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Objetivo Reproduzir em modelo animal a técnica cirtrgica de Masquelet utilizada no
tratamento de defeitos 6ésseos criticos e analisar as caracteristicas da membrana
formada em torno do cimento dsseo.

Métodos Um defeito critico de 10mm foi realizado na diafise femoral de 21 ratos
Sprague-Dawley. Apos a resseccao da porcao central da diafise o defeito foi estabilizado
com fio de Kirschner introduzido pelo canal medular e com a interposicao de espagador
de cimento 6sseo. Apos 2, 4, e 6 semanas do procedimento cirtrgico os animais foram
eutanasiados e avaliados em radiografias do membro posterior quanto ao tamanho do
defeito, o alinhamento e a estabilidade da osteossintese. As membranas formadas em
torno do espacador foram submetidas a anélise histol6gica para avaliagdo da espes-
sura, da maturacdo do tecido conjuntivo e da densidade vascular.

Resultados Ao longo do tempo as membranas inicialmente constituidas por tecido
conjuntivo frouxo foram substituidas por membranas representadas por tecido
conjuntivo denso, rico em fibras colagenas espessas. Com seis semanas a espessura
das membranas foi maior (565+208um) do que com quatro (186,9+70,21um,
p=0,0002) e duas semanas (252,2 +55,Tpym, p=0,001). Todas as membranas do
tempo inicial apresentaram focos de diferenciacdo osteogénica que reduziram pro-
gressivamente ao longo do tempo.

Trabalho desenvolvido no Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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Conclusao Além da funcao estrutural e protetora da membrana, suas caracteristicas
bioldgicas intrinsecas podem contribuir ativamente para a regeneracao 6ssea. A
atividade biolégica atribuida pela presenca de focos de osteogénese confere a
membrana potencial de osteoindu¢do que favorece as condices locais para a
integracdo do enxerto dsseo.

Objective To reproduce in an animal model the surgical technique of Masquelet used
in the treatment of critical bone defects and to analyze the characteristics of the
membrane formed around the bone cement.

Methods A 10mm critical defect was created in the femoral shaft of 21 Sprague-
Dawley rats. After resection of the central portion of the diaphysis, the defect was
stabilized with a Kirschner wire introduced through the medullary canal and with the
interposition of a bone cement spacer. After 2, 4, and 6 weeks of the surgical
procedure, the animals were euthanized and evaluated on radiographs of the posterior
limb regarding the size of the defect, alignment and stability of the osteosynthesis. The
membranes formed around the spacer were subjected to histological analysis to assess
thickness, connective tissue maturation and vascular density.

Results Over time, the membranes initially made up of loose connective tissue were
replaced by membranes represented by dense connective tissue, rich in thick collagen
fibers. At six weeks, membrane thickness was greater (565 +208um) than at four
(186.9+70.21pm, p=0.0002) and two weeks (252.2 +55.1pm, p=0.001). All
membranes from the initial time showed foci of osteogenic differentiation that
progressively reduced over time.

Conclusion In addition to the structural and protective function of the membrane, its
intrinsic biological characteristics can actively contribute to bone regeneration. The
biological activity attributed by the presence of foci of osteogenesis confers to the
membrane the potential of osteoinduction that favors the local conditions for the
integration of the bone graft.

6sseo.”® O racional da técnica se baseia na formacio de

Os defeitos segmentares criticos sdo definidos como uma
falha 6ssea segmentar com comprimento 2 a 2,5 vezes maior
do que o didametro do 0sso e que ndo regeneram espontanea-
mente."-? Defeitos com essas dimensdes sio lesdes comple-
xas de dificil abordagem e representam um desafio para o
ortopedista.> Em animais, um defeito 6sseo critico é definido
como um defeito que ndo regenera espontaneamente ou que
apresenta menos de 10% de regeneragdo 6ssea ao longo da
vida do animal.*

As principais estratégias terapéuticas para os defeitos
segmentares criticos sdo a distracdo osteogénica ou o trans-
porte 6sseo interno com fixador externo (técnica de Iliza-
rov),> os enxertos 6sseos vascularizados® e a técnica da
membrana induzida descrita por Alain Masquelet.”-8

Inicialmente, a técnica ciridrgica de Masquelet foi descrita
para o tratamento das perdas 6sseas secundarias a infec¢do e
passou a ser progressivamente utilizada na reconstrucdo dos
defeitos 6sseos criticos. Na técnica, realizada em dois tempos,
é feito o desbridamento da lesdo com colocagdo do espacador
temporario (cimento) no primeiro tempo e, ap6s cerca de
seis semanas, é realizada a reconstru¢do com enxerto

uma membrana fibrosa induzida pela resposta inflamatoéria
do tipo corpo estranho em torno do cimento interposto no
local da ressec¢do do 0s50.>1% No segundo tempo cirdrgico, o
cimento é retirado e o material de enxertia é introduzido na
camara formada no local de defeito.'"'?

Relatos da literatura ja descreveram as propriedades bio-
l6gicas da membrana induzida que favorecem a consolidacdo
do defeito apés a enxertia 6ssea.®'37® Além da barreira
mecanica a reabsor¢do do enxerto, a membrana é fonte de
moléculas bioativas como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), responsavel pela modulacdo do padrdo de
vascularizacio da membrana ao longo do tempo'#'” e o fator
de crescimento transformador 1 (TGF-B1), relacionado com a
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de condrécitos e
osteoblastos na membrana.'>'7-1°

O objetivo deste estudo foi reproduzir em um modelo
animal a técnica cirtrgica de Masquelet e analisar ao longo
do tempo as caracteristicas da membrana induzida formada
em torno do cimento 6sseo. No contexto da pesquisa orto-
pédica, o modelo podera contribuir para (i) identificar acha-
dos relacionados com o favorecimento das condi¢des locais
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para a consolidagdo dssea e (ii) possibilitar a realizagdo de
experimentos com novos materiais utilizados para o preen-
chimento inicial ou na reconstruc¢do dos defeitos.

Materiais e Métodos

Animais

Utilizamos neste estudo 21 ratos Sprague-Dawley machos
com 12-14 semanas e peso médio de 350 g, adquiridos no
Biotério Central da Unicamp (Campinas, Sdio Paulo). Os
animais foram alojados em ambiente com luz e temperatura
controladas e receberam racdo e agua ad libitum. Os expe-
rimentos foram realizados de acordo com as diretrizes
publicadas na Lei 11.794 que regulamenta os procedimentos
para o uso cientifico de animais e com a aprovac¢do do comité
institucional de cuidados com animais (CEUA 006/2017).

Modelo Experimental

0 procedimento cirtrgico foi realizado apés indugdo anes-
tésica em camara com concentragdo alveolar de isoflurano
(Biochimico, Itatiaia, Rio de Janeiro) de 4-5%. A seguir o
animal foi transferido para mascara facial e mantido com
concentracdo de 2,5% (Vaporizador Universal, Insight Ltda,
Ribeirdo Preto, S3o Paulo). A analgesia foi realizada com
5mg/kg de cloridrato de tramadol (Hipolabor, Sabara, Minas
Gerais) associado a 5mg/kg cetoprofeno (Ketoprofeno 1%,
Vencofarma, Londrina, Parana) por via subcutanea no pré-

operatdrio e mantida com dose diaria por trés dias conse-
cutivos no p6s-operatério. A antibioticoterapia profilatica foi
realizada com uma dose diaria de 50 mg/kg de cefazolina
sbédica (Fazolon®, Blau Farmacéutica, Sdo Paulo) por via
intraperitoneal por trés dias consecutivos. Apés a cirurgia
os animais foram mantidos individualmente em estantes
ventiladas.

As cirurgias foram realizadas em condig¢des estéreis com o
animal em decubito lateral esquerdo. Apds tricotomia e
assepsia do membro posterior direito com etanol 70%, foi
realizada incisdo cutidnea longitudinal de 40 mm na face
lateral da coxa. Apés a incisdo da fascia lata, o misculo vasto
lateral foi divulsionado para exposi¢cdo do fémur direito
(=Fig. 1A). Para criacdo do defeito foi realizada ostectomia
de 10 mm na por¢ao central da diafise femoral com o auxilio
de serra de Gigli com 0,22 mm de espessura (RISystem AG,
Landquart, Suica) (~Fig. 1B).

Ap6s a resseccdo da porgdo central da diafise foi inserido
um fio de Kirschner com ponta rosqueada e espessura de
1,5 mm através do canal medular do segmento 6sseo distal
em direcdo ao joelho (=Fig. 1C). Ap6s a luxacdo da patela e a
visualizagdo da extremidade do fio na fossa intercondilea,
com auxilio de um motor manual, o fio foi progredido
retrogradamente pelo canal medular através da falha éssea
(=Fig. 1D) e ancorado pela rosca na regido trocantérica do
fémur (~Fig. 1E). O tamanho da falha foi confirmado com um
afastador de gancho duplo. A estabilizagdo do defeito foi

Fig. 1 Etapas do procedimento cirtirgico para criacdo de defeito critico na diafise femoral em modelo animal e reconstru¢do com

cimento dsseo. (A) Exposi¢ao do fémur por acesso anterolateral e demarcagado do local da criagdo do defeito critico com gancho duplo na porgao
médio-diafisaria. (B) Ostectomia (10 mm) realizada na por¢do central da didfise com o auxilio de serra de Gigli (seta). (C) Insercao de fio de
Kirschner (1,5 mm) através do canal medular do segmento 6sseo distal em direcdo ao joelho. (D) Apés a visualizagdo da extremidade do fio na
fossa intercondilea, com auxilio de um motor manual o fio foi progredido retrogradamente pelo canal medular através da falha 6ssea. (E)
Ancoramento do fio na regido trocantérica do fémur e delimitacdo do defeito critico. (F) Estabilizacdo do defeito com a interposicdo de um
espacador cirlrgico de cimento dsseo (PMMA).
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obtida com a interposi¢do de um espacador cirdrgico de
cimento 6sseo (polimetilmetacrilato, PMMA) preparado em
capela de exaustao com a mistura de 1 g de polimetilmeta-
crilato com 487 pL de liquido ativador (Smartset GMV
Endurance, Gentamicin in Bone Cement, DePuy Internati-
onal, Leeds, Inglaterra) (~Fig. 1F). Uma vez iniciado o pro-
cesso de polimerizacdo, o PMMA foi moldado sobre a falha
Ossea e, ap0ds a secagem, foi feita sutura por planos.

Os animais foram eutanasiados duas, quatro e seis sema-
nas apoés a cirurgia com injeccado intravenosa de soluc¢do
saturada de KCI sob efeito de anestesia inalatéria profunda.
Ap6s a eutanasia foram realizadas radiografias do membro
posterior direito na incidéncia em perfil para avaliar o
tamanho do defeito, o alinhamento e a estabilidade da
osteossintese. O tamanho dos defeitos 6sseos foi medido
utilizando programa de processamento de imagem radio-
grafica (mDicomViewer, Microdata versdo 3.0).

Analise histologica
Ap6s a eutandsia, o membro posterior direito foi desarticu-
lado no quadril, os tecidos moles foram removidos e o fémur
foi exposto. As membranas recobrindo o PMMA foram reti-
radas com auxilio de pinga e bisturi e fixadas sobre papel de
filtro em formol tamponado a 10% (pH 7,4). Apés 48 horas
foram seccionadas em fragmentos longitudinais, incluidos
em blocos de parafina para obtencdo de cortes histolégicos
com 5 um de espessura e, posteriormente, corados pela
técnica da Hematoxilina e Eosina (H&E) (~Fig. 2). As imagens
foram obtidas no sistema ApoTome 2 em camera de alta
resolu¢do AxioCam HRm (Zeiss Axiozoom v.16, Carl Zeiss,
Munique, Alemanha) e digitalizadas no programa de analise
Zeiss Zen 2 core (Carl Zeiss).

A medida da espessura foi obtida em pontos equidistantes
em toda a extensdo das membranas utilizando o software
Image ] (disponivel gratuitamente no site https://imagej.

Fig. 2 Apos a fixagcdo em formol tamponado a 10% por 48h as
membranas foram seccionadas em fragmentos longitudinais equi-
distantes, incluidas em parafina e coradas pela técnica da Hemato-
xilina-Eosina (H&E).

segmentar Guimaraes et al.

nih.gov/ij/). Os graus de maturacdo do tecido conjuntivo
(frouxo, denso e muito denso) e a vascularizacdo (baixa,
intermediaria e alta) das membranas foram definidos por
avaliacdo semi-quantitativa.

Anadlise estatistica

Os tamanhos dos defeitos e a espessura das membranas em
micra foram expressos em média 4 desvio padrao e compa-
rados utilizando o ANOVA one way seguido de pos teste de
Holm-Sidak’s. Foram considerados significativos valores para
p <0,05. As andlises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism versdo 8.3 para iOS (Home-graphpad.com).

Resultados

Procedimento cirirgico

As cirurgias tiveram duracdo média de 32 minutos. Apesar
dos animais apresentarem algum grau de claudicacdo ap6s a
recuperacdo anestésica, eles se mantiveram ativos durante o
periodo experimental. Ao final do terceiro dia, apés a sus-
pensdo dos esquemas de analgesia e antibioticoterapia, os
animais recuperaram a funcionalidade do membro operado.

Controle radiografico

O tamanho médio dos defeitos 6sseos foi 7+1,5mm.
Nenhum animal apresentou deslocamento do cimento 6sseo
ou infec¢do no sitio cirtirgico. Em dezoito animais a osteos-
sintese garantiu a estabilidade dos segmentos 6sseos, com
boa sobreposi¢cio do PMMA inserido ao longo do defeito
(=Fig. 3). Trés animais que apresentaram sinais de falha
da osteossintese por perda do ancoramento trocantérico
(=Fig. 4) foram submetidos a eutandsia e excluidos do
estudo.

Morfologia das membranas

Em todos os animais as membranas envolviam completa-
mente o espacador de PMMA (=Fig. 5). Microscopicamente,
a porcdo superficial em contato com o cimento era repre-
sentada por camada densamente celular (~Fig. 6). Apesar da
nitida delimitagdo entre o revestimento celular e a porcdo
fibrosa superior da membrana, ndo havia evidéncia da
presenca de membrana basal.

A densidade do tecido conjuntivo alterou ao longo do
tempo (=Tabela 1). Em duas semanas, as membranas eram
representadas por tecido de granula¢do ou conjuntivo rica-
mente vascularizado com deposi¢do de matriz extracelular
amorfa relacionada com fibroblastos jovens (=Fig. 7A). A
partir da quarta semana os fibroblastos sdo alongados e a
matriz extracelular adquire aspecto fibrilar (~Fig. 7B). Com
seis semanas o tecido conjuntivo é rico em fibroblastos
alongados e matriz colagena densa (~Fig. 7C). Exceto pelo
discreto aumento da espessura da parede dos vasos na
avaliacdo mais tardia, o padrdo da neoformagdo vascular
ndo mostrou relagdo com o tempo (=Tabela 1).

Aespessura das membranas aumentou significativamente
ao longo do tempo (~Fig. 8). Com seis semanas as mem-
branas tinham espessura média de 565 4 208 p1m e, na maior
parte dos animais o tecido conjuntivo penetrava o musculo
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2 semanas

4 semanas

6 semanas

Fig. 3 Radiografias em perfil do membro posterior realizadas apds a eutanasia para avaliar o tamanho do defeito, o alinhamento e a estabilidade

da osteossintese.

esquelético subjacente, promovendo o ancoramento da
membrana no local do defeito 6sseo (=Fig. 9). Com quatro
e duas semanas a expessura média foi respectivamente
186,9+70,21 e 252,2 + 55,1 pm.

Quanto ao potencial intrinseco para diferenciagdo osteo-
génica, todas as membranas avaliadas no tempo inicial de

Rev Bras Ortop

duas semanas (6/6) mostraram focos de ossificacdo endo-
condral. Ao longo do tempo este potencial reduziu progres-
sivamente (4/6 com quatro semanas e 1/6 com seis semanas).
Independente do ponto de observagdo, a neoformacdo 6ssea
ocorreu em todas as regides da membrana, sem defini¢cdo
de um padrdo preferencial de localiza¢gdo (=Fig. 10). Em

Vol. 58 No. 5/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Fig. 4 Radiografias em perfil do membro posterior dos animais que apresentaram falha da osteossintese por perda do ancoramento
trocantérico. (A) Deslocamento completo do fio de Kirschner e soltura do espagador. (B e C) Deslocamento parcial do fio de Kirschner com

soltura do espagador.

Fig. 5 Aspecto macroscépico da membrana induzida de Masquelet
em modelo murino com a face brilhante relacionada com o espacador
de polimetilmetracrilato (PMMA) voltada para cima (retdngulo
pontilhado).

Fig. 6 Microfotografia da membrana induzida de Masquelet em
modelo murino quatro semanas apds a cria¢ao de defeito critico no
fémur. Revestimento da superficie em contato com o com o espa-
cador de polimetilmetracrilato (PMMA) representado por camada
densamente celular, com interface (setas) bem definida da por¢ao
superior da membrana. Coloragdao H&E. Barra=150pm.

Tabela 1 Anilise histoldgica semi-quantitativa dos graus de
maturagao do tecido conjuntivo e da neoformacao vascular nas
membranas

Parametro 2 semanas | 4 semanas | 6 semanas
(n=6) (n=6) (n=6)
Densidade do | frouxo 2 (33%) 0 (0%) 0 (0%)
conjuntivo denso 3 (50%) 4(67%) 1(17%)
da membrana | muito denso 1(17%) 2 (33%) 5 (83%)
Vascularizagao | baixa 1(17%) 1(17%) 0 (0%)
intermediaria | 0 (0%) 0 (0%) 4 (67%)
alta 5 (83%) 5 (83%) 2 (33%)

algumas membranas havia associa¢do do osso neoformado
com células hematopoéticas.

Discussao

Neste estudo estabelecemos um modelo murino de falha
6ssea médio-diafisaria no fémur com a coloca¢do de haste
intramedular retrégrada (fio de Kirschner rosqueado) a fim
de mimetizar a técnica de Masquelet. Modelos animais que
mimetizam a situagdo clinica sdo particularmente interes-
santes para teste de estratégias de bioengenharia ortopédica
baseadas no desenvolvimento de substitutos 6sseos. No
nosso modelo, reproduzimos a formac¢do da membrana e
mostramos o seu potencial intrinseco para diferenciacdo
osteogénica e a organizacdo e maturacdo do tecido conjun-
tivo ao longo do tempo.

O tecido de granulagdo e a matriz extracelular das mem-
branas dos tempos iniciais se torna progressivamente mais
denso e rico em fibras colagenas espessas. Em coelhos'® e
ovelhas'? ndo foram observadas alteragdes estruturais rela-
cionadas com o envelhecimento da membrana. Contudo, em
um dos principais estudos clinicos desenvolvido para inves-
tigar a biologia das membranas, com o tempo, o tecido
conjuntivo se tornou mais colagenizado e menos vasculari-
zado atingindo sua composicdo final trés a seis meses depois
da colocagdo do espacador.'® A partir da segunda semana
ap6és o procedimento cirlirgico observamos em todos os
animais a formacdo de membrana fibrosa envolvendo o

Rev Bras Ortop  Vol. 58 No. 5/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Fig. 7 Microfotografia das membranas induzidas ilustrando as
caracteristicas do tecido conjuntivo fibroso duas, quatro e seis
semanas apos a criacao de defeito critico no fémur. (A) Duas semanas:
tecido conjuntivo ricamente vascularizado associado com matriz
extracelular amorfa relacionada com fibroblastos jovens (seta), focos
de hemorragia (h) e depdsitos de fibrina (f). (B) Quatro semanas:
vascularizagdo exuberante (*) e matriz extracelular com aspecto fibrilar
relacionada a fibroblastos com morfologia alongada. (C) Seis semanas:
tecido conjuntivo rico em fibrobastos aprisionados em matriz colagena
densa com fibras dispostas paralelamente (*). PMMA = polimetilmetacri-
lato. Coloracao H&E. Barra=200um (A, B e C).

espacador. Diversos relatos confirmam a semelhan¢a mor-
foestrutural da membrana formada em torno do PMMA em
humanos e em animais.'® Em ambos os cendrios ela é
constituida por tecido conjuntivo bem estruturado organi-
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Fig. 8 Relacdo entre temporalidade e espessura das membranas.
Valores expressos como média + desvio padrdao. ANOVA one way
seguido de pos teste de Holm-Sidak’s.

zado em camadas.’?° A porcdo superficial da membrana em
contato com o cimento é revestida por células poliédricas
dispostas em camadas, semelhante aos revestimentos epi-
teliais.® As camadas subsequentes sdo constituidas por fibro-
blastos, miofibroblastos, e matriz extracelular rica em
colageno tipo 1.31>16:19.21

A ndo ser pelo espessamento da parede vascular, ndo
observamos influéncia do tempo sobre a vascularizagdo da
membrana. Apesar da vascularizacdo reduzir a medida que a
membrana se torna mais colagenizada,'* é possivel que a
forma de avalia¢cdo comparativa que utilizamos para quanti-
ficar a densidade dos vasos ndo tenha confirmado este
achado. A reducdo de 60% da vascularizagdo do primeiro
para o terceiro més foi descrita em fragmentos da membrana
obtidos por bidpsias sequenciais realizadas no mesmo paci-
ente.'* Outro ponto a ser considerado é que, em geral a
avaliacdo do padrao de vascularizagdo é feita apés a recons-
trugdo do defeito.?’ Possivelmente a enxertia 6ssea interfere
na dindmica de remodelacdo das membranas dificultando a
comparagdo com membranas formadas antes da reconstru-
¢do do defeito.

Os relatos quanto a espessura da membrana em modelos
animais, variando entre 100—200}1m16'20'22'23 a1000 pm17'1 2
estdo de acordo com a faixa de valores obtidos no presente
estudo. Como outros autores,'”-'823-24 observamos que as
membranas se tornaram mais espessas ao longo do tempo,
que pode ser justificado pelo maior acimulo de tecido
conjuntivo e de fibras colagenas espessas. Estudos realizados
em ratos®? e em coelhos'’-?% mostram que, com o tempo, a
membrana se torna mais delgada. Em nenhum desses estu-
dos os autores sugerem as bases biol6gicas/biomecanicas
parajustificar os seus resultados. A semelhanca do padrio de
vascularizacdo é possivel que esta discrepancia esteja rela-
cionada com a obtencdo de valores da espessura da mem-
brana antes e depois do segundo procedimento cirtirgico. Um
resultado adicional do nosso estudo observado tardiamente
foi a extensdo do tecido conjuntivo das membranas para o
miusculo esquelético. As vantagens e desvantagens da fixacdo
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Fig. 9 Na avaliacdo mais tardia (seis semanas) o tecido conjuntivo da membrana (setas) penetra no musculo esquelético (ME) subjacente
promovendo o ancoramento da membrana no local do defeito 6sseo e atrofia das fibras musculares esqueléticas (*). PMMA = polimetilmeta-

crilato. Coloragdo H&E. Barra=200pm

local da membrana podem vir a ser tema de investigacdes
futuras em estudos clinicos voltados para a defini¢do do
melhor momento para realizar o segundo procedimento
cirtrgico da técnica de Masquelet.

0 potencial intrinseco das membranas para diferenciacdo
osteogénica demonstrado no presente estudo e em mem-
branas humanas'#?° e de animais'®'® reduziu ao longo do
tempo.'416:18:24.26 g tecido de granulagio formado nas fases
iniciais do processo induzido por grandes corpos estranhos é
rico em estroma mesenquimal indiferenciado e contem
células que expressam marcadores de pluri e de multipo-
tencialidade.?” Esta composi¢io confere elevado potencial
local para diferencia¢do nas linhagens mesenquimais, justi-
ficando a neoformacdo 6ssea em todas as membranas ava-
liadas com duas semanas. A reducdo progressiva da
populacdo de progenitores mesenquimais, a medida que o
tecido da membrana sofre maturacdo, explicaria o menor
percentual de focos de osteogénese tardiamente.

A escolha pela fixa¢do intramedular com fio de Kirshner
conferiu estabilidade mecanica no local do defeito. Ocorre-
ram trés falhas de fixacdo (3 em 21 casos), decorrentes de
erro técnico do ancoramento da rosca do fio na regido
trocantérica do fémur. Existem outros implantes desenvol-
vidos para este fim, porém o alto custo inviabiliza a utilizacido
em pesquisa basica no nosso meio. O modelo mostrou-se
eficiente, simples, reprodutivel e de baixo custo.

Uma limitagdo do nosso estudo foi ndo ter reproduzido
o segundo procedimento ciriirgico da técnica de Masque-

let. Outra limitacdo que pode ser corrigida em estudos
futuros é a identificacido de moléculas bioativas e de
progenitores mesenquimais que atuam na regulacdo local
da membrana, utilizando técnicas de biologia molecular e
isolamento celular. Para assegurar a reprodutibilidade do
modelo, um ponto critico a ser observado durante a
abordagem cirtirgica é a manutengdo do espago criado
pela ostectomia até o final do processo de polimerizacdo
do PMMA.

Conclusao

Além da funcido estrutural e protetora da membrana, suas
caracteristicas bioldgicas intrinsecas podem contribuir ati-
vamente para a consolidagdo do defeito. A atividade biol6gica
atribuida pela presenca de focos de osteogénese confere a
membrana potencial de osteoindu¢do que favorecem as
condicdes locais para a integracio do enxerto 6sseo. O
modelo proposto pode contribuir em pesquisas futuras
voltadas para estudar esse microambiente favoravel e poten-
cializador da regeneracdo 6ssea.
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PMMA J

Fig. 10 Potencial intrinseco das membranas para inducdo de dife-
renciacao osteogénica. (A) Foco de ossificacdo endocondral (OE)
localizado préximo a superficie da membrana. Condrécitos prolife-
rativos e hipertréficos (*) podem ser identificados em relagdo com a
formacao dssea (duas semanas). (B) Foco de ossificacdo localizado
préximo ao plano muscular (ME) constituido por osso lamelar (OL) e
ndo lamelarimaturo (Ol) e células hematopoéticas (*) (4 semanas). (C)
Foco de ossificagdo endocondral (OE) localizado préximo a superficie
da membrana constituido por osso imaturo contendo osteoblastos
aprisionados na matriz 6ssea e células hematopoéticas (*).

PMMA = polimetilmetacrilato. ME = Mdsculo esquelético Coloracdo
H&E. Barra=100um (A e B) e 50pm (C).
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