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TECNICAS DE DESVITALIZACAO EXTRACORPOREA DE
AUTOENXERTO OSSEO NO TRATAMENTO DO OSTEOSSARCOMA
APEDINCULAR

Max Santana Gonzaga

RESUMO

O osteossarcoma € a neoplasia 6ssea maligna mais frequentemente diagnosticada,
representando cerca de 85% das neoplasias de origem esquelética. A terapéutica
comumente indicada é a amputagdo de membro, seguida da quimioterapia. No
entanto, a preservagcao do membro afetado tem sido utilizada para melhorar a
qualidade de vida do animal e é realizada em pacientes com afecgdes neuroldgicas,
ortopédicas, obesos ou nos casos de proprietarios relutantes com a realizagdo da
amputacdo. Diversas técnicas para preservacdo do membro foram desenvolvidas,
cada uma com vantagens unicas e limitagdes especificas. O objetivo da presente
revisdo foi de descrever as técnicas de desvitalizagao extracorporea de autoenxerto
0sseo autoclavado, irradiado, pasteurizado e desvitalizado em nitrogénio liquido, no
tratamento do osteossarcoma apendicular, comparando suas vantagens e
desvantagens, assim como suas principais complicagoes.

Palavras chave: Tumor 6sseo. Transplante 6sseo. Esterilizacdo. Pasteurizagao.

Irradiagao.



TECHNIQUES OF ROOT CANAL EXTRACORPOREA OF BONE AUTOGRAFT IN
THE TREATMENT OF OSTEOSARCOMA APENDICULAR

Max Santana Gonzaga

SUMMARY
Osteosarcoma is the most frequently diagnosed malignant boné neoplasm,

representing about 85% of neoplasms of skeletal origin. The therapy commonly
displayed is the amputation of a member, followed by chemotherapy. However, the
preservation of the affected limb has been used to improve the quality of life of the
animal and is performed in patients with neurological disorders, orthopedic, obese or
in the case of reluctant owners with the amputation. Several techniques for preserving
the member were developed, each with unique advantages and specific limitations.
The objective of this review was to describe the techniques of extracorporeal
desvitalization of bone autoclave irradiated, pasteurized and devitalized in liquid
nitrogen, in the treatment of apendicular osteosarcoma, comparing their advantages
and disadvantages, as well as its main complications.

Keywords: Bone tumor. Bone transplantation. Sterilization. Pasteurization. Irradiation.
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1. INTRODUGAO

1.1 OSTEOSSARCOMA

O osteossarcoma € um tumor mesenquimal maligno de células ésseas
primitivas que histologicamente é composto de células mesenquimais anaplasicas que
produzem ostedides. Trata-se de uma neoplasia primaria, também conhecida como
sarcoma osteogénico, correspondendo a 85% de afec¢bes com origem no esqueleto,
que corresponde de 4 a 6% de todos os tumores malignos que acometem os caes
(ENDICOTT, 2003).

E a principal neoplasia 6ssea primaria maligna, seguida do condrossarcoma,
fibrossarcoma, hemangiossarcoma e tumor multilobar 6sseo (CAVALCANTI et al.,
2004, GARZOTTO; BERG, 2007). E raro em felideos, e nestes, s&o menos agressivos
quando comparado aos caes (HELDMANN et al. 2000).

Com relagédo a distribuicdo anatdmica, em torno de 75% a 85% dos
osteossarcomas se desenvolvem no esqueleto apendicular e 25% no esqueleto axial
(CAVALCANTI, 2004; LIPTAK et al., 2006).

Frequentemente acomete a regido da metafise de ossos longos como umero,
radio, ulna, tibia, fémur, sendo os locais de maior ocorréncia a parte distal do radio, a
proximal do umero, a distal do fémur e a proximal da tibia (ROSENBERG et.al, 2007),
tendo maior incidéncia, portanto, nos membros toracicos.

E classificado pela Organizagdo Mundial de Satide em forma central e forma
periférica (PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002). A forma central é classificada nos
subtipos osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, telangectasico, indiferenciado ou
anaplasico, do tipo células gigantes e padrdo misto ou com varientes celulares. E a
forma classica mais comum, cresce no interior do 0sso, rompe a barreira cortical e
periosteal, comprimindo as partes moles adjacentes, tornando-se extra-
compartimental (PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002; WOLFE et al., 2011). Ja a
forma periférica é classificada em subtipo periosteal, na qual ocorre crescimento na
cortical 6ssea sob o peridsteo e ndo invade o canal medular; e, no subtipo parosteal,
com crescimento na superficie 6ssea sobre a cortical, delimitado por uma linha
transparente com largura variavel de 1 a 3 mm (PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002).

Dentre os sinais clinicos do cdo com osteossarcoma apendicular temos a

claudicagdo aguda ou crénica como principal sinal, podendo estar associada ou nao
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a edema por obstrugao tecidual que impede a drenagem linfatica normal (KLEINER;
SILVA, 2003), a depender do estagio evolutivo da doenga, com a presenca de
impoténcia funcional do membro. Na forma central, o principal sintoma é a dor
intermitente, podendo ocorrer aumento de volume com um tempo variavel entre
semanas a trés meses e, na forma periférica, o aumento de volume €& progressivo
apresentando dor leve (PROSPERO, 2001). Sinais sistémicos como hipertermia,
anorexia ou perda de peso sao incomuns no estagio agudo da doenga, sendo que,
neste estagio, a suspeita de um problema ortopédico ndo neoplasico leva ao retardo
no diagndstico e terapia da neoplasia (FOSSUM et al., 2001; DALECK et.al, 2002).
Em casos avancados, pode-se associar dificuldade respiratoria com metastase
pulmonar (CAVALCANTI et al.,2004).

O diagndstico desta neoplasia baseia-se, principalmente, na histéria clinica,
exame fisico, exames radiograficos e citoldgico, sendo a confirmagao, muitas vezes,
realizada por biopsia e exame histopatolégico (DAVIS et.al, 2002).

A aparéncia radioldgica do osteossarcoma pode ser dividida em trés categorias:
osteoliticas, esclerdtica e padrdao misto litico/proliferativo (HOFSTAETTER et al.,
2013). Na forma central, ocorre a perda do trabéculo 6sseo que é substituido por area
de maior densidade podendo ter ou ndao focos de lise dssea. O desenvolvimento
neoplasico atinge a cortical rompendo o periésteo, havendo, entédo, a formagéao do
triangulo de codman. O crescimento extra-6sseo forma espiculas grosseiras ou
espordes do tecido 6sseo neoformado caracterizando o aspecto em “raios de sol
(PROSPERO, 2001; NANCI NETO et al., 2007). A forma periférica periosteal
apresenta densidade radiografica semelhante a da cortical do 0sso em que cresceu,
sem comprometimento do canal medular, enquanto que a periférica parosteal forma
saliéncia na superficie cortical do osso, ficando delimitado por uma linha transparente
demarcatéria (PROSPERO, 2001, NANCI NETO et al., 2007). Além da radiografia da
porcao acometida, deve-se realizar radiografias toracicas a procura de metastase
pulmonar (DALECK et al., 2006).

Quando necessario pode ser realizada analises imuno-histoquimica,
bioquimica, além de cintilografia 6ssea, tomografia computadorizada (CT) e
ressonancia magnética (MRI), onde possibilitam a avaliagédo da extensdo da lesao

dentro do osso e a invasdo de partes moles (WITTING et al., 2002).



14

O tratamento pode ser paliativo ou definitivo, visando o controle da dor, sendo
esta resultante da ocorréncia de microfraturas e/ou devido a interrup¢ao do periésteo
induzido pela lise 6ssea proveniente do desenvolvimento neoplasico (STRAW, 1996).

A tradicional terapéutica de carater curativo consiste na excisdo do
osteossarcoma, através da amputagdo do membro e quimioterapia adjuvante, os
quais promovem sobrevida média de 262 a 540 dias nos pacientes que apresentam
osteossarcoma apendicular (MACDONALD; SCHILLER, 2010). Como tratamento
alternativo a amputagado temos a cirurgia de preservagao de membro que, quando
instituido tratamento quimioterapico semelhante ao instituido na amputagéo,
promovem tempo de sobrevida maior (DAVIS et al., 2002; ENDICOTT, 2003).

1.2 PRESERVAGAO DO MEMBRO (LIMB SPARING)

A cirurgia de preservacdo de membro, denominada de ‘limb sparing’, tem sido
a terapéutica cirurgica padrao em pacientes humanos nos ultimos 15 anos (WALLACK
et al., 2002) e consiste na excisao da neoplasia 6ssea, com auxilio de serra oscilatoria,
trés a cinco centimetros proximais a margem radiografica do tumor e a reconstrugéo
da coluna éssea e, geralmente, artrodese da articulacdo adjacente (LIPTAK et al.,
2006), permitindo a manutengdo do membro sem a presenga do estimulo doloroso e
sem comprometer a sobrevida do animal (ENDICOTT, 2003). Em todas as técnicas
os procedimentos cirurgicos sao delicados, o que requer um grau de conhecimento
especializado, assim como o conhecimento das potenciais complicagdes das mesmas
(BURACCO, et al., 2002).

A técnica de preservagao do membro € utilizada nos casos em que 0s animais
apresentem alteragcdes neuroldgicas, afecgbes ortopédicas, obesidade e, nos casos
em que os proprietarios ndo permitem a amputacédo do mesmo (ENDICOTT, 2003;
LIPTAK et al., 2004 b; LIPTAK et al., 2006).

Para que possa ser realizada a preservacdo do membro o animal deve
apresentar, a saber: bom estado de saude em relagao a funcéo cardiaca, renal e da
medula éssea, para que possa suportar a cirurgia e a quimioterapia adjuvante. Outros
fatores devem ser considerados, tais como auséncia de metastase, presenca de
osteossarcoma que esteja clinicamente e radiograficamente acometendo somente um
membro, menos que 50% do comprimento 6sseo, e a auséncia de fraturas

patoldgicas, pois sua ocorréncia favorece a disseminagao de células neoplasicas aos
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tecidos adjacentes e menos que 360 graus de envolvimento dos tecidos moles
adjacentes (STRAW, 1996; DERNELL et al., 2007).

Esta técnica é aplicada com mais frequéncia em caso de osteossarcoma da
extremidade distal do radio e ulna, pois ndo é aconselhada em lesdes neoplasicas da
articulagdo escapulo-umeral, coxofemoral, e articulagado do tarso, devido ao fato de
sua imobilizacao resultar frequentemente em ma fungao do membro e estar associado
a um maior numero de complicagdes (ENDICOTT, 2003; LIPTAK et al. 2004a; LIPTAK
et al., 2006).

Ressalva-se que a técnica de preservacao de membro nio altera o tempo de
sobrevida quando comparado a amputagdo e quimioterapia adjuvante, contudo
proporciona um excelente retorno a fungado do membro em 80% dos caes (LIPTAK et
al. 2005; MACDONALD; SCHILLER, 2010).

Diversas técnicas para a cirurgia de conservagdo do membro foram
desenvolvidas, cada uma com vantagens unicas e limitagées especificas (FOSSUM,
2007). As principais técnicas de desvitalizagdo extracorpérea se dao através de
autoenxerto autoclavado (BOHM et al., 1998; HAYASHI et al., 2005), utilizagdo de
radioterapia intraoperatéria ex vivo (LIPTAK et al., 2004b; BOSTON et al., 2007),
autoenxerto pasteurizado (BURACCO et al., 2002; JEON et al 2008), e autoenxerto
desvitalizado em nitrogénio liquido (TSUCHIYA et al., 2005; RAHMAN et al, 2009;
TSUCHIYA et al., 2010).

As técnicas de desvitalizagdo extracorpérea de autoenxerto ésseo consiste na
ressec¢do em bloco da porgédo afetada pelo osteossarcoma, garantindo as margens
de seguranca (BOHM et al. 1998), e por meio de técnicas que utilizam o calor ou o
frio, causando a desvitalizacdo de todas as células normais e tumorais daquele
segmento, sendo em seguida reimplantado e fixado (LIPTAK et al.,2006).

Os autoenxertos sao contraindicados em c&es com lesbes tumorais
primariamente liticas, em que a integridade estrutural do osso cortical pode fragilizar-
se ainda mais apdés o processo de tratamento térmico do enxerto (LIPTAK et
al.,2004b). Quando realizados em pacientes com osteossarcoma estes devem passar
por uma rigorosa selegdo (RAHMAN et al., 2009).

O objetivo da presente revisdo foi comparar as técnicas de desvitalizagao
extracorpdérea de autoenxerto 0sseo na preservacao de membro em cades com

osteossarcoma apendicular, assim como suas vantagens e desvantagens, tendo em
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vista que dentre as técnicas de preservacdo de membro, sdo as de mais facil
execucao e de menor custo.
2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo em que se objetivou analisar as técnicas de
desvitalizacdo extracorporea de autoenxerto 6sseo citando suas indicagdes, como
vantagens e desvantagens de cada método assim como suas possiveis complicagoes.
O levantamento bibliografico foi realizado de janeiro a margo de 2017, pelas bases de
dados do Pubmed, Periodicos capes, Scielo e Google Académico. As palavras chaves
utiizadas para buscar os artigos foram: “desvitalizagdo extracorporea”,

‘osteossarcoma canino”, “autoenxerto 6sseo”, “autoenxerto pasteurizado”,

”

“autoenxerto autoclavado”, “autoenxerto irradiado” e “nitrogénio liquido”. Por meio de
uma breve analise do conteudo, a partir do resumo e resultados e optando-se por
artigos publicados nos ultimos 15 anos, foram selecionados 10 trabalhos cientificos
de base que descrevessem as vantagens e desvantagens de cada técnica utilizada,
assim como suas complicagdes, escritos em lingua portuguesa e inglesa, utilizando
caes, coelhos e humanos. Outros artigos adicionais e livros de clinica cirargica foram
utilizados com o intuito de acrescentar conhecimento e aspectos introdutérios a
presente pesquisa.

3. RESULTADOS

Foram selecionados 10 artigos que sao apresentados na tabela 1, publicados
nos ultimos 15 anos, e outros artigos foram acrescentados com intuito de agregar
conhecimento, descrevendo o delineamento metodoldgico, resultados e concluséo.

A utilizagdo de autoenxertos Osseos desvitalizados extracorporeamente
possuem vantagens em comum entre as técnicas, sendo elas a diminuicdo da
resposta imunoldgica, a auséncia no risco de transmissdao de doengas, sao
economicamente viaveis quando comparadas as outras técnicas, sao de facil acesso
e apresentam conformagao anatdémica compativel com o receptor (BURACCO et al.
2002, TSUCHIYA et al., 2010).

Dentre as desvantagens ressalta-se que sua utilizacdo ndo € recomendada
quando o padrdao do tumor for severamente litico (BOSTON et al., 2007), o

impedimento da posterior analise histolégica das margens de seguranga do segmento
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removido, tendo em vista que o mesmo é reimplantado, o que poderia interferir na

escolha do protocolo quimioterapico mais adequado (RAHMAN et al., 2009).

Para que seja compreendida as vantagens e desvantagens de cada técnica, se

faz necessario que a definicdo do potencial osteoindutor e osteocondutor seja

esclarecida. O potencial osteoindutor é a capacidade que o enxerto possui em induzir

células mesenquimais do hospedeiro a se transformar em osteoblastos (SILVIA et al.,

2000). Ja o potencial osteocondutor é a capacidade de intracrescimento dos capilares

em processo de brotamento do tecido perivascular e das células osteoprogenitoras do
leito recipiente dentro do enxerto (STEVENSON, 1998).

Tabela 1. Delineamento metodoldgico, resultados e conclusdo dos artigos selecionados para a
presente revisao.

Delineamento

Autor Espécie Metodologico Resultados Conclusao
Os tempos de sobrevivéncia
médios e médios foram de O autoenxerto
Para o procedimento 51_31 e 324 dias, 6sseo pasteurizado
de preservago de respectivamente _(mtervalo, derivado do
membro foi utilizado 180_a 1.868 dias). A segmento Fﬁsseo
um autoenxerto do sobrevivéncia global foi de tumorql foi uma
segmento tumoral 100% aos 6 meses, 50% aos | alternativa efetiva
excisado 12 meses, 44% aos 18 meses | ao aloenxerto de
MORELLO asteurizado a765 ° G e 22% aos 24 meses. 0ssos corticais para
etal. Canina g . Metastase pulmonar ocorreu 0s membros que
urante 40 minutos. A ~
(2003) quimioterapia em 5 (38%) cées. As pouparam no
adjuvante (cisplatina complica96e§ opservadas ogteo_ssarcoma
ou cisplatina e fo~ram recorréncia Igcal (2 radial distal canino,
doxorrubicina) foi caes, 15%), mfecgao por ~em termos de~
administrada em anen_xerto-(4 cées, 31%) e viabilidade, padrao
todos oS CAes faléncia do implante (3 cées, de cura,
' 23%). A funcdo dos membros complicagbes e
foi boa em 12 cées (92%) e sobrevivéncia
justo em 1 céo.
Um segmento 6sseo
contendo o tumor foi —
isolado Quatro caes tiveram
cirurgicamente osteossarcoma e 1 As vantag.ens'
tratado por | OR'i' _apr.esenta.ram sarcoma incluem cicatrizagao
reimplantado e ’ !ndlferenmado. A fglha do do auto-enxerto e
protegido por fixagdo |mplante (n%43), a infecgédo do | fonte para um
interna. Em 1 ¢30. 0 tecido profundo (3) e a fratura autoe_nxerto
Ieit6 tumoral ’ patoldgica (3) resultaram em | perfeitamente
BOSTON o . amputacao (3) ou em adequado, mas nao
. postradi¢ao foi cureto ~ ~
et al. Canina e cheio de cimento | Pancarpagao (2). O cdo com | parece oferecer
(2007) sarcoma indiferenciado foi nenhuma vantagem

6sseo. Os cédes foram
administrados
alternando
adriamicina e
carboplatina a partir
de 2 semanas apos o
IORT e monitorados
em intervalos
regulares.

eutanizado devido a suspeita
de recorréncia tumoral 4
meses pos-operatorio. A cura
da osteotomia foi
documentada por radiografia
(1), histopatologia (2), ou por
observagéo direta (2).

em relagao a taxa
de infecgdo. A
preservagao a longo
prazo da articulagao
radiocarpatica nao
foi bem sucedida.




Participaram dez
pacientes com
osteossarcoma em
torno do joelho,
comameanagem de
21 anos. A técnica
operatoria incluiu
excisdo em bloco,

desbridamento e

Em um seguimento médio de
4.5 anos, nao houve recidiva
local ou sistémica e o escore
funcional médio foi de 82,4%.
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A eficacia desta
técnica de
reconstrugdo em
pacientes com
resposta seletiva
adequada é

RAHMAN ]
manejo do segmento
N et al.| Humana O enxerto congelado uniu-se | comparavel a outras
ressecado com ] ) .
(2009) ] ] ) proximalmente e distalmente técnicas de
nitrogénio liquido
] . em todos, exceto um reconstrugéo
seguido de reimplante ) ] oo
i ) paciente, em um periodo que biolégica com o
e fixagdo interna. Em . ) i o
o varia de seis a dez meses. beneficio adicional
um tempo médio de i
de ser simples,
4,5 anos, nao houve
o barato e duravel.
recidiva local ou
sistémica e o escore
funcional médio foi de
82,4%.
Analisamos As células tumorais foram )
. Os espécimes de
autoenxertos completamente erradicadas
0sso congelados
congelados tratados | do osso congelado em todos
o o neste estudo
com nitrogénio os casos. Num espécime
o . mostraram
liquido, recuperados | recuperado 5 meses apos a ) )
evidéncias de 0ssos
em média de 19,1 implantagdo, uma pequena
recentemente
meses (2-75 meses) area do 0sso apresentou
) ) ) formados e
apo6s implantagao por ostedcitos ativos e
] osteogénese
complicagbes ou osteoblastos. Em trés casos
TANZAWA o ) anterior do que ja foi
recorréncia tumoral recuperados mais de 1 ano
et. al Humana o . relatado
local. Os espécimes apos a implantacéo,
(2009) anteriormente.
ostedcitos e osteoblastos

foram obtidos de seis
pacientes com idade
média de 36,2 anos
(8-68 anos). Os seis
enxertos
compreendiam trés
enxertos
osteoarticulares, dois

enxertos intercalares

foram observados em
grandes porc¢des dos 0ssos
congelados, indicando o inicio
da osteogénese no 0sso
congelado em estéagio inicial.
A juncao cortical do
hospedeiro-enxerto mostrou

incorporag&o juntamente com

Nossos resultados
sugerem que
autoenxertos

congelados podem

ser considerados
um dos materiais
reciclaveis mais

Uteis para a




e um enxerto de
unido. Analisamos
histologicamente as
segOes contendo
autografamentos para
necrose de células
tumorais, evidéncias
de reparo cortical,
jungéo cortical e

cartilagem articular.

a continuidade das trabéculas
Osseas. Além disso,
conseguimos encontrar
condrécitos normais na

superficie articular
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reconstrugao

bioldgica.

Vinte e cinco coelhos
machos adultos foram
incluidos no estudo;
Todos os 25 tiveram
0s blocos 6sseos
ressecados e
reimplantados. No

grupo 1, os blocos

As pontuagdes de Heiple das
partes proximais das
superficies de fusdo no grupo
1, grupo 2 e grupo 3 foram
12,8+0,4,68+1,2e10,2
1,9, respectivamente. As
pontuagdes Heiple das partes

distal das superficies de fuséo

A pasteurizagéo tem
um efeito menos
negativo na
cicatrizacao 6ssea

do que na

VURAL et 0sseos foram
Coelhos no grupo 1, grupo 2 e grupo 3 autoclavagem e
al. (2010) autoclavados; No
foram 10,8 £0,8,6,0+x1,1e pode ser
grupo 2, os blocos . .
] 9,8 + 1,5, respectivamente. considerada para
6sseos foram . o
) As diferengas nos escores esterilizacdo dssea
pasteurizados; E no o B
radiologicos nao foram em certas
grupo 3 (controles), o o . o
. estatisticamente significativas circunstancias.
0s blocos 6sseos
entre os grupos para
ressecados foram ] . ]
) superficies de fusdo proximal
reimplantados sem ]
o ou distal em 3 e 6 semanas.
esterilizagao
Foram tratados 33 A funcgao pés-operatéria foi O autoenxerto
pacientes com excelente em 25 pacientes congelado de
tumores malignos (75,7%), boa em 5 pacientes pediculo, que foi
osseos. Os (15,1%) e justaem 3 recentemente
diagndsticos dos pacientes (9,0%). No desenvolvido para
TSUCHIY ) ] )
tumores foram 17 seguimento final, 8 pacientes resolver
Aetal. Humana )
(2010) osteossarcomas, 11 morreram na média de 17 desvantagens de

tumores metastaticos,

2 sarcomas de Ewing,

2 condrossarcomas e
1 sarcoma

pleomoérfico

meses pos-operatorio, e 18
pacientes permaneceram
isentos de doenga para um
periodo médio de seguimento

de 30 meses (intervalo de 7 a

autoenxertos
congelados livres

previamente
relatados, obteve

sucesso na




indiferenciado. Os
locais dos tumores
foram 23 fémures, 5
tibias, 4 humeri e 1
calcaneo. Os
procedimentos
operacionais
consistiram em expor
o tumor, realizar uma
osteotomia no local
ou dislocagao das
articulagdes, girando
e congelando a lesao
do tumor em
nitrogénio liquido
durante 20 minutos e
reconstrugdo usando
pregas
intramedulares,
placas ou artroplastia

composta.

69 meses). Sete pacientes
estavam vivos, mas com
doenga. As complicagdes
foram encontradas em 12
pacientes, incluindo 4
infecgbes profundas, 3
fraturas, 3 recidivas locais dos
tecidos moles circundantes, 2
nao unides e 1 colapso.
Todos foram gerenciados

COm sucesso.
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reconstrucao de
tumores de osso
malignos. Esta é
uma técnica
cirargica nova,
simples e eficaz
para a reconstrucao
bioldgica que ainda
€ investigada, mas
tem potencial para o

desenvolvimento.

SIGN et al.
(2010)

Humana

Avaliar o efeito de
varios métodos de
esterilizagdo no
comportamento
mecanico do enxerto
6sseo cortical
humano e avaliagao
histopatolégica de
amostras de 0ssos
tumorais apos serem
processados com 4
métodos diferentes de
esterilizagdo. O osso
tumoral cortical
humano fresco é
colhido da regido
diafisaria do osso
tumoral foram

esterilizados por

A analise da ANOVA do
"esforco de falha", do
"modulo” e da "tensao para a
falha" demonstrou diferengas
significativas (p <0,05) entre o
osso cortical tratado e os
espécimes nao tratados sob
carga mecanica. O "estresse
ao fracasso" foi
significativamente reduzido
nas amostras de 0ssos
corticais cozidos,
autoclavados e irradiados (p
<0,05). 'Modulus' detectou
diferencgas significativas nos
espécimes cozidos,
autoclavados e de
pasteurizagdo em relagao aos

controles (p <0,05). A "tensao

Esterilizacédo da
amostra de osso
cortical por
pasteurizacéo e, em
menor grau, a
irradiagdo nao altera
significativamente
as propriedades
mecanicas quando
comparadas com
amostras nao
tratadas. As
propriedades
mecanicas
degradam-se com o
uso de altas
temperaturas para
esterilizagao

(ferver). Todos os




autoclave (n = 10);
Ferver (n = 10);
Pasteurizagdo (n =
10); E irradiagdo (n =
10). Havia também 10
espécimes de
controle que nao
receberam nenhuma
forma de tratamento
de esterilizagao. O
teste biomecanico
realizado foi o
estresse para a falha,
0 médulo e a tensao
para a falha, que
foram determinados a
partir de testes de
compressao axial. A
analise estatistica
(ANOVA) foi realizada
nesses resultados. O
nivel de significancia
(a) e a poténcia (b)
foram ajustados para
0,05 € 0,90,

respectivamente.

ao fracasso" foi reduzida por
irradiagéo (p <0,05), mas nao
pelos outros trés métodos de
tratamentos. O estudo de
histopatologia nao revelou
célula de tumor viavel em
nenhum dos quatro tipos de
grupo de tratamento em
comparagao com o grupo de

controle nao tratado.
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métodos de
esterilizagdo deram
origem a 100% de

morte tumoral.

ROCHA et
al. (2013)

Canina

Utilizados dois cées
machos da raca
Rottweiller que foram
diagnosticados com
osteossarcoma
apendicular, optando-
se pelo tratamento
cirurgico preservador
do membro,
utilizando-se a
desvitalizagéo
extracorporea por

enxerto autoclavado e

Nas avaliagdes pos-
operatorias, menores
complicagbes e um apoio
mais precoce do membro
foram observados no paciente
submetido a técnica de
congelamento. O paciente
tratado com autoenxerto
autoclavado apresentou
pobre fungdo motora do
membro, com reabsorgao do
fragmento 6sseo no 5° més

pos-cirdrgico.

O autoenxerto
6sseo submetido a
desvitalizagéo por

nitrogénio liquido
obteve melhores
resultados na
cirurgia
preservadora do
membro em caes
com

osteossarcoma.




pela desvitalizagao

por nitrogénio liquido.
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YASIN et
al. (2015)

Coelho

corticais foram

imediatamente

processo de

esterilizagdo. O
processo

subsequente de

incorporagéo de

enxerto foi examinado

ao longo de um
periodo de 12
semanas por
radiografia em série,
avaliagdes
biomecéanicas e
histopatoldgicas. A
analise estatistica
(ANOVA) foi realizada
nesses resultados. O

nivel de significancia

O osso cortical do

coelho fresco foi

colhido da didlise
tibial e esterilizado
extracorpéreamente
por pasteurizagao (n
= 6), autoclave (n =
6), irradiagao (n = 6) e
solugao salina normal
como grupo controle

(n =6). Os ossos

reimplantados apos o

A andlise radiografica

irradiagao tem maior

grupos de esterilizagéo (p

do "estresse de falha",

significativas (p = 0,389) ent

tratadas sob carga mecénica.

Na analise histopatolégica
macroscoépica, 0 grupo

irradiado possui a maior

porcentagem de unidao 6ssea

(91,7%). No entanto, na
analise microscoépica da
unido, o grupo de
pasteurizagcado tem pontuacao
significativamente maior (p =
0,041) na formacao do calo,
porcentagem de ostocitos e
clareza da medula éssea no
final do estudo, indicando o

bom potencial de unido

mostrou que o grupo de

pontuagao em unido 0ssea

em comparag&do com outros
0,041). A analise da ANOVA

"médulo” e "tensao para falir"

nao demonstrou diferencas

os tratos e as amostras nao

Ambas as técnicas
de irradiacado e
pasteurizagao tém
um desfecho
favoravel em termos
_ de unido 6ssea
- baseada em
avaliagdes
radiograficas e
histopatolégicas. O
autoclave tem o pior
e resultado. Estes
resultados indicam
que a irradiagao
extracorpérea da
pasteurizagao de
autoenxertos
6sseos sdo uma
opgao viavel. No
entanto, a
pasteurizagao tem
os melhores
resultados globais
devido a
preservagao dos
ostedcitos e a
celularidade da

medula 6ssea




(a) e a poténcia (b)
foram ajustados para
0,05 e 0,90,

respectivamente
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Dal-bé6 e
FERRIGN
O etal.
(2016)

Canina

Os animais foram
distribuidos
aleatoriamente: para
cada cadaver, foi
realizado sorteio, que
determinou o
tratamento
(autoclavagem ou
desvitalizagdo em
nitrogénio liquido) e
qual lado seria
submetido a ele.
Cada par de radios
pertencia a um
tratamento, sendo um
lado tratado e o
contralateral o seu
controle. Obtiveram-
se quatro grupos,
cada um composto
por 10 radios: grupo
autoclave (GA), grupo
controle autoclave
(GCA), grupo
nitrogénio (GN) e
grupo controle
nitrogénio (GCN).

Foram encontradas
diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos
GA e GCA somente na
comparagao da variavel forgca
maxima. A andlise das
variaveis tensao-tragao,
tensdo-compressao e tensao
maxima evidenciou diferencas
estatisticamente significantes
entre os grupos GA e GN,
sendo os valores maiores
para o grupo GA. Também foi
realizada comparagao entre
os deltas (GN menos GCN e
GA menos GCA), em que ndo
foram observadas diferencas

estatisticas.

Ambos os métodos
podem ser utilizados
para o tratamento
de autoenxertos
para a cirurgia de
preservagao do
membro, sem
prejuizo quanto a
resisténcia

biomecanica
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3.1 ENXERTO AUTOCLAVADO

O autoenxerto autoclavado é utilizado na preservagdao de membro em
humanos (PAN et al., 2012) e em caes (FERRIGNO, 2011) e ha relatos de aplicagbes
clinicas do mesmo para reconstrugao de defeitos 6sseos desde 1956 (HAYASHI et
al., 2005).

Sua técnica consiste na excisao da porgao 6ssea acometida, garantindo suas
margens de seguranca, que € autoclavada por um tempo de 15 minutos a 134°C ou
20 minutos a 120°C, para ossos longos, com a intengédo de desvitalizar suas células
tumorais. Ha a necessidade de rigoroso controle das condi¢cdes de temperatura além
de aparelhagem especifica para tal (BOHM et al., 1998; ROCHA et al., 2013).

Ferrigno (2011), utilizou a técnica em 10 caes acometidos por
osteossarcoma, concluindo que a mesma é possivel de ser realizada e, permite tempo
de sobrevida semelhante a outras técnicas de preservagao de membro, que foi de 271
dias, em média.

Nos tratamentos térmicos n&o ha a preservagao das propriedades biologicas
do fragmento 6sseo, sendo que o processo de autoclavagem leva a perda da matriz
cartilaginosa (HAYASHI et al., 2005), desgaste do fragmento ésseo com acentuada
reducao da sua espessura (ROCHA et al., 2013), diminuigao do potencial osteoindutor
pela desnaturagdo de proteinas pelo calor, sendo mantido somente seu potencial
osteocondutor, ou seja, sua funcao estrutural (figura 1). Qualquer falha durante o
processo pode resultar em um fragmento 6sseo fragil que apresente menor resisténcia
em testes biomecanicos (BOHM et. al, 1998; HAYASHI et al. 2005; TSUCHIYA et al.,
2005; TANZAWA et al., 2009, KAWANO et al.,2010).

Corroborando, Rocha et al. (2013) observaram, apdés o processo de
autoclavagem, pobre fungdo motora do membro, com complicagdes pods-cirurgicas
mais graves, culminando no sequestro do enxerto autoclavado no 5° més pos

cirurgico.
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Figura 1. Fragmento 6sseo da porcdo distal do radio com osteossarcoma. A) Apds a
desvitalizacao extracorpérea por autoclavagem. B) Apds a desvitalizagdo extracorporea por
nitrogénio liquido. Fonte: ROCHA et al., 2013.

3.2 ENXERTO IRRADIADO

Desde 1978 tem se utilizado a radiacéo intraoperatoria para o tratamento de
osteossarcoma em humanos, sendo a primeira modalidade estabelecida de
tratamento local de tumores avangados (ABE et al., 1980). A radiagao intraoperatoria
pode ser empregada in vivo (figura 2) ou ex vivo. A técnica ex vivo ou radiagao
intraoperatoria extracorporea € uma modificagcdo da técnica in vivo e consiste na
aplicacao de radiacdo em doses variaveis, sendo o Gray (Gy) a unidade de dose
absorvida.

Sua técnica consiste na remocdo do segmento Osseo acometido pela
neoplasia, o mesmo é colocado em embalagem plastica estéril e tratado com radiagao
a uma dose unica de 70 gray (Gy) e 6 megavolts (MV) de fotons e, posteriormente
reposicionado e fixado (LIPTAK et al., 2004b). Esta é a dose adequada a destruigao
tanto de células normais quanto de células neoplasicas e, € equivalente a 2-4 vezes
a mesma dose administrada usando protocolos de radiagao fracionada (BOSTON et
al., 2007), sendo que 50 gray ja € uma dose tumoricida a tumores ésseos resultando
em necrose completa das lesdes (YAMAMURO et al., 1989).

Esta técnica ¢é indicada para casos de osteossarcoma com lise 6ssea diminuta,
reduzido envolvimento dos tecidos neoplasicos e dos tecidos moles adjacentes, assim
como 0 nao envolvimento da ulna. Para que ocorra a adequada revascularizagao do

segmento 6sseo, se faz necessario a cobertura por tecidos moles viaveis o que
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justifica a preferida localizagdo da neoplasia na extremidade proximal ou na metafise
(LIPTAK et al., 2004b; BOSTON et al., 2007)

Como desvantagens temos a modificagdo dos elementos celulares e
vasculares levando a osteopenia e diminuigao da resisténcia mecanica, aumentando
o risco de fraturas patoldgicas e falhas de implantes (LIPTAK et al., 2004b, BOSTON
at.al., 2007). Dentre as alteragbes vasculares temos: a ocorréncia de endoarterites e
periarterites, edema e vacuolizagdo endotelial que causam estreitamento da luz dos
vasos e diminuicdo do volume sanguineo e consequentemente, hipéxia (LIPTAK et
al.,2004b).

No estudo realizado por Boston et al. (2007), foi utilizada a dose de 70 Gy de
radiagao em cinco caes com osteossarcoma de radio distal, e dentre as complica¢des
relatadas, o desenvolvimento de fratura patoldégica foi a mais frequente, além de falha
de implante e revisdo cirurgica com artrodese pancarpal, devido a ocorréncia de
infecdo profunda em trés casos. A fratura patologica se deu pela lise provocada pelo
tumor em conjunto com a necrose causada pela radiagdo. Embora esta técnica tenha
sido instituida com um sucesso comparavel ao de outras técnicas, noutras
localizagbes e num numero restrito, a maior parte dos animais (69% a 100%)
desenvolveu complicagbes graves (LIPTAK et al., 2004b; BOSTON et al., 2007). No
futuro, s6 o aperfeicoamento desta técnica e a realizacdo de estudos mais

pormenorizados, poderao corroborar a sua recomendacéo.

Figura 2. Irradiagao intraoperatéria in vivo. A) O aspecto distal do radio é liberado de seus
anexos de partes moles e a osteotomia realizada no radio. O radio é girado cranialmente ao
redor do carpo, longe dos tecidos moles circundantes (seta amarela, tenddes, seta branca,
articulagéo radiocarpiana). B) Apds o paciente ter sido transportado para a suite de radiagao,
a parte distal do radio é pendurado e o radio exposto € envolvido em 1,5 centimetros de bolus
de tecido esterilizado por plasma fixado por fita umbilical estéril. Fonte: BOSTON et al., 2007.
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3.3 ENXERTO PASTEURIZADO

A técnica de autoenxerto pasteurizado consiste na remogdo do segmento
0sseo com uma ostectomia com 3 a 4 centimetros de margem de seguranga, com
subsequente preparo e remogéao de tecidos moles. Em seguida, o mesmo é colocado
em um recipiente impermeavel a agua, contendo solugéo de cloreto de sédio (NaCl)
a 0,9%, pré-aquecido a 65° C permanecendo em banho maria por 40 minutos, seguida
da sua reimplantacao e fixagdo com placa de compressao dindmica (BURACCO et
al., 2002; MORELLO et al. 2003; DERNELL et al., 2007).

As desvantagens dessa técnica sdo semelhantes as da técnica de
aloenxertos, no que diz respeito a ocorréncia de infeccao (31%), recidiva neoplasica
(15%) e falha ortopédica do implante (23%) (BURACCO et al., 2002; MORELLO et al.,
2003). A extensa lise 6ssea na por¢cdo do 0sso neoplasico pasteurizado, podera
restringir a fixagdo de numero suficiente de parafusos (Figura 3), conferindo
desvantagem a esta técnica, pois determina uma menor resisténcia as forgas de
tracdo (BURACCO et al., 2002).

Buracco et al. (2002) descreveram um caso de um canino com osteossarcoma
de radio distal e, apesar de algumas complicagdes como afrouxamento de parafusos
e tratos drenantes, obteve sobrevida de 56 meses.

Ja Morello et al. (2003) obtiveram, com o tratamento de autoenxerto
pasteurizado com quimioterapia adjuvante em 13 casos, uma taxa de sobrevida global
de 100% aos 6 meses, 50% aos 12 meses, 44% aos 18 meses e 22% aos 24 meses.
Metastase pulmonar ocorreu em 5 (38%) cées. As complicagées observadas foram
recorréncia local (2 caes, 15%), infecgao por aloenxerto (4 caes, 31%) e faléncia do

implante (3 caes, 23%). A fungdo dos membros foi boa em 12 caes (92%)
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Figura 3. Projecao lateral, 6 meses apds a cirurgia. Houve a necessidade de remogao de um
parafuso e substituicdo de 3 para manter a estabilidade. Alteracdes liticas compativeis com a

infeccdo sao evidentes na ulna. Fonte: BURACCO, et al., 2002.

3.4 ENXERTO DESVITALIZADO EM NITROGENIO LiQUIDO

Ha relatos da utilizacdo da crioterapia como uma forma de destruir tecidos
tumorais, com a reducdo da dor e da hemorragia local, referenciadas entre 1819
e1879 (COOPER; DAWBER, 2001). Contudo, o uso do nitrogénio liquido para
tratamento de osteossarcoma primario foi descrito pela primeira vez em 1984
(RAHMAN et al., 2009). O nitrogénio liquido, armazenado a — 197°C, é agente
criogénico eficaz, que pode ser utilizado para preservagao ou destruicédo tecidual. O
congelamento lento e descongelamento rapido permitem a preservagao dos tecidos,
enquanto o rapido congelamento e descongelamento lento causam destrui¢gao celular
(RAHMAN et al., 2009).

Sua técnica de desvitalizagao consiste em submergir a porgdo neoplasica em
um recipiente contendo nitrogénio liquido a -196°C durante 20 minutos, seguido por
descongelamento em temperatura ambiente por 15 minutos e submersdo em agua
destilada por 10 minutos (TSUCHIYA et.al, 2005; TSUCHIYA et.al, 2010).

Quanto a técnica de preservagao de membro, realizada por meio do nitrogénio
liquido, ha trés classificagdes da mesma. O tipo 1 é o protocolo mais utilizado e
consiste na excisdao em excisdo em bloco da neoplasia, remog¢éo dos tecidos moles

adjacentes (Figura 4a), realizada a técnica acima descrita e posterior reimplantagao
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da porgao desvitalizada através de fixagao interna (NISHIDA et. al, 2008). O tipo 2
consiste na excisdo intercalar, ou seja, compreende dois segmentos periarticulares,
que serao juntamente desvitalizados (Figura 4b) e posteriormente fixados (ZERKRY
et al., 2017). O tipo 3 consiste no congelamento in situ da lesdo apds osteotomia que
ira criar um pediculo, e 0 mesmo sera submergido (TSUCHIYA et.al, 2005; TSUCHIYA
et.al, 2010). Esta ultima, por ndo se tratar de uma desvitalizagdo extracorpérea, ndo
sera elucidada suas vantagens em relagdao as duas outras técnicas aqui descritas.
Rahman et al. (2009) relata que na técnica excisional houve adequada
funcionabilidade do membro, com minimas complicagdes, porém os autores sugerem

que devam ser realizados estudos a longo prazo, além da selegcéo criteriosa de

ar~ i ! Whole joint excision
e of knee

Intra-articular excision excision
of proximal tibia

{
Liquid nitrogen
treatment

pacientes.

Osteosynthesis
Bone graft at

Osteosynthesis host-graft junction
Bone graft at

host-graft junction
A Resuture of ligaments B

Figura 4. Técnicas de desvitalizagao por nitrogénio liquido. A) Reconstrugéo do tipo 1. B)
Reconstrugao do tipo 2. Fonte: TSUCHIYA et al., 2005.

Independente da técnica realizada, € preconizado a remogao dos tecidos moles
para obtencdo de margem de seguranga e curetagem do canal medular, para evitar
fratura 6ssea devido a expansao no congelamento (TSUCHIYA et al., 2010).

Dentre as vantagens da utilizagdo do nitrogénio liquido para a desvitalizagao
citam-se a simplicidade de aplicacdo da técnica, baixo custo, manutencdo das
propriedades de osteoinducado e osteoconducéao, reduzido periodo trans-operatorio,
preservagao da matriz da cartilagem, resisténcia biomecanica suficiente (TSUCHIYA
et al., 2005; KAWANO et al.,, 2010), facil fixacdo dos tenddes e ligamentos,
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revascularizagao do enxerto, sem necessidade de equipamentos especializados, nao
desnatura proteinas (KAWANO et al., 2010) e promove revitalizagdo precoce e efeitos
crioimunoldgicos (TANZAWA et al., 2009; TSUCHIYA et al., 2010)

Zerkry et al. (2017) obtiveram como resultado a consolidagdo completa em 97%
dos pacientes, havendo 5 casos de n&o unido, seis casos de fratura, dois casos de
infeccdo profunda e quatro casos de recorréncia local.

A hipotermia ndo apenas induz a morte de células tumorais, mas também ativa
a resposta imune antitumoral estimulada pelos antigenos tumorais liberados pelo
tecido crionecrotico (NISHIDA et al., 2008) e a hipotese de tal ocorréncia se da pela
ruptura da membrana celular devido ao congelamento levando a liberacdo de

antigenos suficientes para induzir a formacao de anticorpos (GAGE et al., 2009).

4. DISCUSSAO

A forga do enxerto vai depender da integridade biolégica das estruturas
restantes apos o tratamento de desvitalizagao extracorpérea (TSUCHIYA et al., 2010),
que sera diferente de acordo com as caracteristicas da técnica utilizada.

Morello et al. (2003) em seu estudo clinico prospectivo concluiram que
autoenxerto 6ésseo tumoral pasteurizado foi uma alternativa efetiva ao aloenxerto de
0sso0s corticais na preservagcao de membro em caes com osteossarcoma em radio
distal, em termos de viabilidade, padrédo de cura, complicacdes e sobrevivéncia.

Ao se comparar o processo de autoclavagem e pasteurizagdo, Vural et al.
(2010) concluiram que a pasteurizagédo tem um efeito menos negativo na cicatrizagéao
O0ssea do que a autoclavagem, podendo ser considerada como método para a
esterilizacdo 6ssea em certas circunstancias.

Entre os métodos de pasteurizagao e irradiagao, Singh et al. (2010) concluiram
que a esterilizagao por pasteurizagdo e, em menor extensao, a irradiagao gama, nao
ocorre alteragcao das propriedades mecanicas quando comparada com as amostras
nao tratadas. Entretanto, houve prejuizo das propriedades mecanicas e diminuicdo da
resisténcia dos corpos de prova diretamente proporcional ao aumento de temperatura.

Boston et al. (2007) concluiram que a utilizagao da radioterapia intraoperatoria
teve vantagens que incluem cicatrizagdo do autoenxerto e fonte para um autoenxerto
perfeito, todavia ndo parece oferecer qualquer vantagem em relacdo a taxa de
infeccao.
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Yasin et al. (2015) demonstraram que a pasteurizagao tem a maior pontuagao
na analise histopatolégica microscopica, o que a torna superior a radiagdo. Os
enxertos desvitalizados seja por autoclavagem, pasteurizagdo ou irradiagdo serao
dramaticamente enfraquecidos biomecanicamente ao longo do tempo. Embora os
meétodos de irradiacao e pasteurizacdo oferecam uma maneira simples de esterilizar
os autoenxertos 0sseos, a pasteurizagao oferece o melhor resultado geral e pode ser
uma opg¢ao util para reconstruir um defeito 6sseo maior depois da ressecgao do tumor.

TANZAWA et al. (2009) deixaram de usar osso autoclavado para a
reconstrucdo de ressecgdes tumorais, devido a perda da forgca dinamica do o0sso
tratado com altas temperaturas (130°C). Passaram a utilizar a técnica de
congelamento de autoenxerto por nitrogénio liquido devido as suas vantagens, como
simplicidade no manuseio, osteindugao, osteocondugao, tempo curto de tratamento,
preservagdo da matriz cartilaginosa, ajuste adequado ao leito receptor, forca
biomecanica suficiente, desejavel reserva de 0sso e devido ao fato de ndo necessitar
de uma formacgao de banco de ossos. Corroborando, Rocha et al. (2013) concluiram
que o autoenxerto 0sseo desvitalizado em nitrogénio liquido obteve melhores
resultados quando comparado aos autoclavados na cirurgia preservadora do membro
em caes com osteossarcoma.

Entretanto, Dal- b6 e Ferrigno et al. (2016), concluiram que ambos os métodos,
autoclavagem e nitrogénio liquido, podem ser utilizados para o tratamento de
autoenxertos para a cirurgia de preservagcdao do membro, sem prejuizo quanto a
resisténcia biomecéanica. Tal fato sugere que o fator determinante para que haja
sucesso no método escolhido seja a selegao criteriosa do paciente (RAHMANN et al.,
2009; Vural et al.,2010), assim como a aplicabilidade da melhor técnica para cada

caso.

5. CONCLUSAO

E possivel afirmar que:

1) Todas as técnicas de desvitalizagdo extracorporea de autoenxerto ésseo no
tratamento do osteossarcoma apendicular podem ser realizadas com éxito,
desde que haja criteriosa seleg¢ao do paciente, assim como a melhor técnica a
ser utilizada para cada, de acordo com as caracteristicas tumorais.

2) A técnica que mais se destaca € a de desvitalizagdo por nitrogénio liquido por

proporcionar: adequada funcionalidade do membro com minimas



32

complicagbes, pela manutencdo das propriedades de osteoinducdo e
osteoconducéao e, desencadear ativacao da resposta imune antitumoral. Além
do que, possui menor custo por ndo necessitar de aparelhagem especifica
sendo sua técnica de facil realizagao.

3) Outrossim, mais estudos correlacionando as caracteristicas tumorais, assim
como suas localizagdes, sdo necessarios, visando estabelecer a melhor técnica
para cada, minimizando, com isso, o vasto leque de complicagbes associadas

as diferentes abordagens.
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