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RESUMO

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) tem sido utilizada na tentativa de
minimizar os riscos de osteorradionecrose (ORN) e obter sucesso nos
procedimentos cirdrgicos que envolvam manipulacdo de tecidos 6sseos
previamente irradiados. No entanto, os protocolos de aplicacdo da OHB ainda
ndo estdo muito bem definidos e trabalhos determinando qual o ndmero ideal
de sessOes ainda nao foram desenvolvidos. A presente pesquisa teve por
objetivo investigar o efeito do numero de sessdes de OHB na arquitetura do
processo de reparo e nas propriedades biomecanicas do tecido ésseo irradiado
ou ndo irradiado. 40 ratos machos Wistar, clinicamente saudaveis, com peso
entre 250 e 350 g, tiveram a perna esquerda irradiada com uma dose Unica de
30 Gy. Apds 30 dias foram submetidos a cirurgia para confeccdo de um defeito
0sseo e imediatamente a OHB, nas variaveis de 0, 10, 20, 30 e 40 sessbfes, em
90 minutos por dia, sob 2,5 ATA. Os animais foram sacrificados e as tibias
foram submetidas ao ensaio de teste biomecéanico de trés pontos para calcular
a forca maxima (N), resisténcia a falha (mJ) e rigidez (N / mm). Adicionalmente
foram realizados micro-CT para analisar defeitos 6sseos nos fémures em
relacdo: (1) porcentagem de volume 6sseo (BV / TV); (2) Densidade de
conectividade (Conn. D); (3) Separacédo trabecular (Tbh.Sp); (4) Espessura
trabecular (Tbh.Th); (5) Numero de trabéculas (Tb.N). No teste de trés pontos
diferencas entre os grupos (I x NI) foram encontrados para 0 (p = 0,006), 10 (p
= 0,049), 20 (p = 0,027 ), e 40 sessdes (p = 0,047). Para os varios parametros
avaliados no micro CT, foram encontradas diferengas significativas na
separacao trabecular, quando 0 e 20 sessfes foram comparados (p<0.05). A
OHB favoreceu a rigidez do tecido 6sseo apOs a radioterapia e o0 nhumero de
sessfes de OHB utilizado néo influenciou o processo de reparo do tecido

0sseo em ratos.

Palavras-chave: Tecido 6sseo — Radioterapia — Oxigenoterapia Hiperbarica



ABSTRACT

Hyperbaric oxygen therapy (HBO) aims to minimize the risks of
osteoradionecrosis (ORN) and to obtain success in surgical procedures
involving manipulation of previously irradiated bone. However, HBO application
protocols are not well-defined yet, and studies determining the ideal number of
sessions have not been carried out to date. This work aimed to investigate the
effect of HBO on tissue healing, correlating it to particular numbers of sessions.
A total of 40 clinically healthy male Wistar rats, weighing between 250 and 350
g had their left legs irradiated with a single dose of 30 Gy. After 30 days, they
were submitted to surgery to create a bone defect, immediately following HBO,
using the variables of 0, 10, 20, 30 and 40 sessions, over 90 minutes per day,
under 2.5 ATA. The animals were sacrificed and their tibiae submitted to a three
point bio-mechanic test assay to calculate maximum strength (N), work to
failure (mJ) and stiffness (N / mm). In addition, micro-CT was performed to
analyze bone defects in the femur regarding: (1) bone volume percentage (BV /
TV); (2) connectivity density (Conn. D); (3) Trabecular separation (Th. Sp ); (4)
Trabecular thickness (Tb. Th); (5) Trabeculae number (Tb.N). The three point
test showed differences between the groups (I x NI) for 0 (p = 0.006), 10 (p =
0.049), 20 (p = 0.027), and 40 sessions (p = 0.047). Significant differences in
trabecular separation were found among the various parameters evaluated in
the micro-CT, when 0 and 20 sessions were compared (p<0.05). HBO favored
bone tissue rigidity after radiotherapy and the number of HBO sessions

performed did not influence the bone tissue healing process in rats.

Keywords: Bone tissue - Radiation - Hyperbaric oxygen therapy



1. INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

O o0sso como um tecido e 0 esqueleto como um todo apresentam
fungbes essenciais para o complexo funcionamento do corpo humano. Sua
arquitetura em conjunto com os musculos esqueléticos, propicia um intenso
dinamismo mecanico, sustentacdo e protecdo de Orgdos essenciais para o
funcionamento do sistema, além do armazenamento e equilibrio de minerais e
triglicerideos (Junqueira e Carneiro, 2004), uma reserva de energia quimica
potencial para o corpo humano. Ademais, 0ssos longos apresentam em seu
interior um tipo especializado de tecido conjuntivo denominado medula 6ssea,
que trabalha intensamente na producdo células mesenquimais, além de
eritrocitos, leucécitos e plaquetas, processo este denominado hematopoiese,
vital para o funcionamento e harmonia de todo o sistema. (Marx RE, 2007;
Jungueira e Carneiro, 2004).

O tecido 0sseo é constituido por uma fase inorganica, composta
essencialmente por cristais de fosfato de calcio sob a forma de hidroxiapatita,
que lhe confere uma extrema dureza e propicia o desempenho de funcdes
como sustentacdo e protecdo. Por sua vez, a matriz colagena, que forma a
fase organica do tecido, lhe confere certa maleabilidade e possibilidade de
extensao e flexdo (Roden RD Jr, 2010; Katchburian E, Arana-Chaves V, 2004).
Os osteoblastos sdo as células que realizam a producdo e arquitetura da
matriz organica, no entanto, durante este processo alguns acabam sendo
aprisionados e formam uma rede células denominadas de ostedcitos, que
comunicam entre si e com 0s osteoblastos da superficie, permitindo a
passagem de nutrientes e de muitas outras substancias primordiais para a
sobrevivéncia da matriz em formacdo, também desempenha a funcéo de
regulador da renovagdo Ossea, através do monitoramento do fluxo de fluido
através de seus processos no sistema canalicular (Chen JH, Liu C, You L, et
al, 2009). Os osteoclastos, formados a partir de macrofagos, sdo células

multinucleadas localizadas na superficie da matriz e responsavel pela



reabsor¢cdo 6ssea, importante no processo de remodelacdo 6ssea. (Roden RD
Jr, 2010; Katchburian E, Arana-Chaves V, 2004; Junqueira e Carneiro, 2004).

Histologicamente, o tecido 6sseo pode ser classificado em primario
(imaturo) ou secundario (maduro ou lamelar). O tecido 6sseo imaturo apresenta
fibrilas colagenas sem organizacdo definida, maior nimero de ostedcitos
incluidos na matriz 6ssea e menor conteddo mineral, presentes nas suturas
dos ossos do cranio, nos alvéolos dentarios e em alguns pontos de insercao de
tendbes, além de situacbes que exijam uma rapida formacdo O0ssea, como
acontece na reparacdo de uma fratura Ossea. O tecido 6sseo maduro
apresenta fibrilas coldgenas extremamente organizadas formando lamelas,
constituintes de cada camada, paralelas entre si, mas dispostas segundo uma
orientacdo diferente, formando muitas vezes um angulo reto em relacdo as
fibras das camadas adjacentes. Depois da fase de crescimento, 0s 0ssos de
um individuo adulto, saudavel, adquirem uma estrutura lamelar definitiva, com
menor numero de ostedcitos incluidos na matriz e maior contetdo mineral, que
garante ao 0sso a resisténcia mecanica (Katchburian E, Arana-Chaves V,
2004). Macroscopicamente, apresenta importantes diferengcas na organizacao
estrutural e funcional. A superficie solida e homogénea, formado por lamelas
Osseas paralelas ou concéntricas (sistemas de Havers) é classificado como
cortical ou compacto. Dissemelhante do esponjoso ou trabecular, que possui
um arranjo trabecular delimitando pequenas cavidades preenchidas por medula
0ssea (Katchburian E, Arana-Chaves V, 2004).

As superficies internas e externas dos 0ssos séo revestidas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo, que constituem o enddsteo e o peridsteo,
respectivamente. Estes tecidos possuem a funcdo de nutrir o tecido 0sseo e
fornecer osteoblastos para o crescimento e reparacao (Junqueira e Carneiro,
2004). O endosteo é mais rico em células, principalmente precursoras 6sseas,
e suprimento vascular, em relacdo ao periésteo, um conjuntivo fibroso.
(Katchburian E, Arana-Chaves V, 2004; Ten Cate AR, 2001). Apesar do seu
aspeto aparentemente inerte, oS 0Ssos sdo estruturas altamente dinamicas,
apresentando um processo combinado de formacao e reabsorcao, denominado

de remodelagcdo Ossea. Este processo é continuo e fisiolégico, realizado por



diversas células, que assumem varias formas e funcdes e que, no seu
conjunto, constituem a série osteoblastica e a série osteoclastica, permitindo
que o tecido Osseo se renove constantemente, responda aos estimulos
externos e também sofra reparacdo para a manutencdo da microarquitetura
0ssea (Katchburian E, Arana-Chaves V, 2004).

Além das excelentes propriedades mecéanicas, 0 0sso € 0 Unico tecido
que cura inteiramente pela regeneragédo celular e produgédo de uma matriz
mineral, processo denominado de reparacao 0ssea, diferente de outros tecidos
conjuntivos, que apresentam apenas deposicdo de colageno quando
lesionados, denominado de cicatrizacdo (Marx RE, 2007). O reparo € um
processo complexo com eventos celulares e extracelulares, influenciado por
varios fatores tais, como: Celularidade, tipo de osso (cortical ou trabecular),
local e severidade da lesdo, presenca de infec¢ao, imobilizacdo, idade e estado
de saude geral e nutricional dos individuos. O reparo bem sucedido € aquele
com reconstituicdo da continuidade e funcdes teciduais originais (Davies e
Hosseini, 2000; Ten Cate AR, 2001).

Na ocorréncia de uma lesdo 0ssea imediatamente inicia-se 0 processo
de reparo, que consiste em trés fases principais. A primeira fase é a
inflamatoria inicial, onde periésteo e vasos das regides corticais e medulares
lesionados, provocam sangramento e formacdo de hematoma ou coagulo
sanguineo no interior do canal medular e entre as extremidades da leséo e o
periosteo, formando um tecido de granulacéo (Trowbridge e Emling, 1996; Ten
Cate AR, 2001). A sequir, inicia-se a fase de reparacdo através de células
inflamatérias como fibroblastos que invadem o tecido e causam diferenciacao e
recrutamento de osteoblastos, além de fornecer suporte para uma
neovascularizagdo. Os osteoblastos formam um tecido ostedide imaturo
denominado calo mole, que na fase final do processo de reparo sofre
remodelacdo através reabsorcdo e aposicdo Osseas, levando a formacao de
um 0sso maduro préximo de sua forma e resisténcia original (Lynch et al,
1999).
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A radioterapia € um dos métodos utilizados no tratamento das
neoplasias malignas de cabeca e pescoco. As radiacdes ionizantes sao
eletromagnéticas ou corpusculares e carregam energia, que ao interagirem
com os tecidos, dao origem a elétrons rapidos que ionizam 0 meio e criam
efeitos quimicos como a hidrélise da agua e a ruptura das cadeias de DNA
(Acido Desoxirribonucléico). Dentre os mais importantes tipos de geradores de
radiacdo ionizante destacam-se o0s tubos de raios X, os aceleradores de
particula, os radiois6topos e as fontes de néutrons (Tauhata et al, 2003). Em
virtude de fatores como o estdgio, localizagdo do tumor e ocorréncia de
acometimento ganglionar, nos pacientes com neoplasias malignas de cabeca e
pescoco, estruturas sadias da cavidade oral, glandulas salivares e 0ssos
maxilares poderdo estar presentes na area de radiacdo (Hall EJ, 2000). A
Tolerancia dos tecidos normais adjacentes € um fator limitante da dose de
radiacdo. Alteracbes indesejaveis acometem estes tecidos, de forma que
tecidos com altas taxas de proliferacdo respondem com reacdes agudas a
radioterapia (efeitos precoces), enquanto que em tecidos com taxas de
renovagao mais lenta os danos podem néo ser evidentes durante meses ou
anos apos o tratamento (efeitos tardios) (Hall EJ, 2000; Steel GG, 2002).

Apés a radioterapia, o tecido 6sseo apresentam taxas de renovacdo
mais lenta. As primeiras alteracfes sao resultado do desequilibrio da atividade
osteoblastica e osteoclastica, com favorecimento a reabsorcdo 6ssea, pois 0S
osteoblastos tendem a ser mais radiossensiveis que 0s osteoclastos (Maeda et
al., 1988; Cunha et al., 2007; Pelisser et al., 2007). O dano da radioterapia
oncoldgica na vascularizacdo do 0sso e 0s seus tecidos circundantes provoca
uma hiperemia, seguido por endoarterite, trombose, e uma progressiva oclusao
e obliteracdo dos pequenos vasos (Rabelo, G.D.; Beletti, M.E.; Dechichi, P,
2010). Com o tempo, o endoésteo atrofia e a medula mostra uma marcante
acelularidade, com perda significativa de osteoblastos e osteoclastos ativos
(Cunha et al.,, 2007), pouca ou nenhuma vascularizacdo (Muhonen et al.,
2004), com significativa fibrose e degeneracdo gordurosa e com algumas
lacunas desprovidas de ostedcitos. O periésteo mostra uma fibrose

significativa, com perda de elementos celulares remodelativos (Silverman e



Chierici, 1965; Dreizen et al., 1977; Beumer et al., 1979; Constantino et al.,
1995). Redugéo da resisténcia biomecanica (Maeda et al., 1988)
hipovascularizacéo e fibrose séo fatores comuns observados na fase terminal
da radioterapia no 0sso, o que pode explicar a resposta ruim do osso irradiado
ao trauma e infecgéo (Vissink et al., 2003). A manipulac&o cirdrgica ou mesmo
o trauma local pode ocasionar uma a osteorradionecrose (ORN), grave
processo de progressao rapida que se dissemina por todo o 0sso devido ao
comprometimento vascular e minima capacidade regenerativa do mesmo
(Meyer, 1970). Sua incidéncia na mandibula varia de 5% a 15% (Constantino et
al., 1995; Epstein et al., 1997; Thorn et al. 2000). Este processo pode progredir
para fistula ou sequestro 6sseo e eventual fratura patolégica (Marx RE, 1983a;
b; Epstein et al., 1997; Constantino et al., 1995; Thorn et al., 2000).

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) é uma modalidade terapéutica que
consiste na administracdo de oxigénio puro a 100 % numa pressao ambiente
maior do que ao nivel do mar, entre 2 a 3 ATA, utilizando-se uma camara
projetada para essa finalidade. As camaras hiperbaricas podem ser individuais
(hospedando apenas um paciente) ou mudltiplas (com capacidade para
hospedar varios pacientes) (Thom SR. 2011). A OH promove uma elevacédo da
quantidade de oxigénio dissolvido no sangue em decorréncia da elevagédo da
pressdo dentro da camara, auxiliando a oxigenacédo tecidual. Tem sido
empregada como terapia adjuvante em casos de embolias gasosas, gangrena,
infeccbes necrotizantes de tecidos moles, isquemias agudas, queimaduras e

osteomielites.

A OHB tem sido utilizada também, na tentativa de minimizar os riscos de
ORN e obter sucesso no pos-operatério de procedimentos cirlrgicos que
envolvam manipulagcédo de tecidos 0sseos previamente irradiados (Clark et al.,
2006; Feldmeier, 2004), sendo recomendado a aplicacdo de protocolos de
OHB em pacientes que necessitam de intervencdo na regido oral, como
exodontia (Nabil e Samman, 2011). No entanto, seu emprego para favorecer o
reparo ou prevencao de ORN em areas irradiadas de cabeca e pescoco ainda

gera controvérsias (Nabil e Samman, 2011; Shaw e Butterworth, 2011), onde



alguns trabalhos n&o sugerem o uso da OH como tratamento para ORN (Lyons
e Ghazali 2008; Pital-Arnnop et al, 2008). Embora ainda n&o haja consenso na
literatura a respeito da OHB para essa finalidade, existe um vasto campo a ser
explorado sobre essa terapia e seus efeitos no tecido ¢sseo irradiado
(Spiegelberg et al, 2010) tanto em relagdo as propriedades biomecanicas,

quanto em relacdo a arquitetura e reparo tecidual.

Os principios atribuidos a eficiéncia da OHB estédo relacionados a sua
capacidade de estimular o aumento da vascularizacdo através da angiogénese
e da capacidade osteogénica proporcionada pela maior disponibilidade de
oxigénio para as células, estimulando a proliferacdo dos fibroblastos,
interferindo na sintese de colageno e assim favorecendo o reparo tecidual
(Jacobson et al. 2010; Fok et al., 2008; Sawai et al, 1996). Além destes
beneficios, o0 aumento da tensdo de oxigénio disponivel possui atividade
bactericida e bacteriostatica, potencializando a capacidade fagocitaria dos
globulos brancos (Jacobson et al, 2010; Marx et al, 1985). Assim, alguns
trabalhos demonstram que a OHB, acelera a incorporacao de enxerto de tecido
0sseo livre de vascularizacdo (Sawai et al.,, 1996), favorece a reparacdo de
defeitos dsseos criticos (Jan et al., 2006) estimula a vascularizacdo e formacao
Ossea (Pedersen TO, 2013), alterara o metabolismo 6Osseo acelerando o
processo de reparo pelo aumento do anabolismo (Kawada et al., 2013), mesmo
em fraturas onde ocorra a ndo-unido e formacao de pseudoartrose (Kurkli et
al, 2012 ), ou em tecidos 6sseos biologicamente comprometidos, como o
irradiado. (Muhonen et al., 2002; Sawai et al.,1996). As complicacbes
decorrentes das sessdes de HBO sdo minimas, incluindo miopia transitéria,
barotrauma da orelha média e convulsées (Giebfried et al., 1986). Contra-
indicacdes absolutas para a HBO incluem neurite Optica, historia de doenca

pulmonar bolhosa ou bolhas pulmonares congénitas (Giebfried et al., 1986)

A tomografia computadorizada é uma técnica de imagem morfologica
nao destrutiva que pode quantificar a estrutura interna de um objeto em trés
dimensdes, se mostrando uma ferramenta importante na aquisicdo de imagens

e avaliacdo do osso trabecular em um processo de reparo 6sseo (Efeoglu et al,



2007).Ela fornece imagens biologicas com resolugbes isotrépicas que vao
desde alguns milimetros nos aparelhos clinicos de tomografia
computadorizada, passando por micrdmeros nos aparelhos laboratoriais de
micro CT, até resolucdes abaixo de 100nm como nos aparelhos de radiacao
sincrotronica. O micro CT recebeu muitos aprimoramentos nos tempos atuais
para aquisicdo e andlises de imagens, se tornando uma boa alternativa para
avaliacdo de tecido 6sseo e o0 estudo de terapias e biomateriais empregados na
regeneracao 6ssea (Polak et al, 2012). O desempenho biomecéanico do tecido
0sseo depende de fatores intrinsecos, relacionados a matriz 6ssea, como
qualidade da porcédo organica e do conteudo inorganico (Dunlop et al, 2010),
bem como da atividade das células 6sseas. Testes laboratoriais aplicado em
modelos biolégicos tém sido utilizados para avaliar as propriedades mecéanicas
e estimar o comportamento clinico do osso (Ha et al, 2013).Estudos utilizando
a associacdo destes dois métodos de andlise para avaliar parametros
guantitativos da microarquitetura e propriedades biomecanicas do tecido 6sseo,

sdo encontrados na literatura. (Kawada et al., 2013; Van Lenthe et al, 2008)

Os protocolos de aplicacdo da oxigenoterapia Hiperbarica ainda néo
estdo muito bem definidos, trabalhos determinando qual o nimero ideal de
sessbes para a obtencdo dos beneficios desta terapia ainda nao foram
desenvolvidos. O objetivo deste trabalho e estudar e conhecer os beneficios
dos numeros de sessdes de OHB utilizadas para favorecer a microarquitetura
do processo de reparo e as propriedades biomecanicas, em tecidos 6sseos
irradiados e nao irradiados de pernas de ratos. A hipotese dos investigadores e
que OHB favorece a microarquitetura do processo de reparo 0sseo e as
propriedades biomecanicas do 0sso, e para a obtencao de seus beneficios um
grande numero sessfes seria necessario. No entanto, o conhecimento de um
namero ideal de sessbes de OHB economizaria custos e tempo, sem que 0s
beneficios da terapia sejam comprometidos em futuros experimentos,

justificando a investigacao.
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2. PROPOSICAO

Avaliar em modelo experimental em ratos (Ratthus norvegicus), o efeito do

namero de sessdes de oxigenoterapia hiperbarica na biomecanica e reparacao
de tecido 6sseo submetido ou ndo a radioterapia.

1. METERIAL E METODOS

Ratos Wistar machos

(N=40)

7

Perna direita

(GNI)

30 dias

Perna direita

i 0HB 25 ATA / 90 Min

(GI)

Perna esquerda -— Radiagao (30 Gy)
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Figura 1. Delineamento Experimental
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ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos machos Ratthus norvegicus, da linhagem Wistar,
clinicamente sadios com peso entre 250 a 350g. Os animais foram mantidos no
Biotério da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em gaiolas apropriadas
e tratados com racdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas do COBEA, com aprovacdo prévia do
comité de ética de utilizacdo de animais com protocolo de registro CEUA/UFU
105/13. Foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos distintos (Tabela 1):
Perna esquerda do animal - Irradiada (Gl), Perna direita do animal - Nao
Irradiado (GNI), e cinco niveis de estudo a partir do nimero de sessdes de
OHB realizada (0, 10, 20, 30 e 40 sessoes) apresentando 8 animais cada (Ishii
et al, 2002, Sawai et al, 1996).

Tabela 1 — Distribuicdo do numero de amostras pelas variaveis grupos e

nameros de sessdes de oxigenoterapia Hiperbarica

Grupo Néo Irradiado Grupo Irradiado
OHB (GNI) (GI)
Sessofes Defeito 6sseo Defeito 6sseo + Radiacéo
(Perna Direita) (Perna Esquerda)
0 8 8
10 8 8
20 8 8
30 8 8
40 8 8
Amostras 40 40
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RADIOTERAPIA

O protocolo de radioterapia de Da Cunha et al. (2007) e Lerouxel et al. (2009)
adaptado foi realizado na perna esquerda de todos os 40 animais conforme
descrito a seguir. Antes da sessdo de radioterapia 0s animais foram
submetidos a anestesia geral através da injecéo intraperitonial, contendo 0,025
ml/100g de peso corpéreo do animal, do sedativo, analgésico e relaxante
muscular Cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan® Divisdo Vertbrands Salde
Animal — Jacarei — SP/Brasil) e 0,05 ml/100g de peso corpéreo do animal do
anestésico geral Cloridrato de quetamina 10% (Dopalen® Divisdo Vertbrands
Saude Animal — Jacarei — SP/Brasil). A radioterapia foi realizada utilizando o
Acelerador Linear de Elétrons de 6MeV (Varian 600-C® Varian Medical
Systems Inc. Palo Alto, Califérnia/EUA). A perna esquerda foi estendida
lateralmente e fixada em uma determinada posicao por espatulas de madeira e
fita adesiva (Scotch®, 3M do Brasil, Sdo Paulo-SP/Brasil) Uma area de 4
centimetros de comprimento do fémur esquerdo foi irradiado por campo
anterior anico. A area irradiada foi marcada com caneta dermogréfica para
cirurgias na cor azul (Securline®, Securline, Sdo Paulo-SP/Brasil) bem como o
feixe foi individualmente colimado com um fator de 1,082 limitando a area a um
tamanho de 40 x 40 cm e uma altura de 100 cm da placa de cera colocada
sobre a perna do animal com 1,5 cm de espessura, medida a partir da qual a
radiacdo atinge o ponto maximo de interacdo apds primeiro contato (Figura 2).
Foi utilizada dose Unica de 30 Gy totalizando 2.773 unidades de monitor em
quatro periodos, em virtude do descanso do aparelho, considerada adequada
por produzir um leito cirdrgico comprometido, simulando em roedores a
situacdo clinica observada em humanos (Lerouxel et al., 2009). O intervalo
entre a radioterapia e o procedimento cirirgico com inicio da oxigenoterapia

hiperbarica, foi de 30 dias seguindo o protocolo de Batista et al. (2011)
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Acelerador Linear - UFTM

Imagem de Batista et al. (2011)
Figura 2. Animais com as pernas esquerdas estabilizadas e posicionadas

dentro do campo de radiacéo

CIRURGIA

Apos 30 dias da radioterapia todos os animais foram submetidos a
cirurgia para confeccao das lesbes nos fémures, de maneira similar ao estudo
de Batista et al. (2011) (Figura 3). Previamente ao ato cirdrgico, 0s animais
foram anestesiados com injecao contendo Tiletamina-zolazepam (10 mg/Kg) e
Fentanil (0,025 mg/Kg), via intramuscular (Carpenter et al, 2001) Apoés a
anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regido coxofemoral
direita e esquerda com lamina de barbear (Gillette®, Gillette do Brasil, S&o
Paulo-SP/Brasil). Logo ap6s, foi realizada a antissepsia da regido com solucéo
de alcool iodado 0,5% (Laborquim, Laborquim® Ltda, Araxa-MG/Brasil). A area
operatoria foi limitada com campo cirargico fenestrado de TNT (tecido nao
tecido) esterilizado, adaptado para o procedimento (Figura 4). O sitio para
intervencao cirargica foi a regido mediana do osso fémur direito e esquerdo do

animal.
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Com o animal posicionado em decubito lateral esquerdo, para a regido
lateral do fémur direito e em decubito lateral direito, para o acesso cirargico a
regido lateral do fémur esquerdo, o acesso foi obtido por meio de incisdo
continua longitudinal, na pele e tecido subcutaneo com 2 cm de extenséo,
(Figura 5) utilizando-se lamina de aco inox n° 15 (BD Lamina — Curitiba —
PR/Brasil) montada em cabo para bisturi n°3 (Golgran®, Golgran Ind. e Com.
de Instrumental Odontoldgico LTDA S&o Paulo — SP). Apdés a incisdo da fascia
muscular, a musculatura da regido foi divulsionada com auxilio de uma tesoura
cirdrgica romba curva (Golgran®, Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontoldégico LTDA S&o Paulo — SP) e pinca anatdmica 14 cm (Golgran®,
Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontolégico LTDA S&o Paulo — SP), até
a exposicao do periésteo, que foi incisado e descolado ao longo da area 6ssea
a ser exposta, permitindo, assim, acesso direto a diafise do fémur (Figura 6). O
fémur foi entdo delimitado em trés por¢des (superior, mediana e inferior), com o
objetivo de padronizar a area a ser manipulada, sendo a regido mediana, o
local de eleicdo para a realizacdo do experimento. Na porcao inferior da face
lateral do fémur, proximo a juncao entre o fémur e a tibia, foi realizada pequena
osteotomia utilizando broca n° 701 (Figura 7) para o posicionamento fixo em
torno do fémur de fio de sutura cirargico de monofilamento de nylon, estéril,
ndo absorvivel 4-0, (Shalon®, Shalon Fios Cirurgicos Ltda. Sdo Luiz de Montes
Belos — GO/Brasil), que tem como finalidade o estabelecimento de um ponto de
referéncia para a identificacdo no momento da obtencdo das amostras, do
posicionamento do defeito ésseo a ser estudado, realizado a 5 mm , na regido
mediana (Figura 8), com broca esférica n°® 8 (KG®, KG Sorensen, Sdo Paulo-
SP) acoplada em motor elétrico (Beltec Industria e Comércio de Equipamentos
Odontolégicos LTDA, Araraquara — SP/Brasil) com 1000 rpm, associado a
irrigacdo abundante com solucgéo fisioldgica estéril de cloreto de sédio a 0,9%
(Laboratério Sanobiol Ltda., Sao Paulo-SP/Brasil). O parametro de
profundidade da perfuracdo foi o rompimento da cortical 6ssea e a

profundidade na medula éssea (Figura 9)

A broca foi substituida a cada trés animais, devido a diminuicdo do
poder de corte. A sutura foi realizada por planos com fio cirdrgico
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monofilamento de nylon, estéril, ndo absorvivel 4-0, (Shalon®, Shalon Fios
Cirargicos Ltda. Sdo Luiz de Montes Belos — GO/Brasil) (Figura 9). No periodo
pos-operatorio foi administrado Tramadol (10 mg/Kg), via subcutanea (Kriz et
al., 2010) durante quatro dias.

| Cortical | | Fio de Nylon |

Defeito dsseo

Figura 3. Modelo esquematico

Figura 4. Area operatéria apds tricotomia e montagem de campo cirdrgico
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Figura 5. Incisdo continua longitudinal na pele e tecido subcutaneo

Figura 6. Acesso direto a diafise do fémur
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Figura 8. Realizacdo do defeito 6sseo a 5 mm superior na regido mediana do
fémur com uma broca esférica n° 8
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Figura 9. Aspecto final apds confeccao do defeito 6sseo com rompimento da
cortical 6ssea

Figura 10. Sutura por planos com fio cirtrgico monofilamento de nylon,

estéril, ndo absorvivel 4-0.
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OXIGENOTERAPIA HIPERBARICA (OHB)

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico, os animais foram conduzidos
para a sessao inicial de HBO , no interior de camaras “monoplaces” experimentais
Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das Cruzes, SP, Brasil)
(Figura 11). Inicialmente ocorre um periodo de compressdo 0.3ATA/min até atingir a
pressdo necessaria para OH. A sesséo teve duracdo de 90 minutos sob pressdo de
2,5 ATA (ATA = 1 atmosfera absoluta = 760mmHg). Apds, segue periodo de
descompressdo a 0.3ATA/min. As sessdes foram realizadas diariamente de forma
continua e assim que o numero de sessdes era completada, oito animais ndo eram
mais conduzido as sessdes, sendo separados e identificados ao final em animais que

nao receberam sessdes de OHB e animais que receberam 10, 20, 30 e 40 sessdes.

Figura 11. Animais durante a sessdo na camara experimental
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OBTENGAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os animais foram sacrificados com 41 dias apds a cirurgia, por
aprofundamento anestésico seguido de deslocamento cervical, até que a morte dos
animais pudesse ser constatada pela auséncia dos sinais vitais, seguindo os principios
da Declaracdo dos Direitos dos Animais. Apés, foi realizada incisdo longitudinal
acompanhando a cicatriz cutdnea existente ao longo do osso fémur operado
realizando cuidadosa e completa separacdo 6ssea dos tecidos moles. Os espécimes
dos fémures obtidos foram colocados em potes plasticos previamente identificados e
fixados em paraformaldeido 4% em Tampéo Fosfato 0,1M por 48 horas, processados,
cortados e entdo levados ao Micro CT para obtencado das imagens. As tibias dos
animais também foram dissecadas e congeladas em gaze embebida por tampao
fosfato (PBS) 0,1M , para apds serem submetidas ao teste biomecéanico de trés ponto.

METODOS DE ANALISE

Teste biomecanico de trés pontos

Ap6s descongelamento e retorno a temperatura ambiente com
manutencdo em gaze embebida com soro para evitar a desidratacao, as tibias
foram posicionadas em dispositivo de ensaio de flexdo de trés pontos com
distancia entre os apoios de 16mm. Foram submetidas a aplicacdo de carga de
compressao no centro das mesmas por meio de célula de carga de 50 Kgf com
velocidade de 0,5 mm/min (Figura 12). A curva da carga de deslocamento e a
carga maxima até o momento de fratura foram obtidas (Figura 13) e,
subsequentemente, os dados foram plotados em grafico. Foram determinados
a forca final (a forca maxima sustentada pela amostra), rigidez (declive da
porcdo linear da curva de carga-deslocamento), e o trabalho para falha

(integracdo da curva de carga-deslocamento para o ponto de falha).

21



Figura 12. Carregamento de compressao no centro do 0sso

Figura 13. Fratura apos aplicacéo do carregamento no ponto central da diafise
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Micro tomografia computadorizada (MicroCT)

As amostras dos fémures ja recortadas na regido de interesse do defeito
0sseo, foram digitalizados em um microfocus de raios-X Tomoégrafo com alta
resolucdo (SkyScanl272; Bruker®, Kontich, Beélgica) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia — Minas Gerais - Brasil
(Figura 14) . Na aquisicéao foi utilizado féton energia de 50kV e intensidade de
160mA com resolucdo 15um pixel usando filtro de aluminio (0.5 mm), com
rotacdo, aproximacdo de 8 um, altura de 20mm, resolucdo de 1632x1092 e
calibracdo do Flat-Field em 1250 (Figura 15). Apés o escaneamento, as
imagens foram reconstruidas utilizando software (NRecon, Kontich, Bélgica),
com calibracdo de Ring = 9 , Smothing = 2 e Beam-Hardening correction = 0,
Que forneceu secgoOes transversais axiais da estrutura interna das amostras em
cortes. Um conjunto de dados foi criado a partir da visdo transaxial com 321
cortes selecionados, que foram analisados utilizando o software v1.13.11.0
CTAN (SkyScan, Kontich, Bélgica). O volume de interesse (VOI) foi
determinado para cada corte utilizando a Ferramenta de regido de interesse
(ROI) com (Lower grey threshold) Limite inferior de cinza = 55 (Upper grey
threshold) Limite superior de cinza = 190. As variaveis morfométricas
analisadas foram: (1) porcentagem de volume 6sseo (BV / TV), parametro
relevante quando o volume estudado esta totalmente contido dentro de uma
regido bem definida como a amostra do defeito 6sseo, avaliando a relagédo
entre contetdo sdlido (0sso) e o espaco; (2) Densidade de conectividade do
tecido 6sseo (Conn. D); (3) Separacédo entre as trabéculas osseas (Tb.Sp); (4)

Espessura das trabéculas (Tb.Th); (5) Numero de trabéculas (Th.N).
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Figura 14. SkyScanl1272; Bruker®, Kontich, Bélgica da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia — Minas Gerais — Brasil

Figura 15. Aquisicao das Imagens
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Avaliacao estatistica

Os dados analisados foram avaliados utilizando software (GraphPad
Prism 6, GraphPad Software Inc., EUA). A distribuicdo dos dados foi testada
usando o teste Shapiro-Wilk. Como os dados foram distribuidos normalmente,
a analise de variancia fatorial (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey foi
utilizado para comparar entre numero de sessdo de OHB, enquanto foi utilizado
0 teste t para comparar entre 0S grupos para 0 mesmo numero de sessdes
OHB.

Em todos os casos, foram consideradas significantes probabilidades de

rejeicdo da hipotese nula de 95%.

2. RESULTADOS

Devido aos efeitos deletérios da radioterapia, um grande numero de
amostras de fémures do grupo irradiado foram perdidas, devido a fraturas
patolégicas ocorridas na regido do defeito 6sseo realizado. As perdas
representaram 5 amostras para 0 sessfes, 07 de 10, 07 de 20, 05 de 30 e 05

de 40 sessoes.

Em relacdo aos parametros biomecanicos avaliados, para forca e
energia, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
estudados ou para 0os numeros de sess6es de HBO estudados. Porém, para o
teste de rigidez, embora o numero de sessdes nao tenha influenciado os
resultados de forma significativa, diferengas entre os grupos estudados (I x NI)
foram encontrados para 0 sessOes ( p=0,006) 10 sessodes (p=0,049) 20
sessoOes (p=0,027) e 40 sessdes (p=0,047) Os resultados sdo demonstrados na
tabela 2 e figuras 16-18.
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Tabela 2: Letras diferentes indicam diferencas significativas para cada parametro

isolado. Letras mailsculas - comparacg6es dentro de cada linha, (N°sessfes) em cada

grupo; letras minasculas - comparagBes dentro dos grupos em cada condicdo

(GIXGNI).
Forga Final (N) Trabalho para Falha (mJ) Rigidez (N/mm)
HBO GNI Gl GNI Gl GNI Gl
Sessao
0 59.5+19.8" |63.3+9.7° 12.8+8.2" [18.0+52" |253.9+37.2" |173.6+36.7"
10 71.2¢15.0"™ [61.1+84" [18.1+6.4"® [163+55% |2750+57.5™ |167.1+91.8™
20 69.5+16.0"® | 56.1+7.5™ 16.2+6.2" [ 14.4+58" |287.2+556™ |211.5+34.8™
30 61.9+28.8" [56.8+10.8™ |16.7+85"% |109+4.0"™ |236.9+59.0"® |223.9+353"
40 48.4+21.3" | 56.3 +9.8™ 9.8+6.5° 11.7+ 3.7 | 245.6 £+29.1" | 210.4+19.4™
100+
z J 3
NIO NI10 NI20 NI30 NI40 110 120 130 140
Figura 16. Forga Final
25+ 30+
= | T
NIO NI10 NI20 NI30 NI40 110 120 130 140

Figura 17. Trabalho para falha
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Figura 18. Rigidez

Em relagdo a andlise por Micro CT, para os diversos parametros avaliados o
Gnico parametro no qual o niumero de sessGes de HBO interferiu nos resultados de
forma significativa foi na separacao trabecular (Tb_sp) onde foi encontrada diferenca
significativa quando 0 e 20 sessdes foram comparados (p<0.05) no grupo irradiado,
demonstrando uma menor separacao entre as trabéculas 6sseas nas amostras que
foram submetida a 20 sessdes de OHB, favorecendo a resisténcia mecanica deste
tecido em reparo. Quando os grupos estudados foram comparados 2x2, para um
mesmo numero de sessdes ndo foram encontradas diferencas significativas para
nenhum dos parametros avaliados. Os resultados estdo expostos na tabela 3 e nas
figuras 19-23.

Tabela 3: Letras diferentes indicam diferengas significativas para cada paréametro
isolado. Letras mailsculas - comparag6es dentro de cada linha, (N°sessfes) em cada
grupo; letras minasculas - comparagfes dentro dos grupos em cada condicdo
(GIXGNI).

BV/TV (%) Conn.D (mma) Th_Sp(mm) Th_Th(mm) Th_N (1/mm)

OHB GNI Gl GNI Gl GNI Gl GNI Gl GNI Gl
sessdo

0 55.7+2.1 Aa 59.1+4.0 Aa 16.7+7.0 Aa 32.8+24.1 Aa 0,60,1Aa 0,6+0,1 Aa 0,5+0,0 Aa 0,5+0,1 Aa 1,240,1 Aa 1,340,3 Aa
10 62.3+3.3 Aa 61.5+6.5 Aa 57.8+12.3Aa 41.5+20.2 Aa 0,2+0,0Aa 0,2+0,2 ACa 0,6+0,0 Aa 0,6+0,0 Aa 1,1+0,1 Aa 1,0+0,2 Aa
20 61.4+4.0 Aa 68.6+6.8 Aa 53.7+27.2Aa 54.0+25.5 Aa 0,30,2Aa 0,2+0,1 BCa 0,6+0,1 Aa 0,6+0,0 Aa 1,140,1 Aa 1,240,1 Aa
30 58.8+3.2 Aa 63.1+6.9 Aa 46.4+30.1Aa 47.3£26.8 Aa 0,5+0,2 Aa 0,4+0,2 ACa 0,4+0,1 Aa 0,5+0,0 Aa 1,5¢0,7 Aa 1,340,2 Aa
40 62.2+3.0 Aa 60.5+6.5 Aa 24.6x10.6Aa 35.5+16.7 Aa 0,4+0,1 Aa 0,5+0,2 ACa 0,5+0,1 Aa 0,4+0,1 Aa 1,340,2 Aa 1,540,3 Aa
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3. DISCUSSAO

Este estudo investigou a influéncia do nimero de sessdes de OHB na
microarquitetura da reparacao do tecido 6sseo apds confeccao de um defeito
em fémur e as propriedades biomecénicas através dos testes com a tibia. Os
resultados vao de encontro com a hipotese investigada de que a OHB favorece
as propriedades deste tecido. No entanto, o maior nimero de sessbes de OHB
nao demonstrou influéncia significativa no favorecimento da microarquitetura do
reparo tecidual e das propriedades biomecanicas do tecido 6ésseo. A
investigacado foi realizada utilizando analise de parametros quantitativos, assim,
o fato do maior numero de OHB néo favorecer a reparagéo do defeito 6sseo no
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fémur ou recuperar a rigidez das tibias irradiadas, ndo implica que a terapia
nao possa melhorar a neovascularizacdo favorecendo a revascularizacdo e
consequentemente a vitalizacdo destes tecidos 0sseos. Desta forma, trabalhos
em outros modelos devem ser realizados com o objetivo de evitar que grandes
nameros de sessfes sejam indicados sem comprovado seus reais beneficios,

uma vez que a terapia requer grande tempo e alto custo para o paciente.

Os resultados dos testes de rigidez ndo apresentaram significancia
estatistica, diferente do encontrado em outro estudo semelhante (Kawada et
al., 2013). Mas, o aumento progressivo dos valores sugere que as sessoes de
oxigenoterapia hiperbarica podem recuperar a rigidez destes tecidos irradiados.
Esta auséncia pode estar associada a algumas limitacdes anatémicas, como a
variagdo do tamanho e a forma geométrica das tibias dos ratos (Campbell et al,
2008). Estudos mostram que a forma ideal das amostras para teste de flexado
de trés pontos é de mesma dimensdao e cilindricas, com as proporcdes entre a
largura e a forma de seccao transversal constante ao longo de todo o seu
comprimento, variavel impossivel de ser controlada em experimentos com
amostras biolégicas, diferente de estudos com elementos finitos que permite a
confeccdo de uma geometria correta. As tibias dos ratos sdo anatomicamente
ovais, triangulares ou achatadas, dificultando a obtengédo de resultados
significantes, mas nao invibializando a técnica, ja que estudos comparando
fémures e tibias de ratos mostraram que ambas as amostras possibilitam a
realizacdo do teste flexural ( Schriefer et al., 2005). No entanto, outro estudo,
(van Lenthe et al, 2008) demonstrou que o teste de resisténcia flexural
apresenta limitacdes devido aos pressupostos implicitos sobre a geometria
O0ssea, demonstrando resultados imprecisos. Entdo, neste estudo foram
controlados os fatores da influéncia da geometria das amostras, para obtencao
de resultados precisos. Foram utilizadas tibias, porque a morfologia do osso
permitiu que fosse facilmente posicionada para o teste, mas, como apresenta
morfologia transversal e longitudinal variavel néo foi utilizado na avaliacdo o
parametro de resisténcia flexural e sim os parametros rigidez e trabalho para
falha, ja que apresentam resultados precisos mesmo em amostras com

geometria variavel. (van Lenthe et al, 2008)
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Depois de mensurados 0s parametros quantitativos para
microarquitetura do processo de reparo através analise por micro CT 0s
resultados mostraram uma diferenca estatistica apenas no parametro
separacao trabecular entre 0 e 20 sessdes. A variavel 20 sessfes apresentou
uma menor separacdo em relacdo a variavel onde nado foi utilizado OHB,
demonstrando que OHB favoreceu a organizacao de uma estrutura trabecular
mais compacta, com menor porosidade no tecido irradiado, além de uma maior
conexao entre estas estruturas conforme aumento sugestivo no parametro
densidade de conectividade (Conn. D), corroborando com os achados do teste
biomecéanico sugerindo que a OHB favorece a rigidez do tecido 6sseo irradiado.
No entanto, ndo houve diferenca no volume de formacdo de do tecido ésseo,
conforme demonstrado no parametro (BV/TV) bem como do numero e da
espessura das trabéculas ésseas formadas na reparacdo do defeito cirargico

realizado.

Na literatura, estudos foram realizados para avaliar os efeitos de altas
doses de radiacdo ionizante sobre a reparacdo 6ssea (Arnold et al., 1995;
Arnold et al., 1998; Takekawa et al., 2000; Schultze-Mosgau, 2002; Lerouxel et
al., 2009). A maioria desses estudos se baseia em modelos experimentais com
animais, especialmente em ratos (Arnold et al., 1995; Arnold et al., 1998;
Takekawa et al., 2000; Schultze-Mosgau, 2002; Lerouxel et al., 2009). Eles
mostraram que altas doses de radiacdo modificaram a histologia do 0sso,
particularmente em fibro-edema e promovendo retardo da reparacdo. Este
modelo animal também € util para avaliar a capacidade das terapias adjuvantes
para reparar defeitos 6sseos apos a irradiacdo ou ORN (Larouxel et al, 2009).
No objetivo de maximizar o niamero de animais utilizados, foi realizado defeito
0sseo no fémur direito e esquerdo, mas, apenas a perna esquerda havia sido
exposta a radiacdo (Perna Direita - Grupo N&o Irradiado) (Perna Esquerda -
Grupo Irradiado), ja que nao foram encontrados trabalhos demonstrando que a
radiacdo de membros de animais, promova efeito sisttmico ao tecido ésseo,
incentivando novos experimentos. No entanto, quando a radiacéo é direcionada

ao cérebro, o hipopituitarismo é comum e pode afetar o crescimento,
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composi¢cdo corporal, funcdo cardiovascular, a densidade 6ssea e outros
fatores que influenciam a qualidade de vida (Forbes et al., 2013).

Durante o experimento houve uma consideravel perda de amostras dos
fémures do grupo irradiado (fémur esquerdo), em virtude de fraturas
patolégicas no local do defeito 6sseo, complicacdo também encontrada em
outros experimentos similares (Larouxel et al., 2009). Hipoteses como 0 peso
adquirido pelos animais em virtude do grande tempo do experimento, agitacédo
durante as sessfes de HBO, tamanho do defeito 6sseo realizado, dose de
radiacdo utilizada ou a associacdo destas, foram supostas, ja que perdas de
amostras de fémures néo irradiadas também ocorreram, mas em numero bem
menor. A dose de radiacdo ionizante utilizada foi de 30Gy, equivalente a 120
Gy por entrega multi-fracionada (Larouxel et al., 2009) , duas vez maior do
gue as doses de rotina utilizada para o tratamento de carcinoma de células
escamosas do trato aerodigestivo superior em humanos (60 Gy por entrega
multi-fracionada é uma dose de rotina)( Larouxel et al., 2009). Embora a dose
ja tenha se mostrado eficaz na alteracdo da histologia e repara¢do do 0sso e
um atil modelo experimental em ratos (Larouxel et al., 2009), hipéteses como
uma dose excessiva e um dano altamente deletério ao tecido 0sseo, nao
podem ser desconsideradas, dificultando ou até mesmo impossibilitando um
novo potencial de reparo, mesmo com terapias adjuvantes, influenciado no

resultado final encontrado neste estudo.

O uso da OHB de forma profilatica em pacientes irradiados (Nabil e
Samman, 2011) baseia-se na teoria de Marx quanto a fisiopatologia da ORN
(Shaw e Butterworth, 2011). Segundo essa teoria (Marx,1983a) a ORN é
produto da hipodxia tecidual, hipocelularidade e hipovascularizacdo nas areas
irradiadas (Jacobson et al., 2010). Sendo assim, o maior gradiente de oxigénio
obtido em funcdo do uso da OHB aumenta a sua difusdo nos tecidos em
hipoxia, estimulando a oxigenacao, proliferacdo celular e neovascularizacao
(Feldmeier, 2004), o que melhora a qualidade e o potencial de reparo 6sseo e
consequentemente, reduz a possibilidade de ORN. Neste estudo, os resultados

ndo demonstraram diferencas estatisticas para a maioria dos parametros
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quantitativos avaliados. A OHB foi utilizada de forma terapéutica, para a
avaliacdo do processo de reparo do defeito 6sseo realizado, com diferentes
nameros de sessdes (0, 10, 20, 30 e 40 sessdes), diferente do protocolo
utilizado por Marx (1983a), onde foram utilizadas 20 sessbes pré-operatoria e
10 sessdes pds-operatdria, que se mostrou eficaz no tratamento de tecidos em
estado de hipéxia em humanos. Assim, a indiferenca dos resultados entre 0
sessbes e 0s niveis 10, 20, 30 e 40 sessdes para a maioria dos parametros
avaliados na analise da microaquitetura do processo de reparo, ressalta talvez
a importancia das sessfes pré-operatorias, podendo ser avaliada em futuros

experimentos.

A terapia estudada neste experimento foi utilizada a partir achados da
literatura, que mostram que tecidos em areas irradiadas encontram niveis
baixos de PO, , que variam entre 5 e 15 mm Hg (Cater e Silver , 1960) e
durante o protocolo de OHB podemos chegar a niveis arteriais de PO, entre
1000-1300 mm de Hg. Embora a saturacdo da hemoglobina ndo possa ser
aumentada alcancada 100%, a dissolucao fisica de oxigénio no plasma e fluido
intersticial aumenta acentuadamente. Tecidos hipdxicos mostram um aumento
de PO, , com niveis que variam entre 100 e 250 mm de Hg durante a terapia
(Marx, 1982). Apesar da PO, nos tecidos retornar a niveis preexistentes dentro
de 10 minutos apds a saida da camara hiperbarica, (Sawai et al.,1996) a curta
exposicao do tecido a niveis hiperoxicos estimula os fibroblastos existentes no
tecido hipdxico que consequentemente, estimulam a proliferacéo endotelial dos
capilares adjacente ao tecido (Marx et al., 1985) . Com sucessivas exposi¢coes a
OHB, ocorre um crescimento na formacdo de novos capilares em uma nova
matriz de tecido conjuntivo. Assim, 0 consequente aumento da vascularizacao
estimula a proliferacdo celular adicional de fibroblastos, anteriormente
suprimida pela hipoxia tecidual. Apos esta inducdo de neovascularizagao, €
possivel observar uma melhora dos niveis de PO, nos tecidos, variando entre
20 e 35 mmHg , durante os intervalos das sessfes (Marx, 1982).
Histologicamente, o resultado é uma melhoria na celularidade e vasculariza¢do
deste tecido irradiado (Marx, 1982)
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4. CONCLUSAO

O numero de sessdes de OHB utilizadas nao demonstrou influéncia no

processo de reparo e nas propriedades biomecénicas do tecido 6sseo de ratos.
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@ Universidade Federal de Uberandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos 30
Comissdo de Efica na Utilizagio de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Awila, n°. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Manica - Uberdindiz-MG —
CEP 33400-082 - FOMNEFAX (34) 3228-4131; e-mal:ceua@propp.ufu_br;
WWHL COMiss0es. propp ufu.br

ANALISE FINAL N° 234/13 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZACAD DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUALFU 10513
Projeto Pesquisa: "estudo do efeito do nimero de sessies de oxigenoterap@
hiperbarica no repare do ftecido osseo de rains submetidos ou ndo 3

radicterapia.”
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Darceny Zanetta Barbosa

0 protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redag3o e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatorio final.

SI'I'I.JAI!;'.II'!.D: PROTOCOLO DE PESQUISA APROWVADD.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uhberlandia, 09 de Janeiro de 2013

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CELAMFU
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