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CORIS, J.G.F. Efeito da irradiagdao com laser de baixa intensidade na
qualidade de membrana induzida pela técnica de Masquelet em coelhos.
Botucatu, 2020. 74p. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia

de Pequenos Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
(FMVZ), Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

O estudo avaliou a influéncia da irradiacdo laser de baixa intensidade no
desenvolvimento e caracteristicas da membrana de Masquelet, induzida de
forma ortotopica em coelhos. Foram utilizados 12 coelhos Norfolk com idade
média de trés meses. Em ambos os membros toracicos, foi induzida uma falha
O0ssea segmentar de 1,0 cm de comprimento no radio, a qual foi preenchida com
um cilindro de cimento ortopédico. No periodo pds-operatério, em um dos
membros a falha recebeu terapia laser de baixa intensidade (2J de energia) a
cada 48 horas, durante 15 dias. As regides das falhas segmentares foram
avaliadas por exames ultrassonograficos e radiograficos. Seis animais foram
submetidos a eutanasia com trés semanas e seis com seis semanas de pés-
operatorio, para se proceder os exames histolégicos e imuno-histoquimico das
membranas de Masquelet. Em ambos os membros, radiograficamente notou-se
na terceira semana de pds-operatério a presencga de proliferacao 6ssea ativa
partindo das extremidades Osseas, sendo que na sexta semana o processo
evolutivo mostrou-se em estagio mais avangado. O exame ultrassonografico
visibilizou, em ambos os membros, a presen¢ca da membrana induzida com uma
semana de pos-operatorio. Histologicamente n&do ocorreram diferengas
estatisticas relativas ao escore semiquantitativo da intensidade de inflamacéo,
numero total de vasos sanguineos, metaplasia éssea e colageno. As espessuras
médias das membranas induzidas foram 2050,17 uym e 1451,96 ym no membro
controle e 2724,26 ym e 2081,03 ym no membro irradiado com laser,
respectivamente na terceira e sexta semanas de pos-operatorio. A expressao de
VEGF e de PDGF foi presente nas membranas do membro controle e naquelas
irradiadas, sem diferencas estatisticas. Foi possivel concluir que pelos métodos
de avaliagao utilizados n&o foi possivel comprovar estatisticamente a influéncia
da irradiacgao laser de baixa intensidade sobre a membrana de Masquelet.
Palavras-chave: Ortopedia; Infravermelho; Laserterapia; Fatores de

crescimento; Defeito dsseo.
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CORIS, J.G.F. Effect of low-intensity laser irradiation on the quality of the
induced membrane in Masquelet's technique. Botucatu, 2020. 74p.
Dissertacédo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Pequenos
Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — (FMVZ), Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

SUMMARY

This study aimed to evaluate the influence of low-intensity laser irradiation on the
development and characteristics of the Masquelet membrane induced in
orthotopic site in rabbits. Twelve Norfolk rabbits, mean age of 3 months were
used. In both forelimbs, a segmental bone defect of 1.0 cm length was induced
in the radius, which was filled with a cylinder of polymethylmethacrylate bone
cement. Low-level laser therapy was used postoperatively in the bone defect of
one of the forelimbs by point technique (2J energy) every 48 hours for 15 days.
The bone defect were evaluated by ultrasound and radiographic examinations.
Six rabbits were submitted to euthanasia at three weeks postoperatively and six
rabbits at six weeks postoperatively to perform the histological and
immunohistochemical examinations of the Masquelet's membranes. In both
forelimbs, radiographs showed new bone growth from the cut ends of the radius
on third postoperative week, and more advanced stage on sixth postoperative
week. Sonographic examination identified in both forelimbs the presence of the
induced membrane one week after the surgery. Histologically, there were no
statistically significant differences in semi-quantitative score of inflammation
intensity, total number of blood vessels, bone metaplasia and collagen. The
average thickness of the induced membranes was 2050.17 ym and 1451.96 ym
in the control forelimb and 2724.26 ym and 2081.03 ym in the laser irradiated
limb, respectively on third and sixth postoperative weeks. VEGF and PDGF
expression were present in the induced membranes of the control and irradiated
forelimbs, but showed no significant difference. In conclusion, based on
assessment methods was not possible to demonstrate statistically the influence

of low-intensity laser irradiation in the Masquelet membrane.

Key words: Orthopedics; Infrared; Laser therapy; Growth factors; Bone defect.
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1  INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A reconstrucado de defeitos 6sseos € um dos maiores desafios na
ortopedia humana e veterinaria (SCHULZ, 2007; MASQUELET e BEGUE, 2010;
VIATEAU et al., 2010; HAN et al., 2017). Varias técnicas de reconstrugdo tém
sido propostas, desde o uso de enxertos até o uso do método de alongamento
0sseo ou transporte 6sseo (GIANNOUDIS et al., 2005; VIATEAU et al., 2010).
Apesar de ser uma excelente alternativa no reparo de falhas ésseas, o enxerto
isolado apresenta limitagbes como: necessidade de grande volume de material,
comorbidades associadas com a colheita, contencdo do material dentro do
defeito (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002; GIANNOUDIS et al., 2005).

Com o objetivo de assegurar que o enxerto implantado consiga
realizar sua fungao, estudos na medicina vém desenvolvendo materiais como
membranas de polimero sintético (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002), gaiolas de
titdnio (COBOS et al., 2000) e membrana induzida (membrana de Masquelet)
(MASQUELET et al., 2000).

A membrana de Masquelet foi acidentalmente descoberta em 1986,
porém o conceito foi desenvolvido em 2010, abrindo novas perspectivas de
tratamento (HAN et al., 2017). A técnica € composta por duas etapas
(MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010; HAN et al., 2017;
MASQUELET, 2017). Na primeira etapa, realiza-se o debridamento do local,
seguida da colocacdo do espagador de cimento 6sseo de polimetilmetacrilato
(PMMA) no defeito 6sseo (MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU et al., 2010;
MASQUELET, 2017). Realiza-se a segunda etapa apos seis a oito semanas, o
espacgador é entdo retirado com muita cautela, preservando-se a membrana
(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocagdo do enxerto
0sseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes,
formando um sistema de contengdo (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e
BEGUE, 2010).



Varios estudos tém sido realizados para uma melhor compreensao
da membrana, quanto a sua estrutura e propriedades (KLAUE et al., 1993;
PELISSIER et al., 2004; VIATEAU et al., 2010), porém a influéncia da aplicagao
de laser de baixa intensidade durante o desenvolvimento da membrana
aparentemente ainda nao foi descrita.

Desta forma, o presente estudo visou avaliar a influéncia da
irradiacédo laser no desenvolvimento da membrana de Masquelet induzida de
modo ortotdpico em coelhos. Para tanto, foram estabelecidos dois capitulos: o
primeiro relativo a introducdo e revisdo da literatura; o segundo relativo ao

desenvolvimento ao artigo cientifico propriamente dito.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Membrana induzida de Masquelet

O desenvolvimento da membrana de Masquelet inclui duas etapas
(MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010; HAN et al., 2017;
MASQUELET, 2017). Em ambas as etapas, o membro precisa estar imobilizado,
seja por método interno ou fixador externo (HAN et al., 2017).

Na primeira etapa, deve-se realizar o debridamento do local,
seguida da colocagao do espacador de cimento ésseo de polimetilmetacrilato
(PMMA) no defeito 6sseo (MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU, 2010). O
debridamento radical €& critico para o sucesso no primeiro estagio,
particularmente em defeito 6sseo infectado, como nas n&do unides sépticas e
osteomielite (HAN et al., 2017). Por sua vez, o espagador de PMMA tem a fungéo
de evitar o colapso entre as extremidades ésseas e entre os tecidos moles
circundantes, além de evitar invasdo de tecido fibroso no local receptor
(MASQUELET et al., 2000). Além disso, o espagador € capaz de induzir uma
reacado inflamatéria local, formando assim uma membrana de encapsulacao
(VIATEAU et al., 2010).

A membrana bioldgica criada é ricamente vascularizada, sua parte
interna é formada por epitélio como sinévio e a parte externa € composta por
fibroblastos, miofibroblastos e colageno, além de secretar fatores de crescimento
(VEGF, TGF Beta 1 e BMP-2) (MASQUELET e BEGUE, 2010). Segundo Han et
al. (2017), a vascularizagdo ocorre em todas as camadas da membrana e os
vasos sao apontados na orientacdo do osso. Além disso, a expressao de VEGF,
e BMP-2 diminui um més apds a implantagdo do espacador de cimento. Em
termos de propriedades biolégicas, a membrana induzida parece ter certas

similaridades com o periosteo.



A segunda etapa é realizada apds seis a oito semanas, o
espacador € retirado com muita cautela, preservando-se a membrana
(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocagéo do enxerto
0sseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes,
formando um sistema de contengdo (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e
BEGUE, 2010). A membrana produzida é capaz de impedir a reabsor¢gdo do
enxerto 0sseo, favorecendo a vascularizagdo e a corticalizagdo (MASQUELET,
2003; MASQUELET e BEGUE, 2010).

De acordo com Masquelet (2017), o padrdo ouro € O 0SSO
esponjoso colhido da crista iliaca, sendo o0sso cortico-esponjoso nao
recomendado, porque nao sera revascularizado pela membrana. O aloenxerto
de 0sso esponjoso pode ser associado desde que nao exceda um terco, porque
o aloenxerto ndo contem células tronco e fatores de crescimento. Além disso,
quando a quantidade de auto-enxerto € insuficiente, podem ser empregados
substitutos 6sseos como complementagcdo, tais como uma combinacdo de
hidroxiapatita (20%) e fosfato beta tricélcico (80%) (MASQUELET e BEGUE,
2010; MASQUELET, 2017). A corticalizagdo do segmento ésseo reconstruido é
obtida em poucos meses e independe do tamanho inicial do defeito
(MASQUELET, 2017).

Com base em reconstrucdes efetuadas em 35 pacientes humanos,
com defeitos que variaram de cinco a 25 cm, Masquelet (2003) ressaltou quatro
pontos importantes que foram observados: nenhuma reabsorgcdo do enxerto foi
verificada pela avaliagdo radiografica; o tempo da consolidagdo éssea foi
independente do comprimento da reconstru¢cao; a reconstrugdo de defeitos
acima de 25 cm foi possivel com enxerto 6sseo esponjoso; 0 enxerto esponjoso
pode ser usado mesmo se o leito receptor foi irradiado ou infectado, desde que
o envelope protetivo tenha sido criado.

Com relagéo ao formato do espacador, Masquelet (2017) citou que
podem ser usados, em pacientes humanos, em trés formatos: cilindro, pérolas e
seixo plano. O mais comum € o cilindro que € aplicado antes de sua solidificacao.
Este deve ser tdo grande quanto possivel, porém sem comprometimento do
fechamento dos tecidos moles e pele. O cimento ndo deve envolver as

extremidades externamente, ja que pode ser um fator de ndo-uniao



Pelissier et al. (2004) verificaram as caracteristicas de membranas
induzidas pela implantagao de cilindros de PMMA no subcutaneo de coelhos. As
analises histologicas realizadas com duas, quatro, seis e oito semanas de pds-
operatdrio mostraram uma intensa vascularizacdo. Na sexta e oitava semanas
havia um menor numero de células gigantes multinucleadas. Como a superficie
do espacador de cimento era lisa, ocorreu uma rara hiperplasia vilosa e pouca
reacao de corpo estranho. A imuno-histoquimica revelou a produgao de fatores
de crescimento e osteoindutivo (BMP-2), sendo a maxima produgéo deste ultimo
com quatro semanas. Altas concentracbes de VEGF e TGF-B1 foram
encontradas na segunda semana e se mantiveram estaveis nas semanas
seguintes. Segundo os autores, a membrana foi capaz de secretar fatores de
crescimento, os quais atuam para proporcionar adequada vascularizacdo e
assim formacéo dssea, e pelos achados a reconstrucdo dssea poderia ser mais
precocemente efetuada.

Cilindros de polimetilmetacrilato foram moldados ex vivo, por Liu et
al. (2013), e colocados em trés locais - subcutaneo, intramuscular e defeitos
radiais - usando coelhos como modelos. Na regido subcutanea as membranas
se desenvolveram mais rapidamente e foram mais espessas, porém tinham
densidade mais baixa de microvasos e nao foram capazes de otimizar a
formacgao Ossea tdo bem quanto a membrana induzida em defeito 6sseo. Por
sua vez, as membranas colocadas intramusculares se desenvolveram mais
tarde e foram mais finas. As membranas nos defeitos 6sseos tiveram a maior
densidade de microvasos.

Henrich et al. (2013) avaliaram a membrana induzida pela técnica
de Masquelet em defeitos 6sseos no fémur e em bolsas subcutaneas,
empregando ratos como modelo. As membranas foram similares em ambos os
locais e diferiram do peridosteo com respeito as caracteristicas estruturais,
localizagdo de vasos sanguineos e espessura. Membranas induzidas no defeito
0sseo (duas semanas) e o periosteo continham células mesenquimais (STRO-
1+), as quais nao foram observadas nas membranas induzidas no subcutaneo.
BMP-2, TGFB e VEGF foram significativamente elevadas em membranas no
defeito 6sseo comparados as do subcutdneo. A atividade neovascular e

osteogénica nas membranas foi maxima entre duas e quatro semanas e diminuiu



apos seis semanas, sugerindo que a segunda fase da técnica pode ser efetuada
mais cedo.

Fischer et al. (2016) quantificaram niveis séricos de trés ocitocinas
importantes na consolidacido 6ssea, Fator de Crescimento Transformador beta
(TGF-R), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF-AB) e Fator de
Crescimento de Insulina Tipo 1 (IGF-1), em pacientes humanos tratados com a
técnica de Masquelet e pacientes com consolidagdo 6ssea normal. Estes
pacientes foram divididos em trés grupos: G1 (10 pacientes) com nao-unides de
0ssos longos, tratados com sucesso pela técnica de Masquelet; G2 (6 pacientes)
tratados pela mesma técnica, mas sem sucesso; G3 (10 pacientes) com fraturas
de ossos longos e consolidagédo éssea normal. Foram notadas altas expressodes
do TGF-B1 em pacientes do G3, o qual exerceu papel importante na
consolidagdao normal da fratura, ao passo que altos niveis séricos de PDGF-AB
e IGF-1 foram correlacionados com uma terapia bem-sucedida na técnica de
Masquelet.

Segundo Han et al. (2017), estudos tém mostrado que diferentes
cimentos e o0 uso de antibidticos suplementares tém efeito significativo na
membrana induzida. Entre os antibidticos usados estdo a gentamicina,
tobramicina e vancomicina. Contudo, o uso de antibiotico deve ser usado com
cuidado, porque pode mascarar o debridamento inadequado. Por sua vez,
Masquelet (2017) afirmou que faltam informagdes se os antibiéticos modificam
as propriedades biolégicas da membrana. Além disso, como outros
componentes do cimento podem influenciar na formagéo da membrana, tem sido
utilizado cimento com sulfato de bario, o qual € o produto radiopaco mais irritante.

Nau et al. (2016) demonstraram, em modelo de defeito critico do
fémur de ratos, que aditivos ao espacgador de polimetilmetacrilato, tais como
antibioticos e carbonato de calcio, afetam a espessura e proporgao de fibras
elasticas da membrana induzida. O conteudo de células tronco, vascularizagcao
e proliferacdo celular foram mensurados usando imuno-histoquimica para
deteccao, respectivamente, de células positivas de STRO-1, fator de von
Willebrandt e CD31, bem como Ki76 e CD14. De modo geral, independente do
grupo, a analise histolégica revelou um tecido vascularizado, rico em células,

com estruturas fibrosas orientadas paralelas ao espagador. As células



localizadas nas camadas de membrana mais afastadas do espacgador foram
alongadas e orientadas paralelamente ao cimento, ao passo que as células na
camada adjacentes ao cimento foram pequenas e redondas em formato.

Para compreender se a fungdo da membrana induzida é biolégica
ou fisica, ja que os fatores bioldgicos atribuidos a membrana sao verificados no
hematoma de fratura, defeitos de 3,5 cm foram induzidos na ulna de coelhos com
seis meses de idade, por Tarchala et al. (2017). Os coelhos foram entao divididos
em: grupo controle — submetido a técnica tradicional de Masquelet, substituicdo
por membrana de politetrafluoroetileno poroso ou ndo poroso preenchido com
aloenxerto. Segundo os autores, nao foi usada imobilizacdo da ulna, porque o
radio atua como o0 o0sso de suporte de peso primario e promove estabilidade.
Foram realizadas analises por Micro-CT e exames histolégicos com fosfatase
alcalina, fosfatase acida resistente ao tartarato e coloracédo de von Kossa. Pelos
resultados, o papel da membrana é principalmente como barreira fisica.

Yilmaz et al. (2018) avaliaram, na técnica de Masquelet, o emprego
do gel rico em fibrina ao redor do polimetilmetacrilato, em defeito critico de 15
mm induzido no radio de coelhos, o qual foi estabilizado com placa e parafusos.
Os animais foram submetidos a eutanasia em dois periodos, trés e seis semanas
de pébs-operatério. Os resultados das analises imuno-histoquimicas e
histopatolégicas mostraram que a qualidade da membrana foi melhor no grupo
que recebeu o gel rico em fibrina em relagédo a inflamacédo (MAC387) e
proliferagdo (Ki67), nos dois periodos de avaliagdes. Com respeito as células
tronco (STRO-1) e proporgéo de fibras elasticas (analisada em Van Gieson 40X)
houve melhora apenas na fase inicial, e vascularizagdo (CD31) e espessura da
membrana (mensurada em HE 40X) apenas na fase tardia das analises.

2.2 Laser de baixa intensidade

A palavra LASER é uma sigla em inglés (light amplification by
stimulated emission of radiation), a qual em portugués significa “amplificacéo da
luz por emissdo estimulada de radiagao” (VINCK et al., 2003). Quanto ao tipo,
segundo Cavalcanti et al. (2001), os lasers sao divididos naqueles de alta

intensidade e nos de baixa intensidade. Os lasers de alta intensidade possuem



poder destrutivo, sendo utilizado em procedimentos cirdrgicos como cortes,
coagulagao e cauterizagéo, ao passo que os de baixa intensidade n&o possuem
capacidade destrutiva, auxiliam no tratamento de diversas enfermidades, feridas,
situagdes pobs-cirurgicas, contusdes, artrite cronica, dermatose, dor crénica,
entre outras.

Os lasers de baixa intensidade mais utilizados em procedimentos
terapéuticos s&o o de Hélio-Nedbnio (HeNe) e o diodo (AsGa, AlGalnP, AsGaAl)
(SHIELDS e O'’KANE, 1994). O laser He-Ne utiliza uma associagao de Hélio e
Nednio, com poténcia variando entre cinco e 30mw e comprimento de onda de
632.8nm, que esta situada dentro da faixa visivel do espectro de luz, mais
precisamente na regido de cor vermelha (TUNER e HODES, 2010). Segundo
SHIELDS e O’KANE (1994), os lasers de diodo sdo emissores de luz
especializadas, baseados em jungdes positivo-negativo de semicondutores; o de
Arseneto de Galio (AsGa) apresenta comprimento de onda de 904,0 nm com
forma de onda pulsada, feixe de luz invisivel e poténcia de pico variando de 15
a 30 mW. O de Aluminio-Galio-Indio-Fésforo (AlGalnP) possui 670,0 nm de
comprimento de onda, pulso continuo, feixe de luz visivel e poténcia de 15 a 30
mW. O laser de Arseneto-Galio-Aluminio (AsGaAl) apresenta comprimento de
onda de 830,0 nm forma de onda é continua, feixe de luz invisivel e poténcia
pico de 30 mW.

De acordo com Campana et al. (1998), os efeitos da terapia com
laser de baixa intensidade podem ser divididos em primarios e secundarios.
Quanto aos efeitos primarios, podem ser citados os efeitos bioquimicos e
bioelétricos, sendo que o efeito bioquimico inclui o controle da produgao de
substancias como prostaglandinas, prostaciclinas, serotonina, bradicinina,
histamina, leucotrienos, entre outras.

Guirro e Guirro (2004) afirmaram que a irradiagéo laser atua nos
tecidos vivos estimulando inicialmente a liberagao de substancias pré-formadas
como, por exemplo, histamina, serotonina, bradicinina, ou modificando as
reacdes enzimaticas normais, tanto no sentido de excitagdo como de inibicdo. E
também capaz de alterar reagdes enzimaticas, estimulando ou inibindo a
producdo de ATP ou a sintese de prostaglandinas. Por sua vez, Passarella et al.

(1984) confirmaram que a radiagao laser é capaz de promover e acelerar
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processos mitéticos, por meio da estimulacdo e producdo de ATP. Ainda,
verificaram que apos a irradiagao ocorre a geragao de potenciais eletroquimicos,
que seriam responsaveis pela normalizagdo da atividade das membranas,
caracterizando assim os efeitos bioelétricos.

Quanto aos efeitos secundarios, Guzzardella et al. (2002)
afirmaram que o laser estimula o trofismo celular e a microcirculagado. Ao irradiar
um tecido vivo, com o laser de baixa intensidade ha aumento da producgao de
ATP e da velocidade de mitose, o qual por sua vez estimula a neoformagao
vascular e a multiplicacao celular. No sistema circulatério atua no esfincter pré-
capilar, por meio de mediadores quimicos que promovem seu fechamento ou
abertura de forma constante, estimulando assim a microcirculacido
(BENEDICENTI et al., 1984).

Por promover microvasodilatagcdo e neovascularizagdo a terapia
laser é eficaz no tratamento de feridas cutaneas (KURT et al., 1989; SHIELDS e
O’KANE, 1994), reduz o edema por melhorar o fluxo linfatico, promove formagéo
de tecido de granulagcdo, aumenta a atividade dos fibroblastos e a sintese de
tecido colageno, aumenta o numero de mastécitos e macréfagos, resultado na
aceleragao da revitalizagao (SIMUNOVIC et al., 2000). Possui efeito analgésico,
promovendo o alivio da dor, especialmente nos casos de dor crénica, por meio
da liberagao de beta-endorfinas (CASALECHI et al., 2014; KERPPERS et al.,
2015). Reduz a inflamagéao por estimular a reabsorgéo de exsudatos, eliminagao
de substancias alégenas, por interferir na sintese de prostaglandinas, eliminagéo
de substéncias catabdlicas, redugdo do consumo de oxigénio e da glicose pelas
células (ASSIS et al., 2012; ZAGATTO, 2016). Ainda atua na reparagao de lesao
muscular (FELISMINO et al., 2014), regeneracdo de nervos periféricos
(MASHHOUDI et al., 2017) e tem efeito bactericida (SOUSA et al., 2014), entre
outros.

O laser de baixa intensidade pode agir no controle da produgéo de
substéncias como prostaglandinas, prostaciclinas, serotonina, bradicinina,
histamina, leucotrienos, entre outras (CAMPANA et al., 1998). Também é capaz
de alterar reagdes enzimaticas, estimulando ou inibindo a producdo de ATP
(GUIRRO e GUIRRO, 2004), aumenta a velocidade de mitose, que por sua vez
estimula a neoformagéo vascular e a multiplicacéo celular (GUZZARDELLA et
al., 2002).
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Ademais, a terapia laser promove o aumento da secrecdo de
fatores de crescimento, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
fatores de crescimento fibroblasto basico (FGF-2), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento de necrose tumoral (TNF-a) e TGF-3 (fator de crescimento
transformador beta) (KIPSHIDZE et al., 2001; WHELAN et al., 2001; HOEBEN
et al., 2004).

Kipshidze et al. (2001) comprovaram que a irradiagao do laser
aumentou a secrecao de fatores de crescimento, como VEGF, TGF-3, além de
estimular a proliferacdo de células endoteliais humanas cultivada in vitro em
todos os tipos celulares estudados. Whelan et al. (2001) também verificaram o
aumento dos niveis de fator de crescimento, apds a terapia com laser em feridas
cirurgicas de ratos, observando aumento dos fatores de crescimento fibroblastico
basico (FGF-2) e VEGF. Outros estudos demonstram a capacidade do laser de
baixa intensidade em biomodular a expressao de outros fatores de crescimento
como EGF (fator de crescimento epidérmico), PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas) e TNF-a (fator de crescimento de necrose tumoral)
(HOEBEN et al., 2004).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma proteina
homodimérica, a qual tem a capacidade de aumentar a vascularizacao tecidual,
por meio da indugdo da migragao proliferagdo de células endoteliais,
contribuindo assim para a angiogénese local (FERRARA, 1996). O fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) € uma proteina catiénica dimérica, a
qual interfere em varios eventos celulares e moleculares, como na regeneragao
dos tecidos, proliferacao celular, quimiotaxia e sintese de matriz extracelular
(LYNCH et al., 1991). Estudos vém demonstrado a importancia desses fatores
no processo de regeneragao 6ssea, pois este processo necessita de um aporte
sanguineo adequado e o VEGF desempenha este papel (KERAMARIS et al.,
2008), como também o PDGF, a qual atua na remodelagao 6ssea por promover
a migracdo e proliferagdo de osteoblastos e uma melhor secrecéo de
osteoclastos (KUBOTA et al., 2002).

De acordo com Pinheiro e Gerbi (2006), a terapia laser tem sido

empregada com sucesso na melhora da regeneragdo 6ssea em diversas
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condicdes, incluindo fraturas dsseas, alvéolo pos-extragao, implantes dentarios,
entre outros. O osso irradiado, principalmente com comprimentos de onda
infravermelhos, tem mostrado proliferagdo osteoblastica aumentada, deposicéo
de colageno e neoformacédo éOssea. Parece que a terapia laser melhora a
producdo da matriz dssea pelo aumento da vascularizacdo e efeitos anti-
inflamatdrios. Contudo, o efeito é mais efetivo se o tratamento é efetuado nos
estagios iniciais, quando ocorre uma alta proliferagédo celular, ou seja, nas fases
iniciais de proliferagcdo de ambos fibroblastos e osteoblastos tdo bem quanto na
diferenciacado de células mesenquimais. Além disso, o efeito na regeneragao
O6ssea depende ndao somente da dose de irradiacdo, mas também na duracdo e
modo de irradiagao.

Em estudo de reviséo efetuado por Silva et al. (2010), foi citado que
a terapia laser auxilia no processo de reparo tecidual em geral, incluindo o tecido
Osseo, por alterar o comportamento celular e aumentar a formacao vascular,
assim como pela produgdo de colageno, fibroblasto e tecido epitelial. Contudo,
ha grande variagdo em protocolos, materiais e comprimentos de onda, o que
dificulta a comparacao dos resultados.

Freitas et al. (2017) avaliaram o efeito da terapia por
fotobiomodulagdo associada a regeneragcdo Ossea guiada, em defeitos de
tamanho critico em ratos. A maior producdo de novo osso foi no grupo
fotobiomodulagdo e membrana de colageno, seguida pelos grupos
fotomodulagdo, membrana de colageno, osso autégeno com fotomodulagao, e
0sso autdgeno com fotomodulagdo mais membrana. Foi usado laser GaAlAs, em
modo continuo, espectro infravermelho, comprimento de onda de 808nm,
densidade de energia de 210 J/cm2 por ponto.

Em estudo sistematico efetuado por Escudero et al. (2019), a
terapia com laser de baixa intensidade (ou fotobiomodulagdo) mostrou-se capaz
de auxiliar no processo de nova formagao Ossea, encurtando o periodo de
recuperacao das lesdes, principalmente devido a aumentada deposicdo de
hidroxiapatita e coldgeno na matriz, melhorando as propriedades biomecanicas
do osso, aumentando a expressao de genes e proteina dsseas, e favorecendo a
proliferacdo vascular.

Gerbi et al. (2018) avaliaram a eficacia da fotobiomodulagdo em

defeitos 6sseos criticos induzidos no fémur de ratos (cavidade de 3 mm), os
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quais foram também incluidos BMPs e membranas biolégicas bovinas. Os
grupos irradiados receberam sete aplicagdes do laser de diodo AlGaAs (830 nm,
P =40 mW, modo de emiss&o de onda continua, para um total de 16 J/cm2 por
sessdo). A analise histoldgica (coloragbes HE e Picrosirius) mostrou que a
terapia por fotomodulagao foi efetiva no reparo ésseo, principalmente quando
associado com BMPs e uma membrana bioldgica.

Luca et al. (2020) analisaram o efeito da fotobiomodulagdo em
defeitos promovidos no calvario de ratos (5 mm em didmetro). Foram
constituidos trés grupos: controle negativo (sem tratamento); controle positivo -
preenchido com xenoenxerto e coberto com membrana de colageno, sem laser;
teste - preenchido com xenoenxerto e coberto com membrana de colageno e
receberam laser de GaAlAs a cada 48 horas, por 14, 21 e 30 dias pos-
operatorios. Segundo os autores, a fotobiomodulagdo proporcionou maior
quantidade de volume O&sseo, porém isto foi evidente apenas durante os
primeiros 14 dias apos a cirurgia. Dose administradas além de duas semanas

apos a cirurgia nao pareceram efetivas.

2.3 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é considerado um tipo de tecido conjuntivo
altamente especializado, formado por células osteoprogenitoras, osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos, bem como pela matriz éssea, a qual é composta por
substancias organicas e inorgénicas (ANDIA et al., 2006). A matriz é
mineralizada e possui um certo grau de elasticidade, além de ser a maior reserva
primaria de calcio (DEMPSTER, 1999).

A parte organica € composta em sua maioria por colageno tipo |
(95%), glicosaminoglicanos e proteoglicanos, e glicoproteinas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; LIRANI, 2004) A porgéao inorganica é constituida por varios
ions, como fosfato, calcio, bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e citrato,
sendo que os sais de calcio e fosfato se encontram em maior concentragéo e
formam cristais de hidroxiapatita (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; LIRANI,
2006).
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As células que compdem o tecido O&sseo, osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos, sdo de originarias de células osteoprogenitoras
(LIRANI, 2006). As células osteoprogenitoras sdo de origem mesenquimal e
possuem poder de diferenciagao e proliferacdo em células formadoras de tecido
0sseo, os osteoblastos. Os osteoblastos sdo células jovens com intensa
atividade metabdlica, responsaveis pela produgao da parte organica da matriz
ossea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Apos a formagédo da matriz e sua
mineralizagdo, os osteoblastos transformam-se em ostedcitos (ANDIA et al.,
2006). Os ostedcitos sao células maduras que nao se diferenciam, estédo
localizados em lacunas dentro da matriz éssea, e tem como principal funcéo a
manutengao da regeneragao 6ssea (LIRANI, 2006). Os osteoclastos séo células
gigantes multinucleadas, derivadas de macrofagos, participam dos processos de
reabsorcao e remodelacao do tecido 6sseo, por meio de mecanismos celulares
que dissolve hidroxiapatita e secreta colagenase e outras substancias que

degradam a matriz 6ssea (BETTI, 2011).

2.4 Consolidagao 6ssea

A consolidagao 6ssea pode ser dividida em trés fases: inflamatéria,
reparo e remodelagdo (DYCE et al.,, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
SOUSA, 2008). A fase inflamatoria ocorre imediatamente apds o trauma, em que
ha a formagado do hematoma (DYCE et al.,, 2004) O exsudato do hematoma
contém mediadores inflamatérios, fatores angiogénicos e do crescimento
liberados pelas plaquetas, mastocitos, macréfagos, neutréfilos e linfocitos
(DYCE et al., 2004; SOUSA, 2008). Inicialmente ocorre secregao de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas pelos macréfagos, células
inflamatorias e células de origem mesenquimais (GERSTENFELD et al., 2003),
as quais recrutam células inflamatérias, aumentam a sintese da matriz
extracelular e estimulam a angiogénese (SFEIR et al.,, 2005). O TNF-a tem
importante papel nesta fase, pois promove o recrutamento de células-tronco
mesenquimais e induz a apoptose de condrécitos hipertroficos, os quais
prejudicariam a formagédo 6ssea endocondral (KAYAL et al., 2007). Entre as

interleucinas presentes nesta fase, a IL-1 e IL-6 sdo as mais importantes no
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processo de regeneracgao 6ssea (KON et al., 2001; SFEIR et al., 2005). A IL-1 é
produzida pelos macréfagos na fase aguda da inflamacéo e induz a produgéo de
IL-6 nos osteoblastos, estimula a produgdo do calo cartilaginoso primario e
promove angiogénese no local (KON et al., 2001; SFEIR et al., 2005; LEE e
LORENZO, 2006). A IL-6 estimula a angiogénese, a produgado do VEGF e a atua
na diferenciagéo de osteoblastos e osteoclastos (YANG et al., 2007).

As proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) s&o produzidas por
células mesenquimais, osteoblastos e condrdcitos, tendo por fungao o estimulo
a quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais,
angiogénese e sintese da matriz extracelular (SAKOU, 1998; REDDI, 2001). O
fator de crescimento transformador beta (TGF-B) sdo proteinas produzidas pela
degranulacado plaquetaria, que estdo presentes em todo o processo de
condrogénese e formagdo endocondral, além de induzir a expressao de
proteinas da matriz extracelular (CHO et al., 2002; LIEBERMAN et al., 2002).

As células troncos mesenquimais sdo de grande importancia para
a regeneragao 0ssea, as quais ao serem recrutadas da medula éssea, dos
tecidos moles adjacentes e no local da lesao, proliferam e se diferenciam em
células osteogénicas (GRANERO-MOLTO et al., 2009; KITAORI et al., 2009).
Durante o processo da formagcdo do calo &sseo, as células troncos
mesenquimais sao recrutadas e ativam a cascata de colageno tipo | e Il, as quais
juntamente com o TGF- B2 e TGF- 33 realizam a condrogénese e a ossificagao
endocondral (CHO et al., 2002; MARSELL e EINHORN, 2009). Ja as BMP-5 e
BMP-6 induzem proliferagao celular na ossificagdo intramembranosa (CHO et
al., 2002; MARSELL e EINHORN, 2009).

O processo de revascularizagao e neoangiogénese é regulado por
vias moleculares, a via angiopoietina-dependente e a via de VGF-dependentes
(TSIRIDIS et al., 2007). As angiopoietinas (Ang) possuem quatro ligantes (Ang-
1, Ang-2, Ang-3 e Ang-4), das quais a Ang-1 e 2 s&o as mais bem estudadas
(THOMAS e AUGUSTIN, 2009). A Ang-1 promove a reorganizagao das células
endoteliais, mantendo a integridade estrutural dos vasos sanguineos, ainda inibe
a ativacdo da barreira endotelial vascular e reduz vazamentos e a migragao de
leucdcitos induzidos por agentes inflamatérios (KAPPOU et al., 2015). A Ang-2

torna as células mais sensiveis ao VEGF estimulando a angiogénese, porém por
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atuar como antagonista da Ang-1, por romper as ligagdes entre o endotélio e as
células perivasculares, resultando em morte celular e regressao vascular, caso
os estimulos angiogénicos sejam insuficientes (WERNER e GROSE, 2003).

Os osteoblastos e condrécitos hipertroficos expressam altos niveis
de VEGF no inicio do processo de regeneragcdo Ossea, promovendo o
crescimento de ramos colaterais de vasos ja existentes no periosteo, além de
vasos de maior calibre (LEHMANN et al., 2005). Altos niveis de VEGF também
promovem a transformagao de uma matriz cartilaginosa avascular em um tecido
0sseo vascular (KERAMARIS et al.,, 2008). O VEGF é responsavel pela
angiogénese (crescimento de novos vasos a partir de outros ja existentes),
agregacao e proliferacdo de células endoteliais e células tronco mesenquimais
em um plexo vascular, pela neoangiogénese e revascularizagdo do local da
fratura (KANCZLER e OREFFO, 2008). Sabe-se que quanto maiores as
concentracdes de VEGF, melhor sera a consolidagao da fratura, enquanto o
bloqueio de receptores do VEGF inibe o crescimento vascular, resultando em
atrasos ou até impedimento do processo regenerativo (Al-AQL et al., 2008;
KERAMARIS et al., 2008).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) sao
secretados a partir de granulos alfa de plaquetas, de células endoteliais, células
vasculares do musculo liso e macrofagos (MEYER-INGOLD e EICHNER, 1995).
A liberagao, logo em seguida da lesédo éssea, leva ao aumento da proliferacao e
quimiotaxia de osteoblastos, e da sintese de colageno, que em associagao com
o TGF-f3, estimula a diferenciagcédo das células osteoblasticas. (FUJII et al., 1999;
BOULETREAU et al., 2002). Além disso, o PDGF tem papel na remodelagao do
tecido conjuntivo por meio da estimulagdo da colagenase (BAUER et al., 1985),
atuam na remodelagdo éssea por estimular a migragdo e proliferagdo de
osteoblastos e uma melhor secrecao de osteoclastos (KUBOTA et al., 2002).
Juntamente com outros fatores, € considerado um componente essencial na
consolidagdo 6ssea, uma vez que sua auséncia esta relacionada com a ma
consolidagdo (BROWNLOW et al., 2001).
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and Regenerative Medicine

Efeito da irradiagao com laser de baixa intensidade na membrana induzida

de Masquelet em coelhos

Resumo

O estudo avaliou a influéncia da irradiacdo laser de baixa intensidade no
desenvolvimento e caracteristicas da membrana de Masquelet, induzida de
forma ortotdpica em coelhos. Foram utilizados 12 coelhos com idade média de
trés meses. Em ambos os membros toracicos, foi induzida uma falha Gssea
segmentar de 1,0 cm de comprimento no radio, a qual foi preenchida com um
cilindro de cimento ortopédico. No periodo pds-operatorio, em um dos membros
a falha recebeu terapia laser de baixa intensidade (2J de energia) a cada 48
horas, durante 15 dias. As regides das falhas segmentares foram avaliadas por
exames ultrassonograficos e radiograficos. Seis animais foram submetidos a
eutanasia com trés semanas e seis com seis semanas de pds-operatoério, para
se proceder os exames histolégicos e imuno-histoquimico das membranas de
Masquelet. Em ambos os membros, radiograficamente notou-se na terceira
semana de pds-operatério a presenga de proliferagdo 0ssea ativa partindo das
extremidades Osseas, sendo que na sexta semana o processo evolutivo
mostrou-se em estagio mais avangado. O exame ultrassonografico visibilizou,
em ambos os membros, a presenca da membrana induzida com uma semana
de pos-operatorio. Histologicamente ndo ocorreram diferengas estatisticas
relativas ao escore semiquantitativo da intensidade de inflamagao, numero total
de vasos sanguineos, metaplasia 6ssea e colageno. As espessuras médias das
membranas induzidas foram 2050,17 ym e 1451,96 ym no membro controle e
2724,26 ym e 2081,03 ym no membro irradiado com laser, respectivamente na
terceira e sexta semanas de pds-operatorio. A expressao de VEGF e de PDGF
foi presente nas membranas do membro controle e naquelas irradiadas, sem
diferencas estatisticas. Foi possivel concluir que pelos métodos de avaliacao
utilizados nao foi possivel comprovar estatisticamente a influéncia da irradiacao
laser de baixa intensidade sobre a membrana de Masquelet.
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1. Introdugao

A reconstrugdo de defeitos Osseos, em particular os segmentares
extensos, causados por acidentes de alta energia ou por debridamento de
fragmentos infectados, consiste em um dos maiores desafios na ortopedia
(MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU et al., 2010; HAN et al., 2017). Varias
técnicas de reconstrucao tém sido propostas, desde o uso de enxertos até o uso
do método de alongamento 6sseo ou transporte 6sseo (GIANNOUDIS et al.,
2005; VIATEAU et al., 2010).

O auto enxerto esponjoso fresco € considerado o padrao ouro para a
regeneragao 6ssea, em virtude das propriedades osteogénicas, osteocondutivas
e osteoindutivas (FITCH et al., 1997; GIANNOUDIS et al., 2005). Contudo, com
o objetivo de assegurar que o enxerto implantado consiga realizar sua funcgéo,
estudos tém sido desenvolvidos com o emprego de membranas de polimero
sintético (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002), gaiolas de titanio (COBOS et al.,
2000) e membrana induzida (membrana de Masquelet) (MASQUELET et al.,
2000).

O desenvolvimento da membrana induzida pela técnica de Masquelet
inclui duas etapas (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010;
HAN et al., 2017; MASQUELET, 2017). Na primeira etapa, realiza-se o
debridamento do local, seguida da colocagao do espagador de cimento 6sseo de
polimetilmetacrilato (PMMA) no defeito ésseo (MASQUELET e BEGUE, 2010;
VIATEAU et al., 2010; MASQUELET, 2017). Por sua vez, o espagador de PMMA
tem a funcgado de evitar o colapso entre as extremidades Gsseas e entre os tecidos
moles circundantes, além de evitar invasdo de tecido fibroso no local receptor
(MASQUELET et al., 2000). Além disso, o espagador € capaz de induzir uma
reacado inflamatéria local, formando assim uma membrana de encapsulacao
(VIATEAU et al., 2010). A segunda etapa é realizada aproximadamente apos
seis a oito semanas, sendo o espacgador retirado, preservando-se a membrana
(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocagdo do enxerto
0sseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes,
formando um sistema de contengdo (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e

BEGUE, 2010). A membrana produzida é capaz de impedir a reabsorgdo do
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enxerto 6sseo, favorecendo a vascularizagao e a corticalizacado (MASQUELET,
2003; MASQUELET e BEGUE, 2010).

A terapia laser de baixa intensidade, ou fotobiomodulagdo, tem sido
utilizada na melhora da regeneragao 6ssea em diversas condi¢des, incluindo
defeitos e fraturas Osseas, alvéolo pds-extracdo, implantes dentarios, entre
outros (PINHEIRO e GERBI, 2006; ESCUDERO et al., 2019). Apés a irradiagao
tem sido observado proliferacéo osteoblastica aumentada, neoformacao dssea,
deposicao de hidroxiapatita e colageno, melhora das propriedades biomecanicas
do osso, aumento da expressao de genes e proteinas ésseas, entre outros
(PINHEIRO e GERBI, 2006; SILVA et al.,, 2010; ESCUDERO et al., 2019).
Parece que a terapia laser melhora a producado da matriz 6ssea pelo aumento
da vascularizacéao e efeitos anti-inflamatérios (PINHEIRO e GERBI, 2006). Além
disso, varios estudos de reconstrugdo 6ssea pela regeneragdao 6ssea guiada,
com diferentes tipos de membrana, t€ém mostrado um aumento da produgao
0ssea no grupo irradiado com laser de baixa intensidade, com ou sem o emprego
conjunto de biomateriais no preenchimento do defeito (FREITAS et al., 2017;
GERBI et al., 2018; LUCA et al., 2020).

Por outro lado, a influéncia da aplicacdo de fotobiomodulagdo durante o
desenvolvimento da membrana induzida pela técnica de Masquelet
aparentemente ainda nao foi descrita. Desta forma, o objetivo do presente estudo
foi avaliar, por meio de exames radiograficos, ultrassonograficos, histolégicos e
imuno-histoquimicos, a influéncia da irradiacdo laser de baixa intensidade no
desenvolvimento e caracteristicas da membrana de Masquelet, induzida com o
uso de cimento 6sseo ortopédico em modelo de falha segmentar do radio em
coelhos. A hipétese foi que 0 emprego do laser promoveria uma membrana com
caracteristicas histolégicas mais avangadas do que aquela induzida

exclusivamente pelo cimento ésseo.



30

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e Ambiente de Experimentagao

No presente estudo, a metodologia adotada foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (Unesp) — Botucatu, com numero
0209/2018 ().

Foram utilizados 12 coelhos da raga Norfolk, ffmeas, com idade média de
trés meses (Desvio padrao: + 0,41 meses), pesando entre 2,04 kg e 3,13 kg
(média 2,57 kg + 0,35 kg), provenientes do Biotério Central da Unesp, Campus
de Botucatu. Os animais foram alojados no Centro de Medicina e Pesquisa de
Animais Selvagens (CEMPAS), em gaiolas individuais, com agua e racao para
coelhos (Presence Purina®) ad libitum.

Os animais foram divididos, por meio de randomizacédo, conforme os
momentos de observagcdo no periodo pos-operatorio, ou seja, seis com trés
semanas e seis com seis semanas, os quais foram respectivamente numerados
de um a 12. Em todos os animais a falha segmentar do membro direito e
esquerdo foram preenchidas com cimento 6sseo. O laser de baixa intensidade

foi aplicado em um dos membros operados, mediante a randomizacgao.

2.2. Anestesia e Procedimento Cirurgico

Os animais foram pré-medicadas com morfina (2 mg/kg) e midazolam (2
mg/kg), administrados por via intramuscular. Apés 10 minutos, receberam
anestesia dissociativa com cetamina (30mg/kg) e xilazina (0,5mg/kg), também
administrados por via intramuscular no membro pélvico. Para manutengao do
plano anestésico, receberam anestesia volatil com isoflurano por mascara.

Ap0s a tricotomia dos membros toracicos direito e esquerdo, os coelhos
foram posicionados em decubito dorsal, para que se procedesse a antissepsia
das areas operatdrias com clorexidina degermante a 2% e, posteriormente, com
o clorexidina a 2% solugdo alcodlica. A porgao distal a articulagido
antebraquiocarpica direita e esquerda foram isoladas com atadura de crepe

estéril e, na sequéncia, foram dispostos os panos de campo operatorio.
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Inicialmente, foi realizado uma incisdo longitudinal de pele na regido
craniomedial do terco médio-proximal do radio direito. O tecido subcutaneo foi
divulsionado para identificar os musculos extensor radial do carpo e extensor
digital comum, os quais foram afastados. Foi entdo seccionado o musculo
pronador redondo, isolando-se o radio. Com o auxilio de uma serra Ossea
oscilatoria foi induzida uma falha 6ssea segmentar de 1,0 cm de comprimento
no terco médio-proximal do radio (Figuras 1a e 1b). O peridsteo foi removido
juntamente com o osso (Figura 1c). A falha 6ssea foi preenchida com cilindros
de cimento ortopédico a base de PMMA (Baumer Osteo-class; Baumer, Mogi-
Mirim - S&do Paulo, Brasil) em fase sodlida, confeccionados no momento do
procedimento cirurgico (Figura 1d).

Os musculos afastados foram aproximados com sutura continua simples
de poliglactina 910 no. 3-0, assim como o tecido subcutaneo. A sintese da pele
foi procedida com pontos simples isolados empregando-se fio de nailon
monofilamentar 3-0. O mesmo procedimento foi efetuado no radio do membro

esquerdo.
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Figura 1. Etapas cirurgicas para substituigdo da falha segmentar
pelo cilindro de cimento 6sseo e posterior desenvolvimento da
membrana induzida de Masquelet em coelhos. (a) Isolamento do
radio e mensuragao da falha dssea. (b) seccdo do segmento
0sseo com auxilio da serra oscilatéria. (c) Falha Ossea
segmentar. (d) Aplicagao do cilindro de cimento 6sseo na falha
segmentar.

2.3. Condutas Pré-operatoéria e Pés-operatoria

Apos inducdo anestésica e no periodo poés-operatério foram
administrados enrofloxacina (10mg/kg via subcutanea, a cada 24 horas, durante
cinco dias), cloridrato de tramadol (10mg/kg via subcuténea, a cada 12 horas,
durante cinco dias) e meloxicam (1mg/kg pré-cirurgico e 0,5mg/kg no pés-
operatério durante trés dias, via subcutanea). Diariamente as feridas cirurgicas
foram limpas com solugao salina 0,9%. Os pontos cutaneos foram removidos

com 10 dias ap6s o procedimento cirurgico.
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2.4. Terapia com Laser de Baixa Intensidade

Empregou-se um aparelho de laser portatil (Therapy XT, Laser DMC; Sao
Carlos —Sao Paulo, Brasil) de Ga-Al-As diodo, com comprimento de onda de 808
nm, emissao continua, poténcia de saida de 100 mW, densidade de poténcia 12,
70 W/cmz2, area do feixe de 0,028 cm?, divergéncia de 0,45 rad + 0,03 rad (Figura
2a). Com o coelho imobilizado pela contengao fisica, a aplicagao do laser foi
realizada por técnica pontual no membro toracico escolhido por sorteio, com a
caneta do equipamento posicionada perpendicularmente ao centro da falha
segmentar (Figura 2b). Foi utilizada radiagéo infravermelha por 20 segundos,

fornecendo 2J de energia, a cada 48 horas, durante 15 dias.

Figura 2. (a) Equipamento de laser portatil de Ga-Al-As. (b) Aplicagcédo do laser
de baixa intensidade por técnica pontual, estando o coelho imobilizado por
contencgao fisica.

2.5. Avaliagéao Clinica
Diariamente, os animais foram observados quanto ao aspecto da ferida
cirurgica, presenga ou ndo de edema nos membros, apoio ao solo, ingestao de

ragao e agua, defecagao e micgao.
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2.6. Avaliagoes Radiograficas e Ultrassonograficas

Radiografias do antebrago direito e esquerdo foram realizadas em
posicbes meédio-lateral e craniocaudal, imediatamente apds o procedimento
cirurgico e com trés e seis semanas de pos-operatorio. Foi utilizado aparelho
digital (GE DR-F; GE Healthcare; Barueri, Sdo Paulo, Brasil), empregando
distancia foco-filme de um metro, com 45 kV, 8 mAs e 200 mA. Foram avaliados
o posicionamento do cilindro de PMMA na falha segmentar, a reagédo dos tecidos
e sinais de proliferacéo éssea.

Imediatamente apds o procedimento cirurgico e a cada sete dias foram
realizados exames ultrassonograficos em modo B e com Doppler colorido na
regido da falha segmentar, afim de identificar o aparecimento da membrana
induzida, bem como a presenga ou ndo de neovascularizag&o local (Figura 3).
Foi utilizado equipamento ultrassonografico equipado com transdutor linear de 8
a 13 MHz de frequéncias (LOGIQ-e; GE Healthcare). As imagens foram obtidas

em planos sagital e medial, com o animal mantido sob contencao fisica.

Figura 3. Exame ultrassonografico na
regido da falha segmentar, estando o
coelho imobilizado por contencao
fisica.
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2.7. Avaliagao Histolégica e Imuno-histoquimica

Para a realizagdo do processamento histolégico, os coelhos foram
submetidos a eutanasia, sendo seis com trés semanas (Grupo 1) e seis com seis
semanas (Grupo 2) de pds-operatério. Para tanto, os animais receberam
cloridrato de cetamina (50 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/Kg),
administrados por via intramuscular no membro pélvico. Na sequéncia foi
aplicado cloreto de potassio a 19,1% intravenoso até ocorrer de parada
cardiorrespiratoria.

As amostras coletadas (membranas) foram fixadas em formol tamponado
a 10%, durante 48 horas, e, apos este periodo, foram acondicionadas e mantidas
em alcool 70% até o processamento. As membranas foram processadas e
incluidas em parafina, seguindo as técnicas de rotina do laboratério, com o
material passando pelas fases de desidratacado, clarificagdo, impregnagao e
inclusdo. A partir dos blocos parafinados, confeccionaram-se cortes de 5um, os
quais foram distendidos sobre Iaminas histologicas e corados pela coloragéo de
hematoxilina e eosina (HE). Avaliou-se a composi¢do das membranas quanto as
caracteristicas celulares e angiogénese. Foi utilizado escore semiquantitativo
para classificar a intensidade de inflamag&o: grau O — ausente; grau 1 (leve):
menos de 25%:; grau 2 (moderado): ente 26% a 50%; grau 3 (intenso): acima de
51%. Para a quantificacdo da angiogénese foram contados os numeros de vasos
sanguineos presentes com auxilio de uma ocular com reticula de 1cm? (10 x10
mm) em objetiva de 40X. A mensuragdo da espessura das membranas foi
realizada em triplicata em trés regides (esquerda, central e direita), usando o
microscopio Olympus BX 53 operando com camera DP-26 e software “CellSens
Standard” e uma objetiva de 10x e aumento de 100x.

Para a realizacao da técnica de imuno-histoquimica, os blocos de parafina
foram novamente cortados em micrétomo com espessura de 3 um e distendidos
em laminas proprias para imuno-histoquimica (StarFrost, Knittel; Braunschweig,
Alemanha) com o objetivo de promover maior aderéncia dos cortes as laminas
de vidro, evitando assim a perda do material durante o processamento imuno-
histoquimico. As laminas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em
graduagdes decrescentes de alcool até a agua destilada. O bloqueio da

peroxidase enddgena foi realizado com peréxido de hidrogénio 8% diluidos em
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alcool metilico. A recuperagao antigénica foi realizada com tampéo citrato (pH
6,0) em uma panela de pressao (Pascal, Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 10
minutos.

Foi utilizado anticorpos monoclonais VEGF de rato (FIk1, Abcam;
Cambridge, Reino Unido), em dilui¢ado de 1: 300, e PDGF monoclonal de coelho
(clone 26E1, sinalizagao celular; Danvers, MA, EUA) em diluigdo de 1: 200,
durante 18 horas. Posteriormente, foi realizada a incubagdo com anticorpo
secundario (Envision, Dako; Carpinteria, CA, EUA) por uma hora e as amostras
foram incubadas com 3,30-diaminobenzidina (DAB, Dako; Carpinteria, CA, EUA)
por cinco minutos. A contracoloragao foi realizada com hematoxilina Harris por
um minuto. Os controles positivos foram selecionados de acordo com as
recomendagdes do Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org). Para o VEGF foi
utilizado figado canino como controle positivo e para PDGF utilizou-se testiculos
caninos. As amostras foram avaliadas por microscopia Optica usando uma
pontuagdo semiquantitativa de 0 a 4 (FONSECA-ALVES et al., 2018). Para a
distribuicdo da marcacgao foi usado o seguinte escore: 0: auséncia de marcagao;
1: 1% a 25% das células sao positivas; 2: 26% a 50% de células positivas; 3:
51% a 75% de células positivas; 4: > 75% de células positivas. Para o escore de

intensidade empregou-se: negativo (0), fraco (1), moderada (2) e forte (3).

2.8. Analise Estatistica

As variaveis continuas foram avaliadas quanto sua distribuicdo com testes
de normalidade (Shapiro-Wilk) e analises graficas (Histograma e QQ Plot).
Foram utilizados testes de Qui-Quadrado e Fisher para verificar a associagao
entre o tipo de tratamento (laser ou controle) e a ocorréncia das diferentes
variaveis categoricas do estudo (presencga de Vasos no exame ultrassonografico;
presenca de metaplasia éssea e presenga de colageno no exame histoldgico)
para cada momento avaliado. Para as variaveis histologicas (escore Inflamatério,
numero de vasos) e imuno-histoquimicas (distribuicado e intensidade do VEGF e
PDGF) o teste de Wilcoxon pareado foi utilizado para confrontar a mediana dos
scores para os membros tratados com laser e os membros controle dentro de
cada momento, e o teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para confrontar a
mediana de cada momento dentro de cada tratamento. A espessura média da

membrana foi comparada entre os diferentes momentos e tratamentos utilizando
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uma Analise de Variancia seguida por Tukey. As anadlises foram efetuadas com
o auxilio do GraphPad Prism (GraphPad, 2007) e do Statistical Analytical
Software — SAS (SAS Institute, 2011). Foi considerado o nivel de significancia
de 0,05.

3. Resultados
3.1. Avaliagéao clinica

No pés-operatdrio imediato, os animais n&o apoiavam o membro ao solo,
porém nao havia dor a palpagdo da area cirurgica. Apds 12 horas de pés-
operatodrio, os coelhos retornaram o apoio ao solo. O consumo alimentar foi
normal durante todo o estudo. Deiscéncia de pontos de pele foi identificada em
dois animais, sem implicacdes locais ou presencga de secre¢ao. Ainda quanto a
ferida, cinco coelhos (38,5%) apresentaram prurido no local, imediatamente apés

a aplicagao do laser, cessando minutos depois.

3.2. Avaliagées radiograficas e ultrassonograficas

Comparando-se as imagens radiograficas do pés-operatdrio imediato com
aquelas dos animais avaliados até a terceira semana de pdés-operatorio, foi
evidenciado proliferacdo 0ssea intensa partindo de ambas as extremidades
Osseas da falha segmentar (proximal e distal) em todos os membros controles e
irradiados com laser de baixa intensidade (Figura 4). Houve deslocamento de
uma das extremidades do cilindro de PMMA em quatro (66,7%) membros
controles e quatro (66,7%) membros irradiados com laser de baixa intensidade.

Ao se comparar as imagens radiograficas do pés-operatério imediato com
aquelas dos animais avaliados até a sexta semana de pés-operatério, observou-
se proliferacdo 6ssea de menor intensidade partindo de ambas as extremidades
Osseas da falha segmentar em trés (50%) membros controles e dois (33,3%)
membros irradiados com laser de baixa intensidade. Em um membro (17,7%)
controles e um membro (17,7%) irradiados com laser de baixa intensidade houve
formagdo de ponte 6ssea entre as extremidades. Em dois (33,3%) membros
controles e trés (50%) irradiados com laser houve remodelamento da
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proliferagdo Ossea (Figura 5). Foi verificado deslocamento de uma das
extremidades do cilindro de PMMA em todos os membros controles e em cinco

(83,3%) membros irradiados com laser de baixa intensidade.

Figura 4. Imagens radiograficas em projecdo mediolateral do
antebraco de coelhos irradiados com laser de baixa intensidade no
pos-operatério imediato (a) e com trés semanas (b) da indugao da
membrana de Masquelet. Observe a falha segmentar preenchida
com cilindro de polimetilmetacrilato (a) e a proliferacdo 6ssea
partindo das extremidades da falha segmentar em diregéo ao cilindro
(b).
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Figura 5. Imagens radiograficas em projecdo mediolateral do antebrago de coelhos no
pos-operatério imediato (a), com trés semanas (b) e seis semanas (c) da indugéo da
membrana de Masquelet em conjunto ao uso do laser de baixa intensidade. Observe a
falha segmentar preenchida com cilindro de polimetilmetacrilato (a), a proliferacdo éssea
partindo apenas da extremidade proximal da falha segmentar em dire¢ao ao cilindro (b),
e sua auséncia na avaliagdo com seis semanas de pos-operatorio (c).
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Na avaliagao ultrassonografica da falha segmentar foi possivel identificar
o espagador de PMMA em todos os 24 membros no pos-operatorio imediato.
Com uma semana de pos-operatorio ja foi possivel observar a formagéo da
membrana induzida, nos membros com e sem tratamento. A presenca de
vascularizagao na regiao da membrana induzida onde se localizava o cilindro de
PMMA, conforme o periodo de avaliagdo, nos membros controle e os que
receberam terapia laser estdo apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura
6. Nao houve diferenga estatistica significante entre os membros controle e os

irradiados com laser, conforme o0 momento de avaliagao.

Tabela 1. Ocorréncia (e porcentagem) de vasos, avaliados por
ultrassonografia Doppler em membrana induzida, com ou sem o
emprego da irradiagéo laser de baixa intensidade na falha éssea
segmentar, imediatamente apds a cirurgia (0) e de uma até a
sexta semana de pos-operatorio, conforme o numero de
membros (6 ou 12).

Momentos Controle Irradiagcao Laser
0 0/12 (0%) 1/12 (8,33%)
1 7/12 (58,33%) 6/12 (50%)
2 7/12 (58,33%) 7/12 (58,33%)
3 8/12 (66,67%) 6/12 (50%)
4 3/6 (50%) 4/6 (66,67%)
5 3/6 (50%) 3/6 (50%)
6 2/6 (33,33%) 3/6 (50%)




Figura 6. Imagens ultrassonograficas em plano longitudinal de defeito segmentar no radio de coelhos, preenchido
com cilindro de polimetilmetacrilato, com 1 (a), 2 (b), 3 (c), 4 (d), 5 (e) e 6 (f) semanas de pds-operatdrio. Na
ultrassonografia modo-B observa-se estrutura retilinea de superficie hiper ecogénica formadora de sombreamento
acustico posterior, correspondendo ao cilindro de polimetilmetacrilato (seta verde) e a formagao da membrana induzida
(seta amarela). No modo Power-Doppler visibiliza-se a presenga de vasos sanguineos junto a superficie 6ssea e
cimento, representando vascularizagdo da membrana induzida (seta azul).
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3.3. Avaliagées macroscopica, histolégica e imuno-histoquimica

Na avaliacdo macroscopica com trés semanas de poés-operatério, as
membranas foram facilmente identificadas e coletadas, uma vez que ndo havia
aderéncia ao cilindro, tendo um aspecto rugoso em sua por¢gdo mais externa e
lisa na porcdo em contato direto com o cimento. Contudo, nos membros que
receberam irradiacéo laser de baixa intensidade, a membrana apresentava-se
aparentemente mais espessa e firme (Figura 7). Com seis semanas de pos-
operatdrio, independente do tratamento, as membranas mostravam-se mais
delgadas e aderidas aos tecidos adjacentes, o que dificultou a dissecacgao
(Figura 8).

Figura 7. Aspecto macroscopico de membranas induzidas com
trés semanas de pds-operatorio. Notar a maior espessura da
membrana induzida no membro que recebeu irradiagao laser de
baixa intensidade (a), comparada aquela do membro controle

(b).
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Figura 8. Aspecto macroscépico de membranas induzidas em
membros controles. Notar a maior espessura da membrana
induzida com trés semanas de pds-operatério (a), comparada
aquela mais fina com seis semanas de pos-operatorio (b).

Em virtude de problemas no processamento histolégico foram excluidos
da analise microscopica duas membranas de um animal da sexta semana de
pos-operatorio.

Foram delimitadas trés camadas (Figura 9) de diferentes celularidades
em: quatro membranas do membro controle (66,7%) e trés do membro irradiado
com laser de baixa intensidade (50%) na terceira semana de pos-operatorio; bem
como em uma membrana do membro controle (20%) e outra do membro
irradiado com laser de baixa intensidade (20%) na sexta semana de pos-
operatdrio. Destas membranas, a primeira camada, a qual estava em contato
com o cilindro de PMMA, apresentava células inflamatorias mononucleares e
polimorfonucleares e vasos sanguineos. Na segunda camada foi observado
abundante quantidade de fibroblastos lineares e paralelos a resina e presenca
de colageno organizado, além de vasos sanguineos. A terceira camada estava
em contato com a musculatura adjacente, consistindo em tecido conjuntivo

desorganizado, fibroblastos ativos e vasos sanguineos.
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Nao foi possivel a delimitagdo entre a primeira e segunda camadas em:
uma membrana de membro irradiado com laser de baixa intensidade (16,7%) da
terceira semana de pdés-operatério e em outra do membro controle (20%) da
sexta semana de pods-operatorio. Estas membranas apresentavam células
inflamatdrias e fibroblastos desorganizados (Figura 10). A segunda e a terceira
camada n&o foram delimitadas em duas (33,3%) membranas controles na
terceira semana de pds-operatério; bem como em uma membrana pertencente
ao membro controle (20%) e uma membrana do membro irradiado com laser de
baixa intensidade (20%), na sexta semana de pds-operatdrio. Nestas
membranas observou-se a formag¢ao de uma unica camada fibromuscular, com
presenca de fibras colagenas paralelas ao cilindro de PMMA (Figura 11). N&o foi
possivel diferenciar as camadas em: duas membranas dos membros irradiados
com laser (33,3%), na terceira semana de pds-operatorio; bem como em duas
(40%) membranas dos membros controles e em trés (60%) membranas dos
membros irradiados com laser de baixa intensidade, na sexta semana de pos-

operatorio, sendo formadas principalmente por trabéculas 6sseas (Figura 12).



Figura 9. Fotomicrografias demonstrando as caracteristicas histolégicas da membrana induzida (Masquelet) na terceira
semana de pds-operatorio, em membros que receberam a irradiagao laser de baixa intensidade. (a) Verificam-se trés
camadas distintas: a primeira em contato com o cilindro de polimetilmetacrilato, composta por células inflamatérias
mononucleares e polimorfonucleares e vasos sanguineos; a segunda, composta por fibroblastos lineares e paralelos a resina
e presenca de colageno organizado, além de vasos sanguineos; a terceira, composta por tecido conjuntivo desorganizado,
fibroblastos ativos e vasos sanguineos (coloragdao H&E, 50x). (b) Observa-se a presenga de células gigantes de corpo
estranho na primeira camada (coloragdo H&E, 200x).
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Figura 10. Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas histolégicas da
membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de pds-operatério, em
membros controles. Nota-se duas camadas, sendo a camada em contato com
o cilindro de polimetilmetacrilato composta células inflamatdérias e fibroblastos
desorganizados e a segunda predominantemente muscular (coloragao H&E,
50x).
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Figura 11. Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas histoldgicas da
membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de pds-operatério, em
membros controles. Observa-se duas camadas, a primeira em contato com o
cilindro de polimetilmetacrilato com presenga de células inflamatérias e a
segunda composta por uma camada fibromuscular, com presenca de fibras
colagenas paralelas (coloragao H&E, 50x).
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Figura 12. Fotomicrografias demonstrando as caracteristicas histolégicas da membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de
pos-operatorio, em membros que receberam a irradiagao laser de baixa intensidade. (a) Observa-se a indiferenciagédo das camadas
da membrana induzida e a presenga de trabéculas 6sseas (seta preta) (coloracado H&E, 200x). (b) Nota-se a presenca de tecido

06sseo em formagéao (coloragao H&E, 50x).
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Na anadlise histolégica com trés semanas de pds-operatério da porgao
central das membranas induzidas, foi observado que nos membros controles
todas as membranas (100%) apresentavam vascularizagdo. Nos membros
irradiados com laser de baixa intensidade, foi verificado presenga de
vascularizagdo em cinco membranas (83,3%), e auséncia de vascularizagdo em
uma (16,7%), a qual foi composta de trabéculas ésseas. O escore inflamatoério
variou de 1 (83,3%) a 2 (16,7%) nas membranas controles e de 0 (50%) a 1
(50%) nas membranas irradiadas com laser de baixa intensidade. A metaplasia
Ossea foi detectada em todas (100%) as membranas controles e em cinco
membranas (83,3%) irradiadas com laser de baixa intensidade. Foi notada
presenga de colageno em cinco (83,3%) membranas controles e em trés (50%)
membranas irradiadas com laser de baixa intensidade. Nao ocorreram
diferengas estatisticamente significantes destas variaveis entre os membros

controles e os que receberam terapia laser (Tabela 2).

Tabela 2. Escore semiquantitativo da intensidade de inflamagao, numero total
de vasos sanguineos, presenga ou auséncia de metaplasia éssea e colageno,
na membrana induzida em coelhos (n=6), com ou sem o emprego da irradiagao
laser de baixa intensidade na falha éssea segmentar, na terceira semana de pos-
operatério.

Varidveis Membros A1 A2 A3 A4 A5 A6 Min. Max. Mediana Valor de p

controle 1 1 2 1 1 1 1 2 1
Escore de 0,1250
inflamacédo laser 0 1 1.1 0 0 O 1 0,5
o controe 7 15 16 5 11 11 5 16 11
e
, laser 3 14 10 11 2 0 0 14 6,5
sanguineos
controle 1 1 1 1 1 1 1 1 -
Metaplasia 1,0000
Ossea laser 1 1 1 1 1 0 O 1 -

controle 1 1 1 1 1 0O O 1 -
Colageno 0,0606
laser 1 o 1 0 0 1 O 1 -

Escore de inflamagao: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3).
Escore de inflamagao: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3).
Metaplasia 6ssea: ausente (0), presente (1). Colageno: ausente (0), presente (1).

A: animal
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Na analise histolégica com seis semanas de pds-operatdrio da porgao
central das membranas induzidas, foi observado vascularizagdo nas membranas
de todos os membros controles (100%) e em quatro (80%) membranas
irradiadas com laser de baixa intensidade. O escore inflamatério variou de 0
(60%) a 1 (40%), tanto nas membranas controles como nas irradiadas com laser
de baixa intensidade. A metaplasia Ossea foi detectada em duas (40%)
membranas controles, e em trés (60%) membranas irradiadas com laser de baixa
intensidade. Foi notada presenca de colageno em trés (60%) membranas
controles e em duas (40%) membranas irradiadas com laser de baixa
intensidade. Nao ocorreram diferengas estatisticamente significantes destas
variaveis entre os membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela
3).

Tabela 3. Escore semiquantitativo da intensidade de inflamagao, numero total
de vasos sanguineos, presenga ou auséncia de metaplasia éssea e colageno,
na membrana induzida em coelhos (n=5), com ou sem o emprego da irradiagao
laser de baixa intensidade na falha 6ssea segmentar, na sexta semana de pos-
operatério.

Variaveis Membros A7 A8 A9 A10 A11 Min.Max. Mediana Valor de p

controle 1 0o 1 0 0 0 1 1
Escore 0,9999
inflamatorio laser 1 0o 1 0 0 0 1 0
N° total de controle 9 11 4 7 3 3 M 7 0.6250
vasos | laser 4 9 7 1 7 1 9 7 ’
sanguineos
. controle 0 1 1 0 0 0 1 -
Metaplasia 1,0000
oOssea laser 1 0O 1 0 1 0 1 -
controle 1 0O O 1 1 0 1 -
Colageno 1,0000
laser O 0 1 1 0 0 1 -

Escore de inflamacao: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3).
Metaplasia 6ssea: ausente (0), presente (1). Colageno: ausente (0), presente (1).
A: animal
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A espessura média das membranas induzidas, incluindo as trés areas de
aferi¢ao, foi de 2050,17 uym (DP: 600,28 um) no membro controle e 2724,26 um
(DP: 737,46 ym) no membro irradiado com laser de baixa intensidade na terceira
semana de pds-operatorio. Na sexta semana de pds-operatorio a espessura
média foi 1451,96 um (DP: 265,07) no membro controle e 2081,03 um (DP:
1227,61) no membro irradiado com laser de baixa intensidade. Nao ocorreu
diferenca estatistica significante entre os tratamentos.

A expresséo de VEGF foi presente nas membranas do membro controle
e naquelas irradiadas com laser de baixa intensidade (Figuras 13 e 14). Com
trés semanas de pods-operatério o escore de distribuicdo nas membranas do
membro controle variou de 2 (66,7%) até 3 (33,3%) e a intensidade de 1(66,7%)
até 2 (33,3%). Naquelas irradiadas com laser de baixa intensidade o escore de
distribuicéo variou de 1 a 3, sendo uma (16,7%) com escore 1, duas (33.3%) com
escore 2 e trés (50%) com escore 3. Por sua vez, o escore de intensidade variou
de 1(33,3%) até 2 (66,7%). Na sexta semana de pos-operatorio, observou-se
que a expressao de VEGF manteve-se igual quanto a distribuigdo e a intensidade
em todas as membranas do membro controle, sendo igual a 2 e 1,
respectivamente. Nas membranas irradiadas com laser de baixa intensidade, a
distribuicdo variou de 1 (40%) a 2 (60%), e a intensidade foi igual a 1 em todo
grupo (100%). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela 4).

Observou-se a expressdao de PDGF em ambos os membros, com escore
de distribuicdo variando de 2 (50%) até 3 (50%) em cada membro (Figuras 13 e
14). Por sua vez, o escore de intensidade variou de 1 a 2, sendo dois (33,3%)
com escore 1 e quatro com escore 2 (66,7%) no membro controle, e trés (50%)
com escore 1 e trés (50%) com escore 2 no membro irradiado com laser de baixa
intensidade. Com seis semanas de poés-operatério, o escore de distribuicao
manteve-se entre 2 (40%) e 3 (60%), tanto no membro controle como naquele
irradiado com laser de baixa intensidade. A intensidade variou entre 1 (40%) e 2
(60%) em ambos os membros. Ndo houve diferencga estatisticamente significante

entre os membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela 5).



CONTROLE

LASER

Figura 13. Marcacao citoplasmatica de VEGF-A e PDGF nas células
estromais da membrana induzida na terceira semana de pds-operatorio. (a)
Membro controle com distribuicdo de 3 e intensidade de 1. (b) Membro
tratado com laser de baixa intensidade apresentando distribuicdo de 2 e
intensidade de 1. (¢) Membro controle com distribuicdo de 4 e intensidade
de 2. (d) Membro tratado com laser de baixa intensidade com distribuicao
de 3 e intensidade de 2.
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CONTROLE

Figura 14. Marcacao citoplasmatica de VEGF-A e PDGF nas células
estromais da membrana induzida na sexta semana de pds-operatorio. (a)
Membro controle com distribuicdo de 2 e intensidade de 1. (b) Membro
tratado com laser de baixa intensidade apresentando distribuicdo de 3 e
intensidade de 2. (¢) Membro controle com distribuicdo de 2 e intensidade
de 1. (d) Membro tratado com laser de baixa intensidade com distribuicdo
de 3 e intensidade de 2.
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Tabela 4. Escore semiquantitativo da distribuicdo e intensidade quanto a
expressao de VEGF e PDGF nas membranas induzidas em coelhos (n=6), com
ou sem o emprego da irradiagao laser de baixa intensidade na falha déssea
segmentar, na terceira semana de pés-operatério.

Variaveis Membros A1 A2 A3 A4 A5 A6 Min.Max. Mediana Valordep

Distribuica controle 2 3 3 2 2 2 2 3
istribuicao 0.9999
VEGF laser 1 2 2 3 3 3 1 3 2,5
Int idad controle 1 1 2 2 1 1 1 2 1

ntensidade 0.6250
VEGF laser 1 2 1 2 2 2 1 2 2
Distribuics controle 3 3 3 2 2 2 2 3 2,5

istribuicao 0.9999
PDGF laser 2 2 3 2 3 3 2 3 2,5
Intensidade controle 2 2 2 2 1 2 1 2 2 0.9999
PDGF laser 1 1 2 2 1 2 1 2 1,5 '

Escore de Distribui¢cdo: auséncia de marcacao (0), 1% a 25% das células sao positivas (1);
26% a 50% (2), 51% a 75% (3) e > 75% (4).
Escore de Intensidade: negativo (0), fraco (1), moderada (grau 2) e forte (grau 3). A: animal

Tabela 5. Escore semiquantitativo da distribuicdo e intensidade quanto a
expressao de VEGF e PDGF nas membranas induzidas em coelhos (n=5), com
ou sem o0 emprego da irradiagao laser de baixa intensidade na falha déssea
segmentar, na sexta semana de pos-operatorio.

Varidveis Membros A7 A8 A9 A10 A11 Min.Max. Mediana Valordep

Distribuics controle 2 2 2 2 2 2 2
istribuicao 0,5000
VEGF laser 1 1 2 2 2 1 2
Intensidade controle 1 1 1 1 1 1 1 1 1.0000
VEGF laser 1 1 1 1 1 1 1 1
Distribuica contoe 3 3 3 2 2 2 3 3
istribuicdo 0,9999
PDGF laser 2 3 3 3 2 2 3 3
i controle 2 1 2 1 2 1 2 2
Intensidade 0,9999
PDGF laser 2 2 2 1 1 1 2 2

Escore de Distribuicdo: auséncia de marcacao (0), 1% a 25% das células s&o positivas (1);
26% a 50% (2), 51% a 75% (3) e > 75% (4).

Escore de Intensidade: negativo (0), fraco (1), moderada (2) e forte (3).

A: animal
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4. Discussao

O estudo avaliou a influéncia da irradiacéo laser de baixa intensidade na
membrana induzida de Masquelet e ndo foram observadas diferencgas
significativas nas caracteristicas histolégicas comparada ao controle.

Utilizou-se uma falha segmentar de 1 cm sem manutengao do peridsteo,
porém a falha ndo pode ser considerada critica devido ao tamanho e em virtude
da idade dos animais (ZHAO et al., 2016). A despeito disto, foi possivel avaliar o
desenvolvimento da membrana. O cimento 6sseo foi colocado na forma de
cilindro pré-moldado, em volume maior (didmetro) que a falha segmentar,
supondo que assim haveria um maior tamanho da membrana de indugao, para
facilitar a segunda fase de reconstrugdo do defeito, em que o espagador é
removido e a falha 6ssea preenchida com enxerto, biomateriais ou combinacdes
(MASQUELET, 2003; MASQUELET e BEGUE, 2010; MASQUELET, 2017). Em
pacientes humanos o formato do espacador tem sido aplicado nas formas de
cilindro, pérolas e seixo plano, porém o mais comum é o cilindro aplicado antes
da solidificagdo (MASQUELET, 2017).

Radiograficamente foi visibilizado que o cilindro apresentou algum grau
de deslocamento durante o periodo de pds-operatério, porém este néo interferiu
no desenvolvimento da membrana, baseado nos achados de ultrassom e
analises macroscopicas e histolégicas. Uma opgao para evitar o deslocamento
do cimento em futuros estudos seria incluir cimento pastoso nas extremidades
de forma a auxiliar a fixagdo do cilindro junto ao osso. O uso do cimento ésseo
de PMMA aplicado na forma pastosa e incluindo as extremidades osseas foi
aplicado em um estudo que induziu falha segmentar critica na ulna em coelhos,
0 que nao interferiu com o segundo estagio do procedimento (TARCHALA et al.,
2018). Além disso, tanto nos defeitos 6sseos dos membros controles como
naqueles irradiados com laser, notou-se na terceira semana de pds-operatorio a
presenca de proliferagdo Ossea ativa partindo das extremidades Osseas,
compativel com um defeito 6sseo mantido sem estabilizagao rigida, no qual a
consolidagao 6ssea ocorre de forma secundaria (HENRY, 2013). Por sua vez,
na sexta semana de pos-operatorio, o processo evolutivo mostrou-se em estagio
mais avang¢ado, inclusive com sinais de remodelagao, porém sem diferencas

estatistica entre os membros controle e os irradiados com laser.
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Como foram utilizados coelhos jovens foi possivel verificar, pelos exames
macroscopico e histolégico, que com trés semanas de pos-operatorio a
membrana induzida ja estava bem desenvolvida, tanto no membro controle como
naquele que recebeu a terapia laser de baixa intensidade. Além disso, pelo
exame ultrassonografico a membrana induzida ja foi passivel de identificagdo
com uma semana de pos-operatorio em ambos os grupos. Em pacientes
humanos, tem sido recomendado um periodo em torno de seis a oito semanas
para o desenvolvimento da membrana (MASQUELET, 2003; MASQUELET e
BEGUE, 2010; GIANNOUDIS et al., 2005). Em coelhos ha variagbes entre
estudos, tendo sido empregado periodos entre quatro e seis semanas; contudo,
€ preciso considerar as diferengas em idades e tamanho da falha segmentar e
forma de imobilizagao (LIU et al., 2013; YILMAZ et al., 2018; TARCHALA et al.,
2018).

No exame histologico foi verificada a presenga de trés camadas distintas,
em quatro membranas controles e trés irradiadas com laser na terceira semana
de pdés-operatério, € em uma controle e outra irradiada com laser na sexta
semana de poés-operatoério. Isso diferiu de um estudo em ratos, no qual a
identificacdo de trés zonas distintas foi verificada em todas as membranas
induzidas com trés e seis semanas de avaliagdo (GOURON et al., 2014). O fato
pode estar associado com a diferenca de maturidade entre os animais estudos,
ja que os ratos tinham 12 meses de idade e os coelhos trés meses de idade.
Além disso, as membranas induzidas no presente estudo mostraram presenca
de metaplasia 6ssea tanto na terceira como na sexta semana de pés-operatério,
sugerindo um estagio mais avangado de diferenciagao celular.

A vascularizacdo das membranas foi detectada tanto pelo ultrassom com
a ferramenta Doppler como nas avaliagbes histolégicas. Contudo, pela analise
histologica, a vascularizagdo estava presente em todas as membranas do
membro controle, ao passo que no membro irradiado com laser esta ndo foi
observada em um membro na terceira semana de pés-operatoério e dois na sexta
semana de pés-operatorio. A terapia laser, principalmente com comprimentos de
onda infravermelhos, parece melhorar a produg¢ao da matriz 6ssea pelo aumento
da vascularizagao e efeitos anti-inflamatorios; porém, o efeito € mais efetivo se

o tratamento é efetuado nos estagios iniciais, quando ocorre uma alta
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proliferagdo celular, ou seja, nas fases iniciais de proliferagdo de ambos
fibroblastos e osteoblastos tdo bem quanto na diferenciagdo de células
mesenquimais (PINHEIRO e GERBI, 2006). A n&o identificacdo de
vascularizagdo em trés membranas dos membros irradiados pode ser um
indicativo que, por se tratar de animais jovens, houve uma rapida evolugao da
membrana induzida, uma vez que estas ja continham trabéculas ésseas. Além
disto, em um estudo em coelhos foi observado que a vascularizacdo da
membrana induzida diminui gradualmente com o tempo para formar um tecido
como periosteo (WANG et al., 2014). Desta forma, o tempo para a realizagao do
segundo estagio da técnica poderia ser efetuado antes da sexta semana, em
especial se usada a irradiacédo laser. Uma membrana ricamente vascularizada
em todas as camadas é essencial para o sucesso do segundo estagio, uma vez
que a membrana promove vascularizagao e corticalizagédo do 0sso esponjoso
(MASQUELET e BEGUE, 2010).

No exame de imuno-histoquimica, tanto no membro controle como no
irradiado com laser, foi evidenciada a presenca dos dois fatores de crescimento
testados, ou seja, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é
responsavel pela angiogénese local por aumentar a vascularizagao tecidual, por
induzir a migracdo e proliferagdo de células endoteliais (FERRARA, 1996;
KERAMARIS et al., 2008); e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), o qual atua na proliferagdo celular, quimiotaxia e sintese de matriz
extracelular, contribuindo assim para a regeneragao de tecidos (LYNCH et al.,
1991; KUBOTA et al., 2002). Outros estudos em coelhos também mostraram a
capacidade das membranas induzidas de secretar fatores de crescimento
(PELISSIER et al., 2004; WANG et al., 2014).

Importante citar que os fatores de crescimento foram presentes em ambos
os periodos de avaliagdo. Em estudo com coelhos, altas concentragdes de VEGF
e TGF-R1 foram encontradas na segunda semana da indugdo da membrana, os
quais se mantiveram estaveis na quarta, sexta e oitava semanas de pds-
operatorio (PELISSIER et al., 2004). Contudo, em estudo com pacientes
humanos, foi notada alta expressdo de VEGF, IL-6 e Col-1 com um més de
desenvolvimento da membrana induzida, os quais foram expressos em niveis
menores que 40% em membranas com dois meses de indugéo (AHO et al.,
2013).
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No presente estudo ndo houve diferenga significativa entre membros
controle e os irradiados com laser nos fatores de crescimento avaliados.
Entretanto, alguns estudos tém mostrado que a terapia laser € capaz de
promover aumento ou biomodular fatores de crescimento, tais como VEGF, FGF-
2, EGF, PDGF, TNF-a e TGF-R (KIPSHIDZE et al., 2001; WHELAN et al., 2001;
HOEBEN et al., 2004). Contudo, em defeitos promovidos no calvario de ratos
preenchidos com xenoenxerto e cobertos com membrana de colageno foi
observado que a fotobiomodulagao proporcionou maior quantidade de volume
0sseo apenas durante os primeiros 14 dias apos a cirurgia (LUCA et al., 2020).
Desta forma, avaliagcbes em fases mais precoces dos que os utilizados na atual
pesquisa seriam importantes para determinar a validade desta premissa.

Macroscopicamente a membrana irradiada com laser de baixa
intensidade mostrava-se aparentemente mais espessa que as membranas
controles. Embora sem diferenga estatistica, pela mensuracdo no exame
histologico as membranas irradiadas com laser mostraram média de 2724,26 ym
e 2081,03 um, com trés e seis semanas de poés-operatério, comparado aos
valores de 2050,17 ym e 1451,96 ym dos membros controles nos mesmos
periodos. Desta forma, o fato sugere que a irradiagéo laser mostrou algum grau
de acao na proliferacdo tecidual. Em estudo de revisao foi citado que a terapia
laser auxilia no processo de reparo tecidual em geral, por alterar o
comportamento celular e aumentar a formagao vascular, assim como pela
producao de colageno, fibroblasto e tecido epitelial (SILVA et al., 2010).

A espessura da membrana foi menor na sexta semana de pds-operatorio,
tanto nos membros controle como nos irradiados com laser, indicando que este
tempo seria inadequado para a segunda etapa do procedimento. Da mesma
forma, um estudo em coelhos também observou diminuicdo da espessura das
membranas induzidas, com médias de 1360 ym, 1045 ym, 1015 um e 1008 um,
correspondendo a segunda, quarta, sexta e oitava semana de pds-operatorio,
respectivamente (WANG et al., 2015).

Vale ainda citar que o efeito da fotomodulagdo na regeneragdo Ossea
depende ndo somente da dose de irradiacdo, mas também na duragdo e modo
de irradiacédo (PINHEIRO e GERBI, 2006). Neste sentido, uma outra limitagéo é

que o estudo incluiu apenas um protocolo de irradiacdo. Desta forma, estudos
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com diferentes doses de irradiacdo seriam importantes para avaliar o impacto

sobre a membrana induzida.

5. Conclusao
Foi possivel concluir que pelos métodos de avaliagao utilizados nao foi
possivel comprovar estatisticamente a influéncia da irradiagdo laser de baixa

intensidade sobre a membrana de Masquelet.
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