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Resumo

A transplantacdo de o6rgdos, tecidos e células tem vindo,
progressivamente, a impor-se como solucdes terapéuticas em quase todos
0s campos da cirurgia. A seguir ao sangue, o tecido 6sseo é de longe, o
tecido de origem humana mais transplantado.

Nos ultimos anos, tem-se observado uma crescente procura de enxertos
0sseos aldégenos para o tratamento de situagdes clinicas complexas em
Ortopedia sejam de etiologia traumatica, tumoral ou iatrogénica. Com
efeito, para o tratamento de uma perda de substdncia Odssea de
pequena/média dimensdo, os substitutos dsseos sintéticos ou de origem
animal deram prova da sua eficacia clinica, com resultados comparaveis
aos dos enxertos autdgenos, muito embora seja dado como consensual
que estes Ultimos continuam a ser a melhor solugdo, apesar de
expressarem limitacdes quanto a quantidade disponivel, bem como quanto
ao caracter iatrogénico da sua colheita. Com efeito, a colheita de enxerto
autégeno que pode ser causa de dor e de dano estético, muitas vezes mal
compreendidos e aceites pelo paciente. Ao contrario, os enxertos aldgenos
estdo disponiveis nos Bancos de Tecidos, sem limitacdes, em todos os
tipos, formas e dimensodes, para serem usados na cirurgia reconstrutiva de
grandes defeitos dsseos e osteocartilagineos.

Salientam-se aspectos relacionados com a organizagdao do Banco de Ossos

e Tecidos dos HUC no que diz respeito a legislacdao que regulamenta a
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colheita de tecidos e 6rgdos no nosso pais, a seleccao dos dadores, ao
controlo da qualidade dos enxertos, ao processamento dos enxertos, aos
métodos de descontaminacdao e esterilizacdo e aborda-se, também, a
conservagao prolongada dos enxertos por congelacdao e liofilizagao. Para
além disso, considera-se a prevencao e a avaliagdo do risco de
transmissao de doengas ao receptor como preocupagoes maiores dos
Bancos de Tecidos.

O risco de transmissdo de doengas é remoto ou virtualmente nulo se forem
cumpridos os critérios recomendados para a selecgao dos dadores, para a
colheita, controlo microbioldgico e conservacao dos enxertos e, ainda, se
for realizada a quarentena. Assim, nos dadores em morte cerebral sao
colhidos enxertos ésseos, osteocartilagineos e tendinosos e nos dadores
em paragem circulatéria enxertos 6sseos. Neste ultimo caso, dado que nao
€ possivel proceder a quarentena, os enxertos devem ser processados com

um método complementar de esterilizagao.
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INTRODUCAO

Numa sociedade desejosa de aproveitar ao maximo as potencialidades
sOcio-laborais de uma populagdo com uma esperanca de vida cada vez
maior, a reconstrugao ad integrum das lesdes do aparelho locomotor e o
restabelecimento da funcdo assumem uma importancia nuclear.

Com a intencao de poder alcancar este objectivo, o ortopedista dispde
actualmente de um vasto leque de técnicas cirurgicas que incluem, entre
outras, o uso de aloenxertos do aparelho locomotor, substitutos sintéticos
do osso, implantes metadlicos e o transporte 6sseo segmentar, esperando
que, num futuro proximo, a Medicina Regenerativa venha a tornar-se uma
pratica corrente.

Neste contexto, tem-se observado, nos Uultimos anos, uma crescente
procura de enxertos Osseos aldégenos para o tratamento de perdas de
substancia 6ssea quer sejam de origem congénita, traumatica, tumoral ou
ortopédica, mormente na cirurgia reconstrutiva de tumores dsseos e de
lises 0sseas associadas a descolamentos de artroplastias da anca e joelho.
O incremento do recurso aos enxertos aldgenos macicos, na cirurgia
tumoral conservadora, deve-se aos excelentes resultados obtidos com a
poliquimioterapia no tratamento dos tumores dsseos malignos e ao préprio
desempenho dos enxertos, que demonstraram resultados clinicos muito
satisfatérios. Apesar de nao estarem isentos de complicacbes e da
existéncia de técnicas alternativas, como sao exemplos os enxertos livres
vascularizados, o transporte O0sseo segmentar e as megaproteses
articulares, prevé-se que a sua utilizacdo, na cirurgia reconstrutiva
tumoral, ndo venha a diminuir nas préximas décadas (2). De igual forma,
a reconstrucdo de lises dsseas, com enxertos alégenos, cria condicdes
estruturais de boa qualidade para a recolocacdo de uma nova protese
articular. Estao, igualmente, indicados no tratamento complementar de

fracturas e pseudartroses, em artrodeses da coluna e membros, em
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osteotomias de adicdo, na cirurgia ligamentar reconstrutiva do joelho,
entre outros.

As transplantagdes de 6rgaos e tecidos impuseram-se, progressivamente,
como solucdes terapéuticas em quase todos os campos da cirurgia. Os
enxertos alégenos do aparelho locomotor foram os primeiros a serem
utilizados, no século XIX. Depois do sangue, o tecido ésseo €, de longe, o
tecido de origem humana mais transplantado. Nos Estados Unidos da
América sao anualmente aplicados mais de 150 000 enxertos &sseos
alégenos (57).

Os notaveis progressos registados nesta area devem-se, em grande parte,
ao aperfeicoamento da técnica de conservagao dos tecidos pelo frio e ao
desenvolvimento dos Bancos de Tecidos. Inicialmente, confinada a
estruturas celulares simples como embrides ou sangue, a criopreservagao
evoluiu, posteriormente, permitindo a conservagao de outros tecidos,
nomeadamente, pele, ossos, artérias e veias de d6rgdaos mais complexos
como o coracgao (50). Por outro lado, os importantes avancgos cientificos
desenvolvidos na darea da seguranca microbioldgica e biologia de
incorporacao dos enxertos alégenos e as modificacdes da legislagdo, que
regulamenta a transplantacdao de érgdos e tecidos de origem humana,
conduziram a profundas alteragdes na Organizagao dos Bancos de Ossos e
Tecidos em todo o mundo, bem como nas modalidades de utilizacdao dos
enxertos por parte dos cirurgides. Deste modo, abriram-se novas
perspectivas de intervencao e de utilizacdo de estruturas bioldgicas de
origem humana, em elevadas condicdes de seguranca, integridade e
disponibilidade.

Para o tratamento de pequenas perdas de substancia 6ssea do aparelho
locomotor, pode recorrer-se a enxertos ésseos autdgenos ou a enxertos
alégenos de cabecas femorais, excisadas no decurso de uma artroplastia
da anca por artrose ou por fractura do fémur, que podem ser conservadas
num Banco de Ossos doméstico ou cirlrgico, que nao levanta grandes
dificuldades para a sua organizacdo. Pelo contrdrio, para a reconstrugao
de grandes defeitos désseos é necessario colher enxertos em dadores
multiorganicos ou em paragem circulatéria. A conservacdo desses
enxertos sé é possivel em “verdadeiros” Bancos de Ossos e Tecidos, que

possuem instalagdes estruturais adequadas, permitindo a disponibilizacao
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de grandes reservas de enxertos tendinosos, osteo-articulares, diafisarios
e esponjosos. A organizacao destas instituicbes é complexa, havendo
necessidade de dispor de um suporte administrativo que assegure a
colheita, esterilidade, conservagao e transporte dos enxertos, assim como
a recuperacdo econdémica dos multiplos gastos que o seu funcionamento
gera.

O Servico de Ortopedia dos Hospitais da Universidade de Coimbra
organizou, em 1982, um Banco de Ossos com o propdsito de conservar
enxertos para utilizacdo no préprio Servico. Com base na experiéncia
acumulada no tratamento de variadissimas situacdes clinicas e, para
satisfazer os pedidos de enxertos solicitados pelos ortopedistas de outros
Hospitais e Instituicdes de Saude Nacionais, em Marco de 1994, o Banco
de Ossos foi reorganizado e foram criadas as condicdes estruturais
necessarias para passar a ter um caracter Nacional.

Uma das etapas mais relevantes na organizagao de um Banco de Ossos e
Tecidos é o controlo microbiolégico dos enxertos, por forma a minimizar o
risco potencial da transmissao de doencas ao receptor, nomeadamente as
hepatites virais e a SIDA. Os altos indices de prevaléncia e incidéncia que
a infeccao pelo VIH apresenta a nivel mundial, justificam a preocupacao
dos cirurgidoes que procedem a transplantacdes de o6rgdaos e tecidos
alégenos e dos pacientes que os recebem, da possibilidade de o VIH ser
transmitido por um dador infectado. Na verdade, a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) tem sido objecto de sérias
preocupacoes e continua a avangar com caracter de epidemia. No final de
1999, a “Joint United Nations Programme on HIV and AIDS” (UNAIDS) e a
“World Health Organization” (WHQO) estimaram que cerca de 33.6 milhdes
de individuos em todo o mundo estavam infectados com o VIH. Calculou-
se que 5,8 milhdes de novas infecgdes ocorreram durante o ano de 1997,
ou seja, 16.000 novas infeccdes por dia. Mais de 90% destas novas
infeccOes ocorreriam em paises em vias de desenvolvimento. No ano 2000
estimava-se que 40 milhdes de individuos em todo o mundo, estavam
infectados pelo VIH (60).

Portugal é considerado como um pais de elevada prevaléncia da SIDA. O
total acumulado de casos de SIDA, no periodo compreendido entre 1 de
Janeiro de 1983 e 31 de Marco de 2000, era de 6874, dos quais 299
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causados pelo virus VIH2 e, destes, 106 casos referiam infeccdo associada
aos virus VIH1 e VIH2 (51). Durante o ano de 1999, foram notificados 884
casos novos. Da andlise da distribuicdo de casos de SIDA por sexo,
constata-se que 83,8% correspondem ao sexo masculino. Por grupo
etario, verifica-se que 85,9% correspondem aos grupos etarios entre os
20 e 49 anos, ou seja, a faixa etaria onde se situa uma parte significativa
dos potenciais dadores de érgaos e tecidos.

Torna-se imprescindivel sensibilizar e esclarecer os transplantadores e a
comunidade médica em geral, para o risco real da transmissdo de doencgas
aos receptores dos enxertos Osseos alégenos e para a eficacia bioldgica
dos varios tipos de enxertos aldgenos utilizados no tratamento das varias
situacdes clinicas. Embora ndo seja uma intervencao vital, argumento
muitas vezes referido pelos apologistas da implantacao de biomateriais
sintéticos de substituicdo déssea, as transplantacdes désseas aldégenas sdo,
muitas vezes, a Unica solucao terapéutica eficaz para a resolugao de
situacdes complexas do aparelho locomotor, conduzindo a uma melhoria
da qualidade de vida dos pacientes.

Apesar da existéncia do risco de transmissao de doencas, o principal factor
limitativo da transplantacdo alégena em todo o mundo continua a ser a
escassez de orgaos e tecidos disponiveis. O Unico modo de ultrapassar
esta situacdo é, naturalmente, aumentar o nimero de dadores. Para isso,
€ necessario um instrumento legal que favoreca a colheita de érgaos e
tecidos, e uma organizacao hospitalar e inter-hospitalar motivadas para a
transplantagao.

No nosso pais, a colheita de 6rgdos e tecidos de origem humana é
regulamentada pela Lei n® 12/93 de 22 de Abril, que veio revogar o
Decreto-Lei n° 553/76 de 13 de Julho e definir, de uma forma clara, a
situacao legal de um potencial dador no ambito da colheita em cadaveres.
A Lei n©22/2007 transp0s a Directiva n® 2004/23/CE do Parlamento e
Conselho Europeus de 31 de Marco, alterando a Lei n® 12/93. Em 2010 a
Directiva 2010/53/EU estabeleu as normas de qualidade e seguranca dos
orgaos humanos destinados a transplantacao.

O anterior Decreto-Lei colocava restricoes as colheitas de oérgaos e
tecidos, nos casos em que havia oposicao do falecido (Artigo 5.2) ou

suspeita de morte em consequéncia de acgao criminosa (Artigo 4.9, alinea
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2 ). Uma das questdes que levantava muitas duvidas e dificuldades na
colheita de tecidos, em dadores cadavéricos, apesar dos despachos legais
subsequentes, era a necessidade de obter ou nao o consentimento dos
familiares do falecido, situacao, que nao estava perfeitamente definida,
sendo objecto de diferentes interpretacdes. Apresentava-se, portanto,
como uma questao delicada, que colocava o médico perante um ambiente
psicoldgico desfavoravel e, pela nossa experiéncia, constituia um
verdadeiro obstaculo a colheita de tecidos.

A Lei n° 12/93, no Capitulo III, Artigo 10.9, alinea 1, veio clarificar essa
questao: "sdo considerados como potenciais dadores post mortem todos
os cidadaos nacionais e os apatridas e estrangeiros residentes em Portugal
qgue nao tenham manifestado junto do Ministério da Saude a sua qualidade
de ndo dadores". Para a concretizacdo deste ultimo ponto: "é criado um
Registo Nacional de ndao Dadores (RENNDA), informatizado, para registo
de todos aqueles que hajam manifestado, junto do Ministério da Saude, a
sua qualidade de nao dadores” (Capitulo III, Artigo 11.9, alinea 1).

A colheita de drgaos e tecidos, em dadores menores ou incapazes, foi
igualmente regulamentada no Capitulo III, Artigo 10.9, alinea 3: "a
indisponibilidade para a dadiva dos menores e dos incapazes é
manifestada, para efeitos de registo, pelos respectivos representantes
legais e pode também ser expressa pelos menores com capacidade de
entendimento e manifestagao de vontade".

O Decreto-Lei n° 244/94 de 26 de Setembro regulamentou a organizagao
e o funcionamento do Registo Nacional de nao Dadores (RENNDA) e a
emissao do respectivo cartao individual de ndo dador. Este servico
informatizado, a funcionar no ambito do Instituto de Gestdo Informatica e
Financeira da Saude, regista a identificacdo de todos aqueles cujas
conviccdes determinem a sua indisponibilidade para a dadiva post mortem
de o6rgdos e tecidos, dando consisténcia ao primado da vontade e da
consciéncia individual nessa matéria.

Desde que o servico foi criado, mais de 37 mil portugueses registaram-se
como nao-dadores, a um ritmo que tem vindo a diminuir acentuadamente.
Em 1994, 23.778 pessoas inscreveram-se no RENNDA e, no ano seguinte,
esse numero desceu para menos de metade, 10.879. Em 1996,
inscreveram-se 947, 490 no ano seguinte, 470 em 1998, 237 em 1999 e



Banco de Tecidos em Ortopedia ano de 2002

199 no ano 2000. Nos primeiros oito meses de 2001 registaram-se no
RENNDA 99 individuos, o que totaliza, desde a sua criacdo e até essa
data, 37.099 nao dadores. (46).

Mesmo nos casos em que a morte se tenha verificado em condigdes que
imponham a realizacdo de uma autdpsia médico-legal, ndo obsta a
efetivacdo da colheita, devendo, contudo, o médico relatar por escrito
toda e qualquer observacao que possa ser util a fim de completar o
relatério daquela (Capitulo III, artigo 14.9, alinea 2).

A lei permite, ainda, a colheita de 6rgdos e tecidos em estabelecimentos
hospitalares privados e nos Institutos de Medicina Legal: "os actos que
tenham por objecto a dadiva ou colheita de tecidos ou érgaos de origem
humana, para fins de diagndstico ou para fins terapéuticos e de
transplantagdo, bem como as proéprias intervencdes de transplantagao, s6
podem ser efectuados sob a responsabilidade e directa vigilancia médica,
de acordo com as respectivas leges artis e em estabelecimentos
hospitalares publicos ou privados. Podem ainda ser feitas colheitas de
tecidos para fins terapéuticos no decurso de autdpsia nos Institutos de
Medicina Legal (Capitulo I, Artigos 1.° e 3.9)".

Sendo assim, pode afirmar-se que a legislacdo portuguesa é muito
favoravel a colheita e transplantacdo de 6rgdaos e tecidos de origem
humana. E clara a intencdao do legislador em criar um suporte legal que
contemple o respeito pelo corpo humano, que assegure o consentimento e
gratuitidade da dadiva, que obrigue a confidencialidade do dador e do
receptor e, de um modo geral, que permita o desenvolvimento e o
aumento do numero de transplantacdes de 6rgaos e tecidos no nosso pais,
com reconhecidos beneficios para os pacientes.

A maior parte dos paises europeus possuem, também, legislacdo que
regulamenta a colheita e transplantacdao de 6rgdos e tecidos de origem
humana, contrariamente ao que acontece com a regulamentagao sobre a
propria actividade dos Bancos de Tecidos. A Bélgica, Franca, Espanha e,
no Reino Unido, a Escécia, sao dos poucos que legislaram sobre esta
matéria. Como nao existe legislacdo especifica sobre essa actividade no
nosso pais, o Banco de Ossos e Tecidos dos H.U.C., tendo como base uma
experiéncia de 20 anos, estd organizado segundo os protocolos

recomendados pelas Associagdes Internacionais de Banco de Tecidos a
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“American Association of Tissue Banks” (AATB), a “Association pour
| "étude des Greffes et Substituts Tissulaires en Orthopédie” (GESTO), a
“European Association of Musculo Skeletal Transplantation” ( EAMST) e a
“European Association of Tissue Banks” (EATB).

Portugal é, hoje, um pais com programas desenvolvidos de transplante de
rim, coracao e figado, atingindo um nivel de valores comparaveis a média
dos paises europeus. O Gabinete de Coordenacao de Colheitas e
Transplantacao dos Hospitais da Universidade de Coimbra tem vindo a
registar uma redugao do numero de potenciais dadores em morte cerebral
(44,45), o que conduz ao aumento do niumero de candidatos em lista de
espera para transplantacdao e a sua morte, sem acesso a esta terapéutica,
sobretudo no caso das doencas hepaticas. Esta problematica ndo é, como
anteriormente referiu-se, especifica do nosso pais.

Sendo Portugal um pais com uma elevada taxa de sinistralidade,
deveriamos ter um elevado numero de dadores, e como tal, ndo nos
vermos confrontados com a caréncia de érgaos e tecidos para transplante.
Uma das explicagbes para justificar a diminuicdo do numero de dadores
em morte cerebral, prende-se com a melhoria das vias de comunicagao e
a violéncia traumatica dos acidentes de viacdo com a morte dos
sinistrados, no local do acidente, impedindo que cheguem as urgéncias
hospitalares muitos sinistrados em condicdes de serem dadores de drgaos.
Outra das razdes, que pretende justificar a escassez de 6rgdos e tecidos
relaciona-se com o "padrao" do proéprio dador que apresenta, ainda, uma
estrutura etaria relativamente jovem, um predominio do sexo masculino e
uma elevada percentagem de causas traumaticas, fortemente
correlacionada com a taxa de obitos, devida aos acidentes de viacdo. Os
acidentes vasculares cerebrais e outras patologias encefalicas nao
traumaticas contribuem com apenas 28,5%, do total de dadores,
enquanto que na maior parte da Europa, o contributo dos falecidos por
acidentes vasculares cerebrais atinge os 60% e, na Alemanha, os 70%.
Tudo indica que a tendéncia nacional serd também esta.

Ainda neste contexto, constatamos que os critérios de seleccdo a que sao
submetidos os potenciais dadores de tecido dsseo e o rigoroso controlo da
qualidade dos enxertos colhidos contribuem, de forma significativa, para a

caréncia de reservas de enxertos disponiveis para aplicacao clinica.

10
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Uma das formas de os Bancos de Ossos contornarem a escassez de
enxertos é implementarem um protocolo de colheita de cabecas femorais
em dadores vivos, no decurso de artroplastias da anca. A colheita deste
tipo de enxerto permite a constituicdo de uma reserva de tecido dsseo
significativa, devido ao elevado numero de artroplastias da anca que se
implantam anualmente. Apesar de ser um tecido patoldgico, temos
utilizado este enxerto, sob a forma de esponjoso granulado, em
reconstrucdes ésseas de pequenas dimensdes que ndo exijam um suporte
estrutural e/ou associado a implantes metalicos, com resultados muito
satisfatorios.

Torna-se, por isso, importante contribuir para a modificacao desta
situacdo, motivando e esclarecendo a comunidade hospitalar sobre a
relevancia da transplantacdo de dérgaos e tecidos. Pode ser sentido como
pouco gratificante fazer um grande investimento profissional num cadaver,
enquanto que os transplantadores sentem-se mais gratificados ao colocar
um 6rgdo e salvar uma vida, ou dar melhor qualidade de vida a alguém. E
necessario implementar uma boa comunicacdo entre as unidades de
cuidados intensivos, onde estdao o0s potenciais dadores, e o0s
transplantadores e proceder-se a um bom aproveitamento dos dadores
que existem. Um maior investimento por parte dos hospitais em recursos
técnicos, de pessoal, de incentivos econdmicos, ou outros, ird contribuir,

certamente, para o aumento do numero de colheitas.

As complicacOes associadas a transplantacdao de tecidos dsseos aldgenos
macicos sdo relativamente comuns, nomeadamente a infecgdo,
pseudartrose e fracturas do enxerto (13, 35). A infeccao, que na maior
parte das situacdes nao esta relacionada com a contaminacdao do enxerto
(61), é a complicagdo mais desvastadora, conduzindo muitas vezes ao
insucesso da intervencao cirurgica e a excisao do enxerto.

A finalidade de um Banco de Tecidos ¢é disponibilizar enxertos
biologicamente seguros e eficazes para aplicacdo clinica. O risco potencial
de transmissao de doencas infecciosas aos receptores de enxertos
alégenos constitui uma das maiores preocupacdes dos Bancos de Ossos e

Tecidos. Esse risco pode ser minimizado se forem cumpridas com rigor as

11
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disposicOes legais e microbiolégicas, internacionalmente reconhecidas,
sobre a organizagao dos Bancos de Tecidos.

Por outro lado, as propriedades bioldgicas dos enxertos disponiveis podem
ser condicionadas pelo tipo de tratamento a que sdao submetidos durante a
sua preparagao, esterilizagao e conservagao.

Parece-nos, por isso, importante, descrever alguns dos aspectos mais
relevantes sobre a metodologia da colheita, processamento e conservagao
de tecidos alégenos do aparelho locomotor, assim como proceder a analise
da casuistica do Banco de Ossos e Tecidos Hospitais da Universidade de
Coimbra, levando em consideracao a experiéncia adquirida ao longo de 20
anos de actividade e os progressos cientificos que se tém registado, nos

Gltimos anos, nesta area.

TRANSPLANTACOES OSSEAS ALOGENAS: terminologia, breve
resenha historica.

A terminologia da transplantacdao de tecidos nao é uniforme e consistente,
apesar das varias tentativas para estabelecer uma terminologia comum.

O termo “enxerto” refere-se a aplicagao de um tecido viadvel e deveria ser
reservado para os tecidos frescos ou cultivados. No entanto, este termo &,
também, frequentemente usado na literatura cientifica para designar
tecidos bioldgicos ndo viaveis, enquanto o termo implante, também
aplicado a materiais ndo bioldgicos, seria de facto o mais apropriado.
Sendo assim, a aplicacdo clinica de um tecido oOsseo aldgeno
desvascularizado conservado deveria ser denominada por um implante
0sseo. Contudo, consagrado pelo uso, continua a ser designada por um
enxerto 0sseo, terminologia que, no nosso entender, deve continuar a ser
mantida.

De modo semelhante, o termo “transplantacao” tem gerado diferentes
interpretagdes. Pensamos que a definicdo da “European Association of
Tissue Banks”, em 2001 (48), é a que contém um significado mais
abrangente, contribuindo para a uniformizacdao da terminologia: “colheita
de um 6rgao, tecido ou células e o enxerto desse 6rgao, tecido ou células,

imediatamente ou apdés um periodo de preservacao e/ou
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acondicionamento. A transplantacao pode ser efectuada de uma pessoa
para outra (alégena) ou de uma pessoa para si prépria (autégena)”.

Deste modo, ndo é condicdo necessaria para a realizacgdo de uma
transplantacdo de um tecido, proceder-se a sua revascularizagao cirlrgica,
como anteriormente era definida. De igual forma, pode designar-se um
enxerto 6sseo como uma transplantacao de osso vivo ou nao vivo.

Um enxerto autdégeno refere-se a um tecido que é transferido de uma
parte para outra no mesmo individuo. No enxerto iségeno, o tecido é
transferido entre dois individuos geneticamente idénticos. O termo enxerto
alégeno, anteriormente denominado por homdlogo, designa tecidos
adquiridos e transferidos entre dois individuos geneticamente diferentes,
da mesma espécie. Um enxerto xendgeno, anteriormente denominado por
heterdlogo, refere-se ao tecido transferido entre individuos de espécies
diferentes.

A possibilidade de substituir um érgdo ou um tecido insuficiente fascinou,
desde sempre, a imaginacdo do ser humano. Por isso, nao &
surpreendente que a primeira referéncia a uma transplantacao dssea
alégena esteja ligada a uma lenda, a histéria dos Santos Cosmos e
Damido. Diz a lenda que, dois séculos apds a sua morte, no século III da
nossa era, procederam a substituicdo da perna de um sacristdo, que
apresentava um tumor, por outra que pertencia a um mouro que tinha
falecido no mesmo dia. Este milagre postumo foi tema de inspiragao para
muitos pintores durante o periodo da Renascenca Italiana.

Sem abandonar o terreno da imaginagdo, o primeiro caso da aplicagao de
um enxerto xendgeno foi descrito pelo cirurgido holandés van Meekeren
em 1668. Baseado num relato de um missionario, um soldado russo tinha
recebido, com sucesso, um enxerto xendgeno de calote craniana
proveniente de um cao, para o tratamento de um ferimento na cabecga.
Esta intervencdo ocasionou uma grande polémica, e o soldado viu-se
obrigado a pedir que lhe removessem o enxerto, para ndo ser
excomungado pela Igreja da época.

No campo experimental, Merrem (1810) realizou o primeiro enxerto
autoégeno e, Flourens (1847) foi o primeiro investigador a estudar os
enxertos alégenos e xendgenos. O primeiro enxerto autdégeno em

humanos é atribuido ao cirurgidao alemao von Walther (1820). Percy,
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cirurgido do tempo de Napoledo, realizou, por volta de 1880, o primeiro
enxerto xendégeno em humanos, aplicando um segmento de osso bovino
em dois soldados, que, no entanto, rapidamente fracassaram. O primeiro
enxerto aldgeno descrito nas publicacbes cientificas é atribuido a
Macewen, um cirurgido escocés que, em 1879, tratou com sucesso uma
pseudartrose infectada do Umero, numa crianca com quatro anos de
idade, utilizando, para isso, uma tibia proveniente de outra crianca. O
primeiro enxerto intercalar no adulto foi realizado por Poncet em 1887,
para tratamento de uma pseudartrose. O primeiro enxerto osteo-articular
experimental foi realizado por Judet em 1907, tendo sido Lexer, na
mesma época, o primeiro a aplicar este tipo de enxerto no ser humano (6,
17).

Chase e Herndon procedendo a uma revisdao histérica da literatura, no
periodo compreendido entre 1890 e 1900, encontraram descritos 45 casos
de enxertos 0sseos autégenos e 10 de enxertos alégenos. Uma década
mais tarde, foram documentados 162 enxertos autdgenos e 29 alégenos
(17).

A transplantacdo de osso autdégeno comecou a ser largamente efectuada a
partir de 1915, apds a publicacdo de um livro sobre cirurgia de enxertos
0sseos da autoria do cirurgido americano F. Albee. Em 1923, Albee
documentou a aplicacdo clinica, com bons resultados, de mais de 3000
enxertos dsseos autdgenos. Nessa altura, a transplantagao dssea comecou
a ser uma pratica cirudrgica frequente e os trabalhos publicados incidiam
essencialmente sobre as técnicas de transplantacdao, com uma escassa
documentacdo sobre casos clinicos.

Gallie e Robertson foram os primeiros a reconhecer que os enxertos
esponjosos autdgenos permitiam uma maior formagao de osso novo do
gue 0 0sso compacto, e que a arquitectura estrutural do 0sso esponjoso
favorecia uma revascularizacdo mais rapida. Nessa altura e de acordo com
Albee, o0 osso cortical era especialmente utilizado como o principal agente
de fixacdo dssea. Mais tarde, por volta de 1939, o progresso da metalurgia
e a consequente implantacdo de biomaterias metalicos vieram permitir
uma melhor fixacdo 6ssea em relagdo a obtida com o osso cortical.

A grande utilizacdo de enxertos 0sseos esponjosos ocorreu durante a

Segunda Guerra Mundial, favorecida pela facilidade da sua colheita na
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crista iliaca, evitando-se a fragilizacao da tibia, local onde normalmente o
enxerto cortical era colhido. Em 1950-51, em pleno conflito militar na
Coreia, foi organizado nos Estados Unidos da América um dos maiores
Bancos de Tecidos a nivel mundial "The Navy Tissue Bank", com a
finalidade de vir a ser utilizado para a cirurgia de lesdes dsseas e cutaneas
causadas pela guerra. No entanto, esse objectivo inicial ndo foi
concretizado, e o Banco de Tecidos comegou a disponibilizar enxertos
alégenos para os cirurgides civis do pais, o que muito contribuiu para a
sua divulgacao, que se traduziu num aumento progressivo de
transplantagdes dsseas.

Os Bancos de Tecidos foram alvo de um novo impulso a partir de 1980,
gracas aos progressos da quimioterapia no tratamento dos tumores
0sseos malignos, e ao desenvolvimento da cirurgia conservadora como
alternativa a amputacao.

No nosso pais, existem Bancos de Ossos domésticos que conservam
cabecas femorais alégenas colhidas em dadores vivos, em Servicos de
Ortopedia de varios hospitais publicos. O Banco de Ossos e Tecidos dos
H.U.C. era, até ao ano de 2001, altura em que o Servico de Ortopedia do
Hospital S. Jodo no Porto iniciou a colheita de enxertos osteocartilagineos
em dadores cadavéricos, a Unica instituicdo que dispunha de tecidos
alégenos do aparelho locomotor de origem cadavérica, actividade que

iniciou no ano de 1982.

ALGUNS ASPECTOS DA ORGANIZAGCAO DE UM BANCO DE OSSOS E
TECIDOS

Seleccao dos dadores e controlo da qualidade dos enxertos

Na literatura cientifica, estdo descritos casos de transmissao de doencas
infecciosas ligadas a aplicacdao clinica de enxertos alégenos, como a
hepatite B, a hepatite C, a infeccao pelo VIH-1 e a tuberculose. A partir do
ano de 1992, altura em que se registou um caso de transmissao pelo VIH
relacionado com uma transplantacdo 6ssea alégena efectuada em 1985
(52), ndo ha referéncia de qualquer caso de transmissdo do VIH ou dos

virus das hepatites. Este facto sugere que os avangos registados na
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seleccao e rastreio seroldgico dos dadores e no processamento dos
enxertos, permitiram a disponibilizagao de enxertos biologicamente mais
seguros, com o consequente aumento de confianga por parte dos
cirurgides ortopedistas.

Outro risco infeccioso que esta ligado directamente aos enxertos é a sua
contaminacdo microbiolégica quer no momento da colheita, como no
periodo de preparacdo e conservacdo e no decurso da sua aplicacdo
clinica. A seguranca microbioldgica nesta area nao levanta preocupagoes
relevantes, dado que pode ser garantida pela qualidade do controlo
laboratorial da esterilidade dos enxertos e pelas técnicas fisico-quimicas
de esterilizacdo. Ndo é motivo de controvérsia aceitar que as infeccbes
que ocorrem em transplantagdes Osseas alégenos ndo sdo causadas, na
grande maioria dos casos, pelo enxerto. Estao directamente relacionadas
com o acto cirdrgico que é, muitas vezes, complexo e demorado (56).

A seleccdo de um potencial dador de enxertos aldgenos obedece a
rigorosos critérios epidémioldgicos, clinicos e laboratoriais, e constitui uma
etapa primordial na metodologia dos Bancos de Ossos e Tecidos,
independentemente do método de preparacdo dos enxertos. E sempre
indispensavel, inclusivamente nos enxertos que sdo submetidos a uma
esterilizacao complementar, para evitar uma contaminacao significativa
gue diminua a margem de seguranga do método, e para preservar a saude
do pessoal que procede a colheita e a preparacao dos enxertos.

Nos Bancos de Sangue sdo excluidos aproximadamente 90% de potenciais
dadores, por critérios baseados apenas na historia clinica (57). Os critérios
de seleccdo de dadores de tecido dsseo sdao regularmente revistos,
actualizados e publicados por sociedades cientificas internacionais e
conselhos meédicos e cientificos (AATB, GESTO, EAMST, EFG), com a
finalidade de optimizar a seguranca microbioldgica dos enxertos colhidos.
O interrogatério e o exame fisico de um dador vivo, ou o exame fisico e a
consulta do processo clinico, bem como todas as informagdes sobre os
antecedentes sociais e médicos referentes a um potencial dador em
paragem circulatdoria ou em morte cerebral, permitem, desde logo, rejeita-
lo como dador. Os casos, que suscitem qualquer tipo de duavida, sdo
excluidos por questdes de seguranca. Os factores de exclusdo dos dadores

de tecidos alégenos regem-se naturalmente pelas regras da boa pratica e
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do bom-senso clinico, que orientam toda a actividade médico-cirurgica
(Quadro I).

A idade do dador ndo constitui um critério de exclusdo para a colheita,
apesar de ser determinante na biofuncionalidade que o enxerto venha a
desempenhar. Os enxertos osteocartilagineos, cartilagineos e meniscais
devem ser colhidos em dadores com idade inferior a 45 anos. Os tenddes
ou fascia lata, abaixo dos 65 anos. Ndao ha um limite de idade para a
colheita e preparacao de enxertos &sseos esponjosos triturados ou
granulados e de enxertos que nao venham a desempenhar uma
capacidade de suporte estrutural. Nas situacdes em que é necessario
preservar uma capacidade mecanica, deve-se respeitar o encerramento da
placa de crescimento epifisaria e ndo utilizar enxertos colhidos em dadores
com osteoporose significativa (24).

As colheitas podem ser realizadas em dadores vivos, cabecas femorais
excisadas no decurso das artroplastias da anca ou fracturas do colo do
fémur, em dadores em morte cerebral, num contexto de uma equipa de
colheita multiorganica e em dadores em paragem circulatéria. Nestes
casos, devem ser efectuadas nas primeiras 12 horas apds a morte, ou até
as 24 horas, se o corpo tiver sido colocado numa camara frigorifica, nas
primeiras 4 horas apdés a morte (10). Considera-se como periodo ideal as
primeiras 6 horas apds a paragem circulatéria (39, 41).

Os tecidos sdo colhidos numa sala de operacdes em ambiente de assépsia
cirirgica estrita, por uma equipa ortopédica experiente reduzida a um
minimo de elementos, visto que a maior fonte de contaminagdao dos
enxertos é exdgena e esta fortemente correlacionada com o numero de
elementos que constituem a equipa cirdrgica (14). A colheita pode,
também, ser realizada em ambiente limpo, ndo estéril, num anfiteatro
anatémico ou na sala de autdpsias dos Institutos de Medicina Legal, como
é legalmente permitido pela legislacdo portuguesa, tendo, no entanto, o

cuidado de evitar a ocorréncia de uma contaminagcao macica.
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Quadro I - Critérios de exclusao de dadores

Factores relacionados com antecedentes sociais e sexuais:

presidiarios, homossexuais, toxicodependentes, assim como 0s seus parceiros
sexuais.

Factores relacionados com os antecedentes médicos:

Infeccdes crénicas; hemofilia;

Doengas neoplasicas, com excepcao de um epitelioma basocelular da pele e
certos tumores cerebrais primitivos;

Doengas auto-imunes e do colagénio;

Grandes queimados, grande cirdrgia recente, intervencdo neurocirirgica com
utilizagdo de dura-mater aldégena;

Distrofias dsseas;

Tratamento com hormonas de crescimento;

Corticoterapia intensa e prolongada;

Irradiacdo local ou administragao recente de radiofarmacos:

Deméncia, encefalopatia ou doencga neuroldgica inexplicada, podendo entrar num
quadro de doenca de Creutzfeldt-Jakob;

TransfusGes sanguineas realizadas hd menos de 6 meses;

Assisténcia ventilatoria durante um periodo superior superior a 72 horas;
Administracdo de grandes quantidades de liquidos para compensacdo do estado
clinico (por causa da hemodiluicdo);

Envenenamentos.

Factores ligados a uma infecgdo aguda:

Viral ( hepatite, SIDA, herpes, citomegalovirus..);

Bacteriana sistémica ou localizada ao osso;

Parasitaria (paludismo..); Micose sistémica; Tuberculose;

Qualquer doenca infecciosa transmissivel.

Morte de causa desconhecida (sem autépsia).
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Estes tecidos sdao submetidos a um processamento microbiolégico
inactivante e, apdés o seu acondicionamento, procede-se a uma
esterilizacao terminal, habitualmente, com irradiagdes ionizantes em altas
doses.

A realizagcao de um rastreio laboratorial, ao potencial dador e aos enxertos
colhidos tem como objectivo detectar a presenca de agentes infecciosos

transmissiveis (Quadro II).
Quadro II - Rastreio laboratorial ao dador e aos enxertos

AgHBs, AcHBc, AcHBs

AcVHC, PCR VHC

AcVIH-1/2, AgVIH-1

Antigénio p 24, PCR VIH

HTLV-I/II

CMV

VDRL e FTA e/ou TPHA

Factor Rh

Transaminases (dador vivo)
Hemoculturas (anaérobios e aerdbios)

Controlo microbioldgico dos enxertos (culturas)

A determinacao dos marcadores bioldgicos para os virus da hepatite B
(AgHBs, AcHBc), virus da hepatite C (AcVHC) e para o VIH (AcVIH-1/2)
sao obrigatdérios em todos os dadores, independentemente do tipo de
processamento a que o enxerto venha a ser submetido. Qualquer
positividade leva a inutilizacao formal dos enxertos.

E recomendado efectuar a PCR para o VHC e para o VIH, assim como a
pesquisa do antigénio p24 do VIH e dos AcHTLV-I/II, embora constituam
exames seroldgicos opcionais (10).

A determinacgao dos AcHTLV-I/II é um requisito legal em Franca. Para nods,
€ um exame que deve ser realizado em todos os dadores e a sua
positividade é razdo suficiente para a inutilizacdo dos enxertos. A reforcar

este critério, estao as fortes ligagdes que tivemos e continuamos a ter com
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os paises africanos, onde a infeccdo pelo HTLV-I tem alguma
endemicidade.

A presenga do anticorpo CMV num dador nao implica a rejeicao dos
enxertos. O rastreio seroldgico da sifilis deve ser realizado através de dois
exames diferentes, VDRL e TPHA e/ou FTA.

A compatibilidade Rh deve ser apenas respeitada num receptor feminino
em idade de procriacao, para evitar a imunizacdao e eventual doenca
hemolitica do recém-nascido. A presenca de apenas 0,5 ml de sangue Rh
positivo é suficiente para imunizar um receptor Rh negativo contra o alelo
D, que determina a positividade do factor (29).

E recomendada a determinacdo das transaminases (alanina-amino-
transferase) no dador vivo, com a intencdo de despistar uma doenca
hepatica e uma provavel hepatite viral.

A determinacdo das compatibilidades, no grupo sanguineo ABO e no
sistema HLA, parecem ndo ser necessaria na transplantacdo de enxertos
0sseos aldgenos preservados e desvascularizados. Embora seja
consensual que o enxerto possa desencadear uma resposta imunolégica, o
seu significado e repercussdes, em termos de pratica clinica, ndo foram
demonstradas (16, 54). A sua pesquisa e determinacao poderao ter um
interesse de ordem cientifica.

A contaminacao dos enxertos colhidos assepticamente é controlada
através de culturas microbioldgicas de amostras representativas de cada
enxerto (tecidos moles, tecido 6sseo e medula dssea) e de amostras da
solugao de lavagem de cada um dos enxertos (0,5 a 1 litro de soro
fisioldgico por enxerto), num periodo de incubacdo de duas semanas, com
pesquisa do crescimento de gérmens anaérobios, aerdbios e fungos. A
cultura de zaragatoas dos enxertos € um método que apenas detecta uma
contaminacdao macica, apresenta pouca sensibilidade, e, como tal, nao
deve ser utilizada.

O valor das hemoculturas é motivo de controvérsia, pelo alto nivel de
contaminacdo laboratorial a que estdo associadas. No entanto, podem ser
de grande utilidade para a avaliacdo do estado do dador cadavérico e para
a interpretacao dos resultados das culturas das amostras dos enxertos
(10).
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Se o0 resultado das culturas das amostras dos enxertos revelar o
crescimento de coldénias de micro-organismos de baixa patogenicidade,
considerados habitualmente ndo patogénicos, os enxertos ndao devem ser
disponibilizados, sem serem processados com um método que garanta,
efectivamente, a sua descontaminacgao. Se forem isolados microorganismo
de alta patogenicidade, os enxertos ndo sdao aceitaveis para
transplantagao, a nao ser que, o seu processamento garanta a inactivagao
dos micro-organismos sem potenciais efeitos secundarios, tendo em
consideracao, as possiveis endotoxinas.

A bidpsia da cabeca femoral colhida no dador vivo, preconizada por
algumas equipas (38, 55), com a intencao de despistar doengas ocultas
(linfomas, plasmocitomas e inflamagodes inespecificas da medula éssea),
tem um valor e uma representatividade questionavel (19, 37).

Por ultimo, o resultado da autdpsia anatomopatoldgica constitui um
importante elemento suplementar de seguranca. Os enxertos s6 devem

ser disponibilizados apds o seu conhecimento.

Processamento dos enxertos. Métodos de descontaminacao e

esterilizacao.

A aplicacdo de um agente quimico ou fisico pode, teoricamente,
desinfectar ou esterilizar um tecido alégeno contaminado. Os métodos de
desinfeccao permitem, por vezes, atingir uma reducdo das populagdes
microbianas equivalente as obtidas pelos métodos de esterilizagdo. O
objectivo da esterilizacdo é reduzir a probabilidade de detectar um micro-
organismo num tecido esterilizado para um num milhdo. A inactivagao das
populacdes bacterianas e virais nao obedece a lei do "tudo ou nada", mas
sim, a um modelo matematico de tipo exponencial. Por isso, a eficacia da
esterilizacdao depende da contaminacao inicial dos enxertos, do contacto
do agente esterilizante com os gérmens a destruir, da sua sensibilidade ao
agente esterilizante, da manutencdo dos parédmetros de esterilizacdo
durante um tempo suficiente e da eventual permeabilidade da embalagem
ao agente esterilizante (24, 33).

A utilizagdo de agentes quimicos é muito recomendada na pratica dos

Bancos de Ossos durante a preparagao, conservagao e aplicacao dos
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enxertos criopreservados, com a intencdo de aumentar o seu nivel de
seguranca microbioldgica. Apds a colheita das amostras para o controlo
microbiolégico, os enxertos sdo imersos numa solucao de um antisséptico
(clorhexadrina a 2%) ou de um ou mais antibidticos (rifampicina na dose
de 1,2 g/L), durante pelo menos uma hora (61). Os antibidticos ou
antissépticos utilizados devem ser activos contra os gérmens Gram
positivos. Demonstrou-se experimentalmente que a libertacao de um
antibiotico, como a vancomicina, a partir de um enxerto ésseo é eficaz
durante um periodo de 3 semanas (26).

Outra classe de agentes quimicos é representada pelos solventes-
detergentes como o cloroférmio, o metanol, o etanol, a acetona e o éter,
qgue removem as células do tecido dsseo, provocando uma coagulagao das
proteinas, uma precipitacdo dos acidos nucleicos e uma degradacdo das
membranas celulares. A maior parte destes produtos demonstraram a sua
eficacia na inactivacao de virus encapsulados, como os das hepatites B e C
e VIH. O peréxido de hidrogénio é muitas vezes utilizado como etapa
complementar, e demonstrou a sua eficacia sobre bactérias e virus pela
capacidade em formar radicais livres (31, 53).

A lavagem mecanica dos enxertos, com soro fisioldgico sob pressao, pode
ser enquadrada nesta categoria, dado que permite a eliminacdao de uma
boa parte das células, da medula éssea e, ao mesmo tempo, uma reducdo
da populagao microbiana.

A descalcificacdo de enxertos corticais diafisarios com acido cloridrico
constitui outro método de processamento. O método de preparacdo deste
tipo de enxerto dsseo tem uma vertente viricida e bactericida. Os enxertos
contaminados por bactérias ou fungos podem ser aplicados na clinica,
apo6s a sua descalcificacdo em acido cloridrico e tratamento complementar
com cloroférmio-etanol e conservagao em formaldeido (42).

Os métodos de esterilizacdo mais correntemente utilizados sdo a
exposicao dos enxertos ao vapor de agua, ao Oxido de etileno e a
irradiacao ionizante.

A esterilizacdo dos enxertos pelo calor himido em autoclave, exposicao a
121 °C durante 20 minutos, € um método eficaz sobre as bactérias e os
virus, ndo deixa residuos toéxicos e ndo necessita de equipamento

dispendioso. Tem alguma difusdo na Europa, nomeadamente na
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preparacdao de enxertos esponjosos de cabecas femorais colhidas em
dadores vivos, com resultados semelhantes aos congelados colhidos com
assépsia cirurgica (8,9).

O oxido de etileno foi, durante muito tempo, utilizado para a esterilizacao
dos enxertos alégenos, dado que é um método seguro para a inactivagao
de virus e bactérias, e tem a capacidade de penetrar no osso cortical.
Actualmente, € um método com pouca difusdo. Modifica a estrutura dssea
e a capaciade osteoindutora dos enxertos, e os seus residuos e sub-
produtos estdo na origem reacgdes inflamatoérias (31, 33).

A esterilizagao terminal dos enxertos por raios-y produzidos por uma fonte
de cobalto 60 é o método de irradiacdao mais utilizado. Os raios-raios-y
apresentam uma excelente penetracao em profundidade, cerca de 1
metro, ao contrario dos irradiagdo com raios-y, que € de apenas alguns
centimetros (24).

A irradiagdao com raios-yna dose 25 kGy permite obter uma destruicao
satisfatéria das bactérias e dos parasitas. No que se refere ao VIH parece
nao ser suficiente. (27). A dose de 25 kGy é letal para todas as células
humanas, todo o potencial viral intracelular é destruido, mas existem
duvidas quanto a inactivacao dos virus situados nos liquidos intersticiais
do osso, que podem ser considerados como um meio plasmatico. A
radiossensibilidade dos virus da hepatite ndo estd completamente
esclarecida. Relatos clinicos sugerem que tecidos contaminados com o
virus da hepatite C e processados por irradiacdo, ndao transmitiram o virus
(11). Os prides sdo resistentes a irradiacdo. Com efeito, este material
protéico nao contem acido nucleico, que é o alvo principal das radiacdes
ionizantes.

As alteracbes das propriedades bioldgicas e mecénicas dos enxertos
causadas pelos agentes quimicos sdao de dificil avaliagdo. A irradiacao, na
dose correntemente utilizada de 25 kGy, nao conduz a alteragbes
significativas das propriedades estruturais do osso. As alteracdes das
pontes entre as fibras de colagénio, comparaveis ao que se observa no
envelhecimento, que conduzem a uma diminuicdo da resisténcia
mecanica, sé se verificam com altas doses de irradiacdo. A resisténcia
mecénica, em flexao de um osso cortical criopreservado e irradiado,

diminui cerca de 20% numa dose de 30 kGy. Na dose de 25 kGy, 0 0sso
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esponjoso nao é afectado na sua resisténcia em compressao. Para afectar
a resisténcia em compressao do osso cortical e do osso esponjoso, é

necessario uma irradiacao de 60 kGy (18).

Conservacao prolongada dos enxertos: congelacgao e liofilizagao.

A congelacdo e a liofilizacdo sdo, actualmente, os métodos mais aceites
para a conservacdo com seguranca e a longo termo, dos tecidos alégenos
do aparelho locomotor. A congelacdao €& a técnica mais difundida e a
preferida para a conservacao de enxertos tendinosos, &sseos e
osteocartilagineos magicos de grandes dimensoes, colhidos
assepticamente em dadores em paragem circulatéria.

Uma das vantagens da congelacdo é a capacidade parcial de manter a
viabilidade dos condrdcitos. A impregnacdo da cartilagem articular com
crioprotectores (DMSO e glicerol), para evitar a formagao de macrocristais
de gelo e aumentar a taxa de condrdcitos vidveis na altura da
transplantagdo é correntemente preconizada, embora a sua eficacia nao
esteja objectivamente provada (39).

O osso deve ser congelado a pelo menos —28°C, temperatura que constitui
0 ponto eutéctico da agua. Sob esta temperatura, toda a agua contida no
tecido dsseo passa ao estado solido, estabelecem-se ligacdes entre as
moléculas de agua por pontes de hidrogénio, que impossibilitam a
ocorréncia de reaccbes quimicas. O objectivo de uma unidade de
preservacdo de tecidos € manter a temperatura abaixo desse ponto. Em
termos praticos, a temperatura de seguranca minima requerida é de -40
OC. Sob ponto de vista clinico, ndo ha argumentos objectivos que
permitam privilegiar uma conservacao a -40 °C, -80 °C ou a -196°C, a
taxa de éxitos e de complicagdes sao semelhantes (18). Apesar disso, as
temperaturas mais correntemente utilizadas sdo -80 ©°C (frigorificos
eléctricos) e até aos -196 °C (azoto liquido).

Estas baixas temperaturas permitem a manutencao das propriedades
mecanicas dos enxertos e a sua preservacao durante muitos anos. O
prazo de validade dos enxertos conservados a uma temperatura igual ou
inferior a -40°C é de 5 anos, segundo as normas européias. E uma

questdo, que na pratica, ndo se coloca, devido ao elevado numero de
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solicitagbes de enxertos, que condicionam a criagdo de uma reserva
consistente que suprima integralmente a sua procura.

No inicio da actividade do Banco de Ossos dos H.U.C., a conservacao dos
enxertos era efectuada a -80°C em dois frigorificos eléctricos. A partir de
1994, passou a ser realizada em cubas de azoto liquido. O azoto liquido
permite conservar a uma temperatura constante, que pode atingir os -
196°C, ossos completos, articulacdes completas, a viabilidade das células
cartilagineas, as fibras e os fibroblastos contidos nos ligamentos e nas
capsulas. Por outro lado, a criopreservacao suprime todas as reacgdes
quimicas e todos os fendmenos de desintegracdo cadavérica, permitindo a
conservagao dos enxertos por um tempo prolongado, em teoria,
indefinidamente.

E absolutamente interdito proceder & recongelacdo de enxertos que, por
gualquer motivo, ndao foram aplicados e disponibiliza-los para uma nova
utilizagdo clinica. Devem ser inutilizados ou serem processados, de
imediato, para descalcificacdo (42).

A liofilizacdo é utilizada na preparagdo de enxertos de pequenas
dimensbes, enxertos esponjosos granulados e enxertos diafisarios
macigos, que sao posteriormente submetidos a um processo de
esterilizagao complementar. Os enxertos sao colhidos, geralmente, em
dadores em paragem circulatéria, em ambiente de assépsia cirdrgica ou
de anfiteatro anatémico, evitando uma contaminagao macica.

E uma técnica de conservacdo muito menos difundida, porque exige um
equipamento especifico e requer uma tecnologia muito dispendiosa. A
liofilizacdo é uma aplicacdo do ponto triplo da dgua, que permite que a
agua passe directamente da fase sélida a fase gasosa sem passar por uma
fase liquida. Os enxertos congelados sao submetidos a vacuo, que permite
a sublimacao do gelo em vapor, sem passar pela fase liquida, realizando
progressivamente a sua desidratacdo. Esta auséncia de passagem pela
fase liquida evita as reacgdes quimicas, fisicas ou enzimaticas ligadas a
agua, que podem desnaturar o ou os constituintes da amostra (24).

A agua constitui 65% do peso de um 0sso esponjoso e 25% do peso de
um 0sso esponjoso cuja medula déssea foi removida. Além da agua, o
oxigénio pode também influenciar a estabilidade do produto liofilizado

(57). E por isso que os enxertos sdao acondicionadas sob uma atmosfera
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inerte ou sob vacuo. O produto liofilizado € uma matéria seca e estavel. O
tempo de conservacao dos enxertos liofilizados é, em teoria, ilimitado,
mas na pratica, as normas europeias limitam-no a 5 anos (10). A
humidade residual deve representar menos de 5 % do peso final da
amostra.

O Banco de Ossos e Tecidos dos H.U.C. possui um liofilizador de tipo
comercial (Cientificolab®) que comporta um aparelho de congelacdo, uma
camara de sublimacdao, um condensador e bombas de vacuo, conectadas
em série.

Os enxertos sao colhidos em condicdes de assépsia cirlrgica ou na sala de
autépsias do Instituto de Medicina Legal, e processados, posteriormente,
na sala de preparagcao do Banco de Ossos. Removem-se os tecidos moles,
medula &ssea, peridsteo, procede-se a lavagem mecanica com soro
fisioldgico e a sua imersao em solucbes de etanol e de perdxido de
hidrogénio, de modo a ficarem totalmente livres de residuos celulares e de
medula 6ssea. Sao acondicionados em frascos de vidro e conservados em
azoto. Terminado o ciclo de liofilizagao, os frascos sao hermeticamente
fechados sob condicdes de vacuo no liofilizador e, posteriormente,
submetidos a accdo esterilizante dos raios-y, na dose de 25 kGy, na
Unidade de Tecnologia de Irradiacdao, em Sacavém. Por cada lote irradiado
sao colhidas amostras para exame microbioldgico (culturas com pesquisa
de bactérias e fungos), que se tém revelado sistematicamente negativas.
A humidade residual é avaliada por controlo gravimétrico. no
Departamento de Engenharia Quimica da Faculdade de Engenharia da
Universidade de Coimbra.

A industria famacéutica conserva a vitalidade das bactérias e dos virus,
mediante liofilizagao, utilizando solugdes de crioprotectores sem as quais o
método nado seria eficaz. Os crioprotectores ndao sdo usados na liofilizacao
de enxertos alégenos humanos. Na sua falta, a sobrevivéncia de material
celular é impossivel, o que explica o facto de nao ser registado nenhum
caso de transmissao de doencas virais através de tecidos aldgenos
liofilizados, inclusivamente num dador contaminado com hepatite C (11).
Contudo, a liofilizacdo ndo é um método de esterilizacao e carece de acgao
sobre os prides.

Sob o ponto de vista imunoldgico, os tecidos liofilizados perdem a sua
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imunogenicidade, ndo desencadeiam nenhuma reaccao do tipo humoral.
Nesta questdo, a liofilizacao é superior a congelacao (22).

Os enxertos liofilizados podem ser esterilizados com 6xido de etileno ou
com irradiagdao. As vantagens da esterilizagdo antes ou depois da
liofilizagdo ndo estdo estabelecidas. A esterilizagdo é mais eficaz sobre um
material hidratado, mas a presenca de agua favorece o aparecimento de
produtos de degradacao como o etilenoglicol ou os radicais livres. Sob o
ponto de vista mecénico, o material ndo reidratado perde resisténcia e
precisa de 24 horas de reidratacao para voltar ao seu estado normal (3,
4). O enxerto esponjoso liofilizado, submetido a uma reidratacao de 30
minutos, perde 20% da sua resisténcia mecanica em compressao, quando
comparado com o enxerto esponjoso fresco (12). A irradiagdo de um
enxerto dsseo previamente liofilizado provoca uma soma de efeitos sobre
a resisténcia éssea. Esta perda de resisténcia é muito varidvel e torna-se

evidente a partir dos 30 kGy.

CASUISTICA GLOBAL DO BANCO DE OSSOS E TECIDOS DOS H.U.C.

No periodo compreendido entre os anos 1982 e 2000, o Banco de Ossos e
Tecidos dos H.U.C. disponibilizou 3030 enxertos alégenos para o
tratamento de varias situagbes clinicas do aparelho locomotor, cirurgia
maxilo-facial e Neurocirurgia.

Foram aplicados 2004 enxertos alégenos congelados, 899 enxertos
corticais diafisarios alégenos descalcificados e 127 enxertos &sseos
alégenos liofilizados. A figura 1 mostra o nimero global e a distribuigdo da
frequéncia anual dos enxertos alégenos aplicados, e as figuras 2, 3, e 4 o
numero e a distribuicdo anual dos trés tipos de enxertos disponibilizados.
A cirurgia de recolocacbes de proteses da anca constituiu a causa mais

frequente da aplicagao clinica dos enxertos.
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Fig. 1 - NUmero e distribuicdao da frequéncia anual dos enxertos alégenos
aplicados.

A grande maioria dos enxertos foram utilizados no Servigo de Ortopedia
dos H.U.C. (86%) e os restantes nos Servigos de Neurocirurgia e Maxilo-
facial dos H.U.C., em outros Hospitais e Casas de Saude Nacionais. No
periodo compreendido entre 1994 e 2000, foram aplicados 1627 nos
H.U.C. e 559 em outros Hospitais e Casas de Saude Nacionais.
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Fig. 2 - NUmero e distribuicdo da frequéncia anual dos enxertos alégenos
congelados aplicados.
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Fig. 3 - Numero e distribuicdo da frequéncia anual dos enxertos corticais
aldégenos descalcificados aplicados.
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Fig. 4 - NUumero e distribuicdao da frequéncia anual dos enxertos alégenos
liofilizados aplicados.
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Quadro III - Enxertos alogenos congelados.

IndicacOes operatérias No
Fracturas dos membros 137
Atrasos de consoli./ pseudar. 76
Perdas dsseas traumaticas extensas 17
Artrodeses dos membros e coluna 227
Recolocagdes de proteses 1161
Tumores 6sseos 245
Ligamentoplastias do joelho 55
Cirurgia maxilo-facial 29
Outros 57
Total 2004

O Quadro III expressa a importancia relativa das diferentes indicacdes
operatorias, na utilizacdo dos enxertos alégenos congelados. O Quadro 1V,
o numero de cada um dos diversos tipos de enxertos aplicados. O osso
esponjoso sob a forma de granulos foi o enxerto mais utilizado ( n° =
1598). Mostrou uma &rea alargada de aplicagdo clinica na cirurgia
reconstrutiva ligada as recolocacdes de préteses da anca, no tratamento
cirdrgico de fracturas recentes e atrasos de consolidacdo/pseudartroses
dos membros e nas artrodeses da coluna vertebal, realizadas para o
tratamento de fracturas, escolioses e de situacdes degenerativas, e ainda,

em artrodeses dos membros e em cirurgia estomatoldgica.
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Quadro IV - Enxertos alégenos congelados.

Tipos de enxerto No
Granulados esponjosos 1598
Macicos
Osteocartilagineos 231
Diafisarios 28
Blocos de esponjoso 92
Tenddo rotuliano 55
Total 2004

Os enxertos macicos foram utilizados em reconstrucdes de perdas dsseas
e osteocartilagineas, causadas por excisdao tumoral, em recolocacdes de
proteses da anca, em perdas extensas de substancia éssea de origem
traumatica e em artrodeses intersomaticas da coluna cervical e lombar.
Foram utilizados 11 enxertos de mandibula para o tratamento de situacdes
tumorais em cirurgia maxilo-facial. Em 54 casos foram aplicados tenddes
rotulianos osso-tenddo-0sso, na cirurgia ligamentar reconstrutiva do joelho
por via artroscépica. Num caso, procedeu-se ao transplante do aparelho
extensor do joelho, por causa traumatica. A rubrica outros, comporta
diversas intervengoes cirurgicas como operacdes de Maquet, operagdes de
Papineau, osteotomias de adicdo dos membros, alongamentos dos
membros, entre outras.

Relativamente aos enxertos diafisarios descalcificados em acidro cloridrico,
as intervencOes efectuadas na darea da traumatologia dos membros
representaram 47,7% do seu numero (Quadro V). Sob a forma de tiras,
foram aplicados isoladamente ou em associacao com outro tipo de enxerto
0sseo, com a intencdo de aumentar a massa 6ssea, preencher perdas de
substancia éssea, estimular a osteogénese local e acelerar a consolidacao
O0ssea. Sob a forma macica, descalcificados em superficie, foram utilizados
na reconstrucdo de perdas extensas de substancia éssea do membro
inferior de origem traumatica, nas reconstrucdes do fémur em
recolocacdes de proteses da anca e no tratamento da necrose asséptica da

cabeca femoral.
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Quadro V- Enxertos corticais alégenos descalcificados.

Indicacdes operatorias No
Fracturas dos membros 314
Atrasos de consoli./ pseudar. 115
Artrodeses dos membros e coluna 91
Recolocagdes de proteses 230
Tumores 6sseos 76
Outros 73

Total 899

O Quadro VI apresenta o numero de enxertos dsseos aldgenos liofilizados
utilizados no tratamento de diversas situagdes clinicas, sob a forma de
granulos de esponjoso, tiras de cortical diafisaria macica e granulos de
cortical descalcificada em &cido cloridrico (Quadro V). Este ultimo tipo de
enxerto foi aplicado em cirurgia estomatoldgica na resolucdo da doenca
periodontal.

Entre os anos de 1987 e 2000, foram efectuadas colheitas de enxertos
alégenos em 191 dadores cadavéricos e em 323 dadores vivos (cabecgas
femorais). No mesmo periodo, foram inutilizadas 108 cabecgas femorais
(33,4%) e 30 colheitas (15,7%) realizadas em dadores cadavéricos.
Serologias positivas ou duvidosas para os virus das Hepatites, para o VIH
e o HTLV conduziram a rejeicdo formal dos enxertos, independentemente
do tipo de processamento a que o enxerto foi submetido. A deteccao
seroldgica de anticorpos anti-HBc num potencial dador, com anticorpos
anti-HBs positivos, € factor de exclusao, por se considerar o dador de alto
risco. Esta conduta podera ser considerada como excessivamente rigorosa,
mas, no nosso entender, deve ser mantida, e estd de acordo com os
critérios seguidos pelo Servico de Imuno-hemoterapia dos H.U.C.. De igual
forma, uma serologia positiva para a sifilis coloca o dador num grupo de

alto risco.
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Quadro VI - Enxertos alégenos liofilizados.

IndicacOes operatérias No
Fracturas dos membros 16
Atrasos de consoli./ pseudar. 2
Artrodeses dos membros 11
Recolocagdes de proteses 81
Tumores 6sseos 5
Cirurgia estomatoldgica 12

Total 127

Quadro VII - Enxertos aldgenos liofilizados.

Tipo de enxerto NO

Granulados esponjosos 111
Diafisarios macicos 4
Cortical descalcificado 12
Total 127

Nos dadores cadavéricos, consideramos a contaminacao dos enxertos com
o staphylococcus epidermidis sem significado, quando as culturas de uma
a trés amostras dos enxertos forem positivas e todas as restantes forem
negativas (42). Normalmente sao efectuadas vinte a trinta em cada dador.
A presenca de mais de trés culturas positivas leva a rejeicdo dos enxertos
ou a descalcificacdo dos enxertos corticais diafisarios com o acido
cloridrico. Pelo contrario, as cabecas femorais provenientes de dadores
vivos e contaminadas com o staphylococcus epidermidis, devem ser

inutilizadas.
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Quadro VIII - Colheitas de enxerto alégeno inutilizadas.

Dadores vivos % NO

Critérios seroldgicos

Hepatite B 20

HTLV-I 1

Sifilis 1
Contaminacdo microbioldgica 18,2 % 59
Outros 27
Total 33,4 % 108

Quadro IX - Colheitas de enxerto alégeno inutilizadas.

Dadores nao vivos % No
Critérios serologicos
Hepatite B 11
Hepatite C 2
Ag. VIH*
Contaminacgdo microbioldgica 8,3 % 14
Infeccdo por meningococcus** 1

Total 15,7 % 30

* duvidosa
** apds a autdpsia

A taxa global de contaminacdo microbiolégica dos enxertos, colhidos
assepticamente nos dadores vivos e nos dadores cadavéricos, foi de
18,2% e de 8,3%, respectivamente (Quadro VIII e Quadro IX).

O staphylococcus epidermidis, considerado como um comensal da pele, foi
o gérmen mais frequentemente encontrado nas culturas bacteriolégicas

(23%) efectuadas nos enxertos provenientes de dadores vivos (Quadro X).
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Quadro X - Contaminagao microbioldgica das colheitas.

Dadores vivos % NO
Staphylococcus 57,6 %
epidermidis 23 % 14
aureus 7
coagulase (-) 5
albicans 3
sepecies 4
haemolyticus 1
Corynebacterium species 2
Pseudomonas 1
Penicilum spp 7
Flora polimicrobiana 11
Outros 18,6 % 4
Total 59

Quadro XI - Contaminacdo microbioldgica das colheitas.

Dadores nao vivos % No
Staphylococcus epidermidis 25 % 4
Staphylococcus coagulase (-) 3
Corynebacterium species 1
Flora polimicrobiana 50 % 8

Total 16

Em 18.6% dos enxertos verificou-se o desenvolvimento de uma flora

polimicrobiana. A incidéncia do staphylococcus aureus foi de 11,8%.
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Ainda em relacao aos dadores vivos (Quadro VIII), 20 cabecgas femorais
(6,1%) foram inutilizadas por apresentaram uma serologia positiva ou
duvidosa para o virus da hepatite B. Na rubrica outros, estdo incluidas
varias situacdes que conduziram a inutilizacdo dos enxertos, tais como a
insuficiéncia de dados laboratoriais, relativos quer aos enxertos quer ao
dador, e a modificacao da técnica operatoria.

A causa mais frequente da contaminagao dos enxertos colhidos nos
dadores cadavéricos (Quadro XI), foi a presenca de uma flora
polimicrobiana (50%). Foram igualmente isolados, nas culturas dos
tecidos, gérmens considerados como de baixa patogenicidade: o
staphylococcus epidermidis (25%), o staphylococcus coagulase-negative
(18,7%) e o corynecbacterium species (6,3%).

Em 2 dadores cadavéricos (Quadro IX) registou-se uma serologia
duvidosamente positiva para o antigénio do VIH, considerada pelo
Laboratério como um falso-positivo, com o anticorpo para o VIH negativo.
Estes dadores poderiam estar em periodo de seroconversao, por isso todos
os enxertos colhidos foram inutilizados. Em 2 dadores o anticorpo para o
virus da Hepatite C foi positivo, e em 11 os marcadores seroldgicos para a
hepatite B foram positivos ou duvidosos, seguindo os critérios acima
referidos. Em 2 dadores o AgHBs apresentou-se positivo. A contaminagao
microbiolégica levou a eliminagdo de 14 colheitas de enxertos.

O resultado da autdpsia permitiu a exclusdao de um dador em morte
cerebral, que apresentava uma meningite por meningococcus, que nao foi

detectada pelos exames clinico e laboratorial.

PREVENGCAO E AVALIACAO DO RISCO DE TRANSMISSAO DE
DOENCAS AO RECEPTOR

A possibilidade de um enxerto alégeno transmitir uma doenga ao receptor,
constitui a principal preocupacdo dos Bancos de Ossos e Tecidos. Como ja
foi referido, na literatura ortopédica estdo descritos casos de transmissao
dos virus da Hepatite e do VIH, através de transplantacdes de tecidos
0sseos. Em alguns casos, os dadores apresentavam-se seronegativos, em

periodo de janela imunoldgica. No entanto, é preciso examinar
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atentamente a altura e as circunstancias em que essas doencgas foram
transmitidas.

A transmissao do VIH-1, proveniente de dadores infectados, foi,
igualmente, referida em transplantacdes de rim, figado, coracdo, pancreas
e possivelmente de pele. Na maioria dos casos, a transplantacao ocorreu
no periodo anterior a 1985, ano em que foram comercializados os
primeiros exames laboratoriais para a deteccao de anticorpos VIH-1.
Simonds (52) descreveu trés casos clinicos em que houve transmissao do
VIH causada por transplantacdes de orgaos vascularizados, realizada
posteriormente ao ano de 1985. Num deles, o VIH-1 foi tansmitido por um
orgao de um dador com o anticorpo VIH-1 falsamente negativo por
hemodiluicdo, devido a uma transfusao sanguinea macica. Noutro caso,
um dador vivo de um rim, sero-converteu para o VIH-1 8 meses apds a
transplantacdo. No outro caso, o virus foi transmitido a um receptor de
figado, numa transplantagcao urgente, realizada antes de estar disponivel o
resultado do anticorpo VIH-1 do dador, que revelou, posteriormente, ser
positivo.

Estdo descritos dois casos de transmissao do VIH proveniente de enxertos
0sseos aldégenos. O primeiro refere-se a um doente do sexo feminino com
23 anos de idade, em que foi utilizado uma cabeca femoral alégena
conservada a -80°C durante 24 dias, nhuma artrodese da coluna vertebral
por escoliose. A intervencdo cirurgica foi efectuada em 1984, altura em
gue o exame de pesquisa do anticorpo VIH ainda ndo estava disponivel.
Apds 3 anos e 6 meses de evolucdo, o exame seroldgico de pesquisa de
anticorpos VIH-1 foi positivo, a paciente desenvolveu a SIDA e morreu
(59).

O segundo, descrito por Simonds em 1992, ocorreu com um dador sero-
negativo, em periodo da janela imunoldgica, numa colheita multiorganica.
Os quatro receptores de orgdos solidos e os trés receptores de enxertos
0sseos criopreservados (duas cabecas femorais e um enxerto o0sso-
tenddo-o0sso), foram infectados pelo VIH-1. E de salientar que os vinte e
cinco receptores de enxertos désseos processados por liofilizacdo e pelo
etanol, apresentaram o anticorpo VIH-1 negativo, assim como o receptor
de enxerto 6sseo criopreservado em que a medula déssea foi retirada. O

estudo seroldogico do dador para o anticorpo VIH-1 foi negativo mas,
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retrospectivamente, provou-se que o antigénio VIH-1 e a PCR do VIH-1
eram positivos.(52).

A transmissdo do virius da hepatite C foi, também, referida na
transplantacdo de orgaos, cabeca femoral congelada e num caso de
enxerto tendinoso ( 19, 21).

O avanco mais notavel, no rastreio seroldégico das doencas virais foi a
utilizacao da “Polymerase Chain Reaction” (PCR), que pesquisa 0 genoma
viral por amplificacdo gendmica. O ADN viral é incorporado no genoma das
células desde o inicio da infeccdao e a PCR pode detectar a presenca de
uma célula infectada numa populacdo de 10° de células ndo infectadas.
Tem a capacidade de replicar mais de 1 milhdo de copias do ADN do VIH,
em menos de 3 horas. Este exame seroldgico é muito sensivel e tem uma
alta especificidade. E mais sensivel do que as culturas virais (24, 25).
Estima-se que a PCR tem a capacidade de detectar a presenca do VIH a
partir do 7° dia apds a contaminagdao, com um tempo médio de deteccdo
ao 13° dia, reduzindo deste modo, o periodo de janela de seroconversao
do VIH, que é de 3 a 5 semanas em média. Os exames seroldgicos de
terceira geragao sao capazes de detectar a presenca dos anticorpos do
virus a partir do 22° dia apds a contaminacdo (30). Por outro lado, o
antigénio p24 do VIH pode ser detectado antes do aparecimento dos
anticorpos para o VIH em mais de 90% dos casos. Actualmente, com a
utilizacao, por rotina, dos exames de 42 geracao que pesquisam em
simultaneo os AcVIH1/2 e AgVIH1, é possivel despistar a presenca da
infeccao pelo VIH a partir dos 16 dias.

A PCR pode ser realizada para a deteccdo dos virus da hepatite B, hepatite
C e VIH no sangue dos dadores vivos e no sangue ou medula d6ssea dos
dadores cadavéricos. Este facto pode ser vantajoso na seleccdo de
dadores cadavéricos com um volume sanguineo baixo, por hemorragia. As
normas europeias recomendam a utilizacdo da PCR ou do antigénio p24
para a pesquisa do VIH e a PCR para o virus da hepatite C, nos casos em
gue nao é possivel proceder a quarentena dos enxertos.

A quarentena permite aumentar o nivel de seguranca dos enxertos,
contornando o periodo de seroconversao, designado por periodo de janela.
E um procedimento simples, que consiste em voltar a controlar a presenca

de anticorpos para o virus da Hepatite C e da infeccdo pelo VIH no dador
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vivo, 6 meses apos a colheita do enxerto. Para a infeccao pelo VIH, 2
meses parece ser suficiente, nos paises com uma baixa incidéncia da SIDA
(28). Sendo assim, os enxertos ésseos, provenientes de cabegas femorais
de dadores vivos, apresentam um alto nivel de seguranga bioldgica em
relacdo a transmissdao desse tipo de doencas, ndo sé por esses dadores
pertencerem a uma populagdo com um grupo etario de baixo risco, mas
também pela possibilidade de se proceder a quarentena dos enxertos.

De igual forma, a quarentena também se aplica aos enxertos dos dadores
em morte cerebral, no contexto da colheita multiorganica. Neste caso, os
anticorpos sao pesquisados nos receptores dos orgaos vascularizados
(rim, figado), 3 meses apds a transplantacgao.

Durante esse periodo, os enxertos sdo conservados em azoto liquido ou
por outro método de preservacao e sO serao disponibilizados, se os
marcadores seroldgicos permanecerem negativos. Uma transplantacdo
O0ssea nao é uma intervengao urgente, constitui apenas uma parte de um
procedimento cirurgico electivo, e deve ser efectuada quando todas as
condicdes de maxima seguranca bioldgica estiverem reunidas.

Uma PCR negativa para os virus da hepatite C e para os VIH ou por falta
deste ultimo, uma antigenémia p24 negativa, pode dispensar uma
quarentena, segundo as normas europeias (10)

Nos Ultimos anos, tém-se verificado acentuados progressos na
investigacao de novas tecnologias visando a pesquisa da presenca do ARN
do virus da Hepatite C e do VIH em dadores de sangue, por amplificacao
do genoma. S3ao exames similares a PCR usada pelos Bancos de Tecidos,
sO6 que, neste caso, é detectado o ARN em vez do ADN. Como se sabe, o
VIH é um virus ARN.

A despistagem gendmica viral mais utilizada é o TMA (“Transcription
Mediated Amplification”), que detecta simultaneamente o ARN-VHC e o
ARN-VIH-1. E uma tecnologia de amplificacdo de 4&cidos nucleicos,
isotérmica, que utiliza a transcriptase-reversa e a RNA-polimerase para
alcancar uma amplificacdo exponencial dos alvos de ARN ou ADN. E muito
sensivel, reduzindo significativamente o periodo de janela imunoldgica.
Teoricamente, detecta a infeccao pelo VHC/VIH-1, 10 e 11 dias apds estas

terem ocorrido (7).
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Os exames de acidos nucleicos aplicados para a deteccao gendmica viral
pré-transfusional, ainda ndo fazem parte do protocolo de rotina dos
Bancos de Sangue, mas assim que estiverem aprovados, serao
certamente adoptados pelos dos Bancos de Ossos e Tecidos (57).

Marx, em 1993 (36) calculou o risco de transmissao do VIH numa
transplantacdo de enxerto 6sseo aldégeno de 1 em 1,6 milhdes, no caso de
se recorrer a uma correcta histéria clinica e a um estudo laboratorial que
incluisse a determinacdo do AgVIH, AcVIH e o exame histoldgico de orgaos
e nodulos linfaticos. Utilizando apenas os exames de 32 geracdo para a
deteccdo do VIH, o risco de transmissao do VIH através de um dador de
tecidos, calculado a partir de dados epidemioldgicos na Bélgica e tendo por
referéncia um periodo de janela seroldgica de 22 dias, era, em 1994, de 6
por milhdo (15). Se fossem considerados nestes estudos, o valor do
processamento e da quarentena dos enxertos, o risco de transmissao da
infeccao pelo VIH seria, ainda, muito mais reduzido.

O virus HTLVI, descoberto em 1980, é responsavel por leucemias e
linfomas de células T do adulto e pela paraplegia espastica tropical. O
periodo de laténcia entre a contaminagdo e os primeiros sinais clinicos é
de 15 a 20 anos, sendo a doenga rapidamente fatal. O Japdo, a Bacia das
Caraibas e as Antilhas sao zonas endémicas. A prevaléncia nas Antilhas é
de 2 a 3% (24, 33). O virus HTLVII foi isolado em formas atipicas da
leucemia de células pilosas. Os toxicodependentes constituem uma
populacdo de risco, sobretudo nos Estados Unidos da América.

Em 1997, foi reportado a transmissao do HTLVI num caso de
transplantacdo de enxerto ésseo congelado ( 49). O diagndstico de uma
infeccdo pelo virus HTLV é realizado pela pesquisa de anticorpos
AcHTLVI/II. O risco estimado de transmissdao do virus por transfusdao
sanguinea é de 1 em 50.000 unidades (20). Na nossa casuistica
registdmos a presenca do anticorpo HTLVI num dador vivo, que levou a
rejeicao do enxerto.

Em relacdo ao CMV, nao estdo descritos casos em que um enxerto 0sseo
alégeno desvascularizado, proveniente de um dador contaminado pelo
CMV, tenha causado, por si s6, uma infeccao ao receptor.

Os marcadores para o CMV sao positivos numa proporgao muito elevada

da populacdao de adultos sdaos (40 a 60%). O virus pode ser transmitido
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por um enxerto vascularizado, sendo, neste campo, um dos virus
patogénicos mais frequentes, podendo ser causa de infecgdes mortais em
pacientes imunodepremidos (24).

A instituicdo da quimioterapia, em cirurgia 6ssea tumoral maligna, pode
constituir um risco teédrico de transmissdo desse virus a partir de um
enxerto 0ssea alégeno utilizado numa reconstrucdo cirurgica, proveniente
de um dador contaminado. No entanto, um estudo seroldgico e clinico
retrospectivo, referente a seis pacientes que receberam um enxerto 6sseo
macico de um dador com anticorpos para o CMV, nao confirmou esse risco
(15). Nas criangas e nos pacientes imunodeprimidos e ndo imunizados
contra o CMV, a selecgao de um enxerto, proveniente de um dador CMV
negativo, é a conduta recomendada.

A pesquisa sistematica dos marcadores seroldgicos para a sifilis ndo é
realizada por todos os Bancos de Ossos e Tecidos. O treponema é
inactivado apo6s 7 horas, numa temperatura inferior a 4 °C (24). Apesar
deste facto, uma serologia positiva para a sifilis coloca o dador no grupo
de risco das doencas sexualmente transmissivéis, nomeadamente o VIH.
Para nds, é factor de exclusdo.

O risco tedrico da transmissao de agentes ndao convencionais, os prides,
sera provavelmente tomado em consideragcdo nos préximos anos, embora,
pese o facto de os tecidos do aparelho locomotor serem reconhecidos pela
OMS, como pouco ou nao infectantes. A eficacia de um tratamento
quimico dos enxertos com o hipoclorito (NaClO 2% durante 1 hora) ou a
soda (NaOH 1N durante 1 hora), é reconhecida pela OMS. Teoricamente
permite assegurar a inactivacdo completa dos prides(47). Nao é uma
pratica corrente dos Bancos de Tecidos.

Nao existem critérios de diagndstico clinicos e bioldgicos para detectar a
presenca destes agentes infecciosos. O diagnodstico é efectuado pelo perfil
imunohistoquimico do cérebro no post-mortem. Por isso, a deteccdao de
uma doenga degenerativa neuroldgica num potencial dador, € uma contra-
indicacao absoluta para a colheitas de tecidos.

A transmissao da doenca de Creutzfeldt-lJacob, a partir de uma
transplantacao dssea alégena, nao foi demonstrada. Foi reportada em 3
casos de transplantacdo de dura-mater liofilizada, utilizada em cirurgia

maxiolo-facial e neurocirurgia. Os enxertos foram preparados por uma
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companhia comercial (B. Braun em 1982), com critérios de seleccao do
dador e métodos de processamento do enxertos duvidosos, e todos
pertencentes a um mesmo lote (36).

Infeccbes mais raras foram transmitidas através de transplantacOes
tecidos alégenos como a raiva (enxertos de cérnea), virus d "Epstein Barr,
febre amarela e virus da febre hemorragica (19). Sdo doencas raras que
nao sao rastreadas por rotina. Esta enumeragao, nao exaustiva, tem a
finalidade de demonstrar que a fiabilidade do rastreio de doencas
infecciosas deve assentar ndao apenas nos marcadores bioldgicos, mas
também, num exame clinico completo e numa rigorosa anamnese.

Um dos procedimentos contributivos para a minimizagao ou eliminagao do
risco de transmissdao de doencas infecciosas ao receptor é o
processamento dos enxertos (31). Os agentes quimicos utilizados na
descontaminacao dos enxertos como o etanol a 70% e o perdéxido de
hidrogénio, produtos que utilizamos no protocolo de preparagdao dos
enxertos, sdo viricidas e bactericidas. O etanol é téxico para o VIH e para
os virus das Hepatites, porque destrdéi a membrana lipidica envolvente,
que é essencial para a sobrevivéncia desses virus. A lavagem mecénica
com soro fisiolégico sob pressdao tem, também, um efeito
descontaminante, porque arrasta os agentes patogénicos contidos na
superficie dos enxertos, assim como a gordura, medula éssea e residuos
celulares.

A remocao dos tecidos moles, do sangue, da medula dssea, do peridsteo e
do enddsteo dos enxertos ésseos, reduzem a probabilidade de transmissao
de doencas infecciosas para um nivel muito remoto. E, nas células
sanguineas e na medula 6ssea, que os agentes patogénicos residem em
grande parte. Este facto foi demonstrado pelo relato de Simonds em 1992
(52). Um dos quatro enxertos 0Osseos congelados e nao processados,
colhidos num dador em periodo de seroconversdo para o VIH, ndo
transmitiu o VIH ao receptor. Tratava-se de um enxerto proximal do fémur
que foi utilizado na recolocacdo de uma artroplastia cimentada da anca. E
muito provavel, que a fresagem do canal medular do enxerto e a reaccao
exotérmica do cimento acrilico, utilizado na cimentacdo da nova haste

femoral, ao destruirem a medula 6ssea do enxerto, fora responsaveis pela
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remocao e inactivacdo do virus. No entanto, nem todos os tipos de
enxertos podem ser processados.

Nos enxertos osteocartilagineos diafiso-metafiso-epifisarios, utilizados
frequentemente em reconstrucbes de perdas de substincia dsseas
originadas por excisdo tumoral, ndo é possivel remover todo o contetdo
da cavidade medular da regido metafisaria. Por outro lado, nao sdo
submetidos a um processamento complementar, porque requerem a
integridade da cartilagem articular e dos tecidos moles peri-articulares.
Estas condicionantes fazem com que tenham um maior risco de
transmissdao de agentes patogénicos, comparativamente aos outros
enxertos utilizados em cirurgia ortopédica.

Outro tipo de processamento é a descalcificacdo dos enxertos diafisarios
corticais em &cido cloridico. E um método seguro para prevenir a
transmissao viral, bacteriana e micoldgica, e permite, inclusivamente, a
preparacdo para utilizacdo clinica de enxertos de esterilidade
microbiolégica duvidosa (43).

Nenhum caso de transmissdo viral foi referenciado na aplicagao clinica de
enxertos ésseos liofilizados, o que pode ser explicado pelo facto de estes
enxertos serem habitualmente processados, antes e apds o processo de
liofilizagdo. A prépria liofilizagdo pode também ser eficaz contra a
transmissao viral, mas o possivel mecanismo de acgdao permanece
desconhecido (15).

No que concerne aos agentes fisicos utilizados no processamento dos
tecidos aldgenos, o calor por termo-incubacdao parece ser a forma mais
apropriada de tratamento térmico. Para o VIH, 80°C é suficiente, mas é
necessario uma temperatura de 100°C para inactivar os virus das
Hepatites. A duracao de uma esterilizacdo eficaz depende do tamanho e
da densidade do enxerto 6sseo. O processamento em autoclave a 120°C
durante 20 minutos é eficaz, mas acima dos 100°C regista-se uma
alteracdao das propriedades mecanicas originais do osso. A inactivacdao de
prides requer um processamento em autoclave a 1340 C durante um ciclo
de 30 minutos (9, 31)

A irradiacao ionizante pode inactivar o VIH, o VHB e o VHC, mas a dose de
radiacdo necessaria para se alcancar um estado de esterilizagdo, depende

da radiossensibilidade do virus e da carga viral inicial, presente nos
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tecidos. A inactivacdo completa dos virus, nos enxertos &sseos
contaminados, requer uma dose de 35 kGy, que é uma dose deletéria para
as propriedades mecanicas do osso. A esterilizagdo dos enxertos com
irradiacdao ionizante nas dose recomendadade de 25 kGy ndo dispensa o
cumprimento dos critérios de seleccdo do dador ( 24, 33).

Outro elemento relevante para o despiste de doencas transmissivéis é a
realizagao da quarentena dos enxertos colhidos em dadores vivos e em
paragem circulatdoria. Permite aumentar o nivel de seguranca dos
enxertos, minimizando o risco de transmissdo do virus da hepatite C e do
VIH.

Ainda neste ambito, a autdpsia anatomopatoldgica permite o diagnodstico
de diversas afeccbes, que nao sao despistadas pelo exame clinico e pelos
marcadores seroldgicos, como por exemplo a encefalopatia espongiforme
ou doenca de Creutzfeld-Jakob.

Em relagcdo ao risco de transmissao de doencgas virais e bacterianas est3,
também, relacionado com o tipo de enxerto aplicado. Assim, é
praticamente inexistente nos enxertos que ndo contém medula déssea e
qgue sao processados por agentes quimicos, como acontece com o0s
pequenos fragmentos de tecido esponjoso, tiras de cortical diafisaria e os
descalcificados.

O risco de transmissdao de virus, através de uma transplantacdo de
enxertos &sseos processados e liofilizados, é virtualmente nulo. Numa
transplantagdao de uma cabega femoral congelada e sem processamento,
esse risco € menor do que o da transfusao de uma unidade de sangue (2,
54).

Em sintese, pode dizer-se que se forem cumpridas todas as
recomendacdes sobre os critérios de seleccao e realizados os exames
seroldgicos ao dador preconizados pelas Associagdes Internacionais de
Bancos de Tecidos, o risco de transmissao da infeccdao pelo VIH e por
outros virus através de um enxerto musculo-esquelético é muito baixo,
cerca de 1 em 1,6 milhdes (23, 57, 58).
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CONCLUSOES

e A transplantacao de orgaos e tecidos ocupa um lugar de primeiro plano
como solucdo terapéutica de situagoes clinicas complexas, em quase todos
0S campos da cirurgia actual.

e A eficacia clinica dos enxertos aldégenos do aparelho locomotor foi
demonstrada em numerosos trabalhos na literatura ortopédica. Reflexo
disso é a constatacdo de uma crescente procura e utilizacdo de enxertos
0sseos e osteocartilagineos aldégenos, particularmente, na reconstrugao de
defeitos dsseos causados por descolamentos de artroplastias da anca e por
excisao tumoral, apesar da existéncia de solucdes alternativas.

e A conservacao e disponibilizacdo de enxertos alégenos do aparelho
locomotor, provenientes de dadores humanos nao vivos, sé é possivel em
Bancos de Ossos e Tecidos, que possuindo condigdes estruturais,
humanas, técnicas e administrativas adequadas, permitem o
aprovisionamento de grandes reservas de enxertos para aplicagao clinica.

e A aplicagdao dos conhecimentos cientificos registados nas areas da
seguranca microbioldgica e biologia de incorporacdo dos enxertos
alégenos, e as modificacdes da legislagdo, que regulamenta as
transplantacdes de 6rgaos e tecidos de origem humana, conduziram, nos
ultimos anos, a modificacdes profundas na organizacao dos Bancos de
Ossos e Tecidos e permitiram a disponibilizagao de enxertos em elevadas
condicdes de seguranca e integridade.

e O objectivo de um Banco de Ossos e Tecidos é proporcionar a aplicacao
de enxertos alégenos seguros e adequados na cirurgia reconstrutiva do
aparelho locomotor. O risco potencial da transmissao de doengas aos
receptores dos enxertos alégenos constitui a sua maior preocupacgao. Esse
risco é remoto se forem cumpridos os rigorosos protocolos de seleccdo dos
dadores, da colheita e controlo microbioldgico dos enxertos, efectuado o
rastreio serolégico adequado e actualizado ao dador e realizada a
guarentena dos enxertos.

e Nos dadores em morte cerebral sdo colhidos enxertos O&sseos,
osteocartilagineos e tendinosos e nos dadores em paragem circulatoria
enxertos 0sseos. Neste Ultimo caso, como ndo é possivel proceder a

quarentena, os enxertos devem ser processados.
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e Torna-se relevante que o Ortopedista tenha conhecimento da
metodologia seguida pelos Bancos de Ossos e Tecidos na colheita,
preparacao e conservagao dos enxertos, bem como das suas propriedades
biolédgicas, por forma a poder seleccionar o tipo de enxerto mais
apropriado para a resolucdo de cada situagao clinica.

e O Servico de Ortopedia dos HUC organizou, em 1982, um Banco de
Ossos, visando a conservacao de enxertos para utilizacdo no proéprio
Servico. Em Marco de 1994, o Banco de Ossos foi remodelado e foram
criadas as condicdes necessarias para passar a ter um caracter Nacional,
tendo disponibilizado 3030 enxertos alégenos, no periodo compreendido
entre os anos 1982 e 2000, para o tratamento de varias situagdes clinicas
em Ortopedia, Neurocirurgia e em cirurgia maxilo-facial. A grande maioria
destes enxertos foi utilizada na cirurgia de recolocacdes de préteses da
anca.

e O Banco de Ossos e Tecidos dos H.U.C. sofreu, ao longo de 20 anos de
actividade, uma evolugao na sua organizacao, no sentido de acompanhar
0os progressos que se foram registando nesta area. Dispde de enxertos
0sseos e osteocartilagineos criopreservados (de todos os tipos, dimensdes
e formas), de enxertos esponjosos e corticais liofilizados, de enxertos
corticais descalcificados pelo acido cloridrico e de enxertos tendinosos
criopreservados.

e Os enxertos sao colhidos em dadores humanos vivos (cabegas femorais
excisadas durante a implantagdao de artroplastias da anca), em morte
cerebral (colheita multiorganica) e em paragem circulatdria. Os critérios de
seleccdo dos dadores (epidemioldgicos, clinicos e laboratorias) cumprem
as normas internacionais que regulamentam a actividade dos Bancos de
Tecidos.

e As colheitas sdo realizadas em ambiente de assépsia cirlirgica e os
enxertos conservados em azoto liquido. No caso dos enxertos liofilizados,
gue sao posteriormente esterilizados pelos raios-y na dose de 25 kGy, a
colheita é realizada em ambiente ndo estéril, evitando-se a contaminacao
macica.

e No periodo compreendido entre os anos de 1987 e 2000, foram
efectuadas colheitas de enxertos alégenos em 191 dadores cadavéricos e

em 323 dadores vivos. Inutilizaram-se 30 colheitas (15,7%) realizadas em

46



Banco de Tecidos em Ortopedia ano de 2002

dadores cadavéricos e 108 cabecas femorais (33,4%) provenientes de
dadores vivos, por critérios laboratoriais.

e A taxa global de contaminacdo microbiolégica dos enxertos colhidos
assepticamente nos dadores cadavéricos e nos dadores vivos, foi de 8,3%
e de 18,2%, respectivamente.

e Em 2 dadores cadavéricos, registou-se uma serologia duvidosamente
positiva para o antigénio do VIH, considerada pelo Laboratério como um
falso-positivo, com o anticorpo para o VIH negativo. Em dois dadores o
anticorpo para o virus da Hepatite C foi positivo, e em 11 dadores os
marcadores seroldgicos para a hepatite B foram positivos ou duvidosos.

e Nos dadores vivos, foram inutilizadas 20 cabecas femorais (6,1%) por
apresentaram uma serologia positiva ou duvidosa para o virus da hepatite
B, uma por apresentar o AcHTLV-I positivo e outra pela presenca de um
VDRL positivo.

e A autdpsia constitui um elemento suplementar de seguranca. Permitiu a
exclusao de um dador em morte cerebral que apresentava uma meningite
por meningococcus, que nao foi detectada pelos exames clinico e
laboratorial.

e Apesar de a lei portuguesa ser bastante favoravel a colheita e
transplantacdao de orgaos e tecidos de origem humana, continua a
observar-se, a semelhanca do que acontece em todo o mundo, uma
escassez de tecidos dsseos aldgenos para aplicacao clinica.

e No nosso entender, um dos factores, entre outros, que podera justificar
esta situacdo, prende-se com o rigor dos critérios de seleccao dos
potenciais dadores e do controlo da qualidade dos enxertos colhidos, que
conduzem a exclusdo e a inutilizacdo de um numero consideravel de

dadores e de enxertos alégenos.
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