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Resumo

Palavras-chave
= antigeno CD31
= fraturas osseas
= fraturas ndo
consolidadas

Objetivo O presente estudo estimou a propor¢ao de avascularidade histologica das
extremidades das fraturas em caso de pseudoartrose de ossos longos.

Métodos No total, 15 casos de pseudoartrose quiescente estabelecida foram ope-
rados de acordo com o protocolo padrao e as extremidades da fratura foram avaliadas
histologicamente. Em resumo, o tecido biopsiado foi fixado em formalina e embebido
em parafina (FFPE); sec¢bes de 5 microns foram coradas com hematoxilina e eosina de
acordo com os protocolos padroes. A imunohistoquimica com anticorpo anti-CD31
(clone JC70A, DBS) foi realizada manualmente segundo protocolos padrdes.
Resultados Todos os casos de pseudoartrose quiescente foram incluidos; 2 eram de
pseudoartrose oligotrofica e 13 eram de pseudoartrose atréfica a radiologia. Destes,
20% eram de pacientes do sexo feminino, 40% de individuos entre 31 e 40 anos de idade
e todos os casos eram de pseudoartrose atréfica a radiologia. Todos os casos eram
positivos para CD-31 a imunohistoquimica. A densidade dos vasos sanguineos era de
categoria | em 13,33% dos casos e de categoria Il em 86,67%. Quatro casos
apresentavam inflamacdo branda e dois apresentavam inflamacdo moderada. O
nimero médio de vasos era de 10 por campo de alta poténcia na faixa etaria de 20
a30,de31a40ede41a50anos. Afaixaetariade61a70anos apresentava, em média,
4 vasos por campo de alta poténcia. A diferenca nos nimeros de vasos em pseu-
doarthroses oligotraficas e atréficas nao foi significativa. Ndo houve correlacio entre a
densidade de vasos e a duracdo da pseudoartrose.
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Abstract
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Conclusao A nomenclatura de classificacao da pseudoartrose em atréfica, oligotro-
fica e hipertrofica precisa ser revista. Nossos achados ndo indicam que a pseudoartrose
atréfica e oligotroéfica sejam histologicamente diferentes.

Objective The present study was conducted to estimate histologically the proportion
of avascularity of fracture ends in case of nonunion of long bones.

Methods A total of 15 cases of established quiescent nonunion were operated
according to the standard protocol and the fracture ends were evaluated histologically.
The biopsied tissue was briefly fixed with formalin, embedded with paraffin (FFPE), and
5-micron sections were stained with hematoxylin and eosin according to standard
protocols. Immunohistochemistry with anti-CD31 antibody (JC70A clone, DBS) was
performed manually using standard protocols.

Results All cases of quiescent nonunion were included; radiologically, 2 cases were
oligotrophic, and 13 cases were of atrophic nonunion. A total of 20% of the patients
were females, 40% were in the age group between 31and 40 years old, and,
radiologically, all cases were of atrophic nonunion. All cases showed positivity for
CD-31 on immunohistochemistry. The blood vessel density was category | in 13.33% of
the cases and category Il in 86.67% of the cases. Four cases presented with mild
inflammation and two presented with moderate inflammation. The average vessel
count was 10 per high power field in the age groups between 20 and 30, 31 and 40, and
471and 50 years old. The age group between 61 and 70 years old showed an average
vessel count of 4 per high power field. The difference in the vessel counts of
oligotrophic and atrophic nonunion was not significant. No correlation was observed
in the density of vessel count and duration of nonunion

Conclusion The nomenclature for the classification of nonunion into atrophic,
oligotrophic, and hypertrophic needs revision. Our findings do not support that
atrophic and oligotrophic nonunion are histologically different.

A avaliacdo da atividade biolégica tem sido predominan-

A literatura tem muitas informac¢des sobre o processo de
cicatrizagdo de fraturas." Também ha estudos sobre a regula-
¢do dos eventos que ocorrem durante a consolidacdo de
fraturas. No entanto, sempre ha diferencas de consenso e
necessidade de mais pesquisas. A maioria das fraturas cicatriza
bem, mas algumas apresentam complicagdes, como retardo de
consolidacdo e pseudoartrose. As fraturas de membros infe-
riores representam um terco de todas as fraturas e tém
morbidade significativa se associadas a lesdes abertas e trata-
mento tardio.”> Uma das principais morbidades associadas a
estas fraturas é a pseudoartrose, responsavel por de 5 a 10% de
todas as fraturas.> A pseudoartrose é descrita como a inter-
rupcdo de qualquer cicatrizagdo radiolégica adicional em 3
radiografias consecutivas obtidas com 1 més de intervalo.*
Estas pseudoartroses sdo descritas como:

* Infectadas ou ndo, dependendo da presenca de infeccdo
nas extremidades da fratura;

* Rigidas ou moveis, dependendo da presenca de movi-
mento no sitio de fratura:’

 Hipertroéficas, oligotréficas e atroficas, dependendo da
atividade biolégica observada a radiologia.®

temente baseada em parametros radiolégicos e é realizada
ha muito tempo. E comum acreditar que a pseudoartrose
hipertréfica a radiografia é biologicamente ativa e que a
estabilizacdo dssea é suficiente para a cicatrizagdo. Por outro
lado, a pseudoartrose atréfica é considerada avascular, ace-
lular e sem capacidade inerente de cicatrizacdo em um
ambiente estavel e correto.® A estabilidade e a vascularidade
das extremidades da lesdo sdo fatores importantes para a
formacdo do calo em ossos fraturados em oposi¢io.” Embora
a interrupgdo inicial do suprimento sanguineo possa ser a
causa da pseudoartrose, a avascularizagdo persistente pode
ndo ser um fator constante associado a ela.

O objetivo do presente estudo é investigar a histologia e a
incidéncia de vascularizacdo das extremidades das fraturas
de varias pseudoartroses.

Materiais e Métodos

O presente estudo foi conduzido apés a aprovacdo pelo
comité institucional de ética.

Somente pacientes com fraturas expostas e perda 6ssea
por traumatismos de alta velocidade, como acidentes de
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transito, quedas de altura e ferimentos por arma de fogo, com
infeccdo em algum momento, mas agora cicatrizadas e
quiescentes (sem abscessos) foram incluidos no presente
estudo.?

Os critérios de elegibilidade foram pacientes com esque-
letos maduros que apresentavam pseudoartrose quiescente
(sem abscessos) de ossos longos. Todos os pacientes com
suspeita de fratura patolégica, pseudoartrose em 0ssos lon-
gos acompanhada por abscessos e pacientes pediatricos
foram excluidos do presente estudo.

Metodologia: todos os pacientes que atenderam aos cri-
térios de inclusdo foram informados sobre a metodologia do
presente estudo; todos assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido. Os pacientes foram submetidos a anam-
nese, exame clinico e exame radiolégico. A pseudoartrose de
ossos longos foi classificada de acordo com os achados
radiograficos por dois ortopedistas independentes. A classi-
ficagdo foi baseada na morfologia das extremidades da
fratura e na quantidade de formagdo de calo.’ Uma amostra
de bidpsia foi coletada do sitio de pseudoartrose durante a
cirurgia (~Figura 1).

Exame histolégico: a amostra de biépsia retirada do sitio
de pseudoartrose foi fixada com formol tamponado a 10%,
embebida em parafina, seccionada e corada com hematoxi-
lina e eosina (H&E). Estes cortes corados com H&E foram
analisados a microscopia 6ptica quanto a morfologia geral e
caracteristicas do tecido. A imunohistoquimica com CD31 foi
empregada para destacar a vasculatura (~Figura 2).

O infiltrado inflamatério composto por linf6citos e neu-
tréfilos foi classificado como:

Brando: células inflamatérias em < 33% da area do corte
de tecido

Moderado: células inflamatérias em 33 a 66% da area do
corte de tecido

Grave: células inflamatérias em > 66% da area do corte de
tecido

A distribui¢do de vasos sanguineos foi classificada de
forma semiquantitativa em aumento de 100x da seguinte
maneira:'?

Categoria 0: auséncia de vasos sanguineos com colora¢do
positiva

Fig. 1 Sitio de pseudoartrose atréfica (imagem intraoperatéria).
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Fig. 2 Amostra histopatoldgica de um paciente com pseudoartrose
atrofica a radiologia mostrando a densidade de vasos sanguineos
(categoria 2) em aumento de 400x.

Categoria 1: vasos sanguineos em 1 a 50% do campo

Categoria 2: vasos sanguineos em > 50% do campo

A densidade de vasos sanguineos foi quantificada con-
forme a média de 3 campos ndo contiguos em aumento de
400x com o maior ndamero de vasos sanguineos. Cada campo
em aumento de 400x no modelo de microscépio utilizado

corresponde a 0,55 mm?."0

Resultados com Analise Estatistica

Em nossa série de 15 casos, a média de idade dos pacientes foi
de 40,60 + 12,99 anos. A maioria dos pacientes tinha de 31 a
40 anos (40%). Doze eram homens e 3 eram mulheres. Os
casos de pseudoartrose eram na tibia (66,7%), no fémur
(13,3%), nos ossos do antebraco (13,3%) e no Gmero (6,7%).
Treze casos eram atroficos e 2 eram oligotroéficos.

Aduracdo da pseudoartrose variou de 16,87 + 6,59 meses.
Todos os casos eram positivos para CD31 (100%) (~Figura 3).
O ndamero médio de vasos foi de 9,27 +4,28. Dois casos
tinham densidade de vasos sanguineos de categoria 1 e o
restante estava na categoria 2 (~Figura 4). A maioria dos
casos ndo apresentava inflamacdo (60%), mas havia inflama-
¢do branda em 4 casos (=Tabela 1).

Houve uma correla¢do negativa moderada entre o nimero
médio de vasos e a idade (anos), mas esta correlagdo nao foi

Distribuicdo de CD31

100%

Porcentagem

Positivo

CD31

Fig. 3 Distribuicdo dos participantes em termos de CD31 (n=15).
100,0% dos participantes eram CD31-positivos e 0,0% dos partici-
pantes eram CD31-negativos. Distribution of CD31 = Distribuicao de
CD31, Percentage =Porcentagem, Positive = Positivo
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Distribuigdo da Densidade de Vasos Sanguineos

20

Frequéncia
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Categoria 2

Densi de Vasos

Fig. 4 Distribuicdo dos participantes em termos de densidade de
vasos sanguineos (n=15). Distribution of Blood Vessel Density =
Distribuicdo da Densidade de Vasos Sanguineos, Frequency = Fre-
quéncia, Category 1 =Categoria 1, Category 2 = Categoria 2, Blood
Vessel Density = Densidade de Vasos Sanguineos
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Fig. 5 Correlacdo entre o nimero médio de vasos e a idade (anos)
(n=15). O grafico de dispersdo acima mostra a correlagdo entre o
nimero médio de vasos e a idade (anos). Os pontos individuais
representam casos. A linha azul representa a tendéncia geral de
correlagdo entre as duas varidveis. A drea acinzentada representa o
intervalo de confianca de 95% desta linha. Age (Years) = Idade (Anos),
Average Vessel Count=Ndmero Médio de Vasos

estatisticamente significativa (rho=-
(=Figura 5 e =Tabela 2).

Houve uma pequena correlacdo negativa entre a duragdo
da pseudoartrose (meses) e a idade (anos), mas sem signi-
ficancia estatistica (rho=- 0,11; p=0,691) (~Figura 6
e =Tabela 3).

Ao correlacionar as caracteristicas radiolégicas e histol6-
gicas do tipo de pseudoartrose, verificou-se que todos os
casos atroficos a radiologia eram hipertréficos a histologia.
Estes casos apresentavam bom nimero e densidade de vasos.

Os dois casos que eram oligotroficos a radiografia eram
oligotroficos a histologia (~Figura 7).

0,4; p=0,145)
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Tabela 1 Detalhes de todos os pacientes e parametros
relacionados

Média = DP || Mediana
(IQR) || Min-Max || Fre-
quéncia (%)
40,60+12,99 || 39,00
(35,00-45,00) || 21,00-

Todos os parametros

Idade (anos)

67,00
Idade
21a30 3 (20,0%)
31a40 6 (40,0%)
41a50 4 (26,7%)
61a70 2 (13,3%)
Género
Masculino 12 (80,0%)
Feminino 3 (20,0%)

Sitio de pseudoartrose

Tibia 10 (66,7%)
Femur 2 (13,3%)
Rédio/Ulna 2 (13,3%)
Umero 1(6,7%)

Tipo de pseudoartrose
Atroéfica

13 (86,7%)
2 (13,3%)

Oligotrofica

Duracgao da pseudoartrose
(meses)

16,87 +6,59 || 16,00
(11,50-19,50) || 9,00-
33,00

CD31 (positivo)

15 (100,0%)

Densidade de vasos

sanguineos
Categoria 1 2 (13,3%)
Categoria 2 13 (86,7%)

Ndmero médio de vasos

9,27 +£4,28 || 10,00 (6,50-
11,50) || 2,00-17,00

Inflamacao

Ausente 9 (60,0%)
Branda 4 (26,7%)
Moderada 2 (13,3%)

Abreviacoes: DP, desvio padrao; IQR, intervalo interquartil; Max,

maximo; Min, minimo.

A variavel “duracao da pseudoartrose (meses)” apresentou distribui¢ao
normal (teste de Shapiro-Wilk: p=0,157).

Discussao

A pseudoartrose de ossos longos ap6s fraturas é uma com-
plicagdo comum, em especial quando associada a lesdes
abertas e perda éssea, com alta morbidade e importancia
clinica. O conselho da Administra¢do Federal de Alimentos e
Medicamentos (FDA, na sigla em inglés) dos Estados Unidos
define a pseudoartrose como a “auséncia de cicatrizagao em

Vol. 57 No. 6/2022 © 2022. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Tabela 2 Correlacdo entre o niimero de vasos sanguineos e a
idade dos pacientes

Correlagao Coeficiente de valor-p
correlacao
de Spearman
Ndmero médio de -0,4 0,145
vasos versus idade (anos)

Testes ndo paramétricos (correlacdo de Spearman) exploraram a cor-
relacdo entre as duas variaveis, ja que pelo menos uma delas nao
apresentava distribuicdo normal.

Houve uma correlacdo negativa moderada entre o nimero médio de
vasos sanguineos e a idade (anos), mas sem significancia estatistica
(rho=-0,4; p=0,145).

Tabela 3 Correlacdo entre a duragdo da pseudoartrose e a
idade do paciente

Correlacao Coeficiente de valor-p
correlacao de
Spearman
Duracdo da -0,1 0,691
pseudoartrose (meses)
versus idade (anos)

Testes ndo paramétricos (correlacdo de Spearman) exploraram a cor-
relagao entre as duas variaveis, ja que pelo menos uma delas nao
apresentava distribuicao normal.

Houve uma pequena correlagdo negativa entre a duragdo da pseu-
doartrose (meses) e a idade (anos), mas sem significdncia estatistica
(rho=-0,11; p=0,691).

9 meses desde a lesdo e auséncia de sinais clinicos e radio-
l6gicos de cicatrizagio por 3 meses consecutivos”.'! A radi-
ologia é tradicionalmente utilizada para avaliacdo da
atividade biolégica no sitio de pseudoartrose e seus achados
baseiam a classificacdo da lesdo como pseudoartréfica, oli-
gotréfica e atréfica. E comum acreditar que as pseudoartro-

M Raio X
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Fig.6 Correlacdo entre aduracao da pseudoartrose (meses) e aidade
(anos) (n=15). Age (Years) =ldade (Anos), Duration of Non-Union
(Months) =Durag¢ao da Pseudoartrose (Meses), O grafico de dispersao
abaixo mostra a correlacdo entre a duragdo da pseudoartrose (meses)
eaidade (anos). Os pontos individuais representam casos. A linha azul
representa a tendéncia geral de correlagao entre as duas variaveis. A
area acinzentada representa o intervalo de confianca de 95% desta
linha.

ses hipertroficas sdo biologicamente ativas e vasculares e
podem sofrer consolidacdo em ambiente estavel e correto.
Por outro lado, as pseudoartroses atréficas sao consideradas
relativamente avasculares, acelulares e inertes e tém menor
potencial de cicatrizacgdo mesmo em ambiente estavel e
correto.”?

Como as pesquisas passaram de anatdomicas a molecula-
res, o presente estudo foi realizado para definir as

Histologico

Hipertrofico

Oligotréfico

Atrofico

Fig. 7 Comparacao das pseudoartroses (radioldgica versus histoldgica).
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caracteristicas moleculares do sitio de pseudoartrose e sua
correlacdo com parametros radiolégicos e anatdmicos.

O presente estudo incluiu 15 pacientes com pseudoar-
trose quiescente com consolidacdo clinica. Os pacientes
tinham, em média, 40,60 412,99 anos. Doze (80,0%) parti-
cipantes eram do sexo masculino e 3 (20,0%) do sexo
feminino. Um estudo anterior semelhante feito por Reed
et al.'”? incluiu 22 pacientes com média de idade de
47,18 anos, sendo 17 do sexo masculino e 5 do sexo
feminino. Em outro estudo in vitro de Vallim et al,'?
15 pacientes com média de idade de 46,4 anos com pseu-
doartrose atréfica foram incluidos. Destes, nove eram
homens e seis eram mulheres.

Observamos 13 (86,7%) casos de pseudoartrose atrofica e
2 (13,3%) casos de pseudoartrose oligotréfica segundo a
classificacdo radiolégica. A duracdo média da pseudoartrose
(em meses) foi de 16,87 +6,59. No estudo de Reed et al.,'
dos 22 pacientes, 11 apresentavam pseudoartrose hipertro-
fica (tempo médio ap6s a fratura de 21 meses) e 11 apre-
sentavam pseudoartrose atréfica (tempo médio ap6s fratura
de 24 meses). O estudo de Vallium et al.'? incluiu apenas
casos de pseudoartrose atrofica.

No nosso estudo, todos os 15 (100,0%) pacientes eram
CD31-positivos a histologia. O nimero médio de vasos foi de
9,27 +4,28. Nove participantes ndo apresentavam inflama-
¢do; em 4 (26,7%), a inflamacdo era branda e, em 2 (13,3%),
moderada. Em outro estudo de Reed et al.,'? todos os casos
corados para CD31 foram positivos e ndo apresentaram
diferencas histolégicas, mas a densidade de vasos foi dife-
rente conforme o tipo de pseudoartrose, embora nio de
forma significativa. (p > 0,05). O estudo de Brownlow et al,'
feito em coelhos, relatou uma diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos controle e experimental ap6s a
eutandsia em 1 semana, mas, ao final de 8 e 16 semanas, ndo
havia diferenca significativa na densidade de vasos no sitio
de pseudoartrose de ambos os grupos. Outro estudo in vitro
de Vallim et al."® sobre células do estroma de pseudoartroses
atroficas (NUSCs, na sigla em inglés) mostrou que estas
células, assim como células do estroma da medula dssea
(BMSCs, na sigla em inglés) e osteoblastos, necessitavam do
mesmo tempo para duplicar em namero (média de 7,8 + 3,8
dias, 5,4+1,8 dias e 9,0+5,1 dias, respectivamente), sem
diferenca estatisticamente significativa entre elas. Além
disso, a atividade de b-galactosidase em culturas de NUSCs
foi semelhante aquela observada em BMSCs e osteoblastos,
sugerindo que NUSCs poderiam se proliferar na mesma
extensdo que BMSCs e osteoblastos.

Conclusao

A distin¢do radiol6gica de pseudoartroses em atroficas,
oligotroficas e hipertroficas é feita ha muito tempo. No
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entanto, ndo ha muita diferenca histolégica entre as pseu-
doartroses atroéficas e oligotréficas em termos de densidade e
atividade vascular. A pseudoartrose atréfica ndo é, como o
nome sugere, hipovascular ou avascular, pois ainda pode
formar novo osso na presenca de estabilizacdo adequada e
fatores quimiotaticos.
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