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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia devido a alteragcdes na secre¢do e/ou acdo da insulina. A hiperglicemia
cronica compromete o metabolismo, a estrutura e o reparo 6sseo. Terapias adjuvantes tém
sido propostas a fim de melhorar a estrutura e o reparo 6sseo em condigdes desfavoraveis,
como ocorre no DM1. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da
oxigenoterapia hiperbarica (OH) na regeneracdo 6ssea em fémures de ratos com DM1.
Trinta e dois animais foram divididos em quatro grupos (n = 8): ndo diabéticos (N); ndo
diabético + OH (NH); diabético (D) e diabético + OH (DH). Nos grupos diabéticos, o
DMI1 foi induzido por injegdo intravenosa de estreptozotocina (50 mg/kg). Trinta dias
depois, foi realizado defeito 6sseo em ambos os fémures e os grupos com OH foram
submetidos a sessdes didrias de oxigenacdo hiperbarica. Apos 7 dias, os animais foram
eutanaziados, os fémures foram removidos, desmineralizados e incluidos em parafina. Os
cortes histologicos obtidos foram corados em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico
de Mallory (MT). Em HE, a analise histomorfométrica foi realizada utilizando uma grade
de 144 pontos para quantificar (porcentagem): matriz dssea, coagulo sanguineo, tecido de
granulacdo e vasos sanguineos. Em MT, a analise histomorfométrica foi realizada para
quantificar a porcentagem total de area de matriz 6ssea neoformada. A andlise
histomorfométrica mostrou que no grupo D havia mais codgulo sanguineo e tecido de
granulacdo, € menos vasos sanguineos e matriz 6ssea comparado aos outros grupos. Os
grupos com oxigenagdo hiperbarica mostraram menos coagulo sanguineo e tecido de
granulagdo, e mais vasos sanguineos € matriz 6ssea comparado aos grupos que nao
receberam a terapia. O presente estudo mostrou que a terapia com oxigenagao hiperbarica
diminui os efeitos negativos da hiperglicemia em ratos diabéticos, melhorando a

regeneragao Ossea.

Palavras-chave: Regeneragdo 0ssea; Diabetes mellitus, Tipo 1; Oxigenagao hiperbérica.



ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia
due to changes in insulin secretion and / or action. Chronic hyperglycemia compromises
bone metabolism, structure and repair. Adjuvant therapies have been proposed in order
to improve structure and bone repair under unfavorable conditions, as occurs in DM1.
The aim of the present study was to evaluate the hyperbaric oxygen therapy (HO) effects
on bone regeneration in femurs of rats with T1DM. Thirty-two animals were divided into
four groups (n = 8): non-diabetic (N); non-diabetic + HO (NH); diabetic (D) and diabetic
+ HO (DH). In diabetic groups, DM1 was induced by intravenous injection of
streptozotocin (50 mg/kg). Thirty days later, bone defect was performed in both femurs
and groups with HO were submitted to daily sessions. After 7 days, the animals were
euthanized, the femurs were removed, demineralized and embedded in paraffin. The
histological sections obtained were stained with Hematoxylin and Eosin (HE) and
Mallory Trichrome (MT). In HE, histomorphometric analysis was performed using a 144-
point grid to quantify (percentage): bone matrix, blood clot, granulation tissue, and blood
vessels. In MT, histomorphometric analysis was performed to quantify the total
percentage bone matrix area. Histomorphometric analysis showed that in group D there
was more blood clot and granulation tissue, and less blood vessels and bone matrix
compared to the other groups. The groups with HO showed less blood clot and granulation
tissue, and more blood vessels and bone matrix compared to the groups without HO. The
present study showed that hyperbaric oxygen therapy reduces the negative hyperglycemia

effects in diabetic rats, improving bone regeneration.

Keywords: Bone regeneration; Diabetes Mellitus, Type 1; Hyperbaric oxygenation.



1. INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenca metabdlica que se caracteriza pelo
quadro de hiperglicemia decorrente de alteragdes na secrecdo e/ou na ac¢ao da insulina.
Atualmente, estima-se que a populacdo mundial com diabetes ¢ da ordem de 415 milhdes
de pessoas e que devera atingir 642 milhdes em 2040 (International Diabetes Federation,
2015). A doenga pode ser classificada de diversas formas, porém estima-se que apenas
10% dos casos sejam de DM tipo 1 e DM gestacional, e que a grande maioria dos casos,
cerca de 90%, seja de DM tipo 2. (American Diabetes Association, 2015. O diabetes
mellitus tipo 1 € caracterizado como uma doenca imunomediada causada por danos nas
células B pancreaticas produtoras de insulina com ou sem tecido funcional residual. Sdo
muitas as causas do diabetes tipo 1, incluindo infeccao viral, efeitos de drogas e reacao
auto-imunes. Esses fatores levam a apoptose das células B pancreaticas e uma falta de
insulina no sangue, aumentando a glicemia (Wang et al., 2017). Enquanto que, DM tipo
2 ¢ um disturbio metabdlico caracterizado pelo elevado nivel de glicose no sangue,
resisténcia a insulina e relativa falta de insulina, causados em consequéncia da obesidade
e da falta de exercicio fisico (International Diabetes Federation, 2015). Apesar do DM
tipo 1 ser menos frequente que o DM tipo 2, os prejuizos aos 6rgaos causados pelo tipo 1
tendem a ser mais graves, uma vez que essa doenga aparece em individuos muito jovens,
os quais permanecem diabéticos a maior parte da vida (Sociedade Brasileira de diabetes,

2018).

A hiperglicemia cronica leva a varias alteracdes no metabolismo, estrutura,
remodelagdo e reparo 6sseos (Napoli et al., 2017). Estudos recentes relatam que tanto a
DM tipo 1 e 2 estdo associadas a aumento do risco de fratura 6ssea (Graves et al., 2011),
pois a hiperglicemia altera negativamente a matriz 6ssea, reduzindo significativamente
densidade mineral 6ssea e os niveis de osteolcalcina sérica (Wang et al., 2017). Estudos
sugerem que esse comprometimento se deve ao excesso de produtos finais de glicagao
avangada (AGESs) no sangue. O acumulo de AGEs no esqueleto 6sseo torna o 0sso mais
fragil, com reduzida resisténcia e, portanto, com maior risco a fratura (MacLean et al.

2019).



O tecido 6sseo ¢ um tipo especializado de conjuntivo constituido por células e
material extracelular mineralizada (matriz 6ssea). As células 6sseas sdo: os osteoblastos,
responsaveis pela formagao da matriz dssea, os quais se localizam na superficie da matriz;
os ostedcitos com funcao de manutencao da matriz, localizados em lacunas no interior da
matriz; e os osteoclastos, células gigantes, méveis e multinucleadas que tem capacidade
de reabsorcdo de matriz minealizada, participando dos processos de reparagdao e

remodelagdo 6ssea (Junqueira & Carneiro, 2017).

Sendo um importante componente do sistema esquelético, o tecido 6sseo participa
diretamente das fun¢des dos 0ssos, tais como: alojar e proteger a medula 6ssea (local de
formag¢do das células do sangue); apoiar musculos esqueléticos, transformando
contragdes em movimentos Uteis; constituir um sistema de alavanca, que amplia as forcas
geradas na contragao muscular; funcionar como deposito de calcio, fosfato e outros ions,
liberarando ou armazenando a fim de manter a constancia desses ions nos liquidos
corporais; absor¢ao de toxinas e metais pesados, minimizando assim seus efeitos adversos

em outros tecidos (Junqueira & Carneiro, 2017).

Quando lesado, o tecido 6sseo € capaz de regeneracdo, fenomeno que demonstra
sua permanente vitalidade (Katchburian; Arana, 2004; Lynch; Genko & Marx, 1999). A
regeneragdo Ossea ¢ um termo aplicado ao processo bioldgico em que a estrutura e a
funcdo do tecido lesado ou perdido sdo completamente restaurados (Junqueira &
Carneiro, 2017). O processo de regeneracao 0ssea, consiste em trés fases caracteristicas:
fase inflamatéria, fase reparadora e fase de remodelacdo. A fase inflamatoria ¢
caracterizada pela formacdo do codgulo sanguineo que envolve as superficies 6sseas no
local da lesdo, estendendo-se pelo periosteo e cavidades medulares proximas,
acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um processo
inflamatorio agudo, que dura cerca de cinco dias, com grande mobiliza¢do de neutrofilos
e macrofagos provocado pela liberacdo de substancias quimiotaticas. Imediatamente
apos, inicia-se a fase reparadora, que tem duracdo de aproximadamente dez dias com o
aparecimento de grande numero de fibroblastos produtores de colageno tipo III
responsaveis pela formagdo de um tecido fibroso, no qual as fibras colagenas envolvem
aregido lesionada. A medida que a acdo dos macréfagos prossegue, uma nova rede capilar
¢ formada oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das células

mesenquimais indiferenciadas. Essas células invadem a regido do codgulo, juntamente



com fibroblastos e osteoblastos, para formar, rapidamente, um novo tecido 6sseo no local,
por um processo de ossificagdo intramembranosa, resultando em um osso imaturo. Este
processo tem duragdo de aproximadamente cinco dias. Em seguida, na fase remodeladora,
processos de reabsorc¢ao e neoformagdo combinados ocorrem até que a regiao lesionada
retorne as caracteristicas morfoldgicas, biomecanicas e funcionais que possuiam antes da
lesdo (Mitchell, 2012). O tempo para reparagao total da lesdo 6ssea depende de varios
fatores como tamanho da lesao e condicdes sistémicas do individuo. A regeneracao dssea,
portanto, € um processo complexo que envolve vdrias sinalizagdes celulares, que levam
a proliferacdo, migracdo e aumento de fungdes celulares. Em individuos com diabetes

mellitus, esse processo ¢ comprometido (Wang et. Al 2017).

No processo de reparo Osseo, a resposta inflamatéria que sucede a lesao ¢
importante para a rapida reparacdo da ferida, porém no individuo diabético, ocorre retardo
no influxo de células inflamatoérias para o local. Em seguida, quando as células estao
estabelecidas, ocorre um estado de inflamagdo cronico, que dificulta a deposicao de
componentes da matriz, a remodelagdo e o fechamento da ferida. A hiperglicemia ¢
responsavel pela alteracdo no processo inflamatdrio, além de comprometer a fungao de
osteoblastos e osteoclastos, levando ao retardo de todo o processo de reparo (Napoli et al.

2017).

Novas formas de tratamento tém sido investigadas e propostas para melhorar o
processo de reparo dsseo, especialmente, em condig¢des desfavordveis, como no diabetes.
A oxigenacdo hiperbarica (OH) tem sido sugerida como terapia coadjuvante para acelerar
o processo de reparo, pois tem mostrado resultados promissores. Ela consiste na oferta de
oxigénio puro (100%) em ambiente pressurizado em nivel acima da pressdao atmosférica,
sendo normalmente de duas a trés atmosferas a mais, procedimento realizado no interior

de camera hiperbarica (Dias et al., 2018).

Estudos relataram que a OH aumenta a quantidade de oxigénio no sangue e
promove angiogénese em tecido lesado, aumentando a quantidade de oxigénio e de
nutrientes no local lesado (Jan et al.,2009), acelerando o processo reparo em tecidos moles
(Kalani et al., 2002) e mineralizados (Rocha et al. 2015). Em feridas de pé diabéticos, a
OH acelerou a taxa de cicatrizagao, reduziu a necessidade de amputagcdo dos pés com

feridas, e aumentou o numero de feridas que sdo completamente curadas no



acompanhamento a longo prazo (Kalani et al., 2002). Em tecido 6sseo, a OH mostrou
melhora nas propriedades mecanicas dsseas, aumentando a forca e rigidez do fémur em
animais com DM tipo I (Limirio et al. 2018). Outros estudos demonstram que a OH, em
camundongos saudaveis, aumentam a taxa de aposicdo mineral dOssea e interfere
positivamente na reabsor¢do do calo ¢sseo e na consolidacdo da fratura, acelerando o
processo de remodelacdo Ossea nessa situagdo (Kawada et al., 2013). E também, a OH
contribui para uma maior quantidade de formacao 6ssea e menor formagao de tecido

fibroso (Jan et al, 2009).

Em situagdes de baixa oxigenacdo e hiperglicemia ocorre atraso no processo de
reparo, devido a reducdo na deposicdo de coldgeno nos estigios iniciais. Estudos
mostraram que a OH tem a capacidade de minimizar esses efeitos, acelerando
significativamente o processo de reparacdo de ferida em pata de rato (André-Lévigne et
al., 2016). Poucos estudos investigaram os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica em
reparo 6sseo em diabéticos, quantificando parametros inflamatorios importantes, para

identificar os efeitos da terapia nas diferentes fases do reparo osseo.

2. PROPOSICAO

Avaliar o efeito da oxigenacao hiperbarica nos eventos bioldgicos do reparo 6sseo,
em fémures de ratos com diabetes tipo 1, utilizando analise histomorfométrica, por meio

de grade de pontos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

A amostragem final utilizada neste estudo foi de 32 ratos machos Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, clinicamente sadios com peso entre 200 e 250g (cerca
de 8 semanas), mantidos em depositario de animais em estantes, com racao e agua ad
libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de
ética na utilizagdo de animais CEUA-UFU (N°026/14). Os animais foram separados em

quatro grupos como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais

Condic¢ao experimental (Grupos: n=08) b L
escricio

Nio-diabético (N) Animais normoglicémicos

Animais normoglicémicos, submetidos a

Nao-diabético + OH (NH) oxigenag¢do hiperbarica

Diabético (D) Animais diabéticos

Animais diabéticos, submetidos a

N
Diabetico +OH (DH) oxigenagio hiperbarica

Trinta dias apos a indugdo do diabetes com estreptozotocina (50 mg/kg), em todos
os animais foram criados defeitos 6sseos em ambos os fémures. Os animais dos grupos
NH e DH, foram submetidos a sessdes didrias de oxigenagdo hiperbdrica, iniciadas
imediatamente apds o procedimento cirirgico. Todos os animais foram eutanaziados 7
dias ap0s a cirurgia, os fémures foram removidos e processados para inclusdo em parafina

e analises histologicas ao microscopio de luz.



3.2. Inducio de Diabetes Mellitus (DM1)

A inducao do DM nos animais foi realizada por administracao de estreptozotocina
(STZ) (Sigma Aldrich) por via intravenosa na dosagem de 50 mg/kg de peso corporal,
diluida em 2 ml de tampao citrato. Esta droga produz um efeito toxico sobre as células

pancreaticas, induzindo um modelo de DM tipo 1 (Delfino, 2002).

Previamente a inducdo, os animais foram mantidos em jejum por 24h. Em
seguida, os animias foram anestesiados por via intraperitoneal utilizando 7 mg/kg do
relaxante muscular cloridrato de xilazina 2% e 10 mg/kg do anestésico e analgésico
cloridrato de quetamina 10%. Em seguida, a STZ foi administrada por via endovenosa
através de puncdo da veia peniana. Apds 24h da indugdo, para confirmagdo da
hiperglicemia, coletou-se uma gota de sangue da cauda dos animais e a glicemia foi
aferida em glicosimetro (Accu Check Active, Roche). Os animais que apresentaram
glicemia maior que 300 mg/dL foram considerados diabéticos. A glicemia dos animais

do grupo D e DH foram medidas apds 24h, 15 dias, 30 dias e no dia da eutanasia.

Apo6s 30 dias da indugdo do DM os animais foram submetidos a procedimento
cirirgico para confeccdo de defeito dsseo nos fémures esquerdo e direito. Logo apos a

cirurgia foi iniciada a oxigenoterapia hiperbarica nos grupos NH e DH.

3.3. Mensuracdo de peso e de consumo de dgua e racao

Nos periodos de 24h, 15 dias, 30 dias e 37 dias, apds a indugdo, os animais
foram pesados em uma balanca digital modelo B1600 (MicroNal, Sao Paulo, SP,
Brasil). O consumo de agua e ragdo foram medidos diariamente, durante duas semanas
(segunda e terceira semanas ap0s a inducao). A ragao foi pesada em uma balancga digital
modelo B1600 (MicroNal, Sao Paulo, SP, Brasil) e o consumo de dgua foi medido com
uma proveta de 1L. Esse procedimento foi realizado as 7h da manha, de forma que o
consumo de racdo (gramas) e dgua (ml) eram a diferenca entre os valores do dia anterior

e o dia subsequente.
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3.4. Procedimento cirurgico

Os animais foram submetidos a anestesia por via intraperitoneal, como citado
anteriormente no item 3.2. O acesso cirurgico ao fémur foi obtido por meio de incisdo
continua longitudinal com 2cm de extensdo. A musculatura foi divulsionada até a
exposic¢ao do peridsteo, que foi incisado e descolado ao longo da area 6ssea a ser operada.
O defeito 6sseo foi realizado na didfise na regido proxima a metafise distal do fémur.
Nesta regido, foi realizado um defeito dsseo com broca esférica n° 8 sob irrigacdo
abundante com solugdo fisioldgica estéril de cloreto de s6dio a 0,9%. A referéncia de
profundidade da perfuragdo foi o rompimento da cortical dssea, cerca de 2mm. A sutura

foi realizada por planos com fio cirurgico monofilamento nylon 4-0 (Fig. 1).

Figura 1: A- Incisdo continua na regido coxofemoral do rato. B- Defeito 6sseo realizado no fémur

do rato. C- Realizagdo da sutura de pele na regido coxofemural.

3.5.0xigenacdo Hiperbarica (OH)

Os animais receberam sessdes de OH no interior de camaras “multiplaces”
experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das Cruzes,
SP, Brasil) (Fig. 2). Inicialmente, houve um periodo de compressiao 0.3ATA/min até
atingir a pressdo necessaria para OH. A sessdo teve duracdo de 90 minutos sob pressao de
2,5 ATA (ATA = 1 atmosfera absoluta = 760mmHg). Em seguida, houve um periodo de
descompressao a 0.3ATA/min. As sessoes de OH foram didrias, iniciando logo apos a

finalizagdo do procedimento cirtrgico, totalizando 7 sessdes.
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Figura 2: Imagem demonstrativa de sessdo de oxigenoterapia hiperbarica

3.6. Obtencdo dos espécimes

Os animais foram eutanaziados 7 dias apds a cirurgia, por meio de
aprofundamento anestésico com quetamina 10% (10 mg/kg) e xilazina 2% (7 mg/kg),
com posterior uso de Tiopental (60 mg/kg) associado com Lidocaina (10 mg/ml). Em
seguida, foi realizada incisdo longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea existente e 0s

fémures foram removidos por desarticulagdo.

As epifeses dos fémures foram removidas utilizando brocas 702 em alta rotagao,
sob irrigacdo com soro fisiologico e as diafises foram fixadas em paraformaldeido 4% em
Tampao Fosfato 0,1M, por 48 horas. Em seguida, as diafises foram desmineralizadas em
solugdo de EDTA a 4,13% pH 7,4 por cerca de 4 semanas. Apos a desmineralizacdo, as
diafises foram seccionadas ao meio, pararalelamente ao longo eixo, e entdo processadas
para inclusdo em parafina, pela técnica convencional. Ao final do processo obteve-se 4

blocos de cada animal, sendo 2 blocos da diafise esquerda e 2 blocos da diafise direita.
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3.7. Analise histolégica qualitativa e histomorfométrica

Para as analises, foram selecionadas 6 laminas de cada bloco, sendo 3 coradas em
Hematoxilina e Eosina (HE), e 3 em Tricromico de Mallory (TM). Todos os cortes
histologicos foram escaneadas com scanner Aperio AT Turbo (Copyright © 2013 Leica
Biosystems Imaging, Inc. All Rights Reserved) no aumento de 20x. As imagens
histoldgicas digitalizadas foram visualizadas utilizando o programa de leitura de imagens
Aperio ImageScope (Copyright © Aperio Tecnologiches, Inc. 2003-2014. All Rights

Reserved) e convertidas para TIFF, de forma a possibilitar a andlise em outros softwares.

As imagens histoldgicas coradas em HE foram utilizadas para realizacdo da
analise qualitativa e quantitativa. Na analise qualitativa foi avaliado o processo de reparo,
por meio de andlise descritiva. Para andlise quantitativa, utilizando-se software de
imagens Aperio ImageScope, delimitou-se trés quadrados situados na regido da lesdo,
sendo dois logo abaixo das corticais rompidas e um central acima da cortical oposta.
Assim, com a ferramenta Rectangle Tool, extraiu-se de cada regido delimitada uma
imagem em formato TIFF com uma éarea de 431x431 com a ferramenta Extract Imagem
Region. Cada imagem foi aberta no programa Image-Pro Plus Version 4.5 e, antes de
iniciar a analise propriamente dita da imagem em HE, foi realizada a calibra¢do da Régua
Image Pro (Fig. 4 a 7). Em seguida a calibracdo, foi gerada uma grade de 144 pontos
para quantificagdo de: Coagulo (rede de fibras composta por gldbulos sanguineos,
plaquetas e plasma, que aderem a superficie lesada do vaso sanguineo), Tecido de
granulacdo (tecido conjuntivo propriamente dito, com presenca de fibrolastos, vasos
sanguineos, leococitos, e neutrofilos, predominantemente polimorfonucleares), Vasos
sanguineos (vasos revestidos por endotélio) e Matriz dssea. Essa andlise quantificou a
porcentagem de pontos que incidiram sobre cada elemento presente na area de interesse.
A regido de interesse (ROI), a ser analisada utilizando a grade de pontos, foram trés

imagens extraidas da area da lesdo Ossea (Fig 3).

ApoOs a extracdo das imagens a serem analisadas (ROI), utilizando a ferramenta
Grid Mask do software, foi inserida sobre a imagem histologica a grade de 144 pontos,
na qual foram contados cada elemento definido quando esse aparecia sob um ponto

(intersecao das linhas da grade) (Fig 4).
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Figura 3: Imagem histologica (HE) de corte longitudinal de fémur na é4rea da lesdo Ossea,
evidenciando cortical rompida (CR), cortical oposta (CO), coagulo (C), regido de neoformagado dssea

(*) e regido de interesse (quadrados verdes).
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Figura 4: Imagem gerada pelo sofware Image pro plus, ilustrando a grade de pontos sobre a imagem
histologica e a quantificacdo dos elementos (coagulo, tecido de granulac@o, vasos sanguineos e matriz

oOssea).
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Para analise da porcentagem total de matriz 6ssea neorformada na regido de interesse,
foram utilizadas 12 imagens histoldgicas de cada animal coradas em Tricromico de
Mallory. As imagens digitalizadas foram submetidas ao software editor de imagens
Adobe Photoshop CS6 (Adobe®, Adobe System Inc., San Jose, CA/EUA) (Fig. 5) para
remocao do tecido mole (Fig. 6). Em seguida, por meio do software grafico HL Image 97
++ (Western Vision Software, Utah/EUA), as imagens foram convertidas em imagens
binarias e a regido de interesse (ROI) foi delimitada por quatro linhas, estendendo-se das
bordas da cortical 6ssea rompida até a superficie interna da cortical dssea oposta, por
meio da ferramenta draw. A porcentagem de matriz dssea neoformada dentro da ROI foi

calculada com a ferramenta measurement (Fig. 7).

Figura S - Imagem histologica (tricromico de Mallory) digitalizada de corte longitudinal de

diafise de fémur no software editor de imagens Adobe Photoshop CS6.
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Figura 6 — Imagem histologica digitalizada de corte longitudinal de diafise de fémur submetids
ao software editor de imagens Adobe Photoshop CS6, ja com toda regido de tecido mole

removida.
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Figura 7 — Imagem histologica digitalizada de corte longitudinal de didfise de fémur submetida
ao software grafico HL Image 97 ++, ja em formato de imagem binaria e com a regido de interesse

delimitada (retdngulo vermelho).

16



3.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SigmaPlot (SigmaPlot
version 12.5 for Windows, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Os resultados
foram expressos em média + desvio padrao. Foi utilizada anélise de variancia (Two Way
ANOVA) para comparar as médias dos grupos e o Teste de Tukey para comparagao entre

grupos. As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quando 0.<0.05.

4. RESULTADOS

Durante o desenvolvimento experimental do projeto, poucos animais nao ficaram
diabético, esse fato foi devido a falha na técnica de indugdo, e alguns morreram apos a
cirurgia. O indice de falha nesses aspectos foi cerca de 15% e esses animais foram

€9

respostos a fim de atingir-se-se o “n” amostral total de 32.

Os animais diabéticos apresentaram aumento no consumo de dgua e de alimentos
(Tabela 1) e houve diminui¢@o do peso (Tabela 2). A glicemia plasmatica ficou em torno

de 300 a 520 mg / dL ao longo de todo o experimento (Tabela 3).

Tabela 1 — Valores referentes ao consumo de agua e de alimentos dos animais dos

diferentes grupos, medidos durante o experimento.

Constumo/Grupos Nao-diabético Niao-diabético Diabético Diabético +OH
P N) +OH (NH) (D) (DH)
Ragio 131,83 +8,37 8433+5613 210506454 181,83 +£32.82
Agua 253,66+£2930  24583+42.00  616,66=29692 75022529
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Tabela 2 — Valores referentes ao peso dos animais dos diferentes grupos, medidos durante

0 experimento

Peso (g) Niao-diabético Niao-diabético Diabético Diabético +OH
/Grupos (N) +OH (NH) D) (DH)
Dia 0 248,60 + 19,43
256,2 +£ 31,61 258 +£3,67 267,2 +3,20
Dia 15
299,60 + 4,27 321,80+ 16,50 260,80 + 13,75 263,80+ 21,20
Dia 30
352,40 + 6,06 354+821 231,40+£21,99 281,40+ 2831
Dia 37
343,40 + 13,50 353,40+ 9,20 274 + 8,88 276,60 + 27,39

Média total

311 +47.56

321,35+45,96

256,05+ 17,85

272,35+ 8,07

Tabela 3 — Média dos valores de glicemia dos grupos, medidos ap6s: 24h, 15 dias, 30

dias e 37 dias ap6s a indugdo, em mg/dll.

Glicemia Nio-diabético Nio-diabético Diabético Diabético +OH
(mg/dl)/Grupos N) +OH (NH) (D) (DH)
Dia 0 96,1 +6.7 96,5 + 6.4 333,2+263 313,6 £ 50,4
Dia 15 972+ 11,8 97.6+73 322,5+ 16,3 541,0 £ 67,8
Dia 30 96,8+ 5,7 100,4 + 11,8 416,0+9,1 549,0 + 69,3
Dia 37 92,2+ 10,47 83,4+ 6,18 558,33 +39,2 270,0 £ 46,2
Média total 95,6 +2,3 94.4+75 332,5 +22.8 419.1 +146.6

4.1. Analise histologica gqualitativa

No grupo normoglicémico (N) observou-se tecido 6sseo primario neoformado

preenchendo quase completamente a regido da lesao Ossea (cortical dssea rompida e

regido do canal medular). As trabéculas ¢sseas neoformadas estendiam-se da borda da
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cortical Ossea rompida até a cortical integra oposta, interconectadas, delimitando
pequenas cavidades preenchidas com tecido medular. As trabéculas 6sseas mostraram-se
mais espessas nas regioes mais proximas da tdbua o6ssea oposta integra. Osteoblastos com
morfologia compativel com células em intensa atividade de sintese proteica foram
observados revestindo as trabéculas 6sseas. Também foram observados muitos ostedcitos
incluidos na matriz recém produzida. Poucos osteoclastos foram observados associados
a matriz 6ssea. Na area da lesao foram observados focos de hemorragia e, adjacente a
esses, havia tecido ricamente celularizado e vascularizado (tecido de granulagao) (Fig. 11

—AeB).

No grupo normoglicémico com hiperbarica (NH), observou-se os mesmos aspectos
morfoldgicos do grupo sem hiperbarica. Porém, no grupo NH observou-se trabéculas
Osseas mais espessas, blastema oOsseo mais desenvolvido, maior quantidade de
osteoclastos associados a matriz recém formada, poucos focos de hemorragia e tecido de

granula¢do mais organizado, comparado ao grupo N (Fig 8 — C e D).

No grupo diabético (D), a area da lesdo mostrou-se parcialmente preenchida por
trabéculas Osseas neoformadas com aspectos morfologicos semelhantes ao grupo N.
Porém, no grupo D observou-se extensas areas de codgulo, menor quantidade de tecido
de granulagdo, poucos osteoclastos e areas de cartilagem associadas ao periosteo (Fig 8 —

EeF).

No grupo diabético com hiperbarica (DH), observou-se trabéculas 6sseas neoformadas
preenchendo parcialmente a area da lesdo, e aspectos morfoldgicos muito semelhantes ao
grupo N, com presenca de area de coagulo e focos de hemorragia. Em relacao ao grupo
diabético sem hiperbarica, o grupo DH apresentou trabéculas 0sseas mais espessas, €

menor area de hemorragia. na area da lesdo (Fig 8 — G e H).
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Non-Diabetic

Non-Diabetic + HO

Diabetic

Diabetic + HO

Figure 8: Corte longitudinal de fémur mostrando cortical 6ssea (C), neoformacao ossea (X),

trabéculas oOssesa (*), tecido de granulagdo (tridngulo azul), foco de hemorragia (seta verde) e
cartilagem associada ao periosteo (seta preta). Hematoxilina-Eosina.
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Anadlise histomorfométrica

Os resultados histomorfométricos sdo mostrados na Tabela 5. A andlise
histomorfométrica (HE) mostrou menor porcentagem de éarea de coagulo no NH
comparado com DH (p = 0,03) ¢ N (p <0,01) (Figura 9A). No parametro vasos
sanguineos, D e DH apresentaram valores menores quando comparados aos grupos N (p
<0,01) e NH (p = 0,04), respectivamente. Além disso, o grupo DH apresentou
porcentagem maior de vasos sanguineos em comparagao ao grupo D (p = 0,03) (Figura
9C). O parametro tecido de granulacdo mostrou que NH e DH apresentaram valores
menores comparados aos grupos N e D (p <0,01), respectivamente (Figura 12B). A
analise da matriz 6éssea em HE (Figura 9D) e MT (Figura 9E) mostraram que o grupo D

apresentou valores menores comparado aos grupos N (p <0,01) e DH (p <0,01).

Tabela 5: Médias referente ao valores do pardmetros analisados, em porcentagem.

Parametros/Grupos Nao-diabético Nio-diabético Diabético Diabético +OH
N) +OH (NH) (D) (DH)
Coagulo 20.47 £5.18° 4.3 +0.84 21.7£10.98° 16.9 £ 1.58°
Vasos sanguineos 12.7 £2.542 16.3 +5.642 2.6 +£0.78¢ 9.6+£2.28b
Tecido de granul¢io 38.9+0.8 33.5+ 14.6"° 41.7+£1.34% 27.1 +£8.94
Matriz éssea (HE) 36.7+1.142 36.8 £ 1.242 28.3+£2.78° 36.2 £ 1.5
Matriz éssea (MT) 24.1 £2.44 26.1 +1.142 14.7 £3.78° 22.0 +3.642

Nas linhas, letras maitsculas indicaram diferengas significativas para o fator diabético e
letras minusculas indicaram diferenga significativa para oxigenoterapia hiperbarica

(p<0,05). HE - Hematoxilina e Eosina / MT - Tricromo de Mallory.
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Figura 12: Analise histomorfométrica dos parametros nos diferentes grupos. * P <0,05.

Nao diabéticos (N), Nao diabéticos com OH (NH), Diabéticos (D), Diabéticos com

OH (DH).

5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da oxigenagao hiperbarica (OH) no reparo dsseo
em animais normoglicémicos e diabéticos. Os resultados das analises histologicas
qualitativa e quantitativa mostraram que o DM1 atrasa o reparo e que a OH melhora o

processo de regeneracao 0ssea em diabéticos.

Nesse estudo, a inducdo da DM foi feita através da administracdo de
estreptozotocina (STZ) por via intravenosa. Esta droga produz um efeito téxico sobre as
células pancreaticas, induzindo um modelo de diabetes mellitus tipo 1 (Deeds et al. 2011).
A diabetes tipo 1 ¢ mais semelhante ao diabetes humano, pois as células B produtoras de

insulina no pancreas ainda tém certo grau de funcdo (Prabowo et al., 2014). A via
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intravenosa e a droga de escolha, sdo atualmente a combinacao que replica o diabetes tipo
1, de modo mais estavel e proximo da doenga, com baixas taxas de reversao e mortalidade
(Deeds et al., 2011). Os efeitos do diabetes tipo 1 sdo mais deletérios € com repercussao
tecidual maior, quando comparada aos efeitos do diabetes tipo 2 (Da Jing et al. 2017). Ha&
evidéncias que mesmo apds a normalizagdo da glicemia, os efeitos deletérios
permanecem, sendo sugerido que o estresse oxidativo causado pela doenga, tenha o papel

central (Reis et. al 2008).

No presente estudo, os animais diabéticos submetidos a terapia com OH
apresentaram diminui¢do dos niveis de glicose apos a cirurgia. Acredita-se que esse
mecanismo se d4 através de um efeito regenerador OH nas células , uma vez que a
reducdo da glicemia ¢ mantida a longo prazo (Prabowo et al., 2014). Apesar do DM1
reduzir substancialmente o nimero de células B pancreaticas, algumas células restantes
ainda tém algum grau de fung¢do (Fotino, 2013; Prabowo et al., 2014). Portanto, ¢ possivel
que a OH reduza a hiperglicemia devido a reducdo da lesdao nas células B do pancreas.
Alguns estudos mostraram que o uso da OH pode diminuir significativamente o estresse
oxidativo e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), reduzir a apoptose e
aumentar a proliferagdo de células B (Fotino, 2013; Faleo, 2012; Rajagopalan, 2012;
Prabowo et al., 2014.) Assim, o aumento da produ¢do de insulina reduz os niveis

glicémicos, aproximando-se da condig¢ao sistémica de normalidade (Lu et al., 2008).

A andlise histologica da area da lesdo do presente estudo foi complexa,
considerando que a 4rea da lesdo era extensa (cerca de 400 pm?) e o processo de reparo
ndo ¢ homogénio em toda essa extensdo da lesdo. Assim, nesse estudo escolheu-se a
metodologia de analise histologica quantitativa por gradeamento (grade de 144 pontos),
a qual permite obter-se a porcentagem de cada elemento escolhido para andlise, em uma
dada éarea. Essa escolha teve como objetivo padronizar as 4reas de andlise, para evitar a
limitacdo relativa do fato da drea de reparo ser extensa e heterogénea, além de poder variar
de espécime para espécime. Além de contornar essa dificuldade, a metodologia permite
quantificar diversos parametros como foi feito nesse estudo, no qual foi quantificado
matriz 6ssea, coagulo, tecido de granulacdo e vasos sanguineos (Vieira, 2013). Por sua
vez, a analise histomorfométrica, utilizando os cortes histologicos corados em Tricromico
de Mallory, possibilitou quantificar a neoformagdo 0ssea total na area do reparo. Essa

estratégia de analise ¢ bastante interessante pois quantifica a formagao total permitindo a
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comparagdo real entre grupos normoglicémicos e diabéticos, em relagdo ao desfecho final

do reparo que ¢ a neoformacao 6ssea (Batista et al., 2014).

As andlises histoldgicas qualitativa e quantitativa mostraram que o grupo
diabético apresentou maior quantidade de coagulo, trabéculas menos espessas, maior
quantidade de tecido de granulagdo, menor quantidade de vasos sanguineos e de matriz
ossea neoformada comparado aos outros grupos. Esses achados estdo relacionados ao fato
do DMI prolongar a fase inflamatoria (Napoli et al. 2017), e também prejudicar a
formagao e fungdo de osteoblastos e osteoclastos (Palermo et al. 2018), atrasando todo o
processo de reparo 6sseo. Alguns estudos sugerem que a hiperglicémia altera a formacgao
e funcdo de osteoblastos e osteoclastos, com consequente aumento das espécies reativas
de oxigénio (ROS), juntamente com o acimulo produtos finais de glicagdo avangada
(AGEs). Esse situagdo causa danos permanetes aos tecidos, provocando disfuncio
endotelial e prejuizo a sinalizagdo em processos celulares, como crescimento, apoptose,

migracdo e remodelagdo da matriz extracelular (Reis et al. 2008).

A andlise histologica mostrou também que a OH melhora o processo de reparo
6sseo em diabéticos, uma vez que os resultados nesse grupo foram semelhantes aos do
grupo normoglicémico. Provavelmente, porque em diabéticos, a OH reduza a
hiperglicemia (Prabowo et al., 2014), além de aumentar a quantidade de oxigénio
dissolvido no sangue e promover angiogénese no tecido lesado. Assim, a OH aumenta a
quantidade de oxigénio e de nutrientes entregues ao ferimento, o que acelera o processo
de reparo (Jan et al.,2009; Rocha et al, 2015). Alguns estudos demonstraram que a
oxigenoterapia hiperbarica controla a permeabilidade vascular, diminui o edema tecidual
e reduz danos inflamatoérios, tendo resultados positivos na neoformacao ossea (Jan et al.,
2009). A OH também € capaz de minimizar os efeitos negativos causados pela
hiperglicemia e isquemia em diabéticos na deposi¢cdo do coladgeno, aproximando os
diabéticos a condicdo dos normoglicémicos e permitindo a deposi¢do de coldgeno de
forma adequada nos estagios inicias do reparo (André-Lévigne et al., 2016). Esse efeito
esta associado ao aumento na diferenciacao osteoblastica e reducao de osteoclastos, sendo
importante na regeneracdo 6ssea (Rocha et al.,2015). Esse fato pode justificar a melhora

do reparo 6sseo observado no grupo diabético com OH do presente estudo.
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A oxigenoterapia hiperbarica também regula positivamente os niveis de mRNA,
de Wnt3a, B-catenina, e Runx2, aumentando a diferenciacdo osteogénica das células
estromais da medula ¢ssea (BMSC), bem como seu efeito sobre a via de sinalizagao
Wnt3a/B-catenin (Lin et al., 2013). Como o DM1 compromete o metabolismo e o reparo
0sseos os efeitos positivos da OH, principalmente nos periodos iniciais do reparo (Rocha
et al, 2015), podem ter contribuido com a melhora do reparo no grupo diabético os

colocando a uma situagdo muito proxima ao grupo normoglicémico.

Nossos achados confirmaram estudos anteriores (Okubo et al., 2001; Wu, Malda,
Crawford e Xiao, 2007) e aumentaram o conhecimento sobre os efeitos dos mecanismos
da OH no processo inicial de reparo 6sseo. Os resultados apresentados neste estudo em
animais, juntamente com outros estudos em humanos (Kalani et al., 2002) sugerem que a
OH ¢ uma estratégia valiosa e segura que pode ser usada para aprimorar ¢ melhorar as
terapias clinicas regenerativas desenvolvidas para o diabetes. No entanto, mais estudos
s30 necessarios para entender os mecanismos relacionados ao aumento do potencial

replicativo de células f expostas a terapia com OH.

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a doenga diabetes mellitus Tipo 1 atrasa o processo
de regeneragdo Ossea € a terapia por oxigenacao hiperbarica, reduz os niveis de glicose
no sangue ¢ aumenta nimero de vasos sanguineos, melhorando a regeneracao dssea em
animais diabéticos. Portanto, a oxigenagao hiperbérica ¢ um tratamento importante para

minimizar os efeitos deletérios do diabetes no processo de regeneracao Ossea.
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