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RESUMO

Almeida, KG. Efeitos do dimetilsulfoxido e da oxigenoterapia hiperbéarica em
retalho cuténeo: avaliagdo macroscopica e celular.Campo Grande, 2015. [Tese-
Programa de PoOs-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo:O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
oxigenoterapia hiperbarica (OHB) e do dimetilsulféxido (DMSO) na necrose tecidual,
genotoxidade e na apoptose celular em retalhos cutaneos randémicos em ratos.

Método: cinquenta ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos: grupo controle (CT), onde o retalho de pele retangular de (2x8cm) foi
dissecado a partir da camada muscular dorsal, preservando o pediculo cranial,
elevado e fixado ao leito. Grupo agua destilada (AD) injetou-se AD na metade distal
do retalho, assim como grupo DMSO onde foi injetado DMSO a 5%, o grupo OHB
onde foi realizado apenas o tratamento com OHB e grupo DMSO+OHB (DMSO
associado a OHB) onde foi acrescentado o tratamento com oxigénio a 100% a 2,5
atmosferas absolutas (ATA) por uma hora, duas horas ap6s o0 experimento,
diariamente, por dez dias consecutivos. No décimo dia, os animais foram
fotografados e realizado a coleta de tecido da porcao central do terco distal do
retalho viavel para avaliacdo microscépica.

Resultados: N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo ao percentual
de necrose do retalho cutaneo (ANOVA, p=0,249). O percentual e o escore de dano
do DNA foi menor nos grupos OHB e DMSO+OHB, quando comparado com 0sS
demais grupos estudados (Tukey,p<0,05). O percentual de células viaveis (91,00%)
e o indice de viabilidade celular (91,00%) no grupo OHB foi maior do que aquele
para os demais grupos (p<0,05). Por outro lado, o percentual de células em
apoptose inicial (6,80%) e final (2,20%), bem como o indice apoptético (9,00%), foi
menor no grupo OHB, quando comparado aos demais grupos experimentais
(p<0,05).

Concluséo: O tratamento com OHB, DMSO ou sua combinagdo nao foi
capaz de diminuir a area de necrose no retalho cutaneo. Por outro lado, a terapia
hiperbarica aumentou a viabilidade celular e diminuiu o dano no DNA e a apoptose
das células do retalho cutéaneo.

Palavras-chave: oxigenacéao hiperbarica, retalhos cirargicos, dimetilsulféxido, ratos.



ABSTRACT

Almeida, KG. Effects of dimethyl sulfoxide and hyperbaric oxygen therapy in
skin flap: macroscopic and cellular evaluation.Campo Grande, 2015. [Tese-
Graduate Program in Health and Development in the Midwest Region of the Federal
University of Mato Grosso do Sul].

Purpose:This study aimed to investigate the effects of hyperbaric oxygen
therapy and dimethyl sulfoxide (DMSO) in tissue necrosis, genotoxicity and cell
apoptosis in random skin flaps.

Method: Fifty male Wistar rats were randomly divided into five groups:
control group (CT), where the retail rectangular skin (2x8cm) was dissected from the
dorsal muscle layer, preserving the cranial vessels, high and fixed to the bed. Group
distiled water (AD), AD injected himself in the distal half of the flap, as well as
dimethyl sulfoxide group (DMSO) where 5% DMSO was injected, the HBOT group
where it was held only treatment with HBO and HBO + DMSO group added treatment
with 100% oxygen at 2,5 atmospheres absolute (ATA) for an hour, two hours after
the experiment, daily for ten consecutive days. On the tenth day, the animals were
photographed and performed at the central portion of tissue collected from distal flap
viable for microscopic evaluation.

Results: The percentage of necrosis at the end of the experiment the
groups were: CT = 43,83 %, AD= 46,79 %, DMSO = 47,19 % OHB = 38,30% and
DMSO + OHB = 45,94 % with p= 0,249 . The average weight gain between groups
at the end of the experiment was 22,98 g with p= 0,266 We found a cell viability
index of 87,40% (CT), 86,20% (AD), 84,60 % (DMSO), 86,60 % (DMSO + OHB) and
91% (OHB) with p< 0,001, and cell viability index of 12.60 (CT), 12.00 (AD), 15.40
(DMSO0), 9.00 (OHB) and 12,00 (DMSO + OHB) with p< 0,001 genotoxicity test found
a percentage of cells with DNA damage 22,80 (CT), 22,60 (AD), 26,00 (DMSO), 8,80
(DMSO + OHB), and 7,20 (OHB), with p <0,001.

Conclusion: There was statistically significant effect of reduced area of
necrosis between groups but there was a reduction in the cellular DNA damage and
apoptosis index in the OHB group, statistically significant.

Keywords: hyperbaric oxygenation, surgical flaps, dimethyl sulfoxide, rats.
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1 INTRODUCAO

O reparo de lesdes do sistema tegumentar com perda de substancias apos
traumatismo, resseccao tumoral, infeccdo ou isquemia tecidual pode envolver o uso
de retalhos cutaneos. Para a confeccao dos chamados retalhos randomizados, a
relacdo entre a area do retalho pretendido e a extensdo do pediculo vascular que ira
manter a irrigacéo arterial e drenagem venosa continua sendo um desafio para os
cirurgides (LEITE et al., 2007).

A isquemia a que fica submetido o retalho, principalmente nas primeiras horas
apos sua confeccao, é fundamental para determinar a extensdo de sua viabilidade.
Estudos experimentais em ratos demonstraram que o tempo para a formacéo do
pediculo secundario ocorre em torno de nove dias. A formacdo de hematoma edema
e a proépria relacdo pediculo versus area do retalho podem acarretar necrose da
porcao distal em porcentagens que variam de 9% a 65%, de acordo com o modelo
experimental testado (FREDERICK , MICHAEL, 1978).

Considerando que o retalho randémico esta exposto, logo apds sua
confeccdo, aos fenbmenos de isquemia que levardo ao aparecimento de espécies
reativas de oxigénio, a utilizacdo de uma medicagdo que tenha agcdo de remover
esses radicais poderd ser de extrema valia nessa fase. A medicacdo deve estar
disponivel no sitio operatério em niveis farmacolégicos e tempo adequado para
exercer a acao desejada (MITRIEVY et al., 2012).

Outra caracteristica desejavel é que ela possa ser aplicada em dose Unica
(ALMEIDA et al., 2004).

Uma revisdo da literatura das ultimas duas décadas em trabalhos publicados
nas areas de farmacologia basica demonstra que o dimetilsulfoxido (DMSQO) possui a
propriedade de varredor de radicais livres (RLs) que, quando aplicado antes, durante
ou algumas horas apos a lesdo tecidual, mostrou ter efeitos benéficos, aumentando
a viabilidade dos retalhos cutaneos em diferentes modelos experimentais, em
diferentes concentragdes e vias de administracdo (BAKAR et al., 2012)

Uma droga como o DMSO pareceu ser uma escolha factivel considerando
suas caracteristicas de agente antioxidante, sua facilidade de aplicacdo esua
solubilidade em liquidos orgéanicos, permitindo a sua adequada concentragcdo em

niveis farmacologicos (SUMIDA et al., 2011)
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Para se obter, de modo rapido e seguro, nivel adequado de concentragcdo da
droga no local desejado, tem-se a opg¢do da via subcutanea, o que possibilita
também que a aplicacédo seja realizada em dose Unica durante ou logo apés o ato
operatorio (ALMEIDA et al., 2004).

Para aumentar o efeito protetor sob o0s tecidos optamos por associar a
oxigenoterapia hiperbarica (OHB), que é uma modalidade terapéutica usada ha mais
de 50 anos no mundo e reconhecida pelo Conselho Federal de Medicina (Resolugéao
CFM n° 147/99). A OHB consiste na respiracdo de oxigénio puro a 100%, sob
pressdes atmosféricas de 2.0 a 3.0 atmosferas ou atmosfera absoluta (atm ou ATA),
dentro de uma camara de pressédo (LARSON et al., 2013).

A OHB exerce beneficios no tratamento de lesbes isquémicas agudas de
partes moles e em feridas de dificil cicatrizacdo (ROTH. et al., 2011), havendo na
literatura trabalhos que comprovam sua eficicia protetora em retalhos isquémicos
axiais e randomizados (BAYNOSA; ZAMBONI 2012, MCFARLANE; WENNUTH
1996).

Este oxigénio dissolvido no plasma pode proporcionar a maior parte do
oXigénio necessario para manter a viabilidade de 6rgéos vitais como cérebro, rins e
musculo cardiaco (BERTOLLOTO et al., 2007).

Sua utilizacdo experimental em retalhos cutaneos randomizados tem sido
testada em varios modelos experimentais de animais e doenca, mostrando sua
eficacia protetora na diminuicdo da isquemia e necrose tecidual, porém, nenhum
modelo associando ao efeito protetor da OHB com do DMSO intra-lesional foi
encontrado na revisao bibliografica realizada (ROCHA et al., 2013).

A proposta € o estudo do DMSO subcutaneo e OHB e sua associacdao, em um

modelo de retalho cutdneo randomizado, em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Reconstruir defeitos por perda de substancia € um dos grandes desafios que
os cirurgides enfrentam na tentativa de devolver a fungdo e a estética, onde
encontram barreiras e limitagcdes, muitas vezes intransponiveis, dependendo do tipo
de reconstrucao que lhe é solicitada (RAPOSIO et al., 2002)

Na grande maioria das vezes, sao utilizados retalhos que podem ser simples ou
compostos, seja com pele e gordura ou associados com musculos e 0ssos, para
cobertura ou reconstrucdo de unidades funcionais e estéticas do corpo (CHEM et al.,
1982).

No emprego dessa técnica, a microcirculacdo € de suma importancia. Sabe-se
existir territérios que possuem vasos ou pediculos que mantém uma vascularizacdo
dominante chamada de retalhos axiais e que facilitam as reconstru¢des; em outras
ocasifes, lanca-se mao de retalhos que ndo possuem uma vascularizacao
dominante que sdo chamados retalhos de fluxo ao acaso ou randdmicos, 0s
quais,dependendo de fatores determinantes, podem influenciar direta ou
indiretamente na reconstrucéo, agravando a perfusdo da microcirculacdo, levando a
isquemia e necrose do tecido nas reconstrucdes, limitando sua utilizacdo (GALLA et
al., 1991).

Inimeras drogas tém sido utilizadas para tentar melhorar a perfusdo dos
retalhos, algumas realizando vasodilatacdo, outras procedendo a chamada
varredura dos radicais livres (RLs) (FREDERICCK; MICHAEL 1978).

Os radicais livres séo citotoxicos e capazes de participar de reacdes em cadeia
gue culminam com a necrose tecidual (MOURA , SANTOS, 1998)

A droga utilizada neste estudo, o DMSO, é um antioxidante ndo enzimatico que
atua sobre o radical hidroxila (OH), tendo sido utilizado inicialmente como
conservante, antes que a sua atividade antioxidativa fosse conhecida (STANLEY,
HERSCHLER 1985).

O DMSO é um composto organico simples, pouco viscoso, umequitante, com
capacidade de atravessar membranas (células e organelas) e com varias acdes
bioldgicas, carreador de substancias associadas e antiinflamatorio e varredor de RLs
(COSTA 1996).Sua estrutura quimica € uma molécula pequena cuja sua formula é
C,HsOS (C-30, 74%, H-7,7%, 0O-20,5%, S-41,0%), apresentando uma estrutura
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piramidal com sulfur central, dois grupos metila e um atomo de oxigénio, com par de
elétrons nao ligados nos apices (JACOB et al., 1964).

Esta estrutura confere ao DMSO uma propriedade solvente excepcional, o par
de elétrons livre permite que participem na transferéncia de elétrons tornando o
DMSO um potente varredor de radicais livres com alto grau de especificidade
principalmente para o nocivo radical hidroxila (OH), tendo sido utilizado em 1866, na
Russia, como um subproduto utilizado na industria madeireira (ARTURSON,
KHANNA, 1970).

Em 1959, o DMSO foi usado na criopreservacao de tecidos (6rgéo, células e
sémen de buffalo. Embora ndo seja considerado mais uma droga “maravilhosa”, o
DMSO ainda é muito vendido e, apds sua introducdo na década de 60, vem sendo
usado em processos degenerativos, em tratamento tépico para entorses, distensoes,
contusoes e artrite (STANLEY; HERSCHLER, 1985).

O Food and Drug Administration (FDA) apos proibir as pesquisas com o DMSO,
por medo de que a substancia quimica pudesse causar danos oculares sérios,
permitiu posteriormente que as investigacfes continuassem e, em 1978, aprovou o
uso do DMSO no tratamento dos sintomas da cistite intersticial (fibrose da parede da
bexiga) que ocorrem principalmente em mulheres com mais de 40 anos (GALLEGO-
VILAR et al.,2013).

O DMSO esta sendo estudado, mas ainda nao foi aprovado para uso em
inimeras doencas da pele, doencas nervosas e auto-imunes, também estd sendo
verificado seu efeito sobre algumas formas de cancer e em pacientes com danos
cerebrais, vitimas de problemas da medula espinhal e derrame cerebral. Alguns
estudos revelaram descobertas negativas, mas ao mesmo tempo, ndo relataram
efeitos colaterais sérios nos olhos ou rins apdés um tratamento prolongado com uma
dose baixa do DMSO (KLIGMAN 1993).

Ha indicios preliminares de que a administracdo intravenosa do DMSO pode
ser (til no tratamento de individuos com danos cerebrais, mas o uso do DMSO para
este fim, bem como para a maioria dos outros, continua especulativo necessitando
de estudos bem controlados (SHIGETOSHI et al., 1997).

Séao caracteristicas do DMSO, a preservacdo de unidades biologicas, desde
unidades subcelulares até um embrido intacto e, quando penetra em um sistema
bioldgico, ele se torna uma molécula ubiqua, capaz de eliminar os RLs intracelulares
(STANLEY; HERCHLER, 1985).
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O DMSO ¢é eliminado do organismo no maximo em 48 horas principalmente
pela via renal (mais demorada), pulmonar e pele (perspiracdo), sendo encontrados
apenas 2% da substancia restante dentro do organismo; a dose letal em ratos de
experimentacdo € 21.400 mg/kg quando administrado via oral; 3.820mg/kg , quando
administrado via endovenosa; e 20.500 mg/kg quando administrado via subcutanea
(ALI, 2002).

Tem-se demonstrado varias indicacfes clinicas do DMSO, porém a Unica
indicada pela FDA é para a cistite intesticial. Contudo, apds varias experiéncias, tem
se estendido estas indicagbes para inUmeras patologias tais como: doencas
vasculares (insuficiéncia venosa: varizes, Ulceras varicosas, Ulceras arteriais,
doencas cardiacas diferenciadas, problemas vasculares cerebrais), doencas
reumaticas (artrite reumatdide, osteoartrose; tendinite, bursite, mialgias
inespecificas, espondilite anquilosante, esclerodermia; compressédo radicular nos
processos de hérnia de disco, alteragbes no desenvolvimento neuroldgico de
criancas (retardo mental, sindrome de Down), doencas da retina, tinnitus subjetivo,
insuficiéncia respiratoria broncopulmonar crénica, esterilidade por obstrucdo das
trompas de falépio e bronquiolite (SILVEIRA et al., 2012).

O DMSO tem a capacidade de atravessar membranas celulares e organelas
intracelulares, sem causar alteracdo ou lesdo, permanente ou reversivel, por
mecanismo de ligacdo com a &gua, determinando presenca de ligacbes com
hidrogénio. Sua concentracdo ideal é de 70 a 90%. Acima de 90% ndo ha
carreamento, abaixo de 70%, ndo cria pressdo osmoética suficiente para atravessar a
membrana. Quando utilizados por via endovenosa, as baixas concentracdes sao
suficientes, porque sdo lancadas diretamente no meio onde atuardo
terapeuticamente. Atua também como carreador no transporte de outras substancias
para dentro de células e organelas. Este carreamento depende do peso molecular,
da forma estrutural e da eletroquimica das moléculas (STANLEY; HERCHLER
1985).

O DMSO pode carrear: agentes antitumorais, antivirais, corticosteroides,
antibioticos tépicos. Algumas substancias como a hidrocortisona e hexaclorofeno
sao carreadas pelo DMSO para camadas mais profundas do extrato corneo e sao
armazenadas, tendo também uma funcdo de reserva, podendo permanecer até 16
dias, resistindo a deplecéo por lavagem de superficie da pele com &gua, sabéo e
alcool (LESLIE et al., 1996).



21

O uso endovenoso requer experiéncia para definir a dose necessaria para
obtencdo do efeito terapéutico. A utilizacdo como analgésico mais frequiente é a
solucdo de DMSO a 70% em 30% de agua. O mecanismo ndo esta totalmente
elucidado, parece que ocorre uma diminui¢cdo na conducdo dos estimulos nervosos
do cérebro até o local da dor - bloqueio das fibras periféricas tipo C - que
conduziriam dor somatica (pele, masculos, capsula arterial), atuando sobre os canais
de sddio e potassio; seu efeito € rapido, estavel e reversivel, semelhante a morfina,
com as vantagens de ter maior duracdo (morfina 4 horas; DMSO 6 horas) e néo
causar dependéncia (ALI, 2002).

O mecanismo em reduzir a velocidade de conducdo da fibra C néo é claro.
Detectavel em baixas concentracdes, talvez o DMSO altere o estado da hidratacéo
do ion K" e, consequentemente, sua capacidade de penetrar nos canais; uma
segunda possibilidade é que um aumento na resisténcia da membrana, devido ao
bloqueio dos canais de K, possa afetar a velocidade de condugéo; neste caso, a
magnitude e direcdo do efeito ndo sdo facilmente previsiveis, sendo a velocidade de
conducdo reduzida pelo aumento da resisténcia elétrica extracelular (KIM et al.,
1999).

O DMSO reduz a resisténcia de vérias espécies de bactérias, fungos e
parasitas, em concentracoes de 30 a 50%. Em concentracdes de 80%, inativou
viroses causadas por RNA virus, influenza A virus, Influenza A, virus e DNA virus. O
bacilo da tuberculose, resistente a 2.000ug de estreptomicina e isoniazida, tornou-se
sensivel a 10pug das medicagbes em tratamento prévio com DMSO de 0,5 a 5%. O
mecanismo ocorreria por uma perda da conformacéo estrutural do RNA, durante a
sintese protéica (STANLEY; HERSCHELER, 1985).

O uso toépico promove efeito leve a moderado. A administragdo por via
endovenosa proporciona melhor acdo, com rapida diurese, importante em situacées
em que correcdes rapidas de edema sdo necessarias, como em traumas raqui-
medular e cerebral. Dois mecanismos podem estar envolvidos no aumento do
volume urinario: agdo de um efeito osmotico sobre as células renais e alteragéo do
fluxo dos fluidos, através da membrana de filtracdo renal (JACOB et al., 1964).

A funcdo de regular a liberacdo de acetilcolina € importante em varias
atividades do Sistema Nervoso. O efeito potencial do DMSO, aumentando 0s niveis

de acetilcolina, justificaria a melhora dos movimentos musculares de pacientes
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tetraplégicos tratados com DMSO e de criangcas com retardo mental (SHIGETOSHI
et al., 1997).

Os efeitos do DMSO em musculos esqueléticos, lisos e cardiacos na
concentracdo de 0,6 a 6%, podem estar relacionados com depresséo da resposta do
diafragma por acdo direta (muscular) e indireta (nervosa) e por estimulo elétrico,
causando fasciculacdo espontanea da musculatura esquelética (JACOB et al.,
1964).

O DMSO melhora a irrigacdo sanguinea, com aumento da oferta de nutrientes
e oxigénio para os tecidos. O efeito vasodilatador ocorre por inibicdo da histamina,
justificando uma rpida melhora em luxagles, lesbes medulares e do Sistema
Nervoso Central (WERKER et al., 1995).

A aplicacdo topica proporciona um aumento na viabilidade dos retalhos de pele.
A administragdo intraperitoneal ou intravenosa aumentou a viabilidade dos retalhos
randomizados e pediculados (JEROME et al., 1967). Outra acdo do DMSO a 5% é
sua atuacdo sobre as plaquetas: diminui a agregacdo plaguetaria e atua contra
substancias vasoativas que determinam obstrucdo do lumen (antitrombdtico,
diminuindo a adesividade plaquetaria) e, no diametro do vaso (dilatador), é
importante em quadros isquémicos cerebrais. No transporte de outras substancias
para dentro do organismo, de forma seletiva, o DMSO até 90% tem atuacao melhor
do que a 100%. Ao transportar substancias também determina uma maior ou menor
acao terapéutica da substancia (WERKER et al., 1995).

O DMSO parece controlar os mecanismos que desencadeiam as doencas
autoimunes: artrites, miastenia grave, cancer e envelhecimento. O DMSO € capaz
de neutralizar, parcial ou totalmente, a acdo destes autoanticorpos e acredita-se,
ainda, que o DMSO né&o altere a resposta imune, apenas promoveria uma
leucocitose e intensificacdo da resisténcia as infeccfes bacterianas (STANLEY,
HERSCHELER, 1985).

O DMSO influi na caracteristica do tecido muscular; normalmente o tecido
muscular tem duas fungbes: contracdo e relaxamento; no entanto, algumas
circunstancias acarretam a perda da capacidade de relaxamento, permanecendo em
constante estado de espasmo muscular, sendo que seu efeito de relaxamento esta
relacionado com a permeabilidade celular, eliminando os metabdlitos dos musculos,

associados ao trabalho muscular de contracdo (OKAMOTO, 2001).
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O DMSO induz a diferenciacdo morfoldgica e funcional das células leucémicas
em humanos e ratos. Blastos e células leucémicas podem ser induzidos por agentes
quimicos externos a se maturarem em neutréfilos e mondcitos. O fendtipo das
células leucémicas resulta, ainda, de duas aberracbes genéticas internas e da
resposta das células leucémicas ao seu meio (KRYGER et al., 2000)

Quando as células da leucemia mieldide sédo expostas, in vitro, a varios agentes
(vitamina A e DMSO), ocorre perda do potencial proliferativo dos blastos, diminui¢ao
dos produtos de expressdo da oncogénese, maturacao das células leucémicas em
neutrofilos funcionais, apds 5 dias (WERKER et al., 1995).

O DMSO pode ser administrado em concentracdo de 70 a 90%. Se houver
muita irritacdo na pele, € conveniente utilizd-lo em gel a 50% associado a um
analgésico ou antiinflamatério. A sensacao inicial € de queimacéo e picada e diminui
espontdneamente apdés 1 a 2 semanas de tratamento. Essas reagbes podem ser
minimizadas com o DMSO na concentragao de 30 a 50% nas primeiras 2 semanas e
aumento gradual até atingir 75%. Efeitos colaterais, como nauseas, pruridos,
halitose, podem ser minimizados com o uso do DMSO modificado por uréia. Uma
férmula tipica em peso com uréia: 60 partes de DMSO, 20 partes de uréia e 20
partes de agua, pode ser transformada em gel ou ser mantida liquida, para
alteracbes do sistema musculo-esquelético e € aplicada em pacientes que nao
responderam satisfatoriamente a aplicacdo topica durante 3 meses. Usado
principalmente para mao e punhos, com concentragcdo maxima de 75%, sendo que a
50% ja € muito eficaz (KIM et al., 1999).

Durante o tratamento, a pele torna-se seca, grossa e enrugada. O tratamento
podera ser interrompido quando se restaurar a mobilidade e flexibilidade articular. A
pele readquire seu aspecto normal em 4 a 6 semanas (KIM et al., 1999).

Pode ser efetuado com DMSO de 1 a 5% diluido em 5 al0mL de solucao
salina, com aplicagdes em calcinose intersticial circunscrita, contratura tendinosa,
adesdao capsular em todos os pacientes que ndo obtiveram melhora satisfatoria com
DMSO topico. As injecBes séo feitas a cada 4 dias, de 2 a 4 semana, de 1 a 10
injecdes. A dose total do DMSO em administragédo subcutanea é de 0,1 a 5 mg/dia; a
aplicacao intravenosa € 0 meio de eleicdo para administracdo, sendo o topico
raramente utilizado. Este é indicado quando houver patologias que inviabilizem o
seu uso endovenoso, sendo eficaz e seguro, na concentracdo a 99%, diluido em

250mL de soro fisiolégico ou soro glicosado e infundido em 2 horas. Durante a fase
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de ataque (doenca reumaticas), este tratamento € realizado 2 a 3 vezes por semana
e, na fase de manutencao, 1 vez por semana ou a cada 15 dias, dependendo da
evolucdo terapéutica obtida durante o tratamento. Observam-se respostas mais
rapidas em osteoartroses e mais lentas em artrite reumatoide, principalmente se
estiver sob o uso de imunorreguladores (corticoides), levando até 1 ano para
reintegracdo a sociedade. O tipo de patologia determinard a melhor via de
administracdo. Em processos reumaticos a administracdo endovenosa é mais
segura e isenta de efeitos colaterais, 2 a 3 vezes por semana ou em dias alternados.
Em acometimentos localizados (bursite, tendinite), o uso tépico através de pomadas
diariamente é mais eficaz (STANLEY. HERSCHELER, 1985).

Os efeitos colaterais locais séo eritema e irritacdo com sensacao de ardéncia,
evidenciados apenas em aplicacdo topica; prurido generalizado persistente em
pacientes portadores de esclerose sistémica; edema angioneurdtico com prurido e
eritema (em aplicacdo topica do DMSO a 80%). Para atenuar essas reacgdes, deve-
se diluir o produto a 50% e ir aumentando gradualmente até chegar a 80%, em 30
dias. O odor € de alho ou milho doce e ocorre devido a formacédo do metabdlito do
DMSO: dimetilsulfoxido, que tem odor de éter, mas intensifica outros odores, bons
ou ruins; o odor permanece de 4 a 12 horas (RAPOSIO et al., 2002).

Com as mesmas caracteristicas da halitose, a perspiracdo ocorre e nao
desaparece com o banho. Observa-se também letargia, fraqueza muscular, elevacao
transaminase glutamico-oxalacético (TGO) isoladamente, sem outras alteracdes da
funcdo hepatica. Todos estes sintomas sdo mais frequientes na esclerodermia, cuja
causa provavel seja uma reacao inflamatéria muscular caracteristica da patologia
(SUAREZ et al., 1999).

2.1 Trabalhos Experimentais

Jerome e cols., (1967) realizaram estudo experimental em ratos com uso de
DMSO a 70%, via topica, em retalhos de dorso de ratos com base distal 3:1, trés
vezes ao dia por 7 dias, tendo se referido que 0 mecanismo que caracteriza o
beneficio no uso do DMSO ¢ sua facil e rapida absorcdo pela pele, que tem efeito
diluente ou hidroscépico, sugerindo que o DMSO aumente a permeabilidade celular
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pois possui potente efeito histaminico protetor aumentando o suporte vascular
circulatorio quando usado topicamente.

Koehnein, (1970) estudou o efeito do DMSO em retalhos cutaneos via topica
a 89%, com base cranial, e concluiu que a expectativa no uso tépico do DMSO
aumentaria a sobrevida do retalho pode ser falso.

Artuson e Khanna, (1970) estudaram o efeito da oxigenoterapia hiperbéarica
(OHB) e o dimetilsulfoxido e o complamin® em retalhos cutaneos de ratos,
concluindo que o efeito protetor do retalho pelo DMSO pode ser resultado do efeito
anti edematoso; os melhores resultados foram observados quando tratado com
OHB, porém de efeito limitado, sugerindo um periodo de tratamento maior com
possiveis resultados significantes.

Grossman et al.,(1983) estudaram o efeito da hialuronidase e dimetil sulfoxido
na protecdo de retalhos cutaneos e seu mecanismo de acdo, demonstraram que
tanto a hialuronidase quanto o DMSO aumentaram a sobrevida do retalho, supondo
que estas substancias exercem os seus efeitos através da reducdo do edema do
tecido e auxiliando o transporte de substancias nutritivas para o tecido na fase
aguda.

Jeffey et al., (1987) utilizaram 1.5mg/kg de DMSO administrado intraperitoneal
em retalhos pediculados, 3x6cm, e avaliaram a velocidade de perfusdo com Laser
Doppler até o terceiro dia de pdés-operatorio; a sobrevida dos retalhos foi
significativamente maior no grupo tratado com DMSO quando comparado ao grupo
controle com aumento significante da perfusao no terceiro dia .

Robert et al.,(1994) estudaram o efeito do DMSO em retalhos pendiculados
submetido a isquemia na dose de 1.5 mg/kg , intraperitonial e observaram que o
DMSO administrado na reperfusdo e no pos-operatério, por 5 dias, diminui
significativamente a necrose dos retalhos.

Duarte e Ferreira, (1997) estudaram a acao do DMSO via enteral em retalhos
cutdneos randomizados de ratos na dose de 2ml/kg/dia de DMSO a 60% por
gavagem, por 7 dias, demonstrando que o DMSO foi eficiente na reducéo da area de
necrose comparado com um grupo controle.

Raposio et al.,(2002) utilizaram o DMSO em aplicacdo tépica em retalhos
miocutaneos de coelhos, ndo achando significancia estatistica entre 0s grupos
testados, porém quando associado ao peroxido de hidrogénio, o percentual de

protecéo foi de vinte por cento a mais, comparado ao grupo controle.
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Hsu et al.,(2002) estudaram o efeito do DMSO e o Acido Oleico aplicado por
via topica em retalhos miocutaneos de ratos sob isquemia, encontrando valores
estatisticos mais significantes com o uso do acido oléico (vol. 10%) na protecao do
retalho, sendo que no DMSO e sua associacdo ndo houve uma resposta satisfatoéria,
e suas razbes sdo desconhecidas, questionando-se a adequada concentracdo
tépica do DMSO (50%).

Almeida et al.,(2004) avaliaram a acdo do DMSO via subcutanea na
concentracdo de 5% em retalhos cutaneos randémicos de ratos, mostrando sua
eficicia na protecdo do retalho, comparado ao grupo controle, expressando valores
estatisticos significantes e com aspecto histoldgico de reparagdo tecidual mais
precoce.

Sumer et al.,(2005), estudaram a tolerancia de retalhos fasciocutaneos de
ratos divididos em trés grupos tratados com um inibidor da caspase (Q-VD-OPH),
associados ao DMSO, o DMSO isoladamente e uma solucdo salina: concluiram que
0 pré-tratamento do DMSO ou associado ao inibidor da caspase aumentou
significativamente a tolerancia do retalho a isquemia.

Leite et al.,(2007), estudaram o efeito da nicotina em retalhos cutaneos de
ratos associadoao tratamento com o DMSO via oral; amostras de sangue e pele
foram coletadas para permitir a determinacdo dos niveis de malondialdeidos (MDA),
comprovando que os niveis de malondialdeidos em ambas as amostras de soro e de
pele foram menores nos animais que receberam o DMSO, mostrando que o efeito

deletério da nicotina foi bloqueado pelo DMSO.

2.2 Oxigenoterapia Hiperbéarica (OHB)

Em Cirurgia Plastica, a OHB esta indicada em tratamento de pacientes
grandes queimados e em retalhos isquémicos (randomizados, pediculados ou livres)
quando da utilizagdo de técnicas microcirurgicas; em reparagbes complexas
proporcionando hiperoxigenacdo dos tecidos, ativacdo dos fibroblastos, modulagéao
da resposta inflamatéria, aceleracdo dos fatores de crescimentos, além de
apresentar efeito antibacteriano (ZAMBONI et al., 1992).

A terapia com OHB ndo é necessaria nem recomendada no auxilio de

enxertias ou rotagbes de tecidos normais e ndo comprometidos. Entretanto, em
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tecidos comprometidos por irradiacdo, ou em casos onde ha diminuicao da perfusédo
capilar ou hipoxia, a OHB tem se mostrado extremamente util na recuperacdo do
retalno. A OHB pode ajudar a maximizar a viabilidade do tecido comprometido tanto
reduzindo a necessidade de re-enxertar quanto de repetir os procedimentos de
rotacdo de tecidos. Varios estudos tém mostrado a eficacia da OHB no aumento da
viabilidade das enxertias e rotagbes de tecidos em uma variedade de situacdes
clinicas e experimentais (SUMER et al., 2005).

O tratamento é feito a uma presséao de 2,0-2,5 ATA e administrado oxigénio a
100% de 90 a 120 minutos, dependendo do tipo de equipamento de OHB disponivel.
O tratamento inicial pode ser realizado duas vezes ao dia, e uma vez que o enxerto
ou retalho apresentam-se mais viaveis e estaveis, uma vez ao dia pode ser
suficiente. Para ser maximamente efetivo a OHB devera ser iniciada tdo logo os
sinais de comprometimento do retalho aparecam. A viabilidade do retalho pode ser
detectada por observacdo clinica assim como por uma variedade de técnicas
invasivas e nao invasivas, incluindo oximetria transcutanea e estudos através de
laser Doppler com insuficiéncia arterial, venosa e as duas combinadas (GAMMPER
et al., 2002).

2.3 Estudos Experimentais

Champion e cols., (1967), usando um modelo pediculado de rotacéo de
retalno em coelhos, foram capazes de obter 100% de sobrevivéncia dos tecidos
tratados com OHB (2 ATA por 2 horas, duas vezes ao dia por 5 dias). Todas as
rotacdes de controle tiveram areas significantes de necrose maiores que 40%.

Shulman e Krohn (1967), em um estudo de cicatrizacdo de feridas profundas
ou parcialmente profundas em camundongos, evidenciaram que a aplicacdo de OHB
reduziu o tempo de cicatrizacdo significativamente. Em seguida, foi demonstrado
gue a combinacgao de repetidas enxertias e OHB reduziu pela metade o tempo de
cicatrizacdo de feridas parcialmente profundas comparadas aos controles néo
tratados com OHB. N&o foi feita nenhuma tentativa de esterilizacdo das feridas na
realizacdo destas cirurgias. Ocorreu contaminacao superficial em todos os animais,

mas a infeccao foi absolutamente ausente em todos os grupos tratados com OHB.
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Nimikoski (1970, constatou melhora em 51% da extensao da porcao viavel de
retalnos randomizados em camundongos tratados com OHB, (2.5 ATA por 2 horas,
duas vezes ao dia por 2 dias), comparados aos controles que respiravam ar
ambiente (p<0.001). O autor prop6s que o aumento da difusdo de oxigénio na area
onde ha distarbio da circulacdo foi o mecanismo para a melhora da viabilidade do
tecido.

Gruber et al.,(1970), mostraram que em retalhos realizados em
camundongos, no emprego da OHB, a 3 ATA aumentou a pressdo meédia de
oxigénio para 600 mmHg, enquanto que, ao nivel do mar, a administracdo de 100%
de oxigénio ndo aumentou a pressdo média de oxigénio nesses modelos de retalho.

Arturson e Khanna (1970), em um estudo experimental randomizado padréo
em retalhos de dorso em camundongos, desenhados para haver um grau de
necrose previsivel e constante, revelaram que a OHB teve papel significante na
melhora da sobrevida dos retalhos se comparados aos controles nao tratados com
OHB (p<0,05). Outros agentes supostamente protetores foram estudados e, em
alguns casos, aumentaram a sobrevida do retalho. Entretanto, os melhores
resultados foram obtidos em camundongos tratados com OHB.

Jurell e Kaijser (1973), usando um retalho pediculado em cranio de
camundongos, demonstraram que camundongos tratados com OHB tiveram a
sobrevida do retalho significativamente maior se comparados aos controles (p<O,
001). A area sadia do grupo que recebeu OHB foi, aproximadamente, duas vezes
maior que a do grupo controle. Mesmo quando o inicio do tratamento com OHB
demorou 24 horas apés a cirurgia, havia ainda uma area sadia significativamente
maior dos retalhos tratados com OHB quando comparados com o0s controles
(P<0,01). Entretanto, o aumento da area sadia foi maior quando a OHB foi iniciada
imediatamente apés a cirurgia. Este estudo enfatiza a importancia de iniciar a OHB
tdo logo algum problema no retalho é suspeitado.

Greenwood e Gilchrist, (1973), demonstraram a eficacia da OHB em reduzir a
extensdo da necrose isquémica em enxertos dermocutaneos em camundongos
previamente irradiados. A média de enxertos que necrosaram foi significativamente
maior (p<0,05) no grupo controle (ar comprimido) em comparagdo com 0O grupo
submetido a OHB.

Kivisari e Niinikoski (1975), em um estudo em camundongos, mostraram que

a OHB a 2 ATA nao teve efeito na velocidade de cicatrizacdo de feridas abertas nao
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comprometidas em que a vascularizagdo estava intacta. Entretanto, quando os
bordos da lesdo estavam desvascularizados, a OHB aumentou significativamente a
velocidade de fechamento da ferida comparado ao grupo controle.

Manson et al.,(1980), em um estudo usando uma substancia com ATPase
para visualizar pequenos vasos sanguineos, demonstraram que os capilares tinham
seu comprimento aumentado 3 vezes em rotagao de retalho de porcos que eram
tratados com OHB, comparados aos controles de mesma idade.

Tan et al.,(1984) compararam dois grupos de ratos, utilizando retalhos
neurocutaneos em ilha, tratados com OHB e com a pressao ambiente normal: os
tratados com OHB exibiram um aumento significativo de sobrevivéncia dos retalhos.

Nemiroff et al.,(1984), investigaram os efeitos da OHB e irradiagcdo em
retalnos cutédneos sob condi¢cdes variaveis, e seus estudos indicaram claramente
que, para ser eficaz, deve-se administrar OHB sempre logo apdés o tratamento
cirargico.

Nemiroff e Lungu (1987),elucidaram alguns dos mecanismos onde a OHB
aumentou a sobrevida de retalhos randomizados; rotacGes de retalhos de animais
tratados com OHB em comparagdo com o grupo controle foram analisadas em um
método controlado padronizado. O nimero e o tamanho dos vasos sanguineos da
microvascularizagdo foram documentados. O niumero absoluto de vasos sanguineos
na microcirculacao foi significativamente maior para todos os grupos submetidos a
OHB quando comparados com o0s grupos-controle (p<0,01). A &area média de
superficie dos vasos dos retalhos dos grupos submetidos a OHB foi também
significativamente maior que o0s controles em todos, menos em um dos grupos
(P<0,01). Os autores concluiram que a OHB aumentou significativamente a
sobrevida do retalho por aumentar e/ou manter o numero e, possivelmente, o
tamanho dos vasos da microcirculacdo. Para ter maior eficicia, os autores
estabeleceram que a OHB devesse ser administrada tdo logo a cirurgia esteja
concluida.

Nemiroff (1988), em estudos controlados com animais usando modelos de
retalhos axiais e randomizados, demonstrou claramente que a OHB pode aumentar
significativamente o aumento da viabilidade do retalho. O estudo de Nemiroff
investigou os efeitos da pentoxiflina e da OHB em retalhos cutaneos em
camundongos dentro de quatro condi¢cdes. Sessenta animais foram ao acaso

divididos em 4 grupos: 1) Grupo controle; 2) Pentoxifilina; 3) Grupo tratado com
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OHB; 4) Grupo tratado com pentoxifilina e OHB. Camundongos que foram tratados
com OHB receberam um total de 14 sessoes, por 2 horas de tratamento a 2,5 ATA
diarias. Os resultados indicaram que a extenséao viavel dos retalhos no grupo tratado
com pentoxifilina ou OHB foi significativamente maior do que o grupo controle.
Entretanto, animais tratados com ambas as terapias, pentoxifiina e OHB, tiveram
aumento significativo da viabilidade do retalho do que os animais dos outros trés
grupos (p<0,001). Isto refletiu uma melhora de 30-39% sobre a terapia com
pentoxifilina apenas ou a OHB apenas, e uma melhora de 86% sobre os animais
controle.

Zamboni et al.,(1989), examinaram o efeito da OHB administrada durante e
imediatamente depois de prolongada isquemia total em retalhos cutaneos de padréo
axial em camundongos. Os animais foram divididos em um Grupo Controle e trés
grupos experimentais: Grupo Controle, 8 horas de isquemia no retalho e sem OHB,;
Grupo 1, OHB durante a isquemia; Grupo 2, OHB logo apés a isquemia; Grupo 3,
OHB durante a isquemia, mas com o retalho colocado sob uma capa de metal a fim
de prevenir a difusdo do oxigénio. A area de necrose média para os controles foi de
28% enquanto que a OHB durante a isquemia ou durante a reperfusdo reduziu
significativamente esta necrose para 9 e 12%, respectivamente (p<0,01). A
porcentagem da necrose para o Grupo 3, com qualquer efeito local da OHB no
retalho sendo bloqueado pela difusdo do oxigénio, foi de 5%. Isto foi
significativamente melhor que os controles (p<0, 0005), mas nenhuma diferenca foi
detectada nos outros dois grupos tratados com OHB. Assim, a OHB aumentou
significativamente porcentagem de viabilidade dos retalhos cutaneos padrao axial
guando administrada durante ou imediatamente apds total isquemia do retalho.

Erdmann et al.,(1995), também avaliaram o efeito da OHB como tratamento
de rejeicdo de enxertos alogénicos. Usando um modelo de rejeicdo de enxertos
alogénicos em camundongos, estes autores demonstraram que o tratamento apenas
com OHB ou em combinacéo com ciclosporina alongava o tempo até a rejeicdo dos
enxertos alogénicos. Este efeito era mais evidente em animais que recebiam mais
frequentemente OHB comparado aos animais que recebiam menores doses de
OHB.

Stevens et al.,(1996), usando um modelo de retalho cutaneo padréo axial em
camundongos, induziram uma isquemia primaria de 6 horas seguidas de 2 horas de

reperfusdo e entdo uma isquemia secundaria de 6, 10 e 14 horas. O tempo de
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isquemia secundaria, no qual 50% dos retalhos sobreviveram (D50), tanto nos
grupos tratados com ar comprimido quanto nos tratados com 100% de oxigénio foi
de 6 horas. O tempo de isquemia secundaria para D50 no grupo tratado com OHB
foi significativamente aumentado para 10 horas.

Wong et al.,(1996), usaram modelo axial de retalho de musculo esquelético
em camundongos. A necrose percentual, seguida a 2 horas da isquemia primaria, foi
significativamente reduzida de 40% para 24% pela OHB. Adicionando uma isquemia
secundaria de 2 horas, aumentou significativamente a necrose nos controles para
85% que foi significativamente reduzida nos grupos tratados com OHB para 58%.
Estes estudos tém importantes implicagbes em transferéncias de tecidos livres
complicadas por trombose pos-operatoria.

Lozano et al.,(1999), avaliaram o efeito da OHB e sanguessugas medicinais
em retalhos cutdneos axiais submetidos a oclusdo venosa total. O protocolo do
oxigénio hiperbérico consistiu de sessdes de 90 minutos, duas vezes ao dia, com
100% de oxigénio a 2,5 ATA por 4 dias. Este estudo demonstrou que a OHB sozinha
nao foi um tratamento efetivo para retalhos cutaneos comprometidos pela ocluséo
venosa total. A combinacdo de tratamento com sanguessugas e OHB para tratar
oclusdo venosa total resultou em aumento significativo na viabilidade do retalho
(67%), sobrepondo-se ao j& descoberto com o tratamento apenas com as
sanguessugas.

Yucel e Bayramicli (2000), investigaram os efeitos da OHB e heparina na
sobrevida de retalhos venosos da epigastrica inferior em camundongos. Eles
concluiram que este tipo de retalho pode ser um retalho isquémico com a micro
circulacdo seguindo através de um unico pediculo venoso que necessita de OHB
para ter viabilidade, especialmente durante o periodo agudo. O tratamento com OHB
e heparina reduziu a necrose dos retalhos, e a presenca de um leito vascularizado
da ferida também melhorou as taxas de viabilidade do tecido.

Gampper et al.,(2002), estudaram os efeitos benéficos da OHB em retalhos
em ilhas submetidos a isquemia venosa secundaria em um modelo de retalho
epigastrico superficial em camundongos. Eles concluiram que a OHB aumentou
significativamente a viabilidade dos retalhos submetidos a uma isquemia secundaria,
mesmo se a administracdo da OHB tenha sido feita antes da primeira isquemia. O

efeito de administrar OHB previamente a isquemia secundaria foi parcial, ja que

pode ser atribuido ao fato de que o efeito da OHB né&o dura mais do que 5 horas.
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Ulkur et al.,(2002), avaliaram o efeito da OHB em retalhos pediculados com
insuficiéncia arterial, venosa e as duas combinadas. Seus achados indicam que a
OHB aumenta o percentual de viabilidade da extensdo do retalho e o fluxo
sangiineo médio medido pelo laser Dopper neste modelo padréo axial de retalho
cutdneo com todos os tipos de insuficiéncia vascular. Este efeito, entretanto, foi
maior em retalhos onde houve insuficiéncia arterial.

Zhang et al.,(2007), desenvolveram estudos em ratos diabéticos utilizando
retalhos cutaneos de fluxo randomizados com e sem tratamento com OHB por sete
dias a 2.5 ATA demonstrando achados com melhora do grupo tratados com OHB
com reducao da &rea de necrose de 50,5% contra 38,5% do grupo controle.

Rocha et al.,(2012), investigaram o papel da OHB e da N-acetilcisteina (NAC)
e sua associacdo na protecdo dos retalhos cutdneos randomizados de ratos,
concluindo que a OHB isoladamente est4 relacionada a reducdo da area de necrose;
o NAC foi associado a maus resultados quando usada isoladamente e sua
associacdo nao potencializou os resultados observados favoraveis com 0 uso
isolado da OHB.

Selcuk et al.,(2012), avaliaram o efeito da nicotina nos retalhos cutaneos
associado com o tratamento com OHB, demonstrando que tem efeito benéfico na
sobrevivéncia dos retalhos submetidos a nicotina.

ROCHA et al.,(2013), avaliaram o efeito protetor da OHB em retalhos
cutdneos randémicos na apoptose celular e no fator de crescimento endotelial,
concluindo que a OHB esté4 associada a expressao reduzida de apoptose e que a
expressdo de VEGF(Vascular Endothelial Growth Factor) em camadas da pele e
vasos ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos tratados com OHB e
N-acetilcesteina (NAC) e na associac¢do dos dois (OHB+NAC) e que a associacao
nao mostrou efeito protetor, exercendo efeito negativo na apoptose celular.

Os resultados de trabalhos na literatura mostram claramente a eficacia da
OHB com respeito ao aumento da viabilidade de enxertos e retalhos cutaneos. De
importancia é gque diferentes tipos de retalhos tém sido analisados nestes estudos
incluindo retalhos cutaneos livres, retalhos pediculados, retalhos randomizados,
retalhos e feridas irradiadas, enxertos e enxertos compostos. Mesmo que cada
problema com o retalho seja Unico, o fator chave para necrose do retalho € a hipoxia
tecidual. Os resultados indicam que a viabilidade dos retalhos pode ser melhorada

pela OHB pela reducdo da lesdo por hipoxia. Outros mecanismos de agdo onde a
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OHB aumenta a viabilidade do retalho incluem o estimulo de fibroblastos e a sintese
de colageno, a neovascularizagéo, a possibilidade de fechamento de shunts arterio-

venosos e os efeitos favoraveis na micro circulacéo.

2.4 Apoptose e Necrose

A célula muitas vezes esti exposta a condicdes que podem levar a lesdo
celular. Essas podem ser reversiveis- e a célula volta ao ciclo normal- ou
irreversiveis, e, nesse caso, pode determinar o desenvolvimento de doencas ou a
morte celular. A morte celular pode ocorrer por necrose ou apoptose, sendo a
primeira sempre patoldgica, enquanto que a segunda pode acontecer também em
processos fisioldgicos do organismo (COTRAN et al., 2010).

As lesdes celulares podem ser causadas por auséncia ou reducéo do teor de
oxigénio (hipdéxia); agentes fisicos (traumas, temperatura, radiacdo, choque);
agentes quimicos e drogas; agentes infecciosos; rea¢6es imunoldgicas; distlrbios
genéticos e desequilibrios nutricionais. Esses estimulos nocivos podem desencadear
varios processos intracelulares, como danos a membrana, que afetam a mitocondria,
levando a diminuicdo da producdo de ATP e morte celular; aos lisossomos,
causando digestdo enzimatica dos componentes celulares; a membrana plasmatica
em si, culminando na perda do contetdo celular; perda de material genético,
alteracdes cromossbémicas e/ou alteracBes génicas que podem levar a instabilidade
genética/genébmica e desencadear o desenvolvimento de doencas e morte celular
por apoptose, (COTRAN et al., 2010).

Dentre outras formas que podem causar danos celulares, hd também o
aumento do calcio intracelular e das espécies reativas de oxigénio (radicais livres,
como H,0,, OH), o que pode levar a protedlise a dano no DNA. O calcio ativa muitas
enzimas que levam a degradacao celular, como as endonucleases e as proteases,
culminando em diminuicdo da quantidade de ATP, levando a perda das funcdes
celulares dependentes de energia. Um exemplo é a atividade da bomba de sodio e
potassio ATPase na membrana plasmatica que, ao diminuir sua atividade, permite o
acumulo de sédio intracelular levando a perda de potassio para 0 meio externo.
Esse fato leva ao edema celular e a dilatacdo do reticulo endoplasmatico,
acontecendo a formacao de bolhas. O metabolismo energético alterado contribuira



34

para o aumento da glicélise anaerdbica e diminuicdo das reservas de glicogénio,
aumentando o 4cido latico e fosfatos inorganicos. Esse aumento de producgéo acida
causa diminuicdo do pH, prejudicando a atividade de muitas enzimas celulares. E é
a deficiéncia na bomba de calcio, devido a falta de energia, que leva ao aumento
intracelular dessa substancia. Por fim, a diminuicdo da sintese protéica resultaram

em dano as membranas mitocondriais e lisossomais (JEWEEL et al., 2013).

O termo apoptose foi introduzido em 1972, mas somente no inicio da década
de 90 comecou a ser intensamente investigado. "Apoptose” origina-se do grego e
significa "cair fora", ou seja, € o mecanismo pelo qual a célula promove a sua
autodestruicdo de modo programado. Esse fenébmeno ja foi observado, dentre
outros processos, durante a embriogénese, (principalmente nas fases de
organogénese e de involucdo), durante os processos de metamorfose (relacionados
principalmente a metaplasias), em quadros de alteracdo hormonal, como a
menopausa, (envolvendo as células endometriais), em tumores com fases de
regressao ou de intensa proliferagdo e em algumas doencas virais (como a hepatite
viral). A importancia desse mecanismo, em primeira instancia considerado normal,
relaciona-se primeiramente ao controle da densidade populacional de células
normais. Mas, pode ser interpretado também como o instrumento de eliminacéo de
células danificadas por toxinas, radiacdo ou outros estimulos (COTRAN et al.,
2010)Os eventos celulares que fazem parte da apoptose incluem, inicialmente, a
condensacao da cromatina, oriunda da fragmentacdo do DNA por endonucleases.
Ha também diminuicdo do volume celular, decorrente de ligagdes interprotéicas no
citoplasma. As células em apoptose manifestam receptores para macréfagos, os
quais fagocitam essas células. Todos esses eventos sdo controlados por genes
responsaveis pelo crescimento e diferenciacao celular. Aapoptose é a via de morte
celular programada e controlada intracelularmente através da ativacdo de enzimas
gue degradam o DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A membrana celular
permanece intacta, (0 que difere bastante das situacdes de necrose), com alteracao
estrutural para que a célula seja reconhecida como um alvo fagocitario. A célula é
eliminada rapidamente, de maneira a ndo dar tempo de o seu conteudo extravasar,
causando uma reacgdo inflamatoria que poderia assemelhar-se a necrose tecidual.
A leséo caracteriza-se como reversivel enquanto houver alteracdes na membrana

plasmatica, (bolhas; reducdo e distorcdes nas microvilosidades; ligacOes
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intracelulares mais frouxas), alteracées mitocondriais (edema, densidades amorfas),
dilatacao do reticulo endoplasmatico, (separacédo e desagregacdo dos polissomos),
e alteracbes nucleares (desagregacdo dos elementos granulares e fibrilares)
(COTRAN et al., 2010).

A apoptose acontece tanto em eventos patolégicos como em eventos
fisiologicos. Sdo exemplos de apoptose fisiolégica: a morte de células nos
processos embrionarios; involugcdo dependente de hormonios nos adultos;
eliminacao celular em populacbes celulares em proliferacdo; neutrofilos e outros
leucdcitos apods término de reacdes inflamatdrias ou imunolégicas; eliminacdo de
linfécitos auto reativos potencialmente danosos; morte celular induzida por células T
citotdéxicas.Ja a patoldgica ocorre principalmente na presenca de virus, estimulos
nocivos (como radiacédo e drogas citotoxicas anticancerosas), atrofia patologica dos
orgdos e tumores (GRIVICICH et al., 2007).

Morfologicamente,nas células corada com HE, as células apoptéticas
apresentam encolhimento celular caracterizado por um citoplasma denso e
organelas mais agrupadas; condensacao da cromatina que se agrega na periferia
do nucleo, em massas densas de varias formas e tamanhos, podendo inclusive o
ndcleo se romper em dois ou mais fragmentos; formacao de bolhas citoplasméticas
e de corpos apoptéticos. No processo apoptoético ainda destaca-se a degradacao
intracelular de proteinas que ocorre por meio de enzimas denominadas caspases,
outrora inativas. Elas clivam muitas proteinas nucleares vitais e do citoesqueleto,
além de ativarem DNAases. As células apoptéticas e/ou corpos apoptéticos em
geral sdo fagocitadas principalmente pelos macréfagos. Simultaneamente, as
células saudaveis do tecido migram e proliferam para ocupar o espacgo da célula
morta; esse processo anteriormente descrito pode ocorrer por duas vias: a
intrinseca e a extrinseca (COTRAN et al., 2010).

A via intrinseca ou mitocondrial ocorre quando da retirada de fatores de
crescimento ou de horménios, ou quando acontece lesdo ao DNA por radiagéo,
toxinas ou radicais livres dentre outros. Essa é regulada por membros da familia
Bcl-2, ativando moléculas pro-apoptdticas, como o citocromo C. Além disso, ha a
participacdo do gene supressor TP53. Tudo isso culmina na ativacdo de caspases
iniciadoras e efetoras, levando as alteragGes celulares e a morte por apoptose
(GRIVICICH et al., 2007).
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A via extrinseca acontece por meio da interacao receptor-ligante, isso ativara
uma cascata de proteinas adaptadoras, que também culminard na ativacdo das
caspases. Logo, a apoptose pode acontecer apdés a privacdo de fatores de
crescimento; mediada por danos ao DNA; induzida pela familia de receptores do
Fator de Necrose Tumoral ou mediada pelo linfocito T citotdéxico. A apoptose e a
necrose, por vezes, coexistem e compartiham mecanismos e caracteristicas. A
necrose pode ser uma manifestacdo final de uma célula que sofreu lesao
irreversiveis. A necrose € a morte celular ou tecidual acidental em um organismo
ainda vivo, ou seja, que ainda conserva suas funces organicas (COTRAN et al.,
2010).

O dano passa a ser irreversivel na medida em que a célula é incapaz de
reverter os danos mitocondriais (auséncia de fosforilagdo oxidativa e geracao de
ATP) e h& alteragbes profundas na funcdo da membrana. A lesdo isquémica
apresenta uma tendéncia para lesionar os tecidos mais rapidamentedo que a
hipoxia. As células sofrem essas alteracdes bioquimicas e morfolégicas conforme a
lesdo progride, evoluindo para morte celular e necrose, ou pode fazer apoptose e
nao evoluir para necrose. Deve se definir necrose como as alterac6es morfoldgicas
que acontecem apds a morte celular em um tecido vivo, devido a agao progressiva
de enzimas nas células que sofreram uma lesdo letal. A necrose é o
correspondente macroscopico e histolégico da morte celular causada por uma leséo
exogena irreversivel (COTRAN et al., 2010).

Morfologicamente, as células necréticas apresentam um aumento da
eosinofilia devido a perda da basofilia causada pelo RNA no citoplasma normal e
devido também ao aumento da ligacdo da eosina as proteinas plasmaticas
desnaturadas. O citoplasma apresenta vacuolos com um aspecto corroido, podendo
haver calcificagdes. As células mortas podem ser substituidas por grandes massas
de fosfolipidios, denominadas figuras de mielina, que serdo posteriormente
fagocitadas por outras células ou degradadas em &cidos graxos. As células
necroticas sdo vistas ao microscopio eletrdbnico com descontinuidade de
membranas plasméticas e organelas, dilatagdo acentuada das mitocondrias, com
densidades amorfas e figuras de mielina intracitoplasmatica. Ha varios padrdes
morfologicos de necrose, sendo 0s principais: necrose de coagulacdo, necrose

liquefativa, necrose caseosa e necrose gordurosa(COTRAN et al., 2010).
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A necrose de coagulacdo acontece caracteristicamente quando da morte
celular por hipéxia em todos os tecidos, a exce¢do do cérebro. Nesse tipo de
necrose, predomina a coagulacao protéica e tende a acontecer em tecidos com alto
teor de proteinas. Os tecidos afetados apresentam uma textura firme. A acidose
intracelular desnatura proteinas e enzimas, bloqueando a protedlise celular. Ha
manutencdo da arquitetura basica e contorno das células por, pelo menos, alguns
dias. A necrose de liquefacéo € caracteristica de infec¢ces, pois essas promovem o
acumulo de células inflamatdrias, e também da morte por hipoxia do sistema
nervoso. Esse tipo de necrose ocorre quando had o predominio de liquefacédo
enzimatica; acontece quando o tecido tem grande teor gorduroso. As células mortas
sdo completamente digeridas e ha transformacéo do tecido em uma massa viscosa.
A necrose caseosa € uma forma distinta de necrose de coagulacdo, encontrada
comumente em focos de tuberculose. Esse termo € derivado da aparéncia branca,
semelhante a queijo, da area necrotica. Essa éarea, nos focos tuberculosos, é
cercada por uma borda inflamatéria (reacdo granulomatosa). A necrose
gordurosa se refere a areas de destruicdo de gordura que ocorre como resultado da
liberacdo de lipases pancreaticas ativadas na cavidade abdominal, quando de uma
pancreatite aguda, por exemplo (COTRAN et al., 2010).

Estudos moleculares tém mostrado que o primeiro evento observado é
a alteracdo na bomba de soOdio e potassio, provocando edema intracelular. O
metabolismo celular € mantido gracas a glicélise; acabando-se a reserva de
glicogénio, &cidos sao acumulados no interior da célula (principalmente &cido
latico), o que leva a diminuicdo do pH; a acidez provoca a liberacdo de enzimas
lisossomais, 0 que gera a hidrélise de proteinas essenciais para a célula (processo
denominado de autdlise); observa-se que a perda da homeostase envolve o sistema
respiratério celular (as mitocéndrias), o sistema enzimatico (os lisossomas) e o
sistema de membranas, o qual parece ter um papel crucial para o estabelecimento
de lesbes irreversiveis na célula. As mudancas celularesse dao, principalmente, nos
nacleos, os quais apresentam alteracdo de volume e de coloragcdo a microscopia

optica (COTRAN et al., 2010).

Ja as modificacdes citoplasmaticas observadas ao microscépio Optico (essas
modificacdes sdo secundarias as nucleares, sendo visiveis mais tardiamente)

consistem na presenca de granulacdes e espacos irregulares no citoplasma. Este se
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torna opaco, grosseiro, podendo estar rompida a membrana citoplasmética. Intensa
eosinofilia € caracteristica, decorrente de alteragBes lisossomais e mitocondriais,
(JEWEEL et al., 2013).

A etiologia da necrose envolve todos os fatores relacionados as agressdes
podendo ser agrupadas em agentes fisicos tais como a¢cdo mecanica, temperatura,
radiacdo, efeitos magnéticos dentre outros; agentes quimicos que envolvem
substancias toxicas e ndo-tOxicas tais como tetracloreto de carbono, alcool,
medicamentos, detergentes e fendis, por exemplo); e agentes biolégicos onde se
destacam as infeccdes virais, bacterianas, micoticas e parasitarias provocando
comprometimento celular em niveis tais como a respiracdo aerdbica, sintese
protéica, manutencdo da integridade das membranas celulares e manutengédo da
capacidade de multiplicacdo celular. A acdo das causas sobre esses sistemas
provoca a perda da homeostase celular de tal forma que a célula perde a sua

vitalidade, iniciando-se o processo de desintegracdo (COTRAN et al., 2010).

2.5Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa é assim denominado porque evidencia a corrida de
fragmentos de DNA em relagdo ao nucledide, em formato de cometa, quando a
célula, apés lisada, é submetida a uma corrente eletroforética. Essa técnica de
eletroforese em laminas e de analise de células individuais foi primeiramente
desenvolvida por Rydenberg e Johanson (1978). Ja mais tarde, Ostling
eJohanson(1984) modificaram o teste usando um tampé&o de eletroforese em pH
semi neutro (pH 9,5), o que aumentou a sensibilidade do teste (TICE, 1995). Logo
em seguida, Singh et al., (1988), fizeram a proposta do uso de tampédo de pH
alcalino (pH > 13), o que determinou o0 uso do ensaio do cometa de forma muito
importante para a detec¢ado de quebras no DNA e também de danos em sitios alcali-
labies tanto in vivo quanto in vitro. Essa técnica hoje € compreendida como rapida,
simples e sensivel para quantificar danos genéticos em um pequeno numero de
células que ndo precisam estar em processo de divisdo celular. Também é
empregada para avaliagado dos processos de reparo. Tais procedimentos podem ser
desenvolvidos em, praticamente, qualquer célula eucaridtica onde seja possivel

obter uma suspenséao celular, mesmo em quantidades reduzidas. Destaca-se ainda
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que os resultados possam ser obtidos em um Unico dia e o custo para a realizagdo
da técnica é relativamente baixo (ROSS et. al., 1999).

O ensaio do cometa € muito utilizado para avaliar danos causados por
agentes fisicos e quimicos, no monitoramento ambiental e até mesmo na area
clinica (ANDERSON , PLEWA, 1998).

Esse teste baseia-se na deposi¢do de células em uma lamina de vidro pré
coberta com agarose, seguida de lise, desnaturacdo do DNA, eletroforese em pH
alcalino (pH > 13) e analise dos cometas gerados pelo DNA fragmentado em
microscopia de imunofluorescéncia (se corados com brometo de etideo (BE), por
exemplo (KOBAYASHI et al., 1995,0LIVE et al., 1992).

Uma forma de andlise € a visual, descrita por Kobayashi et al., (1995).
Segundo esses autores 0s cometas podem ser classificados em:
classe 0 — Nucledides ndo danificados e que ndo apresentam cauda;
classe 1 — Nucledides com cauda menor que o diametro do nucledide;
classe 2 — Nucletides com cauda de tamanho ente 1 a 2 vezes o diametro do
nucledide;
classe 3 — Nucledides com cauda 2 vezes maior que o didametro do nucledide. Nessa
andlise, nucledides totalmente fragmentados, caracteristicos de células apoptéticas,
geralmente, ndo séo contabilizados (SPEIT; HARTMANN, 1996).

2.6 Ensaio de Viabilidade Celular

McGahon et al., (1995), descreveram 0 uso conjunto de Laranja de Acridina
(LA) e Brometo de Etidio (BE) para a determinacdo de células viaveis e inviaveis a
partir de uma técnica que permite a diferenciacdo de células necréticas, apoptéticas
e viaveis.

Destaca-se ainda que a técnica permite a identificacdo de células em
apoptose inicial e final, com base na integridade da membrana plasmatica. Em geral,
o Laranja de Acridina, ao se intercalar no DNA, proporciona coloragao verde sob
microscopia de imunofluorescéncia. JA como tal corante nédo intercala ao RNA, o
mesmo € corado em vermelho-alaranjado. Assim, uma célula viavel apresenta um
nacleo esverdeado. JA o Brometo de Etidio penetra somente em células mortas.

Este corante também se intercala no DNA, dando uma aparéncia alaranjada, mas se
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liga fracamente ao RNA, o qual pode aparecer ligeiramente vermelho (POERSCH,
2005).

A partir desses padrdes anteriormente referidos, define-se que células vivas
com membrana funcional ser&o visualizadas em verde uniforme, incluindo o seu
ndacleo. Células em apoptose inicial com membrana funcional, mas com
fragmentacdo de seu DNA, serdo visualizadas em verde, tanto o ndcleo quanto o
citoplasma. No entanto, serd notéria a marginalizacdo do seu conteddo nuclear.
Células em apoptose final serdo visualizadas em alaranjado tanto no citoplasma
como nos locais onde a cromatina esta condensada no nucleo, o que as distingue de
células necroticas, que tém uma coloracdo alaranjado-vermelho uniforme no nucleo
e citoplasma (POERSCH, 2005).
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OBJETIVOS

3.1 Geral

3.1.1 Analisar o efeito do dimetilsulféxido 5% associado ou ndo a oxigenoterapia

hiperbarica, em retalhos cutdneos randomizados, em ratos.

3.2 Especificos

3.2.1 Avaliar o grau de necrosede retalhos cutaneos randomizados submetidos a
acdo do DMSO 5%, via subcutanea, associado ou ndo ao tratamento com

oxigenoterapia hiperbarica a 100% sob 2.5 atmosferas absolutas (ATA).

3.2.2 Avaliar os efeitos genotdxicos e apoptéticos da terapia com DMSO, OHB e
DMSO associado ao OHB, em retalhos cutaneos de fluxo randémicos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacéo

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob protocolo
namero 309/2011, de acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, com a legislacéao vigente e demais

disposi¢cdes da ética em investigacdo que envolve diretamente os animais (Anexo A).

4.2 Amostra

Foram utilizados 50 ratos machos (Rattus norvegicu albinus), da linhagem
Wistar, com massa média de 300 g, fornecidos pelo Biotério da UFMS, com idade
meédia de 3 meses. Os animais foram mantidos em ambiente controlado (ciclo de luz
de 12 horas claro e 12 horas escuro, temperatura de 22+2°C e umidade de 55%),
em gaiolas de polipropileno de 14x40x60 cm, alimentados com racdo comercial
Nuvlab-Nuvtal® e agua filtrada ad libitum. O periodo de adaptacdo dos animais foi

de 5 dias antes do experimento, no Laboratério de Cirurgia Experimental da UFMS.

Os animais foram distribuidos, por sorteio, em cinco grupos com 10 ratos em

cada grupo (Figura 1).

Ratos
n=50
| | | 1 1
Controle Agua OHB DMSO+OH
cT destilada DMSO B
n=10 AP e n=10
n=10 n=10

Figura 1 - Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos.

* Nuvilab®-Nuvital®Nutrientes Produtos Veterinarios Ltda-curitiba-PR



43

4.3 Delineamento experimental

Grupo CT (n=10): Os animais foram submetidos a procedimento cirargico
para confeccdo de um retalho dorsal de 2 cm de base proximal por 8 cm de

comprimento, o qual foi elevado do seu leito e reposicionado imediatamente.

Grupo AD (n=10): Os animais foram submetidos ao mesmo procedimento do
grupo CT e receberam a injecdo subcutdnea de 0,8ml de agua destilada (AD), na
metade distal do retalho.

Grupo DMSO (n=10): (Dimetilsulfoxido - DGE importacdo de Produtos
Quimicos Ltda Sao Paulo). Os animais foram submetidos ao mesmo procedimento
do grupo CT e receberam a injecdo de 0,8ml de DMSO 5%, na metade distal do

retalho.

Grupo OHB (n=10): Os animais foram submetidos ao mesmo procedimento

do grupo CT, associado ao tratamento com OHB.

Grupo DMSO+OHB (n=10): Os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento do grupo CT, associado a injecdo subcutanea de DMSO a 5% e ao
tratamento com OHB.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Procedimento Anestésico

Para anestesia foi utilizada uma solu¢éo anestésica 1:1 de xilazina(20 mg.
mH) e quetamina (50 mg. ml?), na dosagem de 0,1ml. 100g™ de peso, por via
intraperitoneal, aguardado o tempo necessario para o animal apresentar o plano

anestésico com abolicdo do reflexo corneano e perda do tbnus muscular.

4.4.2 Procedimento Cirlirgico

ApOs pesagem, o0s animais foram colocados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia da regiao dorsal, sendo entdo fixados em posicdo de
pronacdo. Depois de demarcada uma area de, aproximadamente, 27cm?, isto &,

2cmde base cranial e 8 cm de comprimento (2cmx8cm), segundo Mc FARLANE
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et.al., (1966), foi realizada uma incisdo com bisturi (lamina 15), sendo entéo
dissecado o retalho, incluindo epiderme e derme até o plano muscular (Figura 2). Em
seguida, foi elevado do leito (Figura 3), realizada a sintese do retalho em sua
posicao original com fio de poliamida 4.0, interrompida a cada 2cm (Figura 4).

[
5 15

mm 20

Figura 2 - Disseccéo do retalho cutédneo dorsal do rato na dimenséo de 2cm de largura
por 8cm de comprimento, com base cranial (AD-6).

(L

10 20

Figura 3 - Elevacao do retalho cutdneo do seu leito (AD-6).
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Figura 4 - Retalho suturado ao leito com fio de poliamida 4.0 pontos continuos interrompidos

a cada 2 centimetros (AD-1).

4.4.3 Procedimentos de Administracdo

Foram injetados, nos animais dos grupos AD, DMSO e DMSO+OHB, o
volume de 0,1 ml a cada centimetro quadrado na metade distal (Figura 5), de 4gua
destilada no grupo AD e DMSO a 5% no grupo DMSO e DMSO+OHB (volume total

de 0,8 ml) com uma seringa de 1 ml e agulha de insulina 0,45x13mm (Figura 6).



Figura 5 - Demarcacao da &rea que sera feita a injecdo do DMSO e AD (na metade distal

do retalho) a cada centimetro quadrado (AD-2).

A
5 15

mm 10 20

Figura 6 - Injecéo subcutanea da droga com um seringa de 1 ml com agulha
de insulina 0,45x13mm (DMSO-3).

) AT
5 15
20
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4.4.4 Procedimento de OHB
Os animais do grupo DMSO + OHB e OHB, ap0s duas horas do experimento,

foram colocados em uma caixa de acrilico (Figura 7) com entrada e saida de
oxigénio controlado pelo fluxémetro (Figura 8-A) no interior da camara hiperbarica,
onde a saturacdo de oxigénio era registrada diretamente no painel de controle
(Figura 8-B). A caixa foi adaptada para ser colocada em uma camara multiplace
(Figura 8-C), onde os animais foram submetidos a uma presséo de 2,5 atmosferas
absolutas (ATA) com oxigénio a 100% por 60 minutos, ap0s pressurizacdo por 15
minutos até atingir 2,5 ATA e mais 15 minutos para despressurizacdo, uma vez ao

dia, por 10 dias consecutivos.

Figura 7 - Caixa de acrilico com capacidade para 10 animais de
pequeno porte (TOTALMAT-SP/BR).
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GMH 3691

omar e

PR

Figura 8 - A: Fluxdmetro no interior na cadmara, para controle do
volume de oxigénio na entrada. B: Oximetro digital
do painel de controle da camara onde é observada a
saturacdo de oxigénio a 100% no interior da caixa de
experimento. C: Camara multiplace (OXIMED-MS). Ano

e modelo 2001 Metaldrgica Unido — ES.

4.5 Amostras Coletadas

No 10° dia apds os experimentos, 0s animais foram novamente anestesiados,
pesados, fotografados e coletados por biopsia incisional, um fragmento de tecido
incluindo toda a espessura do retalho de 0,5 x 05 cm na regido central do terco distal

do retalho (area sem necrose) (Figura 9).
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Figura 9 - Local de ressec¢cdo de tecido,sem necrose, (0,5X0,5 cm) para
avaliacéo histolégica (DMSO-8).

4.6 Eutanasia

Sob anestesia e ap0s coleta das amostras, os animais foram submetidos a

eutanasia em camara de gas carbdnico (Figura 10)

Figura 10 - Camara de CO,, para eutanasia dos animais.
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4.7 Estudo Macroscopico

4.7.1 Avaliacdo do Percentual de Area de Necrose

ApoOs anestesia e imobilizacdo dos animais, no 10° dia, os animais foram
fotografados com uma maquina digital da marca SONY com éptica de 4 vezes de
aumento, lente de 30 mm com 12.1 Mega pixels, obedecendo a uma distancia focal
de 30 cm. As fotografias foram digitalizadas com resolucdo de 640 pontos na
horizontal e 480 pontos na vertical, 24 bits de cores (16 milhdes de cores),
demarcada a area de necrose e calculado o seu percentual pelo programa ImageJ.
(Figura 11).

ST

mm

Figura 11 - Calculo de area de necrose, (AD-5) realizado pelo programa imageJ™.

4.8 Estudo Microscopico

4.8.1 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado segundo as descricdes de SINGH et al.

(1988), com modificaces. Para tanto, um fragmento de pele (0,5 cm?) foi picotado

'Image-J — Sistema de Processamento e analise de imagem Sofitium informética
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em 100ul de solucao fisioloégica (NaCl 0,9%) até a completa homogeneizacdo em
100pl de solucéao fisiolégica (NaCl 0,9%). Emseguida, 40uL da suspenséao celular foi
homogeneizada com 120uL de agarose de LPM (0,75%). Essa solucéo foi
depositada em laminas pré-cobertas com agarose normal (1,5%). Recobriu-se o
material biologico com laminula de vidro. Posteriormente, as laminas foram
resfriadas a 4°C por 20 minutos. Fez-se entdo a remocao das laminulas e a imersédo
das mesmas em solucéo de lise recentemente preparada (89,0ml de estoque de lise
- 2,5M NacCl, 100,0mM EDTA, 10,0mM Tris, pH 10,0 corrigido com NaOH sdlido;
1,0mL de Triton X-100 e 10,0mL de DMSO). A lise ocorreu por 1 hora, a temperatura
de 4°C, protegida da luz. Em seguida, as laminas foram levadas a cuba de
eletroforese com tampéao de pH >13,0 (300,0mM NaOH e 1,0mM EDTA, preparado a
partir de uma solugédo estoque de NaOH 10,0N e EDTA 200,0mM pH10,0) por um
periodo de 20 minutos a 4°C para desnaturacdo do DNA. Apds, realizou-se a
eletroforese a 25 V e 300 mA (1,25V/cm) por 20 minutos. Em seguida, as laminas
foram neutralizadas com tampéao pH 7,5 (0,4M Tris-HCI), durante 3 ciclos de cinco
minutos cada, secas ao ar livre e fixadas em alcool etilico absoluto por 10 minutos. O
material foi corado a posteriori (100,0pL de brometo de etidio - 20x10°mg/mL) e 100
células foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia (Bioval®, Modelo
L2000A)*em aumento de 40x, com filtro de excitagéo 420-490nm e filtro de barreira
520nm. Os cometas foram classificados visualmente, segundo Kobayashi et al.,
(1995), em: classe 0 — nucledides ndo danificados e que ndo apresentam cauda;
classe 1 — nucledides com cauda menor que o diametro do nucledide; classe 2 —
nucledides com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes o didmetro do nucleodide;
classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o diametro do nucledide (Figura
12). Nucledides de células apoptéticas ndo foram contabilizados. O escore total foi
calculado pela somatéria dos valores resultantes da multiplicacéo do total de células
observadas em cada classe de lesdo as quais pertenciam pelo valor da classe. A
proporcao de reducdo de danos foi calculada dividindo-se a freguéncia de células
com danos no DNA do grupo controle pela freguéncia de danos no DNA dos demais
grupos(SPEIT ; HARTMANN, 1996, FEDEL-MIYASATOetal., 2014,0LIVEIRA et al.,
2007):

Bioval- Microscapio de epifluorescéncia; Modelo L2000A
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A captura de imagens foi utilizada em microscopio MOTIC® Série
BA410*,acoplado com camera digital LEICA® ICC 50 HD, com LAS software
version4.0.0, 2011.

MOTIC® Série BA410— Microscopio para captura de imagens
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Figura 12- Classificagdo do teste do cometa levando em consideracdo o didmetro do nucledide e
tamanho da cauda. Onde A=Classe 0, B=Classe 1, C=Classe 2 e D=Classe 3. Aumento
total de 400x. Fonte: Poersch [mestrado] 2005.

4.8.2 Andlise da Viabilidade Celular e Contagem Diferencial de Apoptose e Necrose

Uma aliquota de 50,0uL de suspensao celular, obtida no teste do cometa,
anteriormente descrito, foram homogeneizados com 2,0uL de corante (100,0pg/mL
de Laranja de Acridina e 100,0pg/mL de Brometo de Etideo, ambos diluidos em
PBS). Analisaram-se 100 células em microscoépio de epifluorescéncia (Bioval®) em
aumento de 40x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. A
classificacdo das ceélulas foi realizada segundo a descri¢cdo: (I) células vivas com

membrana funcional possuem coloragdo verde uniforme em seu nucleo; (1) células
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em apoptose inicial com membrana funcional, mas com fragmentacdo de DNA,
demonstram uma coloracdo verde no nucleo e citoplasma, sendo visivel uma
marginalizacdo do seu contetdo nuclear; (lll) células em apoptose final apresentam
areas coradas em alaranjado, tanto no citoplasma como nos locais onde a cromatina
estd condensada no nucleo, o que as distingue de células necroticas; (IV) células
necréticas tém coloracdo alaranjada uniforme no nucleo (Figura 13) (OLIVEIRA et
al., 2007).

Figura 13 - Classificacao do teste de viabilidade celular. Anélise de microscopia de fluorescéncia dos
nacleos das células. Onde A= Células normais ou viaveis, B= Apoptose inicial, C=
Apoptose final e D= Necrose. Aumento de 400x. Fonte:Poersch [mestrado] 2005.

O indice de viabilidade celular foi calculado pela relacdo do numero de células
normais x 100 e o numero de células analisadas. Para o indice de apoptose,

calculou-se a relacdo entre a soma de células em apoptose inicial e final x 100 e o
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namero de células analisadas. Ja para o indice de necrose, fez-se a relacdo entre o
namero de células necréticas x 100 e o numero de células analisadas e o escore € a
soma da multiplicacdo da classe de dano vezes o valor da classe. (OLIVEIRA et al.,
2007).

4.9 Andlise Estatistica

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, a relacdo do ganho de peso,
percentual de necrose, lesdo celular, quantidade de células normais, apoptéticas e
necréticas, viabilidade celular, bem como ao indice de apoptose e necrose foi

realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey.

Na andlise estatistica foi utilizado o software Sigmaplot versdo 12.5

considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados referentes ao ganho de peso, em cada um dos grupos
estudados, estdo apresentados na Tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre
0S grupos experimentais em relacdo ao ganho de peso dos animais (teste ANOVA
de uma via, p=0,266), sendo que este ganho foi negativo para todos os grupos
(variando em média entre -14,50 e -30,89 gramas).

Tabela 1 - Resultados referentes ao ganho de peso, em cada um dos grupos
estudados.

Grupo experimental valor

Variavel de p*

CT AD DMSO OHB DMSO+OHB

Ganho de peso (g)

-16,10+5,60 -14,50+3,27 -27,80+8,87 -30,89+3,11 -25,63+8,71 0,266

CT= Controle,AD=Agua destilada, DMSO=Dimetilsulféxido, OHB=Oxigenoterapia hiperbarica,
DMSO+OHB=Dimetilsulfoxido associado & oxigenoterapia hiperbarica. Os resultados estédo
apresentados em médiazerro padrao da média. * Valor de p no teste ANOVA uma via.

Na Figura 14 estdo apresentados os resultados referentes ao percentual de
necrose da area da pele avaliada, ao final do experimento, em cada um dos grupos
estudados, sendo que também ndo houve diferenca significativa entre os grupos, em
relacdo a esta variavel (p=0,249).

Os resultados obtidos no ensaio do cometa, referentes ao percentual de
células com dano no DNA, distribuicdo entre as classes de danos, escore referentes
aos testes de genotoxicidade e proporcdo de reducdo de danos, nos diferentes
grupos estudados, estdo apresentados na Tabela 2. Houve diferenca significativa
entre os grupos, em relacédo ao percentual de células e ao escore de dano no DNA
(p<0,001), sendo que o percentual de dano e o escore observado nos grupos OHB e
DMSO+OHB foi menor do que aquele para os grupos CT, AD e DMSO (p6s-teste de
Tukey, p<0,05). Além disso, a propor¢cdo de reducdo de danos observado nos
grupos OHB e DMSO+OHB foi de 3,17 e 2,59 vezes maior nestes grupos, em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 14 -Grafico apresentando o percentual de necrose ao final do experimento, em cada um dos
grupos experimentais. Cada coluna representa o valor percentual de necrose e a barra o
erro padrdo da média. CT= Controle, AD= Agua destilada, DMSO= Dimetilsulfoxido,
OHB= Oxigenoterapia hiperbarica, DMSO+OHB= Dimetilsulfoxido associado a
oxigenoterapia hiperbarica.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados dos percentuais de células
viaveis, células apoptoéticas, células necréticas e seus respectivos indices, em
animais submetidos ao procedimento cirdrgico nos diferentes grupos estudados.
Para todas estas variaveis, houve diferenca significativa entre o0s grupos
experimentais (valor de p variando entre <0,001 e 0,002), sendo que o percentual de
células viaveis no grupo OHB foi maior do que aquele observado para os demais
grupos (pos-teste de Tukey, p<0,05). Quanto a apoptose inicial, o percentual de
células apoptoticas observado no grupo OHB foi menor do que aquele para os
demais grupos estudados. Além disso, 0 percentual de apoptose inicial nos grupos
agua destilada e DMSO foi maior do que aquele para os grupos controle e
DMSO+OHB (p<0,05). J& quanto & apoptose final, o percentual de células neste
estagio nos grupos agua destilada e OHB foi menor do que aquele para 0s grupos
controle, DMSO e DMSO+OHB (p<0,05). Em relacdo ao percentual de células

necroricas, ele foi maior nos grupos agua destilada e DMSO+OHB, quando
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comparado com os grupos controle, DMSO e OHB (p<0,05).0 indice de viabilidade
celular no grupo OHB foi maior do que aquele observado para os demais grupos
experimentais (p<0,05). Por outro lado, o indice de apoptose no grupo OHB foi
menor do que aquele para os demais grupos estudados (p<0,05). Além disso, este
indice foi maior no grupo DMSO, quando comparado com 0s grupos controle, agua
destilada e DMSO+OHB (p<0,05). Finalmente, foi observado um indice de necrose
maior nos grupos agua destilada e DMSO+OHB, quando comparado com 0S grupos
controle, DMSO e OHB (p<0,05).

Tabela 2- Valores médiosterro padrédo da média do percentual de células com dano
no DNA, distribuicdo entre as classes de danos, escore referentes aos
testes de genotoxicidade e proporcdo de reducdo de danos, nos
diferentes grupos estudados.

Grupo experimental
Variavel Valor de p*
CT AD DMSO OHB DMSO+0OHB

Células com dano no DNA (%)
22,80+0,80°  22,60+2,98%  26,00%1,41% 7,20+1,79° 8,80+4,025" <0,001

Classe de danos

0 77,60%1,17 77,40+2,98 74,00+1,41 92,80+0,80 91,20+1,80
1 16,40+1,50 16,60+1,50 23,00+0,84 6,80+0,73 6,00+1,34
2 5,80+1,65 3,60+1,03 3,00%0,71 0,40+0,24 2,40+0,24
3 0,60+0,24 2,40+1,36 0,00£0,00 0,00+0,00 0,40+0,24
Escore
29,80+2,67% 31,00£5,90°  29,00+2,07% 7,60+0,93° 12,00+2,50" <0,001

Proporcéo de Reducéo de danos

- 1,00 -0,88 3,17 2,59

CT=Controle,AD=Agua destilada, DMSO=Dimetilsulféxido, OHB=Oxigénoterapia hiperbarica,
DMSO+OHB=Dimetilsulféxido associado a oxigenoterapia hiperbarica. Os resultados estao
apresentados em médiaterro padrao da média. * Valor de p no teste ANOVA uma via. Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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Tabela 3- Valores médiosterro padrao da média do percentual de células viaveis,
células apoptoticas, células necroticas e seus respectivos indices, em
animais submetidos ao procedimento cirdrgico nos diferentes grupos

estudados.
Varidvel Grupo experimental oo X:lgi
CT AD DMSO OHB 5

Tipos celulares
Viavel 87,40+0,40° 86,20+0,74° 84,60+0,98" 91,00+0,63* 86,6+0,75°  <0,001
Apoptose inicial  8,00£0,55°  9,80+0,37*  9,80+0,37%  6,80+0,38° 7,20+0,37°  <0,001
Apoptose final 4,60+0,24*  2,20+0,49°  5,60+0,81°  2,20+0,38"  4,80+0,49° 0,002
Necrose 0,00+0,00°  1,80+0,58%  0,00+0,00°  0,00+0,00° 1,40+0,25°  <0,001
indice de viabilidade celular

87,40° 86,20" 84,60° 91,00 86,60°  <0,001
indice de apoptose

12,60° 12,00° 15,40° 9,00° 12,00°  <0,001
indice de necrose

0,00 1,80 0,00 0,00 1,40  <0,001

CT=Controle,AD=Agua destilada,

DMSO+OHB=Dimetilsulféxido associado a
apresentados em médiaterro padrdo da média. * Valor de p no teste ANOVA uma via. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).

DMSO=Dimetilsulféxido,
oxigenoterapia hiperbarica. Os

OHB=Oxigenoterapia hiperbarica,

resultados estao



6 DISCUSSAO

As lesbes de pele e anexos com perda de substancia sdo correntemente
tratadas com uso de retalhos. Nos retalhos randémicos ndo estdo presentes no
pediculo uma artéria e veia dominantes previamente escolhidas de acordo com as
particularidades anatdbmicas da regido doadora. Assim, infere-se que a
vascularizacéo ocorra de modo aleatorio, a partir de vasos comumente encontrados

na &rea doadora e preservados no pediculo (CHEN et al., 1982).

O estudo criterioso da lesdo e da area doadora €, portanto, fundamental na
escolha da extenséo do retalho proposto no tocante a sua relagéo largura da base e
extensdo. Logo, a relacdo entre a largura do pediculo e o comprimento do retalho é
fundamental no estabelecimento de sua viabilidade. Destaca-se ainda que a
isquemia e consequente necrose estejam na dependéncia do aporte sanguineos
destes retalhos permitidos pelos vasos do pediculo. Destaca-se ainda que para
atenuar a isquemia tecidual ainda seja necessario 0 uso de técnica operatoria
apropriada com manipulacdo adequada dos tecidos, evitando a formacdo de
hematoma e edema (HON, GODING, 2009).

Em relacdo aos processos de neovascularizagcdo, estudos indicam que
somente a partir do terceiro dia de pés-operatdrio comecam a ser identificados sinais
nos retalhos, e esses podem ser encontrados desde o leito até a area cutanea
vizinha. Salienta-se ainda que o pediculo secundario se completa por volta do nono
dia (CHEN et al., 1982).

Haja vista a importancia do processo de irrigacdo sanguinea, seja pelos vasos
preservados ou pela neovascularizacdo, verifica-se que a mesma pode ser
incrementada com uso de drogas vasoativas que possibilitem melhor vascularizagéo
do retalho em sua fase inicial critica (KOMAROWSKA et. al, 1999).

A hipoxia € um sinal de estimulo a cicatrizacdo e essa pode ser determinada,
por exemplo, pela diminuicdo da irrigacdo sanguinea, porém se a diminuicdo da

irrigacdo perdurar, essa situacdo sera um fator de impedimento a cicatrizagdo e
podera levar a necrose tecidual (HON, GODING, 2009).

A meédia de tensdo de oxigénio em retalhos isquémicos é de,

aproximadamente, 30mmhg. Durante o periodo de isquemia, os retalhos randémicos
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ficam submetidos, além da hipdxia, a hipoglicemia. Essas condi¢cdes podem causar
disfuncdo e morte celular. No entanto, quando o fluxo sanguineo é restaurado, um
segundo evento, conhecido como: ndo reperfusdo determinara o acimulo de células
polimorfonucleares aderidas ao endotélio que produzem espécies reativas toxidas
do oxigénio (ERTO), que podem associar-se a danos celulares tais como alteragbes
mitocondriais, deplecdo de adenosina trifosfato, aumento do calcio intracelular e
ativacdo de proteases, fosfatasse, lipases e nucleares, resultando na perda da
integridade celular além de danos no DNA que determinam instabilidade genética
(COTRAN et al., 2010).

Considerando que o processo oxidativo tem inicio precoce, ja aos cinco
minutos de po6-operatdrio, e que a capacidade antioxidante na regido préxima ao
retalno esteja prejudicada pela dificuldade em se atingir nivel local e eficaz de
substancias enddgenas antioxidantes, surgiu a proposta de se buscar um composto
antioxidante com acdo quando precocemente administrada no sitio operatério
associada a uma terapia coadjuvante que ndo utilizasse a mesma via de
administracdo, a via subcutanea. A proposi¢cado ainda considerou a injecdo de um
volume minimo de substancia para ndo agravar a isquemia por compressao local e
com uso de agulha tipo insulina para provocar o minimo de trauma de insercéo, fatos
estes que demostram a continuidade do ineditismo deste estudo (ALMEIDA et. al.,
2004).

Na confeccdo dos retalhos isquémicos, a literatura refere modelos variaveis
de proporcdo entre o tamanho do retalho e o tamanho do pediculo. A proporcéo
varia de 2,5: 1 a 5:1 e os retalhos tém dimenséo (em centimetros) de 7x2, 10x4, 2x8,
9X4 e 10x2. Neste estudo, optamos pelo modelo experimental jA plenamente
consagrados em varios estudos onde as dimensdes do retalho foram estabelecidas
em 8x2cm com proporgao de 4:1(MCFARLANE , WENNUTH, 1966).

A via de administracdo subcutanea foi a que se mostrou mais viavel para
dispersdo do volume injetado da droga-teste, em detrimento da via intradérmica,
visto que essa Ultima poderia aumentar a isquemia por compressao do complexo
vascular intradérmico do retalho. As vias de administracdo enteral (oral ou retal) e
parenteral (intravenosa, intrarterial e intraperitoneal) ndo foram testadas porque a
intencdo era atingir concentracdo da droga no sitio operatério sem a interferéncia da

distribuicdo vascular sistémica. JA o uso topico ndo foi considerado pela
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necessidade de aplicacdes didrias e dificuldade de dispersar a droga de modo
uniforme na ferida operatéria (ALMEIDA et. al., 2004)..

A técnica operatoria de descolamento do retalho com manobras delicadas
evitando formacBes de hematoma e edema, o0 uso de agulha de calibre fino e a
distribuicdo espacada da droga ao longo do tecido operatoério foram realizados para
evitar o comprometimento isquémico adicional aquele inerente a prépria confecgcéo
do retalho. O procedimento em tecido superficial, sem abertura de cavidades e sem
a manipulacdo de visceras, pode ser realizado de modo seguro e sem sofrimento
para os animais com uso de medicacdes anestésicas seguras. A confeccdo do
retalhno no dorso dos animais, e tendo ficado eles em gaiolas isoladas, evitou
qualquer tipo de contato que pudesse escarificar ou prejudicar a evolucdo do
processo cicatricial, mesmo com a realizacdo de curativos abertos (OKAMOTO,
2001).

Dentre as substancias consideradas como varredoras de radicais livres de
oxigénio, o DMSO mostrou-se promissor pela sua reconhecida capacidade
antioxidante em estudos de retalhos cutaneos isquémicos. A literatura ainda
descreve que a aplicagdo em concentracdes com efeito medicamentoso pode ser
realizada por via oral, tdpica, intravenosa, intrarterial, transcutanea, intraperitoneal,
intradérmica, retal e intramuscular. A concentracdo bioativa varia de acordo com a
via de administracdo. A administracdo por via enteral ou parenteral é descrita em
torno de 1,5 a 2 mg/kg. O uso topico sugere concentracdes que variam de 5 a 60. O
uso intradérmico utiliza concentrac6es desde 0,5 a 12%. Na via transcutanea, em
que o DMSO é usado como veiculos de vacina, a concentracdo varia de 1 a 12%.
No delineamento da pesquisa optou-se entdo pela concentracdo de 5% de DMSO e
um volume total de 0,8 ml, obtendo-se uma dose total de 4 mg, dose esta proxima e
recomendada pela literatura para uso intradérmico e transcutdaneo (DUARTE;
FERREIRA, 1997, RAND-LUBY et al.,1996, ALI, 2002).

Na literatura consultada, apenas Almeida et al., (2004) relataram o uso de
DMSO, via subcutanea, em uma unica aplicacdo em retalhos randémicos de ratos.
Os resultados deste estudo estimularam a presente pesquisa que ainda optou pela

associacdo da administracdo do DMSO com a OHB.

A OHB é um método de terapia empregado ha mais de seis décadas no

tratamento de tecidos isquémicos (WONG et al., 1996).
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A opcgéo pela OHB se fez também pelo fato de ser um método de protegéo
tecidual contra agentes oxidantes o que poderia ter efeito sinérgico aqueles
esperados para a administracdo do DMSO. Por se obter efeito sistémico por via
inalatoria e por ser passivel de aplicacdo até a neovascularizacdo completa do
retalho e durante a definicAo do pediculo secundério, (aproximadamente nono dia
apos a confeccao do retalho e por permitir a realizacdo de 10 sessdes consecutivas
que sdo preconizadas por protocolos clinicos nas lesGes isquémicas agudas de
dificil cicatrizacdo). Corrobora a hipotese desta pesquisa o estudo de Arturson e
Khanna (1970) que demonstraram a eficiéncia da OHB associada a administracdo
de DMSO via enteral (ROCHA et al., 2012).

A utilizacdo de camara hiperbarica experimental tem sido utilizada em animais
de pequeno e médio porte em diversos trabalhos experimentais porém encontramos
poucos trabalhos na literatura que utilizaram uma camara multiplace, adaptando um
sistema de campéanula com a entrada e saida de oxigénio a 100% com fluxo
intermitente por sessenta minutos, em trabalhos experimentais com coelhos e ratos,
sem contudo avaliar, em tempo real, a saturacdo de oxigénio no interior da caixa.
(FAGUNDES et al. 2008, ROCHA et al., 2012, LYRA et al.; 2001,0LIVEIRA 2008 e
LIMA, 2006).

Neste trabalho de forma inédita, foi construida por uma empresa
especializada (TOTALMAT-SP/BR) uma caixa de experimento para este fim, onde
foi adaptada uma conexdo de saida da caixa de experimento para o analisador da
concentracédo de oxigénio no painel de controle da camara multiplace, conseguindo-

se aferir a concentragdo exata do oxigénio em seu interior (Figuras 7, 8 A,B e C).

Em relacdo aos dados biométricos dos animais, pode-se verificar que todos
0S grupos apresentaram um ganho de peso corporal de forma nao significativa.
Esses dados sugerem que a administracdo de DMSO ou a OHB nao causou efeitos

toxicos vistos que todos 0s animais passaram pelo mesmo procedimento cirdrgico.

Em relacdo a avaliacdo da area de necrose pode-se perceber que todos os
grupos que receberam a administracdo de alguma solu¢céo (AD ou DMSO)
apresentaram um discreto aumento da area de necrose. Esse fato permite ndo nos
permite inferir que a injecdo do volume possa ter funcionado como uma barreira para

a vascularizacao, pois néo foi estatisticamente significante.
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agindo da mesma forma que o edema, embora o volume aplicado tenha sido
escolhido de modo a minimizar este efeito visto que o edema e a formacéo de
hematoma, ou seja, a barreiras fisicas, mostraram ser prejudiciais a vitalidade de
retalhos cutdneos randémicos. Essa assertiva é também corroborada por Almeida et
al., (2008) que utilizaram solucao salina (NaCl 0,9%) com um volume total maior (0,1
ml/cm?2). Esses mesmos autores ainda relatam que o trauma causado pela agulha de
insulina utilizada para aplicacdo da droga em teste ou seu veiculo possa ser um
importante fator causal para o aumento da area de necrose. Na pesquisa, 0 grupo
de DMSO apresentou uma area de necrose de 51,72%, maior do que observado no
grupo AD e CT, demonstrando uma auséncia de protecdo, porém Almeida et al.,
(2008) observaram que a aplicacdo de DMSO na concentracdo de 5% com um
volume maior, levou a uma reducdo da area de necrose dos retalhos cutaneos
randémicos. Esses autores demonstraram que enquanto o grupo CT possuia uma
area de necrose de 47,99%, com a aplicacdo do DMSO o valor percentual decaiu
para 41,57%, fatos que vado de encontro dos observados neste estudo. Podemos
inferir que o volume utilizado com a reducdo da sua concentracdo pode ter
influenciado a diferenca do resultado encontrado entre os estudos. Quando
associado o DMSO com a OHB, uma vez ao dia por 10 dias consecutivos, duas
horas apds o experimento observou-se uma discreta reducdo de 46,79% para
45,94% em relacdo ao grupo AD e uma reducédo de 47,19% para 45,94% em relacéo
ao grupo CT, demonstrando uma auséncia significativa de protecdo quando
comparado a extensdo de area de necrose. No entanto, estudos em retalhos
randémicos de Arturson e Khanna (1970), utilizando o DMSO, via intraperitoneal,
apo6s 25 minutos do procedimento cirdrgico, associando a OHB em pressodes
atmosféricas diferentes de 2 e 3 ATA, por 4 e 2 horas respectivamente, por dois
dias, foram capazes de diminuir significantemente a area de necrose. Essa diferenca
de resultados pode ser compreendida se considerando que a barreira fisica criada
pela aplicacdo do DMSO ou qualquer outro liquido que simule a formacdo de um
edema possa interferir na protecdo da OHB sobre os tecidos, e que pode ser
potencializado com o aumento da pressdo e ao tempo de exposicdo ao oxigénio,
que aumenta a eficiéncia do processo de protecdo, visto que ocorreria maior
perfusdo em menor tempo com reducdo da isquemia e necrose tecidual (ACEVEDO-
BOGADO et al., 2002).
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O grupo submetido & OHB foi 0o que apresentou melhores resultados e,
portanto, a menor area de necrose, 38,30%. No entanto, essa redugdo néo foi
estatisticamente significativa. A reducdo da area de necrose pela OHB ja foi
demonstrada por Arturson e Khanna, (1970). Esses autores demonstraram que 0
aumento da pressédo de 2 para 3 ATA, mesmo com a diminuicdo de horas de
exposi¢do ao oxigénio a 100%, melhora a resposta a isquemia tecidual. Logo, esses
autores inferem que o aumento da pressdo atmosférica € mais importante que o
namero de sessbes e que tempo de exposicdo e a precocidade do tratamento tém
papel determinante nas lesdes ou necrose resultantes dos fenbmenos isquémicos.
Os mesmos inferem também que, mesmo interpondo uma barreira fisica entre o
retalno e o leito, a neoangiogénese dos bordos da lesdo pode ainda facilitar o
processo de reducdo da area de necrose, nas condicfes estudadas, o que pode

servir de modelo para novos trabalhos.

O fenbmeno de isquemia reperfusdo é mediado pelas ERTO, moléculas
altamente instaveis e extremamente toxicas para a maioria dos fenémenos
biolégicos. As ERTO causam peroxidacdo lipidica das membranas celulares,
gerando a formacgéo de mais radicais livres; estes metabolitos altamente reativos de
oxigénio sdo gerados constantemente em todas as células e, por serem
potencialmente prejudiciais, sdo constantemente removidos por sistema protetores
cuja integridade depende de suprimento adequado de nutrientes e oxigénio, em um
ciclo que se auto propaga, levando a célula a morte celular por necrose ou apoptose.
Atualmente, existe o interesse na identificagdo de substancias presentes no meio
gue possuem atividade protetora contra mutacdes, a fim de resguardar as geracoes
futuras (WERKER et a.,1995)

Nos testes de genotoxidade onde foi empregado o ensaio do cometa, a média de
frequéncia de células lesionadas, distribuidas entre as classes de danos, aumentou
discretamente, porém ndo de modo significante, entre o grupo CT, AD e DMSO,
onde o grupo DMSO apresentou um valor maior de células lesionadas, logo com
aumento da genotoxidade, porém quando associado ao tratamento hiperbarico, este
efeito caiu drasticamente com um escore de 29.00 do grupo DMSO para 12.00 na
associacdo com OHB e para 7.60 quando utilizado a OHB isoladamente com valor
de p < 0,0001, indicando diferenga estatisticamente significante com reducao do

dano de 2,59 e 3,17 do grupo DMSO+OHB e OHB respectivamente, demonstrando
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que efetivamente o tratamento com a OHB reduziu a frequéncia de células com
danos no DNA, mesmo quando da sua associacdo (DMSO+OHB). Estes
mecanismos ainda permanecem obscuros, porém sinalizam a grande reducéao do
dano celular quando da utilizacdo do tratamento com OHB em retalhos cutaneos de

fluxo randomizados.

No teste de viabilidade celular (necrose e apoptose celular), onde foi empregada
a coloracdo diferencial com alaranjado de acridina e brometo de etidio para a
determinacdo de células viaveis e nao viaveis, verificou-se a frequéncia de
micronucleos, frente a dois agentes supostamente protetores. O menor indice de
apoptose encontrado coincide com a diminuicdo do dano encontrado no teste do
cometa, com um aumento maior no uso do DMSO isoladamente e uma reducao
significativa quando associado a OHB, com valor de p<0,0001 entre oS grupos;
segundo Fenech et al., (1999), os eventos de apoptose atuam na eliminacdo de
células micronucleadas, reduzindo, portanto, a frequéncia de células com danos
clastogénicos, Vukicevic et al., (2004), por sua vez, apresentam duas consideragdes
distintas entre si a este respeito: na primeira delas, os autores dizem que uma alta
frequéncia de células em apoptose pode relacionar-se a outros danos genéticos que
ndo resultariam na formacdo de micronicleos e assim nao elevariam a sua
frequéncia; por outro lado, um aumento na frequiéncia de microndcleos e nos indices
de apoptose normais poderia ser explicado pela inducdo de supressao apoptotica
nas células micronucleadas, tornado-se estas necréticas antes mesmo de passarem
pela mitose. Estudos corroboram o que foi observado: que o oxigénio funcione como
um sinalizador de uma série de eventos que promovam a viabilidade celular.
Zambioni et.al. (1992) demonstram em seus estudos com OHB a reducédo do fator
indutor de hipoxia (HIF-a, do inglés, hypoxia-inducible factor), um importante
regulador da expressao génica envolvida na regulacdo da oxigenacao tecidual e que
aumenta na presenca da hipéxia. Os mecanismos moleculares de protecédo
proporcionados pela OHB na cicatrizacdo de feridas isquémicas sdo decorrentes da
modulacdo do fator que induz hipdxia (HIF-1la). Feridas tratadas com OHB
apresentam diminuicdo do HIF-la e sua consequente gene expressdo, com
diminuicdo da apoptose e redugéo do processo inflamatorio. Segundo Kranke et.al.
(2004), a proteina BNip3 (uma proteina pro-apoptotica localizada na mitocondria)

estd extremamente elevada a partir do 10° dia em tecidos isquémicos. Altos niveis
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de oxigénio induzidos pela OHB reduzem e atenuam a expressao da proteina BNip3,
modulando a apoptose a despeito do persistente elevado nivel de acido l4ctico;
dessa forma, a OHB aumenta a acao antiapoptoética e reduz a acdo pro-apoptotica,
resultando na diminuicdo da liberacdo de moléculas pré-apoptéticas pela
mitocondria e atenuando a apoptose. Em estudo imuno-histoquimicoda apoptose
celular em retalhos cutaneos randémicos, Rocha et al., (2013) referiram que, ao
avaliar a expressdo da apoptose nos varios extratos, perceberam os efeitos
protetores da OHB nas porcdes médias e distal do retalho, apresentando um efeito
redutor na expressao da caspase 3 na pele externa do rato, demonstrando que a
hiperoxigenacdo em tecidos sadios € semelhante aqueles que receberam o estimulo
cirdrgico, fatos que colaboram com os nossos achados onde o tratamento com a
OHB teve eficacia na reducdo na porcentagem de danos do DNA e com a reducéo
da frequéncia de células em apoptose, que pode ser atribuida ao aumento de
oxigenacao hiperbérica dos tecidos na face inicial da isquemia.



7 CONCLUSOES

1. O tratamento com OHB, DMSO ou sua combinacédo ndo foi capaz de diminuir a

area de necrose no retalho cutaneo.

2. Ao avaliar o provavel efeito celular do DMSO e da OHB sobre os tecidos

constatamos:

2.1- A terapia hiperbarica e a sua combinacdo com o DMSO levou a uma reducéo no

percentual de células e no escore de dano no DNA.

2.2- Apenas o tratamento com OHB e ndo sua combinacdo com o DMSO foi capaz
de aumentar a viabilidade celular e reduzir a apoptose das células do retalho

cutaneo.
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9 APENDICES

APENDICE A: Peso dos animais (g).

Grupo CT PRE POS
1 316 299
2 370 350
3
4 310 279
5 419 384
6 455 418
7 440 449
8 459 440
9 321 315

10 389 405

Grupo AD PRE POS
1 392 372
2 299 263
3 420 400
4 389 368
5 340 336
6 365 358
7 310 306
8
9 340 335

10 379 369

Grupo DMSO PRE POS
1 377 356
2 385 348
3 389 380
4 334 320
5 404 398
6 292 283
7 389 307
8 455 426
9 466 395

10 379 379

Grupo OHB PRE POS
1 489 446
2 470 428
3 447 425
4 450 422
5 438 418
6 432 413
7 438 402
8
9 484 454

10 402 364

Grupo DMSO+0OHB PRE POS
1 406 374
2 399 368
3 407 378
4 367 379
5 376 355
6 405 330
7 337 318
8
9 395 385

10
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APENDICE B: Resultados da variacdo de area e percentual de necrose dos grupos.

Percentual de area
de necrose

35,61

67,10

Grupo CT

48,43
74,01
46,57
46,10
51,87
2791
41,59

QOO ~NOOITD,WNPE

[

Grupo AD

o

52,54
34,46
56,69
53,70
43,62
58,12
62,88

62,86
54,73

QWO NOOITD,WNPE

=

Grupo DMSO

23,39
67,60
40,45
53,17
49,51
55,41
58,18
76,43
48,27
44,80

QWO ~NOOITAWNPE

(=Y

Grupo OHB

24,91
27,80
53,37
31,24
61,07
52,20
43,09

O©CoO~NOOUIA,WNPEF

39,00
10 47,41

Grupo DMSO+OHB

63,43

41,98
66,29
36,23
46,92
58,88
66,09

QOWoO~NOUIDWNPE

=

45,27
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APENDICE C: Resultado da analise da viabilidade celular e contagem diferencial de
apoptose e necrose.

LAM. APOP APOP TT TT IND IND IND
VIA 1 2 NEC Total APOP NEC Prova Viab Apop Nec
CT
G11 87 8 5 0 100 13 0 100 87 13 0
Gl2 87 9 4 0 100 13 0 100 87 13 0
G13 89 6 5 0 100 11 0 100 89 11 0
G14 87 8 5 0 100 13 0 100 87 13 0
G15 87 9 4 0 100 13 0 100 87 13 0
AD
G21 84 11 3 2 100 14 2 100 84 14 2
G22 88 10 1 1 100 11 1 100 88 11 1
G23 87 9 3 1 100 12 1 100 87 12 1
G24 85 10 1 4 100 11 4 100 85 11 4
G25 87 9 3 1 100 12 1 100 87 12 1
DMSO
G31 86 10 4 0 100 14 0 100 86 14 0
G32 84 9 7 0 100 16 0 100 84 16 0
G33 86 10 4 0 100 14 0 100 86 14 0
G34 381 11 8 0 100 19 0 100 81 19 0
G35 86 9 5 0 100 14 0 100 86 14 0
OHB
G41 90 7 3 0 100 10 0 100 a0 10 0
G42 92 7 1 0 100 8 0 100 92 8 0
G43 89 8 3 0 100 11 0 100 89 11 0
G44 92 6 2 0 100 8 0 100 92 8 0
G45 92 6 2 0 100 8 0 100 92 8 0
DMSO+OHB
G51 85 7 6 2 100 13 2 100 85 13 2
G52 87 8 4 1 100 12 1 100 87 12 1
G53 85 7 6 2 100 13 2 100 85 13 2
G54 89 6 4 1 100 10 1 100 89 10 1
G55 87 8 4 1 100 12 1 100 87 12 1
ONDE:
G1 CT
G2 AD
G3 DMSO
G4 OHB
G5 DMSO+0OHD




APENDICE D: Resultados do ensaio do cometa.

Lamina Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Total de danos  Escore
CT
G11 76 14 9 1 24 35
G1.2 76 14 9 1 24 35
G13 82 15 5 0 20 25
G114 78 22 0 0 22 22
G15 76 17 6 1 24 32
AD
G221 72 19 5 4 28 41
G22 85 11 4 0 15 19
G223 84 16 0 0 16 16
G24 71 19 3 7 29 46
G225 75 18 6 1 25 33
DMSO
G31 73 23 4 0 27 31
G32 76 23 1 0 24 25
G33 75 22 3 0 25 28
G 34 69 26 5 0 31 36
G35 77 21 2 0 23 25
OHB
G4.1 94 6 0 0 6 6
G4.2 91 9 0 0 9 9
G4.3 93 6 1 0 7 8
G4.4 91 8 1 0 9 10
G45 95 5 0 0 5 5
DMSO+OHB
G5.1 87 9 3 1 13 18
G5.2 95 3 2 0 5 7
G5.3 92 6 2 0 8 10
G54 87 9 3 1 13 18
G55 95 3 2 0 5 7
ONDE:
G1 CT
G2 AD
G3 DMSO
G4 OHB
G5 DMSO+0OHD
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ANEXO

ANEXO A — Certificado CEUA.

WMINISTERIS DA EDMCACAD
UNNWERSIDADE FEOERAL DE MATO GROSEC DO SLIL

CERTIFICADO

Certiicamos que o Protocolo n® 309 do Pesquisador Albert
Schiavetic de Souza referente ao projeto de pesquisa, “Estudo
morfoliégico do retalho cutineo sob a agdo do dimetilsulfdxico, wvia
subcuténea, associada a oxigenioterapla hiperbarica, em ratos”, estad de
acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagac Animal (CONCEA), com a legisiacio
vigente e demais disposicboes da ética em investigagcio que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO

US0 DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 20 de junhao de 2011.

Campo Grande (MS),217 de junha dea 20611,

or? Jpice Steip
Coordenadora da CEUA



81

ANEXO B - Normas Adotadas.

Conselho Nacional de Saude — Resolucao n. 01/88: Normas de pesquisa em
saude Bioética 199;3:137-54.

DeCS — Descritores em Ciéncias da Saude. 3°ed. Sao Paulo, Bireme, 1996,
1146p.

International Committee on Veterinary Anatomical Nomenclature — Nomina

Anatomica Veterinaria. 3 °ed. New York, Ithaca, 1983. 216p.

Uniform Requiriments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals.
International Committee of Medical Journal Editors.Ann Intern Med997;126:36-
47.



