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INFORMAC_}@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Estudar os efeitos da aplicacdo das radiacdes ionizantes (gama e elétrons) como

Recebido em 28 de abril de 2015 agentes esterilizantes, nas doses de 15 kGy, 25 kGy e 50 kGy, nos tecidos 6sseos desminera-

Aceito em 11 de maio de 2015 lizados congelados e liofilizados para uso em transplantes.

On-line em 12 de outubro de 2015 Meétodos: Cinco didfises femorais humanas de doadores distintos de tecidos musculoesque-
léticos foram desmineralizadas e preservadas como liofilizadas ou congeladas a —80°C. As

Palavras-chave: amostras foram divididas em grupos nao irradiados (controle) e irradiados por raios gama

0SS0 € 0SS0S ou feixe de elétrons. As proteinas 6sseas foram extraidas e dosadas as concentragdes de

Radiacéo ionizante proteinas totais, BMP 2 e 7.

Banco de tecidos Resultados: Foi observada diminuicdo das concentragdes de proteinas totais e BMP 2 e 7.

Proteina morfogenética ssea 2 A diminuicdo das concentracoes de proteinas totais, quando comparada com o respec-

Proteina morfogenética 6ssea 7 tivo controle, foi significativa nos grupos de amostras liofilizadas e congeladas e irradiadas

na dose de 50 kGy por radiacdo gama e feixe de elétrons com redugdo superiores a 30%.
A diminuicdo significativa nas concentracoes das BMP 2 e 7 também foi observada nas
maiores doses e principalmente por feixe de elétrons.

Conclusdo: As reducdes nas concentracdes das proteinas totais e em proteinas osteoindu-
toras (BMP 2 e 7) foram relacionadas a dose de radiacdo, ou seja, aumentam com maiores
doses, tipo de radiac¢do ionizante e ao tipo de preservacdo dos ossos. As maiores reducoes
das concentragdes foram observadas nos ossos irradiados por feixe de elétrons e na dose de
50 kGy. Porém esse tipo de radiacdo e essa alta dose ndo sdo praticas usuais para a
esterilizacdo dos tecidos ésseos.
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ABSTRACT

Objective: The aim was to study the effects of application of ionizing radiation (gamma and
electrons) as sterilizing agents at doses of 15 kGy, 25 kGy and 50 kGy, on lyophilized or frozen
demineralized bone tissue for use in transplants.

Methods: Five human femoral diaphyses from different donors of musculoskeletal tissue
were demineralized and preserved as lyophilized or frozen at —80 °C. The samples were divi-
ded into two groups: non-irradiated (control) and irradiated by means of gamma rays or an
electron beam. The bone proteins were extracted and used to determine the concentrations
of total protein and BMP 2 and 7.

Results: Decreases in total protein and BMP 2 and 7 concentrations were observed. The
decreases in total protein concentrations, in comparison with the respective control groups,
were significant in the lyophilized and frozen samples that were irradiated at a dose of
50 kGy of gamma radiation and electron beam, with reductions of more than 30%. Significant
decreases in the levels of BMP 2 and 7 were also observed at higher doses and especially
through use of the electron beam.

Conclusion: The reductions in the concentrations of total proteins and osteoinductive pro-
teins (BMP 2 and 7) were related to the radiation dose, i.e. they increased with higher doses
of ionizing radiation type and the type of bone preservation. The largest reductions in con-
centrations were observed in the bones irradiated by means of an electron beam and at a
dose of 50 kGy. However, this type of radiation and this high dose are not usual practices for

sterilization of bone tissue.
© 2015 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

Existe uma crescente demanda de solicitacoes de enxertos
musculoesqueléticos alégenos para reconstrucdes ortopédi-
cas e odontoldgicas no Brasil. Destacam-se os tecidos dsseos
com 21.681 distribui¢coes em 2014.

Os Dbancos de tecidos musculoesqueléticos sao
organizagdes que se responsabilizam pela sele¢do dos doado-
res, captacdo, processamento, armazenamento, distribuicao
e controle de qualidade dos tecidos.

Os tecidos 6sseos sdo obtidos de doadores falecidos ou
vivos. Os tecidos musculoesqueléticos sdo usados principal-
mente nas revisoes de artroplastias do quadril e joelho, no
tratamento de pacientes portadores de tumores ésseos, nas
reconstrugdes articulares para tratamento das lesdes ligamen-
tares, no levantamento do seio maxilar com atrofia e enxertia
em mandibula para a instalacdo de implantes dentérios.!

O material alégeno ideal para ser usado como opc¢ao
de enxertia deve ter as seguintes propriedades: biocompa-
tibilidade, ndo causar infecg¢do, baixa imunogenicidade, ser
osteocondutor e osteoindutor.

A osteoinducdo é um processo da osteogénese que pro-
move o recrutamento de células indiferenciadas pluripotentes
(mesenquimais) e a estimulagdo para a diferenciacdo em
células formadoras de ossos. Um importante grupo de gli-
coproteinas, extraidas da matriz éssea desmineralizada, é
constituido por proteinas ésseas morfogenéticas (BMPs), res-
ponsaveis pela inducéo éssea.’

As BMPs sao classificadas como uma subfamilia dentro da
superfamilia dos fatores de crescimento e transformacio-g
(TGF-B) e segundo a literatura as BMPs 2, 4 e 7 tém um maior
potencial na inducdo da diferenciacio osteoblastica a partir
das células mesenquimais progenitoras.

O procedimento de desmineralizacdo em matriz éssea cor-
tical aumenta a disponibilidade biolégica de BMPs e torna
esses enxertos osteoindutores.®> Existe uma correlagdo posi-
tiva entre os contetidos de BMPs presentes nos enxertos e a
osteoindutividade.*

H4 uma intensa preocupacdo de garantir a qualidade dos
tecidos e promover a seguranca dos pacientes receptores de
tecidos homégenos em relacdo a transmissdo de doencas
infectocontagiosas.

Com o propésito de eliminar possiveis contaminacdes,
é feita, no doador de tecidos ésseos, a triagem sorolégica,
avaliacdo do histérico e comportamento social, assim como
testes de biologia molecular para deteccdo de RNA viral
de HIV e HCV, exames clinicos e controles microbiolégi-
cos, além de serem aplicadas técnicas assépticas durante
os procedimentos.” Entretanto, existe a possibilidade de
contaminacao com microrganismos durante a captacao, pro-
cessamento, preservacio e armazenamento dos tecidos.®

Diversos profissionais responsaveis pelos bancos de teci-
dos consideram importante que tecidos biolégicos sejam
esterilizados por um método eficaz, com a radiacdo ionizante.

A esterilizagdo por radiagdo ionizante é um método
que apresenta vantagens sobre outros, pois proporciona
um aumento minimo da temperatura e ndo deixa residuos
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téxicos, o que a torna passivel de ser usada, além de ser
uma esterilizagdo final.” Porém, alguns autores concluiram
que a esterilizacdo por radiacdo ionizante pode acarretar
alteracdes estruturais e bioldégicas em relacdo a dose nos teci-
dos ésseos.”®

Os diferentes tipos de preservacdo O6ssea podem afe-
tar tanto a manutencao das proteinas quanto a interacdo
da radiacao ionizante com o tecido. As diferentes doses de
radiacdo ionizante também podem influenciar a integridade
6ssea quanto a manutencao do potencial osteoindutivo desses
enxertos.

O melhor conhecimento desses pardmetros pode auxi-
liar os responsaveis pelos bancos de tecidos na escolha das
condig¢Oes de irradiacdo e preservacao dos tecidos e qualidade
dos enxertos usados nos transplantes.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da aplicacao
daradiacdo gama e de feixe de elétrons, produzidas por fontes
de ®0Co e acelerador de elétrons respectivamente, nas doses de
15 kGy, 25 kGy e 50 kGy nos tecidos ésseos desmineralizados
preservados congelados e liofilizados. E avaliar as possiveis
alteracOes na concentracao de proteinas totais e das BMP-2 e
BMP-7, de modo a determinar a melhor dose para proporcio-
nar a seguranca na esterilidade e a preservagéo das proteinas
osteoindutivas dos enxertos 6sseos.

Materiais e métodos

Apbs a aprovacdo do projeto pelo CEP n° 238/12, a pesquisa se
iniciou com a sele¢do das amostras de cinco diafises femorais
obtidas da captacdo de tecidos ésseos de cinco doadores faleci-
dos distintos, dois do sexo masculino e trés do feminino, entre
39 a 65 anos (média de 52) de acordo com o protocolo do Banco
de Tecidos Musculoesqueléticos do nosso departamento.

As corticais das didfises foram particuladas e foi feita a
separacdo das particulas menores do que 1 mm e 48 g de teci-
dos 6sseos (3g por amostra) de cada didfise femoral foram
necessarios para a producdo de 16 grupos distintos para cada
doador, total de 80 amostras provenientes dos cinco doadores.

Posteriormente parte das amostras (42 g) foi desminerali-
zada em solucdo de 0,5N HCl em um béquer de vidro, na
proporcao de 50ml de solucdo por um grama de tecido, por
90 minutos a temperatura de 18°C+2/-2°C. Foi usado agi-
tador mecénico orbital em baixa rotagdo para a agitacdo
constante durante todo o processo de desmineraliza¢do.? Pos-
teriormente parte das amostras foi liofilizada ou congelada.

Para a divisdo dos grupos, os tecidos 6sseos desminerali-
zados (TODs) foram divididos em dois grupos: liofilizados ou
congelados.

As amostras dos grupos (TODs) liofilizados e congelados
foram irradiadas nas doses de 15, 25 e 50 kGy por duas fon-
tes de radiacdo: acelerador de elétrons (feixe de elétrons) e
por Cobalto-60 (raios gama). As amostras foram classificadas
como: LIO 15; 25; 50 AE, LIO 15; 25; 50 v, CG 15; 25; 50 AE e CG
15; 25; 50 y. Duas amostras controle de tecidos nao irradiados
desmineralizados foram criadas.

Airradiacdo das amostras foi feita no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (Ipen). As amostras dos grupos foram
irradiadas com radia¢do gama por fontes de ®°Co do Irradiador
Multipropésito com taxa de dose de 0,00138 kGy/s ou por feixe
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Figura 1 - Efeitos da radiagdo ionizante nas proteinas dos
TODs. Quantifica¢do das proteinas totais extraidas da
matriz 6ssea organica em relacédo aos grupos irradiados e
néo irradiados (controle). Representacao do resultado da
dosagem de proteinas totais por grupos. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle

(p <0,05).

de elétrons do acelerador de elétrons industrial com taxa de
dose de 3,92 kGy/s. Para evitar a variacdo da temperatura, as
amostras liofilizadas e congeladas foram irradiadas a 4°C e
—70°C, respectivamente.

Para a extracdo das BMPs e das proteinas totais da
matriz 6ssea, foi usado tampdo com Guanidina.HCl, como
descrito a seguir: foram adicionados 0,5g de tecido de
cada amostra em 5mlda solucdo fresca de 4M Guani-
dina.HCL/0,05 M Tris.HCL com pH de 6.0, com uma mistura de
inibidores de proteases: 5 mM benzamidina.HCL/0,1 M 6-4cido
aminohexanoico/0,5 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil/5 mM
N-etilmaleimida, sob agitacdo e temperatura de 4°C por
24 horas. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 697 g
por cinco minutos. O sobrenadante foi retirado e acondicio-
nado em um segundo tubo.

Foram adicionados novamente 5ml de solucdo fresca de
4M guanidina.HCL/0,05M Tris.HCL e a mistura de inibidores
de proteases ressuspendeu o sedimento. As amostras ficaram
sob agitacdo & temperatura de 4°C por cinco horas.> Apés as
amostras foram novamente centrifugadas e os sobrenadantes
adicionados ao tubo anterior e posteriormente aliquotados e
congelados a —80°C.

As proteinas totais e as BMPs 2 e 7 foram quantificadas
pelos métodos de Bradford e Elisa, respectivamente. As dosa-
gens foram feitas em triplicata e o resultado foi a média
aritmética das mesmas.

Os resultados de cada grupo foram comparados com os
seus respectivos controles, assim como foram comparados
os controles entre si.

A anadlise estatistica dos dados foi feita por comparacdo
dos resultados pelo método one-way Anova seguido do teste
de Tukey para diferencas estatisticas de (p <0,05).

Resultados

Na tabela 1 e figura 1, podemos observamos a quantificacao
das proteinas totais em mg/g tecido 6sseo desmineralizado
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Tabela 1 - Diminui¢do da concentragdo média de proteina total em porcentagem dos diferentes grupos estudados com

relacdo ao controle

Grupos liofilizados mg/g TOD Redugao (%) Grupos congelados mg/g TOD Reducao (%)
LIO CONTROLE i®7 === CG CONTROLE 7 S —
LIO 15y 9,35 12,5 CG15y 9,29 13,1
LIO 25 vy 8,79 17,8 CG 25y 8,74 18,32
LIO 50 vy 7,28 31,97 CG50y 6,44 39,82
LIO 15 AE 9,02 15,7 CG 15 AE 9,24 13,67
LIO 25 AE 8,52 20,3 CG 25 AE 8,74 18,3%
LIO 50 AE 6,89 35,67 CG 50 AE 6,83 36,17
@ Indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao controle (p <0,05).
(TOD) e as redugdes gradativas nas concentra¢cdes médias nos 4.000-
grupos irradiados em relagdo aos seus respectivos controles o 35004 ke
- . . ~ I . . )
(ndo irradiados). As alteracoes estatisticamente significativas = 3.000+ *
foram observadas nos grupos LIO 50 vy (31,9%), LIO 50 y AE D 2:5007 * *
(35,6%), CG 25 v (18,3%), CG 50 v (39,8%), CG 15 AE 13,6%, CG 25 2,000
AE (18,3%) e CG 50 AE (36,1%). L 1.500
As BMPs 2 e 7 foram quantificadas com o objetivo de @ 1.0007
analisar os efeitos da radiacdo ionizante e as possiveis 0,500
alteragdes nas concentra¢des dessas proteinas. Os resultados 0’000’(0* R R P PP 'O\Q 1
das concentracdes obtidas foram correlacionados em gramas o or o’ KK & v 0@"’ o P S
de TOD e por grama de proteina total. VY Y TSN OO

Os resultados obtidos nos grupos analisados foram regis-
trados nas tabelas 2 e 3, nas quais observamos os resultados
da concentragdo média de BMP-2 e BMP-7, em pg/g e ng/g,
respectivamente. Nos grupos liofilizados e congelados nota-
mos a redugdo, em porcentagem, das concentracées médias
de BMP-2 e BMP-7 nos diferentes grupos irradiados em relacao
ao controle (ndo irradiado).

Na tabela 2 e figura 2, podemos notar os efeitos da radiac¢éo
ionizante nas concentracées de BMP-2 dos grupos estuda-
dos. As alteragOes estatisticamente significativas com reducao
das concentragoes médias em relacdo ao respectivo controle
foram observadas nos grupos LIO 50 AE (32,6%), CG 50 v (27,2%)
e CG 50 AE (39,4%).

Na tabela 3 e figura 3, podemos notar os efeitos da radiacao
ionizante nas concentracdes de BMP-7, nos diferentes gru-
pos estudados. As alteragdes estatisticamente significativas
com reducdo das concentracdes médias de BMP-7 em relacgéo
ao respectivo controle foram observadas nos grupos LIO 15
AE (26,9%), LIO 25 AE (32,4%), LIO 50 AE (41,7%), CG 50 vy

Figura 2 - Efeitos das radia¢Ges gama e feixe de elétrons
nas concentragées de BMP-2 por grama de TOD nos grupos
estudados. (*) indica diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controle (p <0,05).

(44,1%), CG 15 AE (36,4%), CG 25 AE (39,3%) e CG 50 AE
(52,6%).

Nas figuras 4 e 5, podemos observar as concentragoes
médias de BMP-2 em relacdo as proteinas totais dosadas nos
grupos irradiados e ndo irradiados. Houve alteracdo significa-
tiva estatisticamente nos grupos LIO 50y e CG 50 y em relacdo
ao controle.

Nas figuras 6 e 7 observamos as concentra¢des médias de
BMP-7 em relacdo as proteinas totais dosadas nos grupos irra-
diados e ndo irradiados. Notamos diferencas estatisticamente
significativas nos grupos LIO 50 v, CG 15 AE, CG 25 AE, CG 50
AE em relacdo aos respectivos controles.

Tabela 2 - Registro das dosagens de BMP-2 dos grupos estudados. Reducao da concentracao da BMP-2 dos grupos

irradiados em porcentagem com relagédo ao controle (ndo irradiado)

Grupos liofilizados

BMP- 2 ug/g TOD

Reducao (%)

Grupos congelados BMP- 2 ug/g TOD Reducao (%)

LIO CONTROLE 2,82 -
LIO 15 v 2,84 0
LIO 25 2,83 0
LIO 50 y 2,81 0,3
LIO 15 AE 2,82 0
LIO 25 AE 2,82 0
LIO 50 AE 1,9 32,6

CG CONTROLE 3,27 _
CG 15y 2,72 16,8
CG 25y 2,7 17,4
CG 50y 2,38 27,22
CG 15 AE 2,67 18,3
CG 25 AE 2,66 18,6
CG 50 AE 1,98 39,42

2 Indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p <0,05).
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Tabela 3 - Redugdo da concentracdo das BMPs 7 dos grupos irradiados em porcentagem com relacdo ao controle (ndo
irradiado)

Grupos liofilizados BMP-7 ng/g TOD Redugao (%)

Grupos congelados BMP-7 ng/g TOD Redugao (%)

LIO CONTROLE 138,66 -
LIO 15 v 128,42 7,4
LIO 25 vy 125,46 9,5
LIO 50 117,33 15,4
LIO 15 AE 101,25 26,9°
LIO 25 AE 93,78 32,42
LIO 50 AE 80,77 41,72

CG CONTROLE 148,2 -
CG 15y 133,29 10,1

CG 25y 122,03 17,6

CG 50 vy 82,85 44,12
CG 15 AE 94,2 36,42
CG 25 AE 89,97 39,32
CG 50 AE 70,18 52,6

2 Indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p <0,05).
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Figura 3 - Efeitos das radiagcdes gama e feixe de elétrons
nas concentracées de BMP-7 por grama de TOD nos grupos
estudados. (*) indica diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao controle (p <0,05).

Discussao

O aumento do uso dos enxertos de tecido musculoesquelético
em cirurgias de reconstrucéo e o objetivo de promover uma
maior segurancga nos transplantes e na qualidade dos tecidos
levaram os bancos de tecidos a buscar melhores técnicas de
processamento, preservacao e esterilizacao.

A radiacdo gama é a mais usada nos bancos de teci-
dos e demonstra ser um método eficaz para proporcionar
esterilizacdo terminal do tecido biolégico, porém ha relatos
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Figura 4 - Relacdo entre a concentracido de BMP-2 e de
proteinas totais especificas de cada grupo de tecido
liofilizado ndo irradiado e irradiado com radiacdo gama
e feixe de elétrons. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa em rela¢do ao controle (p <0,05).
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Figura 5 - Relacao entre a concentracao de BMP-2 e de
proteinas totais especificas de cada grupo de tecido
congelado nao irradiado e irradiado com radia¢do gama
e feixe de elétrons. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa em relac¢do ao controle (p <0,05).

sobre os efeitos deletérios das propriedades mecénicas e bio-
légicas dos tecidos, a depender da dose de radiacdo aplicada.’

A radiacao por feixe de elétrons é uma opgdo promissora
no processo de esterilizacdo dos tecidos e tem algumas van-
tagens comparadas com a radia¢do gama, tais como operacdo
com um sistema rapido de transferéncia da radiac¢do. A prin-
cipal desvantagem é o baixo poder de penetrabilidade dos
feixes de elétrons nos materiais, que dificulta ou impossibi-
lita a irradiacdo, a depender da estrutura e da densidade dos
tecidos.
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Figura 6 — Relacao entre a concentracao de BMP-7 e de
proteinas totais especificas de cada grupo de tecido
liofilizado ndo irradiado e irradiado com radiacdo gama
e feixe de elétrons. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa em relac¢do ao controle (p <0,05).
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Figura 7 - Relac¢do entre a concentracdo de BMP-7 e de
proteinas totais especificas de cada grupo de tecido
congelado nao irradiado e irradiado com radiacao gama
e feixe de elétrons. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa em relac¢do ao controle (p <0,05).

A atividade e a concentracao das BMPs e dos fatores de cres-
cimento pertencentes aos TGF-B sdo essenciais para a eficaz
osteoinducdo dos enxertos ésseos, porém podem ser degrada-
dos durante o processo de esterilizacao por radiacdo ionizante
e, portanto, comprometer o transplante ésseo.’

A técnica de quantificacdo das proteinas é um impor-
tante pardmetro, pois a osteoinducdo e a osteogénese sdo
processos funcionais dos enxertos 6sseos e dependem quan-
titativamente da existéncia das proteinas 6sseas e fatores de
crescimento. Existe uma correlacdo positiva entre os conteud-
dos de BMPs presentes nos enxertos e a osteoindutividade.»*°

Existem estudos com resultados controversos sobre os efei-
tos da radiacdo gama no potencial osteoindutivo nos enxertos
4sseos desmineralizados. Em 1988 Munting et al.'' conclui-
ram que a osteoindugdo é totalmente inibida com doses de
radiacdo gama superiores a 20 kGy. Os estudos se fizeram
com a implantacdo de TODs nos musculos de ratos e coe-
lhos. Porém todos os enxertos foram irradiados a temperatura
ambiente, o que pode explicar o comprometimento da quali-
dade dos tecidos.

Em contraste, outros autores’?!3 irradiaram os TODs com
radiacdo gama em condigOes controladas de temperatura com
o uso de gelo seco e obtiveram resultados promissores, o que
reforca a hipdtese de que os tecidos ésseos irradiados a baixas
temperaturas sdo menos suscetiveis a radiacdo. Wientroub e
Reddi'® concluiram que uma dose padréo (25 kGy) de radiacdo
gama nao alterou o potencial osteoindutivo dos TODs implan-
tados em musculo de rato e doses mais elevadas (30 a 50 kGy)
até aumentaram essa propriedade.

Da mesma forma, Glowacki'* em 2005 relatou que os TODs
irradiados com doses de 20 kGy a 40 kGy mantiveram 80%
da sua atividade osteoindutiva. Dziedzic-Goclawska em 2002
divulgou os resultados encontrados dos tecidos 6sseos conge-
lados a temperatura de —72°C e irradiados com doses de 35
kGy e 50 kGy e concluiu que ndo havia diferencas no potencial
de osteoinducdo quando comparado com os tecidos 6sseos
nao irradiados. Entretanto, os tecidos preservados liofilizados
eirradiados a temperatura ambiente nas mesmas doses foram
completamente reabsorvidos e perderam a capacidade de pro-
duzir a osteoinducao.

Com osresultados obtidos dos efeitos da radiagao ionizante
na concentracdo das proteinas osteoindutoras, no presente
estudo, conforme registrados na tabela 2 e figura 2, constata-
mos a redugoes significativas de BMP-2 em relagdo ao controle
(ndo irradiado) somente nos grupos irradiados nas doses de
50 kGy (LIO 50 AE, CG 50 y e CG 50 AE). As maiores redugdes
(acima de 32%) foram encontradas nos grupos irradiados por
acelerador de elétrons. Nas doses de 15 e 25 kGy, em quaisquer
das condicdes, nao observamos variacao dose-dependente.

Os resultados da dosagem da BMP-7, conforme tabela 3 e
figura 3, evidenciam reducdes significativas em relacdo aos
respectivos controles em todos os grupos irradiados por ace-
lerador de elétrons (LIO 15 AE, LIO 25 AE, LIO 50 AE, CG 15
AE, CG 25 AE, CG 50 AE) e no grupo congelado irradiado por
radiacdo gama na dose de 50 kGy (CG 50 v). Nos grupos nos
quais a redugdo nao foi significativa, pudemos observar uma
tendéncia a uma diminui¢do dose-dependente (de 7 a 18%).

Comparando os efeitos da radiac@o nos grupos liofilizados
e congelados estudados, apesar de nao ser estatisticamente
significativo, os grupos congelados tiveram maior reducéo da
concentracdo das proteinas totais (13,1 a 36,1%) e das BMP-
2 (16,8 a 39,4%) e BMP-7 (10,1 a 52,6%) quando comparados
com os grupos liofilizados (12,5 a 35,6%; 0,0 a 32,6%; 7,4 a 41,7,
respectivamente). Essa evidéncia pode ser explicada pelos
maiores efeitos biolégicos indiretos da radiac¢do ionizante nos
tecidos que apresentam a maior presenca de adgua, pela radié-
lise da mesma, que gera maiores quantidades de radicais livres
e consequentemente produz possiveis danos aos tecidos.™

Nas figuras 4 e 5 notamos um aumento significativo
na concentracdo média de BMP-2 por grama de proteina na
dose de 50 kGy por radiagdo gama nos grupos, congelado
e liofilizado. Na figura 6, notamos aumento significativo na
concentracdo média de BMP-7 por grama de proteina no grupo
liofilizado e irradiado na dose de 50 kGy. Na figura 7 houve
reducdo significativa nas concentracées médias de BMP-7 por
grama de proteina nas amostras dos grupos congelados e irra-
diados por feixe de elétrons nas doses de 15, 25 e 50 kGy. Esse
fato deve-se aos diferentes efeitos das radiacdes ionizantes
nas concentracdes de proteinas totais e nas proteinas especi-
ficas (BMP 2 e 7).

Portanto os efeitos da radiagdo ionizante em provocar
danos aos enxertos 6sseos dependem principalmente de dois
fatores: (1) as condic¢oes da irradiacdo (dose de radiacao, taxa
de dose, tipo de radiagdo ionizante, temperatura de radiagao);
(2) o estado fisico das amostras, principalmente na quantidade
de dgua presente nos tecidos 6sseos.™

Conclusao

A radiacdo ionizante em altas doses (50 kGy) causa redugoes
significativas, entre 35% a 52%, nas concentragdes das pro-
teinas totais e em proteinas osteoindutoras (BMP 2 e 7). Foi
observado também que a radiacdo por feixe de elétrons pro-
voca mais efeitos deletérios do que a radiacdo gama nas
quantidades de proteinas ésseas estudadas. Entretanto essas
condicoes nao sdo usualmente aplicadas na esterilizacdo dos
tecidos 6sseos.

Nas condig¢oes de esterilizacdo dos tecidos normalmente
aplicadas aos tecidos dsseos (15 kGy a 25 kGy por raios gama),
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as reducdes nas concentracdes de proteinas osteoindutivas,
BMP-2 e BMP-7, foram menores do que 20%.
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