenca genital ulcerativa,

. P - i - ( )sm [ ( )MNé&o
herpes simples, sifilis, cancro. Lesbes perianais como lesbes
condilomatosas.
Tatuagens, sinais de uso de aderecos corporais, madguilagem - =
definitiva. ¢ )sm | (- )Néo
Les@ies puntiformes causadas por agulhas e/ou sugestivas de uso
de drogas ilicitas. Caso tenha tatuagem, observar se estas lesbes (  )Sim | () Néo
estéo ocultas.
Leses orais sugestivas de candidiase {( )Sm | ( )N&o
Lesties cutdneas violdceas sugestivas de Sarcoma de Kaposi. { )Sm | )Né&o
Linfadenopatia disseminada { )Sm | ({ )Né&o
Presenca de ictericia { )Sm | ({ )Né&o
Presenca de hepatomegalia ( )Sm | )Né&o
Cicatriz drdrgica prévia ( )Sm | ( )Né&o
Presenca de fraturas expostas/fechadas {( )Sm | ( )MNé&o

Aparéncia Geral do Doador:
( )Boa { ) Razoavel (Se razoavel, desaever motivos)

Observacies:

Assinatura e Carimbo do
Responsavel pelo Exame Fisico
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ANEXO J - Definicéo 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

Projeto Basico De Salas Limpas — Parte 1

J. Fernando B. Britto
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ANEXO K - Composi¢ao do meio Iscove’s (Modified Dulbecco’s Medium)

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

CaCl:; (anhydrous) 0.16500 D-Biotin 0.000013

Mg504 (anhydrous) 0.09770 Choline Chloride 0.00400

KCI 0.33000 Folic Acid 0.00400

KNO; 0.000076 myo-Inositol 0.00720

NaHCQO3 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 (g/liter)

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-Serine 0.04200

L-Threonine 0.09500

L-Tryptophan 0.01600

L-Tyrosine-2MNa-2H20 0.10379

L-Valine 0.08400
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ANEXO L - Protocolo Captacédo, Processamento e Criopreservacdo da Cartilagem de
Septo Nasal.

SUMARIO

1 INDICACAO

2 CRITERIOS DE INCLUSAO

3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

4 PROCESSO DE COLETA, TRANSPORTE E PROCESSAMENTO
5 AVALIACAO HISTOLOGICA

6 EXAMES

7 MEDICAMENTOS

8 BIBLIOGRAFIA

1 INDICACAO

Captacdo de tecido cartilaginoso de septo nasal de doadores de 6rgdos cadaveres, para
estoque no Banco Mulitecidos do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad-
INTO/MS.

2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todo doador de tecido musculoesquelético é selecionado de acordo com a Portaria n° 2600
de 21 de outubro de 2009 do Ministério da Saude, seguindo a orientacdo do Sistema Nacional de
Transplantes (SNT).

3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Trauma de face e infec¢Bes cutaneas da regido nasal.

4  Processo de coleta, transporte e processamento

4.1 Equipe composta por um médico captador especialista em cirurgia otorrinolaringolégica, por um
enfermeiro e por um técnico em enfermagem, membros da Area de Transplante Multitecidos
(ATMIT) do INTO.

64



4.2

4.3

4.4

5

6

6.1

6.2

6.3

7

O procedimento de ressecc¢do de cartilagem septal nasal tem como base o conhecimento da
anatomia local e de técnicas em cirurgia de septoplastia, com captagdo uma peca por doador.

Transporte é realizado em temperatura de 2 a 8°C, pelo periodo maximo de 8 horas.

Processamento do tecido em sala limpa com classificacéo - 1SO 5, com divisdo em 4 espécimes:
Espécime 1: enviado para andlise microbioldgica.
Espécime 2: fixado em formol 10% e enviado para analise histolégica.

Espécime 3: colocado em meio especifico de preservacdo composto por 30% de Iscove’s®
(Thermo Fischer Brasil), 60% de soro fetal bovino e 10% dimetilsulfoxido e entéo, submetido a
congelamento gradual até -80°C. Realizado descongelamento em banho maria apés 7 dias,

fixacdo em formol 10% e enviado para analise histolégica.

Espécime 4: colocado em meio especifico de preservacdo composto por 30% de Iscove’s®
(Thermo Fischer Brasil), 60% de soro fetal bovino e 10% dimetilsulfoxido e entéo, submetido a
congelamento gradual até -80°C. Realizado descongelamento em banho maria apés 14 dias,

fixacdo em formol 10% e enviado para analise histolégica.

Avaliacéo histoldgica

Realizada avaliacao histoldgica através de uma classificacéo que analisa as alteracdes
morfo-estruturais teciduais encontradas, como nucleo picnético, nucleo fragmentado, tecido

conjuntivo fibrilado, tecido conjuntivo acelularizado e perda de basofilia.

Exigéncias

Que o processamento seja realizado dentro do Banco de Tecidos do INTO, em ambiente

apropriado, seguindo estritamente o contelido desta rotina.

Os processamentos deverédo acontecer em Sala Limpa ISO 5 e/ou em Sala Limpa ISO 7 dentro

de uma Cabine de Seguranca Biologica Classe 2A (ISO 5).

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

como circulante interno 1ISO 5-sala limpa.

MEDICAMENTOS

Nao se aplica.
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