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RESUMO

SCORZA, Breno J B. Estabelecimento da técnica de membrana induzida de Masquelet em
modelo murino de falha segmentar dssea de tamanho critico. Rio de Janeiro, 2019.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2019.

A técnica de Masquelet é utilizada para a reconstrugdo de grandes falhas na regido diafisaria
de ossos longos. Na segunda etapa da técnica, é observada a formacdo de uma membrana de
tecido conjuntivo ao redor do espacador inserido na falha 6ssea, gerada por uma reacdo do
organismo do tipo corpo estranho. Atualmente, sabe-se que a membrana induzida exerce
intensa atividade bioldgica e pode auxiliar na consolidacdo 6ssea apds a enxertia. O objetivo
desse projeto foi estabelecer um modelo murino de membrana induzida através da criacdo de
falha Ossea segmentar médio-diafisaria no fémur, estabilizada por haste intramedular
retrograda (fio de kirschner rosqueado) e insercao do espacador de PMMA. Um defeito 6sseo
de cerca de 7 milimetros de extensdo foi obtido, com adequada estabilizacdo da perda 0ssea
pelo uso do fio de Kirschner. A analise histoldgica das membranas formadas apos 2, 4 e 6
semanas da insercdo do espacador de PMMA mostrou a evolugdo da membrana de um tecido
conjuntivo frouxo para um tecido conjuntivo denso, além de reducdo do nimero de vasos
sanguineos ao longo do tempo. Além disso, as membranas dos extraidas nos trés tempos
mostraram focos de ossificacdo endocondral. Como conclusao, o estudo demonstrou resultado
satisfatério do uso do fio de Kirschner como haste intramedular em modelo de falha dssea de
tamanho critico em ratos e o potencial do modelo para o estudo da membrana induzida de
Masquelet.

Palavras-chave: Perdas 0sseas, Técnica de Masquelet, Membrana induzida.



ABSTRACT

SCORZA, Breno J B. Establishment of the Masquelet induced membrane technique in a
murine model of critical-sized segmental bone defect. Rio de Janeiro, 2019. Master Thesis.
(Master’s Degree in Applied Sciences to the Musculoskeletal System) - National Institute of
Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, 2019.

The Masquelet technique is used to reconstruct major faults in the diaphyseal region of long
bones. In the second step of the procedure, a membrane of connective tissue is observed
around the cement spacer, generated by a reaction of the organism against the foreign body.
Nowadays it is known that such membrane holds intense biological potential, and it must be
preserved in order to promote osteogenesis upon autologous bone engraftment. The objective
of this project was to stablish a murine model of mean diaphyseal bone failure in the femur
treated with retrograde intramedullary nailing (threaded Kirschner’s wire), followed by the
insertion of a spacer in the bone defect site. A bone defect measuring 7 millimeters of length
was obtained, upon adequate stabilization with the threaded Kirschner’s wire. The
histological evaluation of the membranes formed after 2, 4 and 6 weeks of insertion of the
PMMA spacer demonstrated the evolution of the membrane from a loose connective tissue to
a dense connective tissue, in addition to a reduction in vascularity along the time frame.
Besides, the membranes of all three groups showed endochondral ossification foci. In
conclusion, our study demonstrated the success of Kirschner's wire for obtaining
intramedullary nail fixation in the model of critical size bone defects in rats, besides the

potential of the model for the study of the induced membrane of Masquelet.

Key words: Bone loss, Masquelet technique, Induced membrane.
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1 INTRODUCAO

1.1 Perdas 6sseas de tamanho critico

O defeito dsseo segmentar pode ser resultado de diversas condi¢es clinicas, tais como
resseccdo de tumores 0sseos ou de tecido de pesudoartroses, desbridamento cirdrgico de
tecido com osteomielite e, principalmente, de trauma direto.

O trauma de alta energia pode gerar lesdes como fraturas expostas, esmagamentos e
perdas tegumentares extensas. As internacfes hospitalares ocasionadas por traumas de alta
energia compreendem majoritariamente adultos jovens, gerando uma média de 250.000
atendimentos por ano nos EUA (BOSSE; MACKENZIE; KELLAM, 2006). No Brasil, os
acidentes automobilisticos ultrapassam 400.000 eventos anuais (2008) e estdo diretamente
relacionados a esse tipo de lesdo (ANJOS, 2012). Em um estudo retrospectivo realizado no
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, acidentes motociclisticos foram relatados como uma das
principais causas de lesdes dsseas em adultos jovens (90% dos casos, idade de 18 a 38 anos),
afetando em sua maioria 0 sexo masculino (62%) (ANJOS, 2012). Além dos acidentes de
transito, as quedas de grande altura e lesdes por arma de fogo também estdo entre os grandes
causadores de lesdes traumaticas.

A reconstrucdo de defeitos 0sseos extensos representa um desafio ndo somente ao
ortopedista, mas principalmente ao paciente. O prolongado tempo de internacdo, as diversas
abordagens cirargicas com risco de complicacdes per operatorias, além do risco de graves
sequelas decorrentes das multiplas formas de tratamento, levam a reclusdo social prolongada
e a impactos financeiros ao paciente. Segundo estudo, o impacto social se estende nao
somente ao individuo, mas também aos seus familiares diretos, através do afastamento de

atividades laborais e gastos com o tratamento (ANJOS, 2012).
1



Dentre as definicdes propostas para a classificacdo de um defeito 6sseo como sendo de
tamanho critico destacam-se a perda 6ssea de extensdo pelo menos duas vezes e meia superior
ao diametro do osso acometido (TARCHALA et al, 2017) e o defeito segmentar com
extensdo superior a 50% da area de seccdo transversa do 0sso, mantendo-se contato entre 0s
fragmentos 6sseos principais (Figura 1). Simplificadamente, um defeito 6sseo de tamanho
critico tem como principal caracteristica a incapacidade de regeneracdo mesmo ap0s
estabilizacdo mecéanica da fratura, sendo necessarios tratamentos adjuvantes em seu manejo.
Segundo Keating e colaboradores (2005), defeitos segmentares maiores que 2 cm de extensao
necessitam de tratamento auxiliar associado a fixacdo 6ssea para a consolidacdo, dentre esses,
encontram se a enxertia autéloga, a técnica de osteogénese distracional de llizarov, 0s
transplantes vascularizados ou mais recentemente a técnica da membrana induzida de
Masquelet. Além disso, a manutencdo da vascularizacdo local, associada ao tratamento
adequado de partes moles, ajudam no desfecho final (SCHEMITSCH et al, 2017; TOOGOOD

et al, 2017; TOSOUNIDIS et al, 2017).

Figura 1: Perda dssea de tamanho critico. Fotografia ilustrativa de um paciente com perda dssea
critica segmentar no fémur direito (Fonte: INTO/Arquivo pessoal).



1.2 Tratamento de perdas 0sseas de tamanho critico

Os defeitos Osseos segmentares, especialmente aqueles associados a graves lesdes de
tecidos moles, tinham como Unica alternativa de tratamento a amputacdo do segmento
acometido (BOSSE; MACKENZIE; KELLAM, 2006), levando a impoténcia funcional
permanente e estigma social. Com os avangos tecnologicos, a cirurgia de salvamento do
membro passou a ser uma alternativa vidvel, apesar de associada a elevados custos
hospitalares (VIATEAU et al, 2006; KEATING et al, 2005).

Atualmente, dentre as opcBes terapéuticas para o tratamento da falha Ossea
segmentar estdo o0 enxerto 0sseo esponjoso autdlogo, o transplante 6sseo vascularizado, a
osteogénese por distracdo estabelecida por Ilizarov e a técnica da membrana induzida de
Masquelet. Todas essas técnicas tém como meta a mobilidade precoce, o retorno a carga total
no membro lesionado e, principalmente, a manutengdo deste. O controle de comorbidades,
estado nutricional e imunolégico, além de suporte mental e social do paciente estdo
intrinsecamente associados aos bons resultados do tratamento, que se baseia em pouca
agressao ao suprimento vascular nos fragmentos ésseos integros e estabilizacdo dos mesmos
(OBREMSKEY, 2014). At¢é o momento, ndo ha um algoritmo validado que oriente o
ortopedista na escolha do tratamento das lesGes 6sseas com defeitos criticos (GIANNOUDIS

et al, 2007; MCCLURE et al, 2017).

1.2.1 Osteogénese distracional - Técnica de llizarov

Os estudos sobre a osteogénese distracional, iniciados por Graviil llizarov em 1951,
foram pioneiros no tratamento de grandes defeitos 6sseos, assim como em pseudoartroses,
alongamentos e deformidades 0sseas. Essa técnica se baseia nos pilares de estabilizacdo 6ssea

e manutencdo do estado biologico e é realizada através da colocacdo de fios metalicos
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percutaneos, associados a anéis metalicos que transferem tensao aos fios e suporte estrutural
ao 0sso saudavel. O método € associado a uma osteotomia desse segmento 0sseo, seguido de

distracdo do fragmento, na direcdo da falha segmentar (Figura 2) (ILIZAROV, 1992).

Figura 2: Transporte dsseo com fixador externo circular. (A) Imagem ilustrativa de fixador
externo circular de llizarov para transporte dsseo. (B) Fotografia ilustrativa de fixador externo circular
de llizarov, em paciente com perda Gssea critica em tibia direita (Adaptado de ILIZAROV e
LEDYAEV,1992).

Ap6s um periodo aproximado de 10 dias, necessario para a formacdo inicial de calo
0sseo na regido da osteotomia, a distracdo é iniciada pelo paciente, sob orientagdo médica na
velocidade de 1 mm/dia, divididos em 4 momentos do dia (0,25 mm cada) em intervalos
regulares. Essa velocidade ndo s6 permite o alongamento dsseo, como também protege as
estruturas neurovasculares de tensdes inadequadas e impede a consolidacdo 0ssea precoce do
0ss0 regenerado. Este apresenta aspectos morfologicos e bioldgicos iguais ao 0sso saudavel.
Outro aspecto positivo da técnica é a possibilidade de correcdo de deformidades 0sseas, no

decorrer do tratamento (MCNALLY, et al, 2017; QUINNAN et al, 2017).



Em contrapartida, o procedimento exige um longo periodo de utilizacdo do fixador
externo para que as trés fases do processo sejam completadas, sendo elas: distragéo,
corticalizacdo e consolidacdo do osso regenerado. Sendo a ultima fase, composta por um
periodo que é em média 3 vezes maior que o tempo necessario para 0 ganho de comprimento
do osso (distracdo). Além disso, o tamanho do aparelho dificulta a sociabilidade do paciente.
Como variante da técnica, DeBastiani propos a estabilizacdo através de fixador externo do
tipo plataforma monolateral, porém, o periodo de utilizacdo do aparelho ndo varia em
proporcéo significativa (DEBASTIANI et al, 1987). Outro ponto negativo inerente a técnica é
o0 indice de infeccdo no trajeto dos fios de Kirchner e Pinos de Schanz no contato com a pele,
gue em alguns casos pode evoluir para infeccdo de maior gravidade. Somado a esses fatores
estdo o alto custo do tratamento e a dificuldade técnica do procedimento que, associados a
adesdo e comprometimento do paciente, interferem diretamente no sucesso final do
tratamento. Também € importante ressaltar que muitos pacientes referem dor durante todo o
tratamento. Em Gltimo ponto, ha também a necessidade de uma nova abordagem cirdrgica
para enxertia com 0sso esponjoso autdlogo e revitalizacdo da regido distal do 0sso
transportado para que a consolidacdo entre os fragmentos Gsseos seja promovida (EL-

GAMMAL, et al. 2018; MOLINA et al, 2014).

1.2.2 Transferéncia de osso vascularizado

Os primeiros relatos de transplante de osso vascularizado foram descritos em 1975 por
Taylor e colaboradores, com a técnica de enxerto vascular microcirurgico da fibula. Esse
transplante é realizado através da resseccdo da fibula contralateral associada ao pediculo
arteriovenoso, com posterior anastomose no membro receptor. Com o passar do tempo, outras
areas doadoras como crista iliaca, escapula, radio e costelas passaram a ser empregadas.

Contudo, o transplante de fibula continua sendo o mais utilizado por apresentar menores
5



indices de agressdo ao sitio doador, maior comprimento 6sseo quando comparado aos demais
0ssos e formato anatdmico que permite a substituicdo de areas especificas como radio e ulna
ou fémur, tibia e umero, de forma intramedular (MALIZOS et al, 2004; NUSBICKEL et al,
1989).

A técnica apresenta como vantagem o aporte sanguineo endosteal, promovido pela
artéria fibular e, sequencialmente, pela artéria nutricia que se bifurca em um ramo proximal e
um distal. O retorno venoso é realizado através de duas veias fibulares com suficiente calibre
gue garantem a homeostasia local. A divisdo da artéria nutricia, também permite que o
enxerto seja divido em dois fragmentos menores, permitindo uma maior abrangéncia na
cobertura do defeito em tamanho circunferencial. Soma-se também a irrigacéo periosteal, uma
média oito arteriolas, que confere potencial de consolidacdo adicional ao enxerto. Além disso,
por permitir o recobrimento de lesdes de tecidos moles com transplante muscular e cutaneo
em tempo unico, é reduzido o total de abordagens a qual o paciente é submetido (PELISSIER
et al, 2000). O enxerto se incorpora ao sitio receptor como uma fratura segmentar e, gracgas ao
aporte vascular, sua reabsorcao € prevenida. A estrutura anatdmica do sitio da falha 6ssea é
mantida e, em associacao a progressdo de cargas a qual o membro é submetido, a hipertrofia é
estimulada, permitindo assim um membro mais préximo da normalidade (STORM et al,
1996).

Em contrapartida, o alto grau de complexidade da cirurgia exige longo tempo de
especializacdo do cirurgido e suporte tecnoldgico hospitalar, além da presenca do microscépio
optico, que ndo representa a realidade da maior parte dos hospitais do Sistema Unico de
Saude (SUS) brasileiro, inviabilizando a realizacdo da cirurgia em diversas unidades. A
elevada complexidade do procedimento demanda prolongado tempo cirurgico e,
frequentemente, duas equipes capacitadas para sua realizacdo, além de perda sanguinea

acentuada, com impactos em estadia hospitalar e em unidades de terapia intensiva decorrente



da instabilidade hemodindmica. Além disso, o indice de morbidade da &rea doadora é bastante
elevado, podendo ser observado desde intercorréncias como hematoma pos-operatério e dor
até tromboembolismo venoso e necrose do membro, podendo necessitar de amputacdo do
membro. Observa-se, em alguns casos, o valgismo progressivo e acentuado no tornozelo, com
necessidade de correcdo cirurgica tardia. O membro receptor esta sujeito as mesmas
intercorréncias, somados a um numero acentuado de fraturas por estresse, em torno de 25%,
devido a sobrecarga estrutural em algumas areas transplantadas. Outra complicacao observada
é o déficit de arco de movimento tanto no tornozelo quanto no joelho, nos casos de transplante

para coberturas de defeitos tibiais (TANG et al, 1992).

1.2.3 Enxerto 6sseo ndo vascularizado

O padrdo ouro no tratamento da enxertia 6ssea em defeitos menores de 6 cm segue
sendo 0 0sso esponjoso de crista iliaca. Tais defeitos ndo demandam tratamento adjuvante
obrigatorio, além da enxertia. Observam-se propriedades osteoindutivas, osteocondutivas e
osteogénicas neste. Também possui diversos imunomoduladores com interleucinas, fatores de
crescimento e proteina morfogenética do 0sso. A area doadora tida como preferencial, ocorre
devido ao maior volume de enxerto disponivel, além de relativa facilidade de acesso para
coleta, sem levar a deficiéncia funcional. Porém, a enxertia de 0sso esponjoso, acaba sendo
rapidamente reabsorvida, em tempo menor que O necessario para formacdo Ossea,
principalmente em grandes defeitos, o que impossibilita seu uso de forma isolada com
finalidade curativa, em casos extremos. Além disso, 0 enxerto esponjoso, apesar de possuir
células viaveis e preservar o formato trabecular, ndo possui estabilidade mecanica. Apresenta
também como desvantagem a dor residual na area doadora do paciente (MYEROFF et al,

2011; FINKEMEIER et al, 2002; SEN et al, 2007).



1.2.4 Técnica de Masquelet

No inicio da década de 90, Alain Masquelet e colaboradores iniciaram uma série de
casos para o tratamento de grandes defeitos dsseos, que se desenvolveu em um estudo com 35
pacientes com lesdes de tamanho criticos de até 25 cm, tratados através de dupla abordagem
(MASQUELET; BEGUE, 2010).

Inicialmente, os pacientes, em sua maioria vitimas de trauma ou sequelas de
osteomielite, foram tratados com desbridamento agressivo dos tecidos desvitalizados
associado a colocacdo de um espacador de cimento 6sseo (Figura 3). Esse tinha como funcéo
prioritdria a manutencdo de comprimento 6sseo e impedir a invasdo da falha por tecidos
moles circunjacentes permitindo, assim, a permanéncia de um arcabougo anatdmico mais
fidedigno para a subsequente reconstrugdo 6ssea. Além disso, com o intuito de debelar a
infeccdo em fraturas expostas e osteomieltite, a base de polimetilmetacrilato do cimento 6sseo
era acrescida de antibidtico (vancomicina, tobramicina, gentamicina), possibilitando a
liberacdo de doses continuas de antibidtico por uma média duas semanas. Nessa primeira
abordagem, a cobertura de lesdes de tecidos moles era estimulada com a rotacdo de retalhos
de cutaneos ou miocutaneos e a estabilizacdo do eixo mecanico era obtida através da fixacao

com fixador externo (Figura 3) (MASQUELET, 2017; GIANNOUDIS, 2016).



Figure 3: Técnica da membrana induzida. (A) Fotografia ilustrativa de perda Ossea critica
segmentar na tibia em um paciente, apds desbridamento de infeccdo 6ssea. (B) Fotografia ilustrativa
de perda Ossea critica segmentar na tibia preenchida por espagador de cimento 6sseo de PMMA. (C)
Fotogtafia ilustrativa de radiografia em antero-posterior dos 0ssos da perna de um paciente em pos
operatério com perda éssea preenchida com cimento 6sseo de PMMA, associada a um fixador
externo. (D) Fotografia ilustrativa da segunta etapa cirdrgica, apdés 6 semanas, evidenciando a
formagdo da membrna induzida entre o cimento 0sseo e as partes moles (Adaptado de GIANNOUDIS
etal.,, 2011).

A reacgdo exotérmica provocada pela polimerizagdo do cimento 0sseo e a presenca do
préprio espagador levam a uma reacdo do tipo corpo estranho pelo organismo do paciente.
Como resultado, uma membrana de tecido fibroso € formada ao redor do espacador. No
segundo estagio da técnica proposta por Masquelet, realizada ap6s 4 a 8 semanas da
interposicao do espagador, essa membrana era incialmente preservada a fim de se evitar maior

sangramento e espoliacdo do paciente. Apos estudos iniciais, sabe se que a preservagdo dessa

apresenta diversos outros beneficios a consolidagdo 6ssea (CHADAYAMMURI et al, 2015;
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AHO et al, 2013). A membrana ¢é cuidadosamente incisada, o cimento 6sseo € removido e a
cavidade é preenchida com 0sso esponjoso. E de extrema importancia a reavaliagio e
remocao dos possiveis tecidos desvitalizados. Caso o quadro infeccioso ndo tenho sido
debelado, novo desbridamento € realizado, com nova colocacdo de cimento com antibioético
no local da falha (GIANNOUDIS et al, 2016).

Segundo Masquelet e colaboradores, o enxerto proveniente das cristas iliacas do
préprio paciente € suficiente para o recobrimento de defeitos tibiais de até 20 centimetros.
Estudos mais recentes utilizam também enxerto 0sseo esponjoso retirado do canal medular
femoral através do sistema de reamer irrigator aspirator (RI1A), associado a outros compostos
como matriz éssea bovina (MASQUELET, 2003; MORELLI et al., 2016).

A técnica oferece como vantagem menor tempo de tratamento, com consolidacao
Ossea ocorrendo em torno de quatro meses e retorno a carga total do membro em oito meses.
Em comparacdo as outras técnicas, hd menor desgaste do paciente por ndo necessitar de uso
de fixador externo por tempo prolongado ou de abordagem do membro contralateral para a
realizacdo do transplante 6sseo vascularizado aut6logo, sendo o indice de complicagdes
substancialmente menor desta em comparacao as demais (GIANNOUDIS et al, 2011).

O uso dessa técnica tem se expandido ao longo dos anos e hoje se sabe da grande
importancia em manter a viabilidade da biomembrana, e também do fechamento dessa, que
funciona mimetizando um neoperidsteo, assim como um receptaculo, mantendo o enxerto em

posicdo favoravel a consolidacdo (FLAMANS et al., 2010).

1.3 Biomembrana de Masquelet

A formacgdo da membrana é induzida pela presenca do espacador no defeito dsseo
critico, seguida de um processo inflamatorio iniciado pela reagdo de corpo estranho gerada

pelo organismo, levando a formacdo de um tecido de granulacdo. O material utilizado como
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espacador, estabelecido pela literatura, € o cimento dsseo, que a partir da reacdo exotérmica
provocada pela polimerizacdo do PMMA, inicia o processo inflamatorio (PELISSIER et al,
2004).

Masquelet e colaboradores (2000), em série de casos em pacientes com osteomielite,
bem como Viateau e colaboradores (2004), em modelo caprino, descreveram gque a membrana
apresenta propriedades similares a um tecido sinovial, podendo prover um ambiente favoravel
a consolidacdo Ossea, auxiliando assim o enxerto 6sseo. A anélise histologica em modelo
murino, revela um tecido ricamente vascularizado, com grande volume de células e uma
matriz fibrosa organizada em paralelo ao espacador de cimento ésseo colocado no local da
perda Ossea. Tanto a espessura da membrana, quanto as caracteristicas histologicas sofrem
alteracdo com o tempo (BOSEMARK et al, 2015).

A celularidade da membrana, em modelo murino, inicialmente se apresenta distribuida
homogeneamente por todo o tecido e de acordo com o tempo, passa a se concentrar na regiao
mais proxima ao envelope muscular. O mesmo ocorre com o0 padrdo vascular, que
inicialmente é rico em capilares de baixa espessura de parede e limen, evoluindo com
decréscimo do numero total, associado ao aumento de calibre e espessura da parede dos vasos
gue passam a se concentrar mais na zona periférica da membrana (HENRICH et al, 2013).

De acordo com caracteristicas histoldgicas, como observado por Pelissier em 2004, a
membrana, no modelo murino, com duas semanas apresenta duas camadas formadas. A
porcao mais préxima ao cimento é formada predominantemente por vasos sanguineos, células
com aparéncia cuboidal e fibroblastos organizados em sentido paralelo ao cimento, além de
algumas células gigantes, apresentando similaridade com um tecido sinovial. A regido mais
proxima a face muscular, apresenta maior desorganizacdo dos fibroblastos além de alta

presenca de fibras de coldgeno e miofibroblastos (WANG et al, 2017). A grande diferenca
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desta membrana para a membrana com 4 semanas € a presenca de vasos mais calibrosos e
uma diminuic¢do do processo inflamatorio (MONES et al, 2015).

Conforme o passar das semanas, a membrana vai adquirindo um aspecto mais fibroso,
com maior deposicao de fibras de colageno, perdendo seu potencial secretor, levando a uma
reducdo de seu potencial adjuvante na consolidacdo 0ssea. Independentemente, segue sendo
importante seu papel como barreira de protecdo a reabsorcdo do enxerto 6sseo pelos tecidos
moles adjacentes (YEE et al, 2017), impedindo também que esses mesmos tecidos invadam a
area da perda dssea segmentar, antes da consolidacdo 6ssea (MARAIS, FERREIRA, 2015).

A membrana também é fonte de diversas moléculas sinalizadoras, tais como a proteina
morfogenética dssea 2 (BMP-2), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
von Willebrand, interleucinas 6 e 8 (IL-6 e I1L-8), entre outros. (WANG et al., 2015). Esses
fatores, também apresentam alteracdes quantitativas relacionadas ao tempo (CHRISTOU et
al, 2014).

Nas membranas mais jovens, tanto em modelo murino quanto em humanos, observam
se altos indices de BMP-2, TGF-B e principalmente VEGF, que evolui com um decréscimo
expressivo. Esses mediadores estdo diretamente ligados a diferenciacdo Ossea, sintese de
coladgeno e aumento do nimero de vasos, respectivamente (NAU et al, 2016, GRUBER et al,
2016, AHO et al, 2013). O TGF-B é uma citocina com grande importancia na modulagdo da
homeostase celular, atuando tanto na sua proliferagdo quanto na sua diferenciacdo, além de
modular a producédo e deposicdo de matriz extracelular, angiogenese e inflamacdo (ROSSI et
al, 2019). Outro fator importante na angiogenese também encontrado é o fator de Von
Willebrand, presente principalmente no endotélio dos vasos, varia em quantidade de forma
similar ao VEGF (PELISSIER et al, 2004). Ja a inflamacdo, presente nas fases iniciais da
membrana induzida, estd diretamente relacionada a producdo das Interleucinas 6 e 8 que

encontram se difusas na membrana (HILDEBRAN et al, 2005)
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Esse tecido caracterizado por macréfagos, fibroblastos e matriz de coldgeno que
apresenta intensa vascularizacdo na fase inicial, associados as propriedades osteoindutoras,
osteocondutoras e osteoprogenitoras do enxerto 0sseo esponjoso € de extrema importancia

para a consolidacdo 0ssea ao final do processo (AHO et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A técnica de Masquelet tem sido empregada na préatica ortopedica como uma op¢édo de
tratamento de perdas dsseas de tamanho critico causadas por trauma, infeccdo ou tumor.
Devido as suas funcdes bioldgicas tais como aporte vascular, celular e secre¢do de fatores de
sinalizacédo, essa membrana tem sido utilizada como ferramenta adjuvante a fim de promover
a consolidacdo Ossea de enxertos autdlogos e desvitalizados. Contudo, ainda ndo estd bem
esclarecido qual o melhor mecanismo de inducdo da formagdo da membrana, a fim de se
aproveitar seu melhor potencial biolégico. O emprego do modelo animal permite a
manipulacdo de parametros cruciais para elucidar essa questéo.

O modelo da técnica da membrana induzida em ratos € reprodutivel uma vez que o
fémur deste € um o0sso tubular com comprimento interno e didmetro exterior relativamente
consistentes que, associado ao seu longo eixo longitudinal, pode nos levar a uma estabilizacao
da fratura de forma padronizada. Além disso, a cobertura muscular do fémur é um elemento
importante na investigacdo do papel dos tecidos moles na formacdo da membrana de
Masquelet. Assim, o modelo de rato pode ser considerado como a espécie adequada para 0
desenvolvimento da técnica.

Os elevados custos de aquisicdo de implantes especificos para modelo de perdas
Osseas em animais de pequeno porte sdo elevados, impondo o desenvolvimento de um novo
método de fixacdo para o estudo da técnica da membrana induzida. Nesse contexto propomos
nesse estudo a utilizacdo do fio de Kirschner de ponta rosqueda, intramedular, associado ao
uso do cimento 6sseo de PMMA para a preenchimento e estabilizacdo da perda 6ssea, como

um método reprodutivel e de baixo custo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Estabelecer um modelo murino para o estudo da membrana de Masquelet.

3.2 Objetivos Especificos

1. Estabelecer a técnica cirurgica de osteotomia e osteossintese com fio de
Kirschner em modelo de ratos estabilizado com o fio de Kirschner;

2. Avaliar a fixacdo e estabilizacdo dos seguimentos 6sseos apds fixacao interna;
3. Avaliar a histologia das membranas induzidas apds 2, 4 e 6 semanas da

colocacdo do espacgador de cimento 0sseo no sitio da perda 6ssea.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento estatistico

Para estimar o nimero de animais utilizados no biomodelo proposto neste estudo,
empregamos o0 método de equacao de recursos baseado na analise de variancia ANOVA, onde
0 valor de “E”, equivalente ao numero total de animais subtraido do ndmero de grupos
experimentais, deve variar de 10 a 20. De acordo o método, para valores de E<10, ao
aumentar o nimero de animais a chance de obter resultados mais significativos também
aumentaria; para valores de E>20, o aumento do nimero de animais nao elevaria o poder
estatistico (CHARAN; KANTHARIA, 2013). Considerando nimero de sete animais em cada

grupo experimental, para trés grupos seriam necessarios 21 animais (E=18).

4.2  Animais

Foram utilizados no presente estudo vinte e dois animais machos, com maturidade
Ossea adequada (Roach et al 2003), da espécie Rattus rattus da linhagem Sprague Dawley de
12 a 14 semanas de idade, obtidos do Biotério Central da Unicamp (SP). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia no Rio de Janeiro (INTO/MS) sob o registro no

006/2017 (Anexo A).

4.3  Desenho experimental do biomodelo de membrana induzida de Masquelet
Para o modelo de membrana induzida, simulando a técnica de Masquelet para
tratamento de perdas 0sseas foram utilizados 22 animais. As etapas do desenho experimental

do estudo estdo descritas em sequéncia temporal na Figura 4.
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Realizagéo do defeito

segmentar na diéfise do 4 semanas
fémur (n=7)
T Eutanasia T Eutanasia
Dia 1 l Eutanasia l
2 semanas 6 semanas
(n=7) (n=8)

Figura 4. Linha temporal do desenho experimental.

4.4  Procedimentos cirdrgicos

4.4.1 Criacdo do defeito, anestesia e analgesia

Todo o procedimento cirargico foi realizado com o animal sob efeito de anestesia
geral administrada por via inalatoria induzida com isoflurano a 5% e a mantida com
isoflurano a 2,5%. A analgesia foi realizada com 5 mg/kg de cloridrato de tramadol
(Hipolabor, Sabara, MG) associado a cetoprofenona (Ketoprofeno 1%, Vencofarma) ambos
administrados por via subcutanea no pré-operatério e mantidos uma vez ao dia por trés dias
consecutivos no pos-operatdrio. A antibioticoterapia profilatica foi realizada com 50 mg/kg de
cefazolina sddica (Fazolon®, Blau Farmacéutica — Sao Paulo, SP) por via intraperitoneal uma
vez ao dia, por trés dias consecutivos no pos-operatorio.

Para a cirurgia, foram utilizados os seguintes materiais: gancho désseo duplo, fio de

Kirschner, motor manual e serra de Gigli (Figura 5).
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Figura 5: Material cirargico utilizado para realiza¢ao da técnica de Masquelet. (A) Gancho 6sseo
duplo, utilizado para demarcar a ostectomia de 1 cm; (B) Fio de Kirschner de 1,5 mm, rosqueado na
ponta, utilizado para estabilizar os fragmentos 6sseos; (C) Perfurador manual, utilizado para a
introducdo do fio de Kirschner no canal medular 6sseo; (D) Serra de Gigli, utilizada para a confeccéo
da osteotomia.

As cirurgias para a criacdo do defeito segmentar foram realizadas em ambiente estéril,
com o animal posicionado em decubito lateral esquerdo. Apds a tricotomia e antissepsia do
membro posterior direito com alcool 70%, foi realizada incisdo cutanea longitudinal na face
lateral da coxa, do grande trocanter até o condilo lateral do fémur. Apos a incisdo da fascia
lata, 0 muasculo vasto lateral foi divulsionado para exposi¢do do fémur em toda a sua extenséo
(Figura 6A). A seguir, foi realizada osteotomia com o auxilio de serra de Gigli (0,22 mm;
RISystem AG) (Figura 6B), utilizando-se um gancho 0sseo duplo (Figura 6A) como
referéncia para a criacdo de defeito padronizado com 10 mm na porgdo central da diafise

femoral.
4.4.2 Osteossintese e preenchimento do defeito 6sseo

Com auxilio de perfurador manual, foi inserido um fio de Kirschner ponta prego
rosqueada de espessura de 1,5 mm pelo canal medular do segmento dsseo distal, em diregdo
ao joelho (Figura 6C). Apoés visualizacdo da extremidade do fio na fossa intercondilea, o

motor manual foi posicionado nessa extremidade e o fio foi progredido retrogradamente
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através da falha d6ssea pelo canal medular, obtendo-se a estabilizacdo dos segmentos 0sseos e
ancorando a ponta rosqueada do fio na regido trocanterica. A seguir o tamanho da falha 6ssea
foi reconfirmando com o gancho ésseo duplo (Figura 6E).

Em capela de exaustdo, foi misturado 1 g de polimetilmetacrilato a 487 uL de liquido
ativador (Smartset GMV Endurance, Gentamicin in Bone Cement, 3105040, DePuy
International) em uma placa de petri de vidro, com ajuda de uma espatula. Apds inicio da
polimerizacdo do cimento, o mesmo foi moldado sobre a falha dssea e foi aguardado seu
enrijecimento (Figura 6E). A seguir foi feito o fechamento da fascia e do subcutdneo com
pontos simples interrompidos com fio absorvivel de poliglactina (Vicryl 4-0, Ethicon, Vila
Olimpia, S&o Paulo) e, na sequéncia, o fechamento da pele foi feito com pontos simples

interrompidos com fio de nylon 4-0 (NylPoint, Fortaleza, Ceara).

Figura 6: Etapas do procedimento cirurgico para a indu¢do de formagdo da biomembrana de
Masquelet. (A) Exposicdo do fémur apds acesso anterolateral e divulsdo de tecido moles e uso do
gancho duplo para demarcacdo da porcdo médio-diafisaria femoral a ser excisada; (B) Osteotomia
com serra de Gigli; (C) Insercéo do fio de Kirschner de forma através da falha em direcéo ao joelho;
(D) Uniao dos fragmentos dsseos obtida com o fio de Kirschner apds ancoragem trocantérica; (E)
Cimento 6sseo ja polimerizado apés o preenchimento do defeito dsseo segmentar.
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4.4.3 Acompanhamento pds-operatério

Ap0s a cirurgia os animais foram mantidos em micro isoladores individuais com livre
acesso a agua e racdo comercial (Nuvilab CR1-Nuvital). Os animais foram observados
diariamente para avaliacdo da ferida operatdria quanto a presenca de secrecdes, deiscéncia de
sutura, edema e evolugdo do processo de cicatrizacdo da pele. Também foram avaliadas
alteracbes comportamentais, qualidade da deambulacédo, aspecto geral, vocalizacéo, perda de
apetite, sinais de dor (arrepiamento dos pelos, postura arqueada, vermelhiddo ao redor de
olhos e narinas, orelhas baixas e alteracbes no comportamento exploratério do animal).
Quaisquer alteracdes e/ou intercorréncias foram comunicadas imediatamente ao médico
veterinario responsavel pelo biotério que opinava e decidia sobre a realizacdo de eutanasia
humanitaria. A eutanésia foi realizada em todos os animais sob efeito de anestesia inalatoria

profunda e injecédo intravenosa de solucéo saturada de KCI.

4.5  Analise radiogréafica

Imediatamente apds a eutanasia foi feito o controle radiografico da osteossintese em
radiografias convencionais do membro posterior direito nas incidéncias em perfil e
anteroposterior.  Posteriormente o tamanho dos defeitos 6sseos foi medido utilizando

programa de processamento de imagem radiografica (mDicomViewer, Microdata verséo 3.0).

4.6  Analise histoldgica

Apébs a eutanasia 2, 4 ou 6 semanas apds a cirurgia, 0 membro inferior direito foi
desarticulado no quadril e o fémur foi cuidadosamente exposto apds a remocgédo dos tecidos
moles. Uma vez evidenciada a face anterior do 0sso, o tecido de recobrimento do cimento foi
identificado (membrana induzida) e retirado delicadamente com auxilio de pinga e bisturi. A
seguir, a membrana com parte do musculo adjacente aderido foi esticada sobre papel de filtro,
fixada por 48 horas em formaldeido tamponado a 10% (pH 7,4), clivada em fragmentos

transversais com 2-3 mm de espessura e totalmente incluida em parafina (Figura 7). Foram
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obtidos cortes histolégicos com 5 um de espessura, que foram corados pela técnica da
hematoxilina e eosina (H&E). As laminas histologicas contendo as amostras foram
escaneadas no sistema ApoTome 2 em camera de alta resolucdo AxioCam HRm (Zeiss
Axiozoom v.16, Carl Zeiss). As imagens foram digitalizadas no programa de analise Zen 2

core (Carl Zeiss).

Figura 7: Aspecto macroscépico da membrana induzida de Masquelet. (A) Membrana
acastanhada com superficie brilhante aderida a musculatura subjacente. (B) Membrana apos fixagao
em formol tamponado, clivada em fragmentos transversais com 2-3 mm de espessura.

A avaliacdo da membrana induzida foi padronizada visando identificar os achados
histoldgicos que caracterizavam ou que predominavam em cada fase do estudo (2, 4 e 6
semanas respectivamente). Na tabela abaixo estd denotada a avaliacdo semi-quantitativa

usada para avaliagcdo de densidade do tecido conjuntivo e densidade decapilares (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacao histolégica da membrana induzida.

Frouxo (escore 1)
Densidade do tecido conjuntivo Denso (escore 2)
Muito denso (escore 3)

Baixa (escore 1)
Intermediaria (escore 2)
Alta (escore 3)

Densidade de capilares
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4.7  Analise estatistica

Para avaliacao das analises semi-quantitativas histoldgicas, os escores de intensidade 1
e 2 foram agrupados e comparados a frequéncia de escore 3 nos tempos de duas, quatro e seis
semanas de formacdo da membrana. Foi empregado teste de qui-quadrado para tendéncia. Foi
considerada significancia de 5%. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software

GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Estabelecimento do modelo cirdrgico

Com o intuito de estabelecer um modelo de falha segmentar de tamanho critico no
osso femoral do rato, utilizamos um gancho 6sseo duplo, de cerca de 1 cm de largura, para
demarcar a regido medio-diafisaria a ser excisada. A ostectomia e a osteossintese foram
realizadas com a ajuda de um cirurgido assistente, sendo este necessario principalmente para
0s passos de estabilizacdo do fémur na ostectomia e imobilizacdo dos fragmentos 6sseos para
inser¢do do fio de Kirschner no canal medular. O tempo médio de cirurgia foi de 32 + 7
minutos. Ndo houve complicacBGes intraoperatdrias, exceto por um O&bito de causa
desconhecida.

Em analise das vinte e uma radiografias em perfil, observamos que em dezoito casos
foi alcancada adequada estabilizacdo da perda 6ssea de tamanho critico com o uso do fio
intramedular associado ao cimento 6sseo. Na figura 8, é possivel observar a fixacdo da parte
rosqueada do fio intramedular na regido proximal do fémur do animal e o preenchimento da
falha 6ssea com o cimento de PMMA, que foi moldado de forma a envolver as extremidades

dos segmentos dsseos distal e proximal.

23



Figura 8: Radiografia em perfil do fémur operado em quatro semanas. Evidéncia da adequada
fixacdo intramedular com presenca de um gap preenchido pelo espagador de cimento o qual abraca as
extremidades dos segmentos 6sseos distal e proximal. A extremidade rosqueada do fio esta ancorada
no segmento proximal e a parte distal esta posicionada no sulco intercondileo do fémur, com perfeito
alinhamento de todo o segmento 6sseo.

Em todos os trés grupos houve a recuperacao funcional do membro operado, sendo
observada boa mobilidade e auséncia de claudicacdo quando o fio intramedular foi
posicionado adequadamente, ancorando-se no segmento de 0sso proximal do fémur (Figura
9). Andlises realizadas no fim do experimento demonstraram que o tamanho do defeito 6sseo

produzido foi de 7 £ 1,5 mm.
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2 semanas

4 semanas

6 semanas

Figura 9: Imagens radiograficas pds-operatérias demonstrativas do ancoramento trocantérico
obtido pelo fio de Kirschner.
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Com relacdo aos trés animais que apresentaram falha na fixacdo do modelo proposto,
uma ocorreu no grupo de 4 semanas e duas no grupo de 6 semanas. A primeira falha ocorreu
no grupo de 4 semanas e foi decorrente da utilizacdo de um fio intramedular curto, que ndo
atingiu a regido trocantérica do fémur, e na evolucdo dos casos ocorreu a perda da
estabilizacdo, levando a uma deformidade em extenséo do fémur (Figura 10A). Os outros dois
casos de falha ocorreram no grupo de seis semanas e também foram decorrentes de erro da
técnica. Em ambos os casos ocorreu falha de fixacdo no segmento proximal do fémur, com
consequente migracdo do fio intramedular e completo deslocamento do espacador de PMMA,
evoluindo com contato entre os fragmentos 6sseos e perda do defeito diafisario. (Figura 10B e
C). Todos os animais que apresentaram falha no ancoramento trocantérico foram excluidos do

estudo.

Figura 10: Imagens radiograficas pés-operatorias demonstrativas da falha de ancoramento
trocantérico obtido pelo fio de Kirschner.
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5.2 Achados histol6gicos da membrana induzida

O componente inflamatdrio nas membranas induzidas apresentou uma reducao gradual
ao longo do tempo e foi representado em todos os animais por uma resposta difusa e
inespecifica, caracterizada pela presenca de células mononucleares (linfécitos e alguns
plasmécitos) (Figura 11). Em nenhuma amostra foi observada a formacgdo de abscesso ou

evidéncias de associacdo com processo inflamatorio agudo.
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Figura 11. Avaliacdo do componente inflamatério nas membranas induzidas. (A) 2 semanas:
infiltrado inflamatério mononuclear difuso predominando linfécitos e capilares sanguineos
neoformados (c). (B) 4 semanas: infiltrado inflamatério mononuclear difuso e capilares neoformados
(c). (C) 6 semanas: poucos linfocitos dispersos no tecido conjuntivo e vasos neoformados com
endotélio tumefeito (c).
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O componente hemorragico do tecido conjuntivo das membranas, a semelhanca do
processo inflamatorio, reduziu ao longo do tempo. No primeiro ponto de observacao, ou seja,
duas semanas ap0Os a cirurgia, eram frequentes extensas areas de hemorragia, congestao
vascular e depositos de material amorfo eosinofilico (fibrina) (Figura 12A). Nos pontos
subsequentes, a presenca de macrofagos com pigmento acastanhado no citoplasma

(hemossiderina) indica a resolucéo de processo hemorragico prévio (Figura 11B e C).
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Figura 12. Avaliagdo do componente hemorragico nas membranas induzidas. (A) 2 semanas:
Focos de hemorragia (h), congestdo vascular (c) e deposicdo de fibrina (f) no estroma frouxo da
membrana induzida. (B e C) 4 e 6 semanas: Macrofagos contendo pigmento acastanhado,
possivelmente hemossiderina (seta), indicando resolucdo de processo hemorragico prévio.
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O potencial osteogénico intrinseco da membrana foi demonstrado nos trés tempos de
observacdo (Figura 13A). A neoformacdo éssea observada nas membranas ocorreu
principalmente pela via endocondral a partir de focos de cartilagem contendo condrdcitos
proliferativos e hipertréficos relacionados com matriz parcialmente mineralizada (Figura
13B). O osso neoformado teve padrdo lamelar e ndo lamelar, mostrando relacdo com

osteoblastos ativos e com medula dssea hematopoética.
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Figura 13. Potencial osteogénico nas membranas induzidas. (A) 2 semanas: neoformagdo de 0sso
lamelar (seta grossa) e nio lamelar (seta fina) no tecido conjuntivo da membrana, com padr&o
trabecular, recoberto por corddes de osteoblastos cuboidais (*) e contendo medula Ossea
hematopoética (mo). (B) 4 semanas: foco de ossificacdo do tipo endocondral com condrdcitos
proliferativos (p) e hipertroficos (h) e matriz condrdide parcialmente mineralizada (m), recoberta por
0sso neoformado e osteoblastos. (C) 6 semanas: neoformacdo 6ssea no tecido conjuntivo fibroso da
membrana induzida contendo medula 6ssea hematopoética (mo).
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Nos tempos de 2 e 4 semanas as membranas formadas em todos o0s animais
apresentavam uma zona nitida de demarcacdo com o tecido muscular subjacente (Figura 14A
e B). Em geral essa zona de transicdo era constituida por tecido conjuntivo frouxo
vascularizado. Com 6 semanas, o tecido conjuntivo das membranas penetrava o tecido
muscular subjacente, isolando pequenos grupamentos de fibras musculares atroficas. O
“ancoramento” da membrana induzida no tecido muscular adjacente foi um evento observado

em todos os animais deste grupo experimental (Figura 14C).
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Figura 14. Avaliagdo do ancoramento da membrana no tecido muscular. (A e B) 2 e 4 semanas:
zona de demarcagdo entre a membrana e o tecido muscular bem definida (setas). (C) 6 semanas:
ancoramento da membrana no tecido muscular (seta), isolando fibras musculares atréficas (*) no
tecido conjuntivo fibroso.
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O resultado da avaliacdo semi-quantitativa do tecido conjuntivo esta representado no
Quadro 1. A densidade do tecido conjuntivo aumentou ao longo do tempo. Paralelamente,
houve reducdo gradativa da densidade dos capilares sanguineos na membrana (Figura 15).
Com duas semanas as membranas eram representadas por tecido conjuntivo ricamente
vascularizado com deposicdo de matriz extracelular amorfa relacionada com fibroblastos
jovens (Figura 15A). A partir da quarta semana, os fibroblastos adquiriram aspecto mais
alongado e a matriz extracelular passou a ter aspecto mais fibrilar (Figura 15B). Com seis
semanas, 0 componente vascular foi nitidamente menor do que nos tempos anteriores e 0
tecido conjuntivo da membrana mostrou-se rico em fibroblastos alongados aprisionados em
matriz colagena densa com fibras dispostas paralelamente, semelhante ao aspecto observado

nos tecidos conjuntivos modelados (Figura 15C).

Quadro 1. Andlise histologica semi-quantitativa do nivel de vascularizacdo e de fibrose das
membranas de Masquelet

2 semanas 4 semanas 6 semanas p
Escore1: 1/6 (17%) Escore1:1/6 (17%)  Escore 1: 0/6 (0%)
Vascularizacdo  Escore 2: 0/6 (0%) Escore 2;: 0/6 (0%) Escore 2: 4/6 (67%) 0,066
Escore 3: 5/6 (83%)  Escore3:5/6 (83%) Escore3: 2/6 (33%)
Escore 1: 2/6 (33%) Escore 1: 0/6 (0%) Escore 1: 0/6 (0%)
Fibrose Escore 2: 3/6 (50%) Escore 2: 4/6 (67%) Escore2: 1/6 (17%) 0,02

Escore 3: 1/6 (17%)

Escore 3: 2/6 (33%)

Escore 3: 5/6 (83%)

Porcentagens obtidas a partir da analise de cada membrana dos grupos de duas, quatro e seis semanas.
p=teste qui-quadrado para tendéncia.
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Figura 15. Avaliagdo da densidade do tecido conjuntivo das membranas. (A) 2 semanas: tecido
conjuntivo ricamente vascularizado contendo fibroblastos com nucleos claros, citoplasma com limites
imprecisos tendo de permeio matriz extracelular amorfa. (B) 4 semanas: os fibroblastos adquirem
morfologia alongada e a matriz extracelular passa a ter aspecto fibrilar. (C) 6 semanas: a matriz
extracelular tem aspecto denso e a disposi¢do das fibras colagenas em feixes paralelos (asterisco)
sugere a possibilidade de processo de modelamento do tecido conjuntivo. O componente vascular é
nitidamente menor do que nos tempos anteriores.
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6 DISCUSSAO

A estabilizacdo de falhas 6sseas em modelos murinos esta bem estabelecida com a
utilizagdo de implantes de microfragmentos. Entre os artigos publicados sobre o tema, a
utilizacdo de placa e parafusos na estabilizagdo da falha Gssea segmentar é a mais comum
(MANASSERQO et al, 2016; DROSSE et al, 2007; BOSEMARK et al, 2015). A utilizacdo das
placas em modelos animais remete ao tratamento historicamente mais utilizado em humanos e
com resultados funcionais consolidados (PERREN, 2002). Outros dispositivos empregados
séo a haste intramedular (MONTHO et al, 2012; LUANGPHAKDY, et al 2017) e o fixador
externo (SATO et al, 2014; ZHAO et al, 2009; DROSSE et al, 2007). Em estudos da
membrana induzida, o implante mais frequentemente empregado para a fixacdo dos
segmentos 6sseos é a placa bloqueada com parafusos (BOSEMARK et al, 2015; MA et al,
2017; NAU et al, 2016; GOURON et al, 2014; HENRICH et al, 2013). Contudo, 0s materiais
para execucdo desse modelo em ratos sdo de elevado custo, sendo o custo total para uma
montagem (um animal), incluindo uma placa e oito parafusos, cotado em 370,00 francos
suigos (uma placa: CHF 58,00, RIS.602.105 RatFix Plate, 8 hole 0.8 mm; um parafuso: CHF
39,00, R1S.402.125 RatFix ShoulderScrew 0.8x6.5 mm). Valor esse convertido na média de
R$ 1384,00 por animal, excetuando isso 0s custos com importacdo e impostos, tornando essa
metodologia inviavel para alguns grupos de pesquisa. Por outro lado, o fio de Kirschner,
amplamente empregado para cirurgias de trauma em humanos, representa um implante
compativel com o tamanho do canal medular do rato, sendo também de facil acesso e baixo
custo (aproximadamente R$9,00 a unidade).

A técnica de fixacao da falha 6ssea de tamanho critico empregada em nosso estudo foi
inspirada pela técnica proposta por Kiunstscher, em 1958, para a fixagéo de fraturas diafisarias

em humanos com hastes intramedulares. Por esta técnica, a haste era primeiramente
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introduzida no fragmento proximal do fémur, através do foco de fratura, sendo progredida de
maneira retrégrada até ser exteriorizada na regido do grande trocanter. Por um novo acesso na
regido proximal, a haste era introduzida através de impaccdo no segmento distal do fémur,
apos a reducdo direta da fratura promovendo, assim, a estabilizacdo de alguns tipos de fratura
do fémur.

Em nosso modelo, inserimos o fio de Kirschner através da falha éOssea, de forma
anterégrada no fragmento distal, com saida pela regido intercondiliana. Na sequéncia,
retornamos o fio e o fixamos na regido trocantérica, manutendo-se o tamanho da falha gerada.
Notamos que ¢é de fundamental importancia a fixacdo da ponta rosqueada do fio com duas a
trés voltas da rosca na regido trocantérica, de modo a aumentar a estabilidade e impedir a
migracdo do fio. Acreditamos que o principal motivo para as falhas de fixacdo em nosso
estudo tenha sido a auséncia de imagem no peroperatorio, deixando a técnica sujeita a erros
no alinhamento dos segmentos dsseos e no sitio de ancoramento do fio. Logo, deve-se
ressaltar a necessidade de uma equipe cirdrgica experiente para a realizagdo do procedimento.
Ainda assim, encontramos uma taxa de sucesso de 86% em nosso procedimento.

De maneira similar ao procedimento realizado nos pacientes, o espacador de PMMA
foi utilizado para o preenchimento completo do espago gerado pela osteotomia mimetizando,
assim, o 0sso removido. Em nosso modelo, o espacador também assumiu um papel
importante para a estabilidade do sistema, proporcionando uma técnica de fixacdo compativel
com a mobilizacdo e marcha do animal, com carga no membro e sem alteracGes clinicas. Por
outro lado, a funcdo estabilizadora do espacador impde também uma limitacdo da técnica,
pois ndo é compativel com estudos que avancem para a segunda etapa da técnica de
Masquelet, ou seja, que englobem a remocéo do espagador para posterior enxertia do defeito
0sseo. Na segunda etapa da técnica de Masquelet, o espacador é substituido por enxerto 6sseo

esponjoso gque ndo apresenta as caracteristicas estruturais do cimento. Somado a mobilidade
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da fixacdo dos fragmentos 6sseos com o fio de Kirschner, o colabamento do fémur ocorreria
ao ser submetido a carga da marcha do animal. O estudo, portanto, consiste de uma técnica
cirurgica de simples realizacéo e de baixo custo, R$9,00 em média, relacionado aos materiais
cirurgicos necessarios ao procedimento, adequado ao estudo da membrana induzida em si.

Como desdobramento do modelo estabelecido, optamos por realizar a avaliacéo
histologica das membranas formadas em trés pontos temporais: 2, 4 e 6 semanas apos
interposicdo do espacador no defeito 6sseo. A escolha dos tempos foi baseada em estudos
prévios do modelo murino da membrana induzida, de forma que pudéssemos compara nossos
achados com metodologias bem estabelecidas (BOSEMARK et al, 2015; PELISSIER et al,
2004; HENRICH et al, 2013; MA et al, 2017; NAU et al, 2016, GOURON et al, 2014).

Com duas semanas de formacdo, observamos predominancia de células inflamatérias,
focos de hemorragia, vasos sanguineos de pequeno calibre e em grande ndmero, além de
matriz colagena associada a presenca de fibroblastos jovens, representando um granuloma de
tipo corpo estranho. Esses achados estdo de acordo com os resultados encontrados por
Pellisier e colaboradores (2004), os quais observaram intensa vascularizacdo e pouco depésito
de coldgeno em modelo de coelhos. Assim como no trabalho de Ma e colaboradores (2017),
com ratos da mesma linhagem utilizada em nosso estudo. Ao analisarmos as membranas de
quatro semanas, observamos a manutencdo da vascularizacdo, enquanto os capilares
sanguineos tornam-se mais calibrosos em comparacdo as membranas duas semanas, assim
como reportado anteriormente (BOSEMARK et al 2015; MONES et al, 2015). Sendo assim,
podemos inferir que a membrana com duas a quatro semanas de formacdo oferece intensa
vascularizagéo ao sitio do defeito 0sseo.

Em seis semanas, as membranas apresentam-se como um tecido conjuntivo denso,
com prevaléncia de fibras coldgenas organizadas em paralelo a superficie do cimento e menor

celularidade. Também observamos um permeio do tecido da membrana as fibras musculares

39



adjacentes, 0 que sugere uma maior integracdo entre os dois tecidos. Nesse ponto temporal,
portanto, a membrana apresenta uma caracteristica mais resistente a tenséo, podendo assumir
uma funcdo predominante de protecdo a reabsorcdo do enxerto na segunda etapa do
procedimento (HENRICH et al, 2013).

Uma caracteristica atemporal das membranas estudadas foi a presenca de neoformacao
0ssea no interior da membrana. Observamos focos de ossificagdo endocondral, com zonas de
condracitos proliferativos e focos de mineralizacdo. Essa caracteristica se mostrou bastante
singular em nosso modelo, ndo sendo observada em outros modelos animais, exceto por um
estudo em caprinos (VIATEAU et al, 2006). Contudo, nos dois estudos existentes da
membrana induzida em humanos, focos de ossificacdo endocondral também foram reportados
(AHO et al, 2013; GRUBER et al, 2016). Vale ressaltar que a maioria dos modelos animais
emprega fixacdo com placa e parafusos que oferecem uma fixacdo mais rigida em relacdo ao
fio intramedular utilizado em nosso estudo. 1sso nos leva a um novo questionamento: estaria o
grau de mobilidade presente em nosso modelo relacionado a ossificagdo endocondral da
membrana induzida? Além disso, qual seria 0 papel dessa ossificagdo na resolucdo final do
defeito 6sse0?

No campo ortopédico ainda se encontra em discussao qual seria 0 melhor emprego da
membrana: utilizad-la em seu maior potencial bioldgico, ou seja, quando ela é ricamente
vascularizada e secretora de fatores de crescimento, ou mais tardiamente, quando ela é
constituida por um tecido conjuntivo denso atuando como uma barreira protetora para o
enxerto. Segundo Alain Masquelet, o tempo para a realizacao da enxertia ndo esta relacionado
com um melhor desfecho final da consolidacdo 6ssea (MASQUELET, 2017), enquanto Aho
relata que o potencial biologico da membrana ndo deve ser desperdicado na resolucdo das
perdas de tamanho critico. J& Giannoudis relata que apesar do potencial secretor da membrana

em humanos ser maior entre 4 e 6 semanas, no artigo publicado em 2016, relata que ndo ha
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maiores problemas na segunda etapa ocorrer entre 6 e 8 semanas, onde existe ainda algum
grau de secrecdo dessa.

O meétodo proposto por Alain Masquelet apresenta ainda muitos questionamentos a
serem respondidos, como por exemplo na substituicdo do cimento 0sseo e a utilizacdo de
outro tipo de espacador. Ou ainda qual o melhor antibidtico a ser utilizado e se ha alguma
diferenca entre os antibioticos disponiveis. Nesse mesmo modelo, aproveitando o achado da
neoformacéo 0ssea nesta etapa inicial, a substituicdo do implante para a realiza¢do da segunda
etapa cirdrgica, mantendo a membrana formada, levaria a uma melhor consolidacdo? Qual a
similaridade desta membrana com o peridsteo? Desta forma existe espaco para a aplicacdo do

modelo estabelecido no auxilio das davidas que visam desenvolver o tratamento.
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7 CONCLUSOES

v Modelo reprodutivel com defeito 6sseo de 0,7 cm na diafise femoral de ratos;

v" O emprego de fio de Kirschner associado ao espacador de cimento 6sseo de PMMA se
mostrou estavel no modelo murino de perda 6ssea critica segmentar do fémur;

v" A membrana induzida estava presente nos trés tempos analisados no estudo;

v As propriedades biolégicas da membrana sdo moduladas pelo tempo;

v" A membrana induzida possui potencial osteogénico inerente.
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ANEXO A. Licenca da Comisséo de Etica do Uso de Animais (CEUA/INTO)

MINISTERIO DA SAUDE )
INTry  SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
sl INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

(BT

COORDENAGAO DE ENSINO E PESQUISA DO INTO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Criagdo de modelo murino para estudo da
biomembrana de Masquelet” protocolado sob o niamero 006/2017, utilizando 24
(vinte e quatro) ratos Sprague Dawley, sob a responsabilidade do pesquisador
Breno Jorge Braga Scorza, estd de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia e foi aprovado na reunido da Comisséo
em 24 de janeiro de 2018.

(We certify that the research “Murine model to study the biomembrane of
Masquelet®, protocol number 006/2017, utilizing 24 (twenty four) Sprague
Dawley rats, under the responsibility of the researcher Breno Jorge Braga
Scorza, agree with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Ethic Commission on Animal Use of the National Institute of Traumatology and
Orthopedics, and was approved at the first meeting of the Commission on
January 24, 2018).

Rio de Janeiro, 24 de Janeito de 2018. )
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Diego Pinheiro AguiagJ/

Coordenador da Comisséo
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