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RESUMO: As opc¢des convencionais de tratamento de perdas
6sseas, como enxertos e retalhos ndo sédo satisfatérias. Com isso
uma nova categoria de retalhos, o retalho pré-fabricado (RPF),
passou a ser estudada. Foram retirados 42 ossos metatarsicos-I
das patas traseiras de 21 ratos Wistar. O grupo | (n=21) foi
descalcificado e liofilizado e o grupo Il (n=21) foi ndo descalcificado
e congelado a -70°C. Apo6s 3 semanas 0s 0ssos foram enxertados
em 21 animais sobre os vasos epigastricos inferiores nas regifes
inguinal direita e esquerda, individualizados por uma lamina de
silicone. Os grupos | e Il foram divididos em trés subgrupos cada,
de acordo com o tempo de permanéncia (1, 2 e 4 semanas) apoés a
pré-fabricacdo do retalho. No estudo histolégico macroscépico os
grupos apresentaram diferencas em morfologia e consisténcia: o
grupo | mostrou perda da arquitetura 6ssea e da rigidez e grupo 11
mantiveram sua forma, rigidez e consisténcia. Na analise
qualitativa alteragcdes foram observadas nos fragmentos do grupo
desmineralizado e liofilizado, especialmente no subgrupo de 2
semanas. O grupo Il ndo apresentou alteracdo no aspecto do tecido
6sseo mineralizado entre os diversos subgrupos. E nitida a
diferenca histoldgica entre os RPF com osso descalcificado e
liofilizado quando comparado ao nao descalcificado e congelado. A
reabsorgdo 6ssea gradual sugere que a rotacao do retalho deve
ocorrer precocemente. Este estudo demonstra a aplicabilidade do
o0sso homoégeno para pré-fabricacdo de retalhos.
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SUMMARY: As conventional options for bone repair are not
satisfactory, a new flap category was developed, the prefabricated
flap (RPF). 42 metatarsic-1 bone were obtained from 21 Wistar rats,
and divided in two groups: group | (n=21) the bones were freeze-
dryed and decalcified and group Il (n=21) was frozen to - 70° C.
After 3 weeks the bones were grafted in 21 rats, onto the left na
right inferior epigastric vessels wrapped in silicon sheet. Groups |
and Il were subdivided in 3 groups each, following the period of
permanence (1,2 or 4 weeks). In macroscopic histologic study,
group | revealed loss of bone architecture and group Il manteined
its concistency and shape. In quantitative analysis, alterations were
observed in group I, mainly inthe 2 weeks group. There is a
histologic difference in prefabricated bone flaps betwenn groups |
and I1. Gradual bone reabsorption suggests that the flap should be
rotated early. This study shows the applicability of homogenous
bone for flap prefabrication.

SUBJECT HEADINGS: surgical flaps. Osteogenesis. Bone. Bone
transplantation. Rats.

INTRODUCAO

As perdas 6sseas causadas por resseccOes de tumores, infeccdes e
traumas sdo um desafio em cirurgia reconstrutiva °. As opcées
convencionais de tratamento sdo a enxertia 6ssea®®!?, o uso de
materiais aloplasticos e a transferéncia de retalhos 6sseos. Ainda,
0s enxertos de 0sso apresentam riscos de infecgado, grau
significante de reabsor¢éo 6ssea, além de uma morbidade
secundaria da area doadora®. Os materiais aloplasticos usualmente
evoluem para infeccéo e extrusédo do material** e os retalhos
apresentam vantagem sobre os enxertos e materiais aloplasticos
por serem nutridos por um pediculo determinado, ndo necessitando
da vascularizacéo do leito receptor'?. Contudo, existe nimero
limitado de areas doadoras, maior morbidade além de requererem
técnicas cirargicas complexas e conseqiientes riscos”.

Devido a essas limitagcdes uma nova categoria de retalhos
denominados retalhos pré-fabricados (RPF) ’ foi desenvolvida. O
enxerto sobre um vaso especifico é utilizado para pré-fabricar o
retalho™”*?. Esta técnica é realizada por estagios: no primeiro
tempo o enxerto é revascularizado pelo vaso e em segundo
periodo, é transferido®’.

O osso homogeno néo apresenta morbidade da area doadora e esse
procedimento tém sido utilizado para a pré-fabricacao de retalhos.
Entretanto, ndo se sabe em que periodo ocorre a revascularizacdo
para que o mesmo possa ser transferido como retalho local ou
microcirurgico. Além disso, as diferentes técnicas de preparo e
armazenamento do osso homégeno? podem influenciar no processo
de maturacao do retalho pré-fabricado.

O objetivo deste estudo é determinar o tempo de revascularizagao,
evidenciando o periodo ideal de transferéncia do retalho e a



influéncia das diferentes técnicas de preparo e armazenamento na
maturacao do RPF.

METODOS

O animal de experimento foi o rato Wistar-Furth, macho, adulto ,
pesando entre 250 e 350 gramas. Durante a pesquisa, 0s animais
permaneceram no biotério da Disciplina de Cirurgia Plastica da
Universidade de Sao Paulo, em gaiolas unitarias, com temperatura
e luminosidade controladas e dieta "ad libitum®.

A inducado anestésica dos animais foi realizada com pentobarbital
sodico intraperitoneal, na dose de 30 mg/kg

De 21 ratos foram retirados os metarsicos-1 das patas traseiras,
totalizando 42 ossos divididos em dois grupos: grupo I, grupo
descalcificado e liofilizado (n=21), no qual os ossos foram
submetidos ao preparo descrito no guadro 1 e permaneceram
armazenados em temperatura ambiente e grupo Il, grupo nédo
descalcificado e congelado (n=21), no qual os ossos foram limpos
de tecido muscular e armazenados em freezer a -70°C. Os
metéatarsicos-1 ficaram estocados por 3 semanas.

Chadro 1 = Técnica de preparo do grupo I, descalcificado

e liofilizado,
Preparagio T dhas a -70°C
Clorofdrmio Thad®C
Acido cloridrico (0,6 N} Thad°C
Clorofarmiocetancl (1:1) Jhad®C
Cloreto de caleio (2,0 M) Ihad°C
EDTA (0,50} pH 7.4 /20 min a 4° C
Cloreto de litio (3,0 M) Ihad®°C
Lioflizacio £h

ApOs este periodo os ossos foram enxertados, como homégenos,
em 21 animais sobre os vasos epigastricos superficiais inferiores
nas regides inguinais esquerdas e direitas dos ratos para realizacao
do retalho pré-fabricado. O conjunto de: osso, tecido perivascular e
vasos foi separado da gordura subcutanea adjacente por fina
IAmina de silicone com tamanho de 0,8 cm por 0,8 cm.

Os metatarsicos-1 foram retirados das regides inguinais do rato em
diferentes periodos de pés-operatério do primeiro estagio da pré-
fabricacdo do retalho, criando-se quatro sub-grupos do grupo | e
quatro sub-grupos do grupo II.

Apos a retirada da regido inguinal o material foi tratado da seguinte
maneira: etanol a 70%, etanol a 100%, tolueno, solugdo A (metil
metacrilato 75% + dibutilftalato 25%), permanéncia do bloco em
estufa a 37° C até o seu endurecimento.
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Os blocos obtidos foram seccionados em cortes, seguindo o sentido
longitudinal, de cada blocoforam obtidos dez cortes, e coradas duas
laminas com azul de toluidina e em uma lamina foi realizada
coloracdo de Von Kossa.

O estudo histomorfométrico foi realizado com microscopio. Todas as
IAminas foram vistas pelo mesmo observador sem identificacdo
quanto a origem do material examinado. Foram analisados: 1)
numero de vasos por campo (aumento de 125 vezes); 2) espessura
cortical em micra em quatro pontos equidistantes ( aumento de 50
vezes); 3) espessura inter-cortical em micra (aumento de 50
vezes); 4) espessura da fibrose em micra (aumento de 50 vezes);
presencga ou auséncia de mineral através da coloragdo de Von Kossa
(aumento de 50 vezes).

A comparacao estatistica entre os grupos foi feita com teste t-néo

pareado, e o teste Anova foi utilizado para avaliar as variacdes nos
trés diferentes tempos. Foram considerados significativos os niveis
descritos para p < 0.05 .

RESULTADOS

No estudo histolégico macroscépico os grupos apresentaram
diferencas em morfologia e consisténcia: o grupo | mostrou perda
da arquitetura 6ssea e da rigidez a medida que permaneciam mais
tempo, terminando por apresentar "consisténcia coloidal” no sub-
grupo de quatro semanas; ja os fragmentos integrantes do grupo
néo desmineralizado e congelado mantiveram sua forma, rigidez e
consisténcia.

Na analise qualitativa alteracdes foram observadas nos fragmentos
do grupo I, que apresentou aspecto cartilaginoso, especialmente no
sub-grupo de 2 semanas.gura 1). ApdOs esse periodo o aspecto
microscépico mostra um tecido desorganizado com tecido fibroso
circundante. O grupo Il ndo apresentou alteracdo no aspecto do
tecido 6sseo mineralizado entre os diversos sub-grupos.

A andlise quantitativa de vasos, espessura cortical, distancia
intercortical e espessura da fibrose peri-osso estdo expressos na
tabela 1.
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Tabela 1 - Analise quantitativa de nimaro de vasos por campo, espessura
cortical, distancia intercortical e espessura da fibrose perimetatarso

1¥ semana 23 zemana 43 semarna

Grupe [ Grmpoll  Grupel  Grupo Il Grupo Grupoll

{n=0} (=5 (=4} (m=T) I (n=5)
(t=7]
N* 005+ {04+ 0,04 = 0,04 + 004 + (.05 =
VAS0R/ CAMPO (LM .02 {0,003 0,02 .0 0,01
Espessura HMobs 34594 3MSEE 35ed+ 3510+ 3500+
cortical (] 1849 1.6 L0 657 12,7 0.0
Distincia 4256 £ 5573+ 3MO0: 45571 0D 44791+
mier-cortical T 240,53 178,2 196.3 113 1448
(L}
Espessurada 4346+ 44035+  203% 273+ 2049 314+
fibrose peri- 0.3 * al,7 B4.5 % 1224 1316 2130
mekatarso ([ .
DISCUSSAO

Com a utilizagdo de retalho pré-fabricado sera possivel construir um
retalho na forma e no local desejado®.

A utilizac&do do tecido homdgeno apresenta a vantagem de nao
possuir morbidade e area doadora ilimitada. Porém, existem
diferentes técnicas de preparo e armazenamento do 0sso que
podem influenciar no processo de maturacdo do retalho 6sseo pré-
fabricado. Além disso, este tecido causa uma resposta imunolégica
enxerto-hospedeiro que pode influenciar no processo de
incorporagdo 6ssea™®.

Neste trabalho estudamos a maturacéo e vascularizacdo, em
diferentes periodos da primeira fase da pré-fabricacdo do retalho
6sseo com enxerto de osso homaogeno preparado e armazenado de
duas formas diferentes.

A incorporacdo do osso homdogeno apresenta cinco estagios: 1)
inflamatoério, promovendo uma resposta celular do hospedeiro; 2)
revascularizacdo do tecido; 3) osteoconducao, na qual o enxerto
tem a funcéo de arcabouco para o crescimento de vasos e formacao
de 0sso0; 4) osteoinducao, na qual células mesenquimais do
hospedeiro sdo induzidas, por proteinas (BMPs) encontradas no
enxerto, a se transformarem em osteoblastos e 5) remodelagéo
c’>sseg;1é gom caracteristicas de formacgdo e reabsorg¢ao continua de
0SS0~

No grupo | foi realizada a desmineralizacdo 6ssea, ja que as
proteinas osteoindutoras (BMPs), encontradas na matriz 6ssea,
apresentam grande atividade quando o osso é submetido a
descalcificagéo pelo acido cloridrico®®°. Provavelmente, isso ocorre
devido a um maior contato das proteinas da matriz com células
mesenguimais do hospedeiro e uma diminuicdo da resposta
imunoldgica, em consequéncia de serem eliminados os restos de
células 6sseas e endoteliais com grande atividade antigénica™.



Outro fator que influencia na osteoinducdo do enxerto homégeno é
o modo de estocagem desses ossos'****°. A liofilizacdo para
armazenamento do 0sso consiste no resfriamento do osso a -70°C
por um periodo apds o qual o material € colocado em um
liofilizador. Esse aparelho forma um vacuo enquanto a temperatura
é mantida a -35° C, retirando até 95% da agua'®. Porém, tanto a
liofilizagcdo quanto a desmineralizacdo alteram a forca mecéanica do
0sso, impedindo seu uso em locais do esqueleto que necessitem de
grande suporte'®***®_ Provavelmente, essa seja a causa, associado
a reabsorcdo 6ssea e hidratacdo do tecido, que fizeram com que os
0ssos desse grupo se apresentassem na macroscopia com
caracteristicas amolecidas. Isso é reforgado pela microscopia, em
que observamos tecido avascular muito semelhante a cartilagem.

No grupo Il o preparo do osso consistiu na limpeza e no
armazenamento em congeladores especiais, a -70°C, ja que em
temperaturas maiores enzimas liticas permanecem ativas
destruindo as propriedades osteoindutoras™®*°. Neste grupo, o
material 6sseo manteve sua forma e caracteristica, porém
microscopicamente o tecido parecia estar sendo gradativamente e
lentamente absorvido por osteoclastos, que abrem lacunas no 0sso
calcificado por onde crescem vasos e chegam células
inflamatérias®***. A incorporacéo do osso homégeno nao
descalcificado ocorre com maior lentiddo porque o enxerto
desencadeia uma maior resposta imunoldégica interferindo na
osteoinducéo e na revascularizagdo™.

E nitida a diferenca histoldgica entre os retalhos pré-fabricados com
0sso homageno descalcificado e liofilizado quando comparado ao
ndo descalcificado e armazenado congelado. Porém, os resultados
obtidos na analise da vascularizagdo, associados a sugerida
reabsorcédo O0ssea, apontaram a maturacgao vascular do retalho de
ambos os grupos em 1 semana. Isso somado a reabsor¢ao 0ssea
gradual, sugere que a rotacao ou transferéncia do retalho deve
ocorrer precocemente, inclusive antes de que ocorra mineralizagao
tecidual.

Os dados obtidos neste estudo reafirmam a aplicabilidade do osso
homadégeno para pré-fabricacdo de retalhos. Entretanto, novos
estudos deverdo abranger o comportamento desse osso quando em
contato com outro o0sso, a interferéncia de drogas
imunossupressoras e fatores de crescimento na maturacgao e
incorporacao do tecido 4sseo.
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