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RESUMO

A oxigenacdo hiperbarica (HBO) € um tratamento de inalacdo de
oxigénio puro sob pressdo que tem sido utilizada para favorecer o reparo de
tecidos lesados, bem como na prevencgao ou tratamento de necrose tecidual.
Essa terapia tem mostrado efeitos positivos no processo de reparo 6sseo com
aumento da osteogénese e angiogénese. O presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da HBO no reparo 6sseo, por meio de parametros
histoldgicos (qualitativos) e histomorfométricos (neoformagdo Ossea e
contagem de mastdécitos). Foram utilizados 40 ratos separados em quatro
grupos com 5 animais cada (Controle e HBO). Foram criados defeitos 0sseos
no fémur dos animais e os animais do grupo experimental foram submetidos a
sessbes de HBO (90minutos sob pressao de 2,5 ATA). Ap6s 1, 3, 5 e 7 dias 0s
animais foram sacrificados e os fémures removidos, processados e analisados
histologicamente. A HBO reduziu a quantidade de mastocitos apenas no
periodo de 3 dias. Houve diferenca significante na porcentagem de matriz
Ossea entre os grupos controle e HBO no periodo de 5 dias. De modo geral, a
oxigenacao hiperbarica acelerou a resolucdo do processo inflamatério e o

reparo 6sseo no periodo de uma semana.

Palavras-chave: reparo 6sseo, oxigenacao hiperbarica, mastdcito.



ABSTRACT

Hyperbaric oxygen (HBO) treatment consists in the inhalation of pure
oxygen under pressure, which has been used for improve the repair of
damaged tissues as well as in the prevention or treatment of tissue necrosis.
This therapy has shown positive effects on bone healing with increased
osteogenesis and angiogenesis. This study aimed to evaluate the effect of HBO
on bone healing through the evaluation of histological (qualitative) and
morphometric (bone formation and mast cell count) parameters. Fourty rats
were distributed into four groups with 5 animals each (control and HBO). Bone
defects were created and the animals in the experimental group were subjected
to HBO sessions (90minutos under 2.5 ATA pressure). After 1, 3, 5 and 7 days
the animals were euthanized, femurs were removed, processed and analyzed
histologically. HBO reduced the amount of mast cells only in the period of 3
days. There was a significant difference in the percentage of bone matrix
between the control group and HBO within 5 days. In general, hyperbaric
oxygenation fastened the resolution of inflammation and bone repair within one

week.

Keywords: bone repair, hyperbaric oxygenation, mast cell.



1. INTRODUCAO

A Oxigenacao Hiperbéarica (HBO) € um tratamento na qual o paciente é
submetido a uma pressao atmosférica maior que a normal, respirando 100% de
oxigénio em uma camara isobérica'. O mecanismo de acdo da HBO consiste
no aumento da quantidade de oxigénio dissolvido no sangue (Tensdo de
Oxigénio), estimulando a proliferacdo celular e neovascularizagéo . Estudos
tém relatado que a HBO também favorece a osteogénese, o que melhora a
qualidade do reparo 6sseo”.

Considerando que tecido O6sseo tem processo de reparo lento, a
hiper6xia, como ocorre na terapia hiperbarica, aumenta a quantidade de
oxigénio dissolvido no plasma sanguineo e esta condicdo interfere
positivamente no metabolismo tecidual. Estudos tém relatado que a HBO
aumenta a formacdo Oéssea, a taxa de deposicdo mineral e a

neovasculogénese*>*®

, favorecendo o reparo de fraturas, provavelmente,
devido ao aumento do anabolismo 6sseo’®. Esse aumento também pode ser
observado na aceleracdo da remodelacdo Ossea e, consequentemente, na
quantidade das células envolvidas nesse processo.

O reparo é um fendbmeno que ocorre para reconstituir areas
desorganizadas ou destruidas por trauma aos tecidos, e envolve células e
inimeros mediadores quimicos. A HBO € uma terapia que vai otimizar e
acelerar o processo de reparo para restabelecer a fisiologia tecidual, seja por
regeneracdo ou por cicatrizacdo. Durante a regeneragdo ocorre a
reconstituicdo da parte danificada ou perdida, resultando em estruturas com a
mesma arquitetura e fungédo original dos tecidos. Na cicatrizagdo ocorre a
reparacao da regido lesionada por um tecido que nédo restaura completamente
a arquitetura ou funcao da parte danificada®.

Durante o processo de reparo tecidual existe uma cronologia de fatores:
inflamacé&o e coagulacdo do sangue; formagcao de um tecido de granulacéo e;
remodelacéo tecidual. Inicialmente no processo de reparo existe a formacao do
coagulo sanguineo, com a presenca de plaguetas contendo fatores de

crescimento, além de células inflamatérias. Imediatamente, inicia-se a



formacdo de uma rede de fibrina, que favorece a migracdo de células
circundantes ao tecido formando-se um infiltrado inflamatorio. Gradualmente,
ocorre invasao de fibroblastos que tém origem a partir da diferenciacdo de
células mesenquimais, bem como proliferacdo de novos vasos sanguineos,
originados a partir de células endoteliais, formando o tecido de granulagéo.
Com o passar do tempo, o tecido de granulacao origina um tecido conjuntivo
fibroso, ainda nao totalmente maduro, que ird sofrer um processo de maturacao
e remodelacdo, com reorganizacdo das fibras colagenas™.

O reparo do tecido Osseo apresenta uma sequéncia de eventos
semelhantes, mas por ser um conjuntivo cuja matriz extracelular é
mineralizada, ele apresenta algumas particularidades em seu reparo. Quando o
0sso é lesionado, ocorre rompimento do periosteo, de vasos sanguineos,
destruicdo de matriz, da medula 6ssea e morte de células 6sseas. No local da
leséo, ocorre sangramento e formacdo de coagulo, estabelecendo um espaco
hipéxico (PO2 =5 a 10mmHg) e acidético (pH 4 a 6), constituido de eritrécitos,
fibrina, adjacentes a células 6sseas, mesenquimais e plaquetas, que liberam
mediadores quimicos, como PDGF(Fator de crescimento derivado de
plaquetas), FGF(Fatores de crescimento de Fibroblastos), TGF(Fator de
transformac&o de crescimento)®.

Na regido da lesdo Ossea, forma-se um tecido necrético que estimula
intensa resposta inflamatoéria, caracterizada por vasodilatacdo, exsudacao do
plasma, leucdcitos e células mesenquimais. No inicio do reparo, os macrofagos
removem restos celulares e matriz alterada e em seguida, ocorre resposta
proliferativa intensa do periosteo e do enddsteo, com neoformacgéo de tecido
conjuntivo e também de novos vasos sanguineos, caracterizando a formagao
de tecido de granulacdo. A neovascularizacdo € caracteristica do processo,
sendo que 0s novos vasos sanguineos podem ser identificados no tecido de
granulacgao.

Com o decorrer do tempo, os osteoblastos sintetizam matriz organica,
rica em colageno tipo I, a qual sofrera mineralizacdo, posteriormente. A
extensdo e a atividade do reparo 0sseo dependem da quimiotaxia e ativacao

de macréfagos e posterior proliferacdo e diferenciacdo de células



osteoprogenitoras em osteoblastos®. As células osteoprogenitoras, apesar de
serem encontradas na medula éssea, tém sua localiza¢do especifica na porcao
do estroma, sendo células mesenquimais n&o-hematopoiéticas, mas de
linhagem osteogénica. Uma vez diferenciadas em osteoblastos, elas sdo
responsaveis por produzir matriz organica e controlarem o processo de
mineralizacdo Ossea. Inicialmente, os osteoblastos sintetizam matriz n&o
mineralizada, que contém iniumeros ostedcitos e fibrilas colagenas dispostas
sem organizacdo definida, caracterizando o tecido Osseo imaturo. Os
ostedcitos ocupam lacunas no interior desta matriz 6ssea, desempenhando
funcdo importante na manutengcao da matriz.

O processo de reparo 6sseo continua, com a formacéo de tecido 6sseo
maduro, que apresenta organizacdo das fibrilas colagenas em lamelas ou
camadas, menor numero de ostedcitos incluidos na matriz mineralizada e
maior conteudo mineral. Neste momento, os osteoclastos, responsaveis pela
reabsorcdo Ossea, possuem um papel importante. Esses sdo células
multinucleadas, que se localizam na superficie da matriz, sendo ativos no
processo de remodelacdo 6ssea’?.

Mesmo apos a formacéo do tecido 6sseo maduro, 0 0SSO mantém um
processo combinado e constante de formacéo e reabsorgcédo. Esta remodelacao
€ determinada pela carga genética e se mostra dependente da regulacdo e
influéncias endécrinas, bioquimicas e ambientais™ .Mesmo no adulto, o tecido
0sseo é metabolicamente ativo e a manutencdo da matriz é resultado do
balanco de atividades de sintese e reabsorcdo, que refletem as atividades
antagonistas de osteoblastos e osteoclastos.

O reparo 6sseo € influenciado por varios fatores tais como o tipo de 0sso
(cortical ou trabecular), local e severidade da lesdo ou dano ao tecido 0sseo,
presenca de infeccao, fixacdo durante o reparo, idade, estado de saude geral e

nutricional dos individuos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A oxigenoterapia hiperbarica (HBO) é uma modalidade terapéutica que
consiste na administracdo de oxigénio puro a 100 % numa pressdo ambiente
maior do que ao nivel do mar, entre 2 & 3 ATA, utilizando-se uma camara
isobarica, ou seja que mantém a pressdo constante, projetada para essa
finalidade. As camaras hiperbaricas podem ser individuais ou multiplas. A HBO
promove uma elevacdo da quantidade de oxigénio dissolvido no sangue
(Tensdo de Oxigénio) em decorréncia da elevacdo da pressao dentro da

camara, auxiliando a oxigenacéo tecidual'*

. Tem sido empregada como terapia
adjuvante em casos de embolias gasosas, gangrena, infeccbes necrotizantes
de tecidos moles, isquemias agudas, queimaduras e osteomielites.

A HBO tem sido utilizada também, na tentativa de minimizar os riscos de
ORN (Osteoradionecrose) e obter sucesso no pos-operatorio de procedimentos
cirdrgicos que envolvam manipulacdo de tecidos 0&sseos previamente

irradiados®®>*®

,sendo recomendado a aplicacdo de protocolos de HBO em
pacientes que necessitam de intervencdo na regido oral, como exodontia.
Embora ainda ndo haja consenso na literatura a respeito da HBO para essa
finalidade, existe um vasto campo a ser explorado sobre essa terapia e seus
efeitos no tecido 6sseo de maneira geral, tanto em relacéo a arquitetura éssea
guanto ao reparo tecidual.

Os principios atribuidos a eficiéncia da HBO 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®
Além destes beneficios, 0 aumento da tens&o de oxigénio disponivel possui
atividade bactericida e bacteriostatica, potencializando a capacidade fagocitaria
dos glébulos brancos®’. Assim, alguns trabalhos demonstram que a OHB,
acelera a incorporacdo de enxertos ésseos livre de vascularizacdo® favorece
a reparacdo de defeitos 6sseos criticos? ,estimula a vascularizacdo e formacao

6ssea'® , alterara o metabolismo 6sseo acelerando o processo de reparo pelo



aumento do anabolismo®, mesmo em fraturas onde ocorra a n&o-unido e
formacdo de pseudoartrose® ,ou em tecidos 6sseos biologicamente

comprometidos, como o irradiado®'®

As complicacbes decorrentes das
sessfes de HBO sdo minimas, incluindo miopia transitoria, barotrauma da
orelha média e convulsdes. Contra-indicacdes absolutas para a HBO incluem
neurite Optica, histéria de doenga pulmonar bolhosa ou bolhas pulmonares
congénitas?.

Os protocolos de aplicacdo da HBO ainda ndo estdo muito bem
definidos, trabalhos determinando qual o numero ideal de sessbGes para a
obtencdo dos beneficios desta terapia ainda ndo foram desenvolvidos. Porém
sabe-se que por atuar desde as fases iniciais do reparo tecidual a HBO, vai ter
relacdo direta com algumas células e mediadores inflamatorios.

O mastdcito foi citado pela primeira vez a 50 anos atras por Lindholm em
1969, como uma célula responsavel por atuar nas fases iniciais da reparacéo
6ssea®’. A partir dai comecou- se a dar importancia para o papel dos
mastécitos nos processo de reparo. Estas células desempenham suas fungdes
através da liberacdo de mediadores quimicos contidos em seus granulos
citoplasmaticos®. Os mastdcitos colaboram com as reagées imunes e tém um
papel fundamental na inflamacdo jA que possuem grande quantidade de
histamina, substancia responsavel para o alivio imediato ap6s um trauma,
sendo assim uma célula importante durante o processo de reparo 6sseo™.
Além disso, os granulos contém proteoglicanas, leucotrienes e citocinas com
TNF e IL-1 a IL-6. Durante a lesdo tecidual ocorre a liberacdo das citocinas,
fatores de crescimento e produtos dos acido araquidbénico, que também
participardo dos fenbmenos vasculares. Dentre as citocinas mais importantes
estdo a interleucina-1, o TNF e o Interferon gama, que vdo manter a
permeabilidade vascular de forma mais duradoura. #*

Os mastocitos derivam de um sub-conjunto de células-tronco
encontradas na medula 6ssea que dao origem a todos as células
hematopoiéticas, exceto as da linhagem linfoide. Ao contrario de todas as
outras ceélulas mieldides, que entram na circulacdo, 0os mastocitos maduros

migram para o tecido conjuntivo (pele) ou mucosa (intestino) tecidos onde eles



se encontram dormentes até serem ativados. Os mastocitos sensibilizados pela
interacdo com IgE na auséncia de um antigeno especifico respondem por um
periodo de tempo a baixas concentracdes de antigenos através do processo de
degranulacdo e liberacdo de proteases como triptase, quimase e
carboxipeptidase?”. O complemento de fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas liberadas pelos mastocitos incluem mediadores importantes da
proliferacdo, diferenciacdo e de migracdo celular, que sado essenciais a
regeneracdo 6ssea®.

A acdo de agentes agressores desencadeia imediatamente a
desgranulacdo do mastdcito, que pode também ser induzida pela interacdo
com algum antigeno. Outro fator que induz a desgranulacdo mastocitarias é o
calor e o trauma, facilitando a liberacéo de Histamina facilitando o acoplamento
de receptores H; nas células endoteliais, principalmente as vénulas
desencadeando fendmenos bioquimicos responsaveis pela contracdo dos
microfilamentos em seu citoesqueleto. A contracdo das células endoteliais
resultara no aumento dos diametros das fenestracbes nas juncles
interendoteliais, consequentemente aumento da permeabilidade vascular,
acompanhada de vasodilatac&o®.

Em um estudo realizado em ratos jovens com fraturas de fémur com alta
mobilidade, foram identificados mastécitos adjacente aos canais vasculares
penetrados na cartilagem apés 2 semanas do inicio do reparo 6sseo (Banovac
et al., 1995). Entretanto, um pico de mastdcitos foram observados no tecido
conjuntivo adjacente aos osteoclastos ativos com 6 semanas apos o inicio do
reparo 0sseo, sugerindo eles desempenham um papel em das etapas e
periodos distintos durante a consolidacéo da fratura.?*

Nagle em 1995 mostrou em um estudo que o locus W no cromossomo 5
do rato € alelo com o c-Kit proto-oncogene, que codifica um receptor para o
fator de células estaminais (SCF) ou ligando-Kit . A sinalizacdo pelo fator de
células estaminais através da célula receptora da superficie da tirosina-quinase
c-kit foi identificado como um fator de sobrevivéncia para células
hematopoiéticas, que durante o passo a passo do processo de enriquecimento

mostraram que a maioria das células progenitoras, incluindo aquela para os



mastécitos, expressa altos niveis de c-kit?>. O gene KitW / W-v  nos
camundongos transportam uma mutacdo no dominio de tirosina-quinase do
receptor de c-kit que resulta em deficiéncia de mastocitos, anemia, esterilidade
e reducado do nimero de neutréfilos e basofilos?.

Num estudo com alta resolugdo em tomografia computorizada
quantitativa periférica (pQCT) e testes biomecéanicos para caracterizar 0s
fémures de ratos KitW / Wv, determinou-se que a massa 0ssea e geometria,
mas ndo a densidade, foram comprometidos levando a diminuicdo da
capacidade de carga suporte em comparacao com ratos de tipo selvagem com
o gene?’. O gene KitW-sh / HNihrJaeBsmJ, doravante chamado KitW-sh, em
ratos que carregam uma mutacdo inversa nos elementos reguladores do gene
que codifica o receptor de c-kit, resulta em uma profunda deficiéncia em
mastécitos na auséncia de outras deficiéncias principais.?®

A proposta mais aceita € de que os mastécitos digerem o tecido de
granulacdo, para permitir a angiogénese nas fases iniciais do reparo e
promover a substituicio de tecido 6sseo compacto®. Durante a fase
inflamatoria do reparo 6sseo mastocitos maduros séo recrutados para o tecido
de granulacdo, isso promove a liberacdo de varios fatores angiogénicos,
incluindo fatores de células tronco, fatores de crescimento vascular endotelial,
fatores de crescimento derivado de plaquetas e fatores de crescimento de
fibroblastos, bem como as proteases, tais como triptase e quimiase®. Estes
fatores induzem a proliferacdo, diferenciacdo e fusdo de células vasculares
endoteliais nos novos canais vasculares, degradando a matriz tecidual do calo
mole para permitir o seu crescimento?®.

Behrends (2014) mostrou que a neovascularizagcdo do calo ésseo foi
prejudicado claramente nos ratos com o gene de inativacdo de mastécitos, em
1 e 2 semanas de poés-operatério. Um déficit de vascular também foi visto no
sétimo dia de pds-operatério em ratos sem o receptor de quimiocina para CCL2
submetidos & correcdo de uma lesdo dssea de tibia instavel’. E como o
esperado, da fase de progressao "inflamatoéria” a fase "angiogénica" da leséo, o
reparo foi prejudicado antes que ocorresse a substituicdo de tecido

cartilaginoso para 0sso compacto?”.



3. PROPOSICAO
O presente estudo teve como o0 objetivo comparar, em modelo

experimental de ratos, os efeitos da HBO no reparo 0sseo avaliando a

neoformacéo 6ssea e quantidade de mastécitos.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 ratos machos Ratthus norvergicus, da linhagem
Wistar clinicamente sadios com peso entre 250 a 300g. Os animais foram
mantidos no Biotério da Universidade Federal de Uberlandia em gaiolas
apropriadas e tratados com racdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas do COBEA, com aprovacao prévia
do CEUA-UFU (n°028/12). Os animais foram separados aleatoriamente em
dois grupos distintos: grupo controle e grupo oxigenacédo hiperbéarica - HBO,
conforme descrito no Quadro 1. Em todos os animais foram criados defeitos
0sseos nos fémures e o periodo de sacrificio foi de 1, 3, 5 ou 7 dias apés a

confecc¢ao do defeito 6sseo.

Quadro 1
1 dia 3 dias 5dias 7 dias
Controle (n=5) Controle (n=5) Controle (n=5) Controle (n=5)
HBO (n=5) HBO (n=5) HBO (n=5) HBO (n=5)

Para o procedimento cirirgico os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de 100 mg / kg de cetamina e 3 mg / kg de cloridrato de
xilazina e colocados em posicéo supina. O acesso cirtrgico ao fémur foi obtido
por meio de incisdo continua longitudinal com 2 cm de extensdo. A musculatura
foi divulsionada até a exposicao do periésteo, que foi incisado e descolado ao
longo da area déssea de interesse. Na regidao mediana do fémur foi realizado um
defeito 6sseo com uma broca esférica n° 8 sob irrigacdo abundante com
solucdo fisioldgica estéril de cloreto de sédio a 0,9%. A referéncia de
profundidade da perfuragdo se deu pelo rompimento da cortical 6ssea. Foi
colocada uma amarria com fio de sutura Nylon 4-0, a uma distancia de 5 mm
do defeito 0sseo como referéncia para facilitar a localizagdo do mesmo. Em,
seguida, foi feita sutura por planos com fio de sutura Nylon 4-0 (Figura 1). No
periodo pos-operatoério foi administrado paracetamol em gotas para analgesia

(10 gotas em 20 ml de agua).
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Figura 1: Etapas cirargicas para confeccdo do defeito 6sseo. (A) Tricotomia. (B) Incisdo em
pele. (C) Exposicdo da area do fémur. (D) Perfuracdo com broca esférica. (E) Defeito 6sseo e

amarria de referéncia. (F) Sutura. (G) Esquema demonstrativo da profundidade da perfuracgéo.
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As sessOes de HBO foram realizadas no interior de camaras
experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das
Cruzes, SP, Brasil). Inicialmente, houve um periodo de compresséo
0.3ATA/min até atingir a pressao necessaria para OH. A sessédo teve duracéo
de 90 minutos sob pressdo de 2,5 ATA (ATA = 1 atmosfera absoluta =
760mmHg). Apds, seguiu um periodo de descompressdo a 0.3ATA/min. As
sessfOes foram iniciadas logo apés finalizacdo do procedimento cirdrgico e
realizadas diariamente durante 1, 3, 5 ou 7 dias, conforme o subgrupo (Figura
2).

Figura 2: (A-B) Posicionamento dos animais para as sessdes de oxigenacado hiperbérica.

BN

Os animais foram submetidos a eutanasia 1, 3, 5 ou 7 dias apos a
cirurgia, por aprofundamento anestésico seguido por deslocamento cervical,
seguindo os principios da Declaracdo dos Direitos dos Animais. Foi realizada
uma incisao longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea existente, ao longo
dos fémures operados. Os fémures foram removidos por desarticulacdo e
seccionados utilizando brocas 702 em alta rotacdo, sob irrigagdo com soro
fisiol6gico.

Os fragmentos 0Osseos contendo o defeito foram fixados em

paraformaldeido 4% em Tampéao Fosfato 0,1M por 48 horas, desmineralizados
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com solucéo de EDTA a 10% pH 7,4, e entdo processados para inclusao em
parafina pela técnica convencional. Inicialmente foram selecionadas 3 laminas
de cada fémur coradas em Hematoxilina e Eosina. O estudo morfolégico das
laminas foi realizado com o emprego da microscopia 6éptica (microscopio optico
modelo BX50 Olympus®, Olympus Imaging America Inc. Shinjuku-ku,
Toquio/Japao), visando analise descritiva das laminas histologicas.

Na analise histomorfométrica foi avaliada a quantidade de mastdcitos e a
neoformacédo 6ssea na regido do defeito pelo mesmo examinador, em estudo
cego. Para essa finalidade foram selecionadas 3 laminas de cada fémur
coradas em Azul de Toluidina (para quantificacdo dos mastocitos) e 3 laminas
coradas em Tricromio de Mallory (para quantificacdo da neoformacéo Ossea).
Os mastécitos foram identificados com objetiva de 40X no microscopio
binocular Nikon Eclipse E2000 (Nikon®, Nikon do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) em
13 campos, na regido do defeito 6sseo e sua periferia conforme demonstrado

na Figura 3.

Figura 3: Esquema demonstrativo dos campos (em vermelho) utilizados para contagem dos
mastocitos na regido do defeito ésseo (em preto) e na periferia do defeito 6sseo (regiao

medular em amarelo).

Para avaliacdo da neoformacdo Ossea, as imagens histolégicas foram
capturadas com objetiva de 4X utilizando o programa de captura de imagens

Motic Live Imaging Module (Motic®, British Columbia, Canada) e microscépio
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binocular Nikon Eclipse E2000 acoplado a camera Moticam Pro 252B (Motic®,
British Columbia, Canada) ligada a um computador. Em seguida, as imagens
de cada defeito 0sseo foram unidase segmentadas no software editor de
imagens Adobe Photoshop CS2 (Adobe®, Adobe System Inc., San Jose,
CA/EUA) e analisadas utilizando HL Image 2005++. A segmentacéo
corresponde a apagar o tecido mole, permanecendo apenas o tecido de
interesse na imagem (neste caso, tecido 6sseo). Nas imagens, segmentadas, a
regido de interesse (ROI) que corresponde ao defeito 6sseo foi delimitada com
a ferramenta drawn e a porcentagem de matriz éssea dentro desta area foi
guantificada com a ferramenta measurement conforme descrito por Batista et
al. (2014) (Figura 4). Também foi realizada analise semi-quantitativa, com
avaliacdo dos seguintes parametros: 1-Presenca de neoformacdo Ossea se
estendendo até a cortical oposta na ROI; 2- Presenca de neoformacdo Ossea

se estendendo além da ROI.

Figura 4: A - Fotomicrografia de uma secc¢éo longitudinal de fémur mostrando cortical éssea

(C), medula éssea (M) e neoformacao éssea (NO).
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B — Imagem apds a remocéao do tecido mole.

C — Imagem binaria da mesma fotomicrografia com a delimitacdo da area total do defeito ésseo

(linha vermelha). Ampliag&o 4X. Tricromio de Mallory.
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Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism
(GraphPad Prism version 5.0 for Windows, San Diego, CA, USA) utilizando os
testes t nado-pareado, Mann-whitney e Fischer. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

Em ambos os grupos, a analise histolégica mostrou no dia 1, presenca
de coagulo preenchendo o defeito 6sseo. No dia 3, no grupo controle, as
células inflamatérias comecam a invadir o coagulo e, no grupo HBO, uma
reducdo do coagulo foi evidente, com aumento de fibrina delimitando pequenos
espacos que continham exsudato (Figuras 1 e 3). No dia 5, no grupo HBO,
observou-se a formacdo de tecido de granulacdo organizado, com muitas
células fusiformes entre vasos neoformados. Além disso, a neoformacéo 0ssea
foi acelerada quando comparado ao grupo controle. Em ambos os grupos no
dia 7, observou-se o tecido O6sseo primario preenchendo a area do defeito,
estendendo pelo canal medular do fémur, com um grande numero de
ostedcitos incluidos na matriz 6ssea . Revestindo a matriz 6ssea foram
observados osteoblastos, cubicos com acentuada basofilia citoplasmética,
indicando intensa atividade de sintese proteica. No grupo controle, havia
presenca de novos vasos sanguineos e areas com tecido de granulacédo ainda
presente. No grupo HBO, havia tecido 6sseo preenchendo toda a area do
defeito 6sseo, com trabéculas ja bem definidas evidenciando avanco no
processo de remodelacédo (Figuras 2 e 4).

Os mastocitos apresentavam-se grandes, arredondados e com
citoplasma repleto de granulos que se coram intensamente (Figura 5). Eram
mais frequentes na periferia do defeito 6sseo, especialmente nos periodos de 1
e 3 dias. Ocasionalmente foram evidenciados mastécitos em desgranulagéo.
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Controle—Dial Controle-Dia 3

Figura 1: Fotomicrografia do defeito 6sseo nos grupos controle nos periodos avaliados de 1 e
3 dias. Cortical éssea (c); Canal medular (m); Coagulo (*); Tecido de granulacao (tg); Rede de

fibrina (f); Infiltrado inflamatdrio (i); Neoformag&o éssea (no). HE, X4 and X10.
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Controle—Dia 5 Controle—Dia 7

Figura 2: Fotomicrografia do defeito 0sseo nos grupos controle nos periodos avaliados de 5 e
7 dias. Cortical 6ssea (c); Canal medular (m); Coagulo (*); Tecido de granulacdo (tg); Rede de
fibrina (f); Infiltrado inflamatdrio (i); Neoformag&o éssea (no). HE, X4 and X10.
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HBO-Dial HBO - Dia3

Figura 3: Fotomicrografia do defeito 6sseo nos grupos HBO nos periodos avaliados de 1 e 3
dias. Cortical 6ssea (c); Canal medular (m); Coagulo (*); Tecido de granulagéo (tg); Rede de

fibrina (f); Infiltrado inflamatério (i); Neoformacgéo 6ssea (no). HE, X4 and X10.
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HBO-Dia5 HBO-Dia7

Figura 4: Fotomicrografia do defeito 6sseo nos grupos HBO nos periodos avaliados de 5 e 7
dias. Cortical 6ssea (c); Canal medular (m); Coagulo (*); Tecido de granulacédo (tg); Rede de
fibrina (f); Infiltrado inflamatdrio (i); Neoformacéo éssea (no). HE, X4 and X10.
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Figura 5: Fotomicrografia evidenciando o mastocito (—). Azul de Toluidina. X40.

A neoformacéo 6ssea que se estendeu para além dos limites da ROI foi
mais evidente no HBO em comparacdo ao grupo controle, em 5 e 7 dias,
embora tal distribuicdo ndo tenha sido significativa. A neoformacdo Ossea
atingindo a cortical oposta foi significativamente mais evidente no grupo HBO
do que no grupo controle em 5 dias (Figura 6).

A andlise estatistica mostrou um aumento significativo na porcentagem
de neoformacéo 6ssea na HBO (15,95 + 7,68) quando comparado com o grupo
controle (7,06 = 3,71) em 5 dias. Ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de neoformacdo 6ssea entre o controle (23,10 + 7,4) e HBO
(28,10 + 5,4) no periodo de 7 dias (Figura 7). Nao houve diferenca significativa
na quantidade de mastécitos na regido do defeito 6sseo entre 0s grupos
avaliados. Na periferia do defeito 6sseo, houve maior quantidade de mastdcitos
no grupo controle (85,19+72,49) em relacao ao HBO (24,57+20,10), no periodo
de 3 dias. Nao houve diferenca entre os grupos, nos demais periodos (Figura
8).
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Figura 6: Pardmetros histolégicos semi-quantitativos avaliados nos grupos controle e HBO nos
periodos de 5 e 7 dias: Neoformacdo dssea se estendendo até a cortical oposta na ROI;

Neoformacéo dssea se estendendo além da ROI. (*p<0.05).
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Figura 7: Porcentagem de neoformacé&o 6ssea nos grupos controle e HBO nos periodos de 5 e
7 dias. (*p<0.05).
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo foi avaliada a influéncia da oxigenacao hiperbarica no
reparo inicial de tecido 6sseo. Uma terapia que aumente o aporte de oxigénio
no local da ferida é interessante, pois aceleraria o reparo devolvendo a fungéo
tecidual rapidamente, além de evitar prejuizos no processo natural do reparo.
Os beneficios da oxigenacéo hiperbarica sdo derivados dos efeitos fisiolégicos
e farmacoldgicos do oxigénio em altas doses. A acéo fisiolégica da HBO tem
como alvo tecidos em estado de hipoxia, ou seja, tecidos em menor Presséo de
Oxigénio (POy).

ApoOs um trauma 6sseo, ha perturbacdo do suprimento vascular local,
formando uma area hipdxica, com pouco fornecimento de sangue e oxigénio. A
hipoxia prolongada inibe a proliferacdo fibroblastica e a sintese de colageno,
afetando diretamente o reparo tecidual®. Durante as sessdes no interior da
camara, ocorre um estado de hiperoxigenacdo com elevacdo da PO, em todos
os tecidos do corpo. Logo apés o término da sessao, a PO, retorna aos niveis
normais e ocorre a liberacdo de mediadores quimicos que estimulam a sintese
de colageno, angiogénese e osteogénese .

Em todos os grupos, a reparagdo 6ssea ocorreu como previsto, mas
melhores resultados no grupo experimental, onde foi observada uma melhor
organizacao tecidual na area da lesdo. A analise morfolégica mostra que a
HBO acelerou os eventos iniciais da reparacdo éssea com melhor resolucao do
processo inflamatério e organizacao evidente do osso em neoformacao.

Sabendo que a HBO é uma terapia que atua diretamente na
permeabilidade vascular, promovendo um aumento da vascularizacdo na area
da lesdo °%, é possivel relacionar a quantidade de mastécitos aos beneficios
dessa terapia em cada uma das fases do processo inflamatério. A menor
guantidade de mastdcitos na periferia do defeito observada, no grupo HBO, no
periodo de 3 dias, quando o processo inflamatério atinge seu pico, foi coerente
com a analise morfologica. A resolucdo acelerada da inflamacgéo induzida pela

terapia, resultou em um melhor reparo tecidual como um todo, com deposicao
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precoce de tecido 6sseo primario em substituicdo ao tecido de granulacdo
como observado em 5 dias.

Interessante observar que 0 mastocito esta relacionado ndo sé ao
processo inflamatério, mas ao aumento da permeabilidade vascular no local da
lesdo, o que poderia favorecer a neovasculogénese e o recrutamento de
mediadores quimicos responsaveis pelo reparo da lesédo ****'*, Diante desta
hipotese da resolucdo acelerada do processo inflamatorio, poderiamos pensar
que essa reducdo da quantidade de mastdcitos no grupo HBO em 3 dias
deveria ser mantida nos demais periodos avaliados, o que nédo foi observado.

No periodo de 5 e 7 dias, a quantidade de mastdcitos foi maior no grupo
HBO. Nesses periodos o processo inflamatério ja estd em resolucdo e a
deposicdo o6ssea, bem como remodelacdo, jA estdo presentes, 0 que
caracteriza um momento distinto no reparo da les&o. Isso nos faz pensar que o
mastocito também esteja relacionado a deposicdo déssea. De fato, existem
relatos na literatura que a deficiéncia na quantidade de mastécitos gera um
atraso na neoformacado éssea'® ****. Sendo assim, nos periodos de 5 e 7 dias
quando ha evidéncia de formacado éssea, a quantidade de mastécitos maior no
grupo HBO poderia ser um indicio de que estas células favorecam
indiretamente a neoformacdo 6ssea. De uma maneira geral, os mastdcitos
promovem aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de mediadores
quimicos, além de participarem da degradacdo da matrix extracelular.
Consequentemente, isso facilita a formagdo de novos vasos sanguineos na
area da lesdo'®, e também a osteogénese Esses eventos resultam em
remodelacdo O0ssea também precoce, como observado em 7 dias no grupo
HBO, onde foi observado melhor definicAo e organizacdo das trabéculas
osseas.

Entretanto, mesmo diante do evidente avan¢co na remodelacdo Ossea
induzida pela HBO, a diferenga numérica na porcentagem de neoformacao
0ssea no grupo HBO em comparagdo com 0O grupo controle néo foi
estatisticamente significante. E importante considerar que a escolha por
defeitos O0sseos nao criticos em fémur de rato pode ter influenciado estes

resultados. Embora tenha sido observada uma diferenca entre os grupos, em
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defeitos criticos essa diferenca poderia ser mais evidente porque a
necessidade da oxigenacao hiperbéarica seria um requisito para o fechamento
de um defeito que ndo se repararia espontaneamente. Apesar do diametro do
defeito ser compativel com o tamanho do fémur do rato, ele continua a ser
relativamente pequeno, favorecendo uma reparacgéo rapida do osso em ambos
0s grupos. Na literatura existem estudos que investigaram a capacidade da OH
em promover a reparacdo 0ssea de defeitos de tamanho critico, demonstrando
gue a terapia permitiu o fechamento de defeitos criticos em calota craniana em

coelhos 18,
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7. CONCLUSAO

A HBO reduziu a quantidade de mastocitos no periodo de 3 dias, onde
existe o pico da inflamacao, acelerando a resolucédo do processo inflamatorio e
consequentemente acelerando o reparo 0sseo, com resultados positivos na
neoformacédo 0ssea, jA que o aumento da permeabilidade vascular na area da
lesdo favorece a chegada de células osteoprogenitoras responsaveis pelo
reparo 0sseo.
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