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RESUMO

Objetivo: avaliar os efeitos da oxigenacdo hiperbarica na cavidade abdominal
apos laparotomia em ratas, quanto a frequéncia e caracteristicas das aderéncias
e histologia do peritdnio parietal. Verificar se a variagdo dos niveis de pressao
atmosférica, isoladamente, em oxigenac¢ao a 21%, influencia o resultado. Método:
o experimento foi realizado em 54 ratas da espécie Rattus novergicus e linhagem
Wistar, com média de dois meses de idade, cujo peso variou de 250 a 280 g. Os
animais foram submetidos a anestesia geral com associac¢do de cetamina na dose
de 70 mg/kg e xilazina a 10 mg/kg via intramuscular. Apés laparotomia, foram
realizados pontos com seda 2-0 no peritdnio parietal dos quatro quadrantes
abdominais e posterior fechamento da cavidade. Os animais foram distribuidos
em trés grupos: grupo 1 — controle; grupo 2 - submetido a altas pressdes e
oxigenacdo-ambiente; e o grupo 3 - submetido a hiperbarica e oxigenagcédo a
100%. Sessdes diarias de 120 minutos ocorreram por seis dias. Nos seis dias
subsequentes ao procedimento cirdrgico os animais dos grupos 2 e 3 foram
submetidos a oxigenacdo em uma sessao diaria, sob a pressdo de 2,5
atmosferas, com duracao de 90 minutos, em camara hiperbarica. O tempo total de
oxigenacdao foi de 120 minutos, sendo os primeiros 15 minutos para compressao
gradual e os ultimos 15 minutos para descompressao gradual. No sétimo dia foi
realizada relaparotomia com fotografia e filmagem da abertura da cavidade para
ruptura e avaliacdo das aderéncias, sendo coletadas bidpsias do peritbnio dos
quatro quadrantes com pontos de seda. Os videos foram avaliados por trés
cirurgides de forma aleatéria e as bidpsias analisadas por patologista, ambos
desconhecendo a qual grupo pertencia cada animal. Foi utilizado o teste de Fisher
para avaliar as aderéncias e a histologia do peritbnio. Os resultados com
significancia estatistica foram aqueles que apresentaram p<0,05. Resultados: o
grupo 3 (oxigenacao hiperbérica) apresentou diferenca em relagdo ao grupo 1
(controle) quanto a intensidade das aderéncias (p=0,002) e da proliferacéo celular
(p=0,02). O mesmo ocorreu em relagdo ao grupo 2 (oxigenacdo a 21%),
intensidade das aderéncias (p=0,01) e proliferacdo celular (p=0,02). Nao houve
diferenca em todos os parametros entre os grupos 1 (controle) e 2 (oxigenacao a
21%) (p=1,00). Concluséo: a oxigenacao hiperbéarica no pds-operatorio de ratas
submetidas a laparotomia nao alterou a frequéncia, mas reduziu a densidade das
aderéncias e promoveu mais proliferacdo vascular peritoneal. Diante de
oxigenagao-ambiente, a alteracdo somente da pressdo atmosférica nao
influenciou a formagé&o das aderéncias.

Palavras-chave: Oxigenagdo hiperbarica. Aderéncias. Laparotomia. Peritdnio
parietal.



ABSTRACT

Objective: to determine the effects of hyperbaric oxygenation in rats that have
undergone laparatomy after provocation and stimulation for adhesion formation.
The frequency of the pos-operatory adherences, their characteristics, the parietal
peritoneum histology, and the effects of pressure alteration and oxygen
concentration were evaluated in each group. Method: 60 female rats of the Rattus
novergicus species, strain Wistar, underwent general anesthesia with association
of 70 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xilazine through intramuscular via. After
laparatomy, silk 2-0 points were performed in the peritoneal wall of the four
abdominal quadrants and posterior cavity closure. The animals were distributed in
three groups, group 1- control, group 2 underwent high pressures and
environmental oxygenation, and group 3 underwent 100% hyperbaric oxygenation.
Daily 120 minute sections have been carried out for six days. In the seventh day
re-laparatomy was performed with the cavity opening photography and filming for
the adherences rupture and evaluation; it was collected biopsies of the involved
four quadrants peritoneum and the operation wound. The videos were watched
and randomly evaluated by three surgeons and the biopsies were evaluated by
anatomopatologist, both unaware of the

groups to which the animals belonged. Results: the Fisher test was used to
evaluate the adherences under macroscopy and the peritoneum in the microscopy
evaluations. The statistically significant results were those that showed p<0,05.
Group 3 had no difference related to group 1 concerning the adherences intensity
(p=0,002) and cell proliferation (p=0,02) and in relation to group 2 in the same
parameters, with p=0,01 and p=0,02, respectively. Conclusion: the results
allowed to see that the hyperbaric oxygenation, although have no reduced the
adherences frequency, acted in the reduction of their severity and in the vascular
proliferation reduction. In this regard it could be concluded that the greater oxygen
supply, through revascularization, was determinant in the adherences formation,
characteristics and intensity.

Keywords: Hyperbaric Oxygenation. Adherences. Laparotomy. Parietal
Peritoneum.
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1 INTRODUCAO

As aderéncias representam um dos maiores problemas decorrentes dos
procedimentos cirdrgicos na cavidade abdominal, uma vez que sua incidéncia é
elevada, causam complicacBes e sua prevencdo € ainda um desafio. Pacientes
submetidos a abertura da cavidade abdominal tém elevado risco de desenvolver
aderéncia intraperitoneal. As principais consequéncias sao: dor abdominal
cronica, infertilidade secundaria em mulheres, obstrucéo intestinal, entre outras.
Aderéncias resultantes de intervencdo cirlrgica sdo responsaveis por elevada
incidéncia de obstrucéo intestinal, 0 que eleva os gastos com a saude e aumenta
a mortalidade. Muitos pacientes submetidos a lise de aderéncias necessitaram de
reoperacdes devido a recidivas. Além disso, as aderéncias tornam as operacgdes
mais dificeis, de mais longa duracdo e com risco mais elevado de complicacdes,
tais como lesdes em algas intestinais, bexiga e ureteres e sangramentos.

Diversas pesquisas ja foram realizadas com o objetivo de encontrar meios para
prevenir a formacdo das aderéncias na cavidade peritoneal, mas ainda sem
resultado satisfatério. O aporte de oxigénio nos tecidos € vital no processo de
reparo apos o trauma peritoneal e importante determinante da cicatrizacdo, o que
reflete na prevencao da formacgéo de aderéncias.

A oxigenacao hiperbarica (OHB) contribui para o tratamento de feridas,
seja pelo tempo mais curto de cicatrizagdo ou pela diminuicdo da ocorréncia de
infeccdo e tem sido empregada em varias afec¢cdes com bons resultados. Os
efeitos dessa terapéutica na formacao de aderéncias na cavidade abdominal apés
laparotomia ainda séo incipientes e sem padronizacgao.

Diante desse fato, este trabalho se propds a realizar estudo com a
finalidade de avaliar os efeitos da oxigenacdo hiperbarica na formacdo das
aderéncias e, assim, vislumbrar mais uma opc¢do para reduzir complicacdes

frequentes em pacientes laparotomizados.
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2 OBJETIVOS

Identificar os efeitos da oxigenacao hiperbéarica na formacédo de aderéncias

apos laparotomia em ratas, quanto aos aspectos seguintes:

e Frequéncia e caracteristicas das aderéncias

e Histologia do peritonio parietal.

Estabelecer se a variacdo dos niveis de pressdo atmosférica,

isoladamente, em oxigenagéo a 21%, influencia o resultado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Peritonio

O peritdnio é formado por uma camada Unica de epitélio escamoso simples
denominado mesotélio, disposto sobre fino estroma de tecido conjuntivo de area
correspondente a superficie corporal total. A camada submesotelial € formada de
diferentes tipos de colageno, glicoproteinas, glicosaminas e proteoglicanos.
Estruturas vasculares e linfaticas sdo encontradas no espaco subseroso. Difusédo
e reabsorcdo de fluidos ocorrem livremente através do mesotélio e estroma
submesotelial (CHEONG et al., 2001). Essa membrana semipermeavel € a
responsavel pela diminuicdo do atrito entre os 6rgaos, controle dos fluidos da
cavidade abdominal, o que permite sequestro e remoc¢ao bacteriana e facilitacdo
da migracdo de células inflamatérias da microvasculatura para a cavidade
peritoneal (TOWNSEND et al., 2005).

Pela fragilidade de ligacdo de suas células, o peritbnio tem como
caracteristica sua delicadeza, permitindo que qualquer manipulagdo minima
traumatize o tecido, o0 que o torna mais propenso a adesoes.

A taxa de reepitelizacdo da superficie é relativamente alta e envolve
migragcdo e transformacdo celular. As aderéncias s&o formadas quando o
peritdnio esta danificado e a membrana basal da camada mesotelial exposta aos
tecidos vizinhos. Esse prejuizo ao peritbnio com lesdo das células mesoteliais,
devido a cirurgia, infeccdo ou irritagdo, suscita a resposta inflamatoéria local que
causa formacdo de exsudato serossanguinolento rico em fibrina como parte do
processo hemostatico. A atividade do plasminogénio esta diminuida no peritonio
isquémico ou inflamado, devido a lesdo das células mesoteliais 0 que propicia
ainda mais a formacdo das aderéncias (IRKORUCU et al., 2009). Embora a
fisiopatologia exata dessa formacédo esteja em pesquisa, € certo que trauma,
isquemia, hematoma e infec¢ao contribuem para sua ocorréncia. O conhecimento

da aderéncia e de sua génese torna-se necessario para sua prevencao.
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3.2 Aderéncias

Aderéncia, originada do latim do verbo “adhaereo”, tem como principal
significado estar fixo a ou estar ligado. Em Medicina, especificamente na cirurgia
abdominal, é considerada uma complicacdo de origem incerta, que ocorre em
resposta a perturbacbes que envolvem o peritbnio parietal e visceral. Tal
complicacdo, capaz de provocar aumento na morbimortalidade, ainda nao foi
controlada pelas técnicas cirargicas modernas. (CORONA et al., 2011)

Na cavidade peritoneal existe o equilibrio entre a coagulagéo e a fibrindlise.
Quando a coagulacao é ativada, ocorre a producao de trombina, que converte o
fibrinogénio em fibrina. Por outro lado, ha ativacdo do sistema fibrinolitico,
verificando-se lise e degradacdo da fibrina simultaneamente. Esse equilibrio é
rompido por trauma cirdrgico a favor do sistema de coagulacdo (SANCHES;
RAUSCH; ALMEIDA, 2003).

O mecanismo de formacédo de aderéncias pos-operatérias € complexo e
envolve varios fatores no tecido hipoxico (MATSUZAKI et al., 2007). Ao identificar
que todas as lesdes peritoneais potencialmente causam isquemia local e
exsudagdo, o trauma foi considerado o mais importante desencadeador de
aderéncias, seja pelo crescimento inadequado dos vasos ou pela perfusdo
insatisfatoria. Apés a lesao peritoneal, ha aumento da permeabilidade vascular
nos vasos que irrigam a area afetada, ocasionando exsudacdo de células
inflamatérias, com formacdo e depdsito de fibrina. A matriz de fibrina é
gradualmente organizada e substituida por tecido que contém fibroblastos,
macréfagos e células gigantes, levando a formacdo de conexdo entre duas
superficies. Essa banda fibrinosa pode passar por processo no qual ela é desfeita
em produtos de degradacédo da fibrina (FDP- Fibrin Degradation Products). Na
presenca de isquemia, a atividade fibrinolitica se reduz, a banda de fibrina
mantém o processo de organizacdo e sua persisténcia forma a estrutura
denominada aderéncia. Quando os depdsitos de fibrina persistem, as adesfes
fibrinosas podem desenvolver e organizar-se envolvendo a deposicdo de
colageno e neovascularizacdo (pequenos canais vasculares provenientes das
células endoteliais), culminando em ades®es fibrosas permanentes (CORONA et
al., 2011; ELLIS, 2005; MATSUZAKI et al., 2007).
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O primeiro conceito de que a redugcdo poés-operatoria da atividade
fibrinolitica no peritdnio era a origem da formacdo de aderéncias tornou-se
simplista. Acredita-se, atualmente, que seja apenas uma das alteracbes que
predispdem o processo (CORONA et al., 2011; ELLIS, 2005; HELLEBREKERS,;
KOOISTRA, 2011). Na fisiopatologia ocorre a formacao de fibrina, resultado da
ativacdo da cascata de coagulacdo que surge durante hemostasia, inflamacao e
reparacao tecidual. A irritacdo fisica e quimica do peritbnio resulta em estado
inflamatério ndo bacteriano, com exsudacdo serofibrinosa peritoneal. A
inflamacédo aguda envolve trés componentes principais: alteracdes em calibre
vascular e aumento do fluxo sanguineo; a neoangiogénese com modificacbes
estruturais na microvasculatura, permitindo a passagem de proteinas plasmaticas
e leucacitos; e diapedese de leucoécitos da microcirculagdo com sua acumulagéo e
ativacdo na lesdo (CORONA et al., 2011; HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011).

Em cirurgia, a formacgdo desse exsudato rico em fibrina no periténio € parte
do processo hemostéatico, em resposta ao dano de tecido, e componente
essencial de reparo do tecido normal (HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011;
MUNIREDDY; KAVALUKAS; BARBUL, 2010). H& trés sistemas identificados que
interagem no processo: coagulatério, fibrinolitico e inflamatorio. O dano peritoneal
infligido pelo ato cirargico diretamente (incisao, laceracdo, contusdo, abrasao,
esgarcamento) ou outros insultos (calor, sepse, isquemia, malignidade, reacédo a
corpo estranho, inflamacdo ou radiacdo) que evocam resposta inflamatoéria
promovem reacdes pré-coagulantes e antifibrinoliticas e consequente aumento na
formacdo de fibrina. Hellebrekers e Kooistra (2011) postulam que diferencas
individuais em periténio inflamado, quanto as atividades pré-coagulantes e
fibrinoliticas, determinam a persisténcia do depdsito de fibrina e, por meio disso, a
presenca de adesbes permanentes ou ndo. Essa relacdo entre o estado
inflamatorio, a capacidade coagulatéria e a atividade fibrinolitica fornece uma
base l6gica para que numerosos fatores pré-cirirgicos, cirirgicos e pés-cirlrgicos

possam ser manipulados em prol de evitar essa temivel complicacdo (FIG. 1).
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FIGURA 1 - Sistemas envolvidos na formagao de aderéncias
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Fonte: adaptado de Pathogenesis of postoperative adhesion formation mostrando as principais
interacdes entre a inflamagéo, coagulagdo e fibrindlise, apds a injaria peritoneal. tPA, tissue
plasminogen activator; uPA, urokinase plasminogen activator; PAI, plasminogen activator inhibitor
(HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011).

Hellebrekers e Kooistra (2011) chamam a atencdo para o papel da
inflamacdo como fator desencadeador e propdem investigacbes sobre o

tratamento com anti-inflamatérios. Eles também destacam a supressdo da
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inflamacédo, a relagdo com o aumento direto da atividade fibrinolitica e a
necessidade de mais estudos que investiguem a extensdo da formacao de
adesao quanto ao estado inflamatorio e fatores de coagulacéo e fibrindlise.

As células mesoteliais secretam interleucinas (IL), fator de necrose tumoral
(TNF — tumor necrosis factor), fator de transformacdo do crescimento (TGF —
transforming growth factor), quando estimuladas in vitro. Essas células podem
contribuir no processo fibrinolitico, secretando ativador de plasminogénio tecidual
e inibidor do ativador de plasminogénio (plasminogen activator inhibitor - PAI). No
sistema fibrinolitico com poder diminuido e ineficaz, o tecido ativador de
plasminogénio (tPA — tissue plasminogen activator) tem sua funcdo dependente
diretamente da propor¢cdo com seu inibidor (PAI-1). Estudo recente demonstrou
que a razao tPA/PAI-1 é marcadamente diminuida nos fibroblastos peritoneais
seguida de hipdxia in vitro (IRKORUCU et al., 2009; KECE et al.,, 2010). A
expressdo da molécula intercelular de adeséo (Intercellular adhesion molecule
ICAM-1) pelas células mesoteliais, quando estimuladas in vitro, ja foi descrita,
bem como a sintese de acido hialurénico e prostaglandinas (CHEONG et al.,
2001). A hipoxia induz a conversdo de fibroblastos peritoneais em fibroblastos
com menos atividade fibrinolitica e significativo aumento dos niveis basais de
acido ribonucleico mensageiro (messenger ribonucleic acid - mRNA) para varias
citocinas, fatores de coagulacédo e enzimas proteoliticas que desempenham papel
na remodelacdo da matriz extracelular no processo de recuperacdo da injaria
(ALPAY; SAED; DIAMOND, 2008; CORONA et al., 2011; HOLTZ, 1984).

A oxigenacdo tecidual adequada aperfeicoa a cicatrizacdo e auxilia na
prevencdo da formacdo de aderéncias ao influenciar seus fatores causadores
(CORONA et al.,, 2011; FERNANDES, 2009; HELLEBREKERS; KOOISTRA,
2011). Foi com base nesse fato que surgiu a proposta da utilizacado da oxigenacao
hiperbarica na tentativa de prevenir essa complicacéo pds-operatoria.
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3.3 Prevencdao de aderéncias

Em 1880 surgiram os primeiros registros de identificacdo de aderéncias
abdominais como causa de complicacbes poés-operatorias. Apesar do
consideravel progresso em discernimento nos fatores determinantes da
aderéncia, estratégias preventivas ainda sao guiadas por cinco condutas descritas
por Boys, em 1942: limitacdo ou prevencdo do dano inicial do periténio,
prevencao da exsudacao, retirada ou dissolucdo do depdsito de fibrina, separacéo
das superficies e prevencdo da organizacdo da matriz inibindo a proliferacdo de
fibroblastos (BECKER; STUCCHI, 2004; ELLIS, 2005; HELLEBREKERS;
KOOISTRA, 2011).

No comeco do século XX, varias propostas foram feitas no sentido de
prevenir a formacdo de aderéncias poés-operatérias, as primeiras direcionadas
para a prevencdo ou diminuicdo do depésito de fibrina, utilizando citratos,
heparina e cumarinicos. Porém, trata-se de medicacfes de uso restrito no pos-
operatorio imediato, por estarem associadas ao risco de sangramento (ELLIS,
2005; MOLINAS et al., 2001; MUNIREDDY; KAVALUKAS; BARBUL, 2010).
Experimentos posteriores consideraram a possibilidade de retirada do exsudato
de fibrina entre as superficies danificadas, na tentativa de lavar ou diluir a fibrina,
utilizando solucdes de salina, dextrose hipertbnica e outras. Propuseram, ainda,
digeri-la ou retira-la com pepsina, tripsina, estreptoquinase e estreptodornase
(SMANIOTTO et al., 1997; VERREET et al., 1989). O ativador de plasminogénio
tecidual demonstrou ser promissor em modelo experimental em coelhos
(CHEONG et al., 2001; CHEUNG et al., 2009; ELLIS, 2005).

Ampla variedade de substancias foi utilizada na tentativa de separacéo de
superficies traumatizadas no ato cirdrgico, sendo que algumas delas surtiram
efeito contrario ao desejado, tais como: salina, solu¢do de ringer lactato, gelatina,
azeite de oliva, parafina, silicio, plasma, lanoline, amnio, peritbnio de carpa,
peritdbnio de bezerro e enxertos de omento. Dessas barreiras, s6 uma membrana
composta de acido hialurénico e carboximetilcelulose foi capaz de causar reducdo
na formacdo de aderéncias. Outros novos produtos estdo sendo estudados
atualmente, como o Seprafim® (Hal-F, Bioresorbable Membrane; Genzyme

Cooperation, Cambridge, MA, USA), Sepracoat® (HAL-C; Genzyme Corporation),
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Intergel® (Ethicon, Inc.) e Icodextrin solution® (M.L. Laboratories, Plc, Leicester,
UK) (CHEONG et al., 2001; ELLIS, 2005; IRKORUCU et al., 2009).

Na tentativa de inibicdo de proliferacéo fibroblastica, foram utilizados anti-
histaminicos e esteroides com administracao topica e sistémica. O conflito entre
cicatrizacdo da injuria cirargica e da prevencdo das adesdes fibrinosas nao
desejadas foi descrito por estudos que usam fluorouracil em ratos. Com alta
dosagem deste farmaco houve inibicdo completa de adesdes no ceco que sofreu
abrasédo, porém associada a complicacdes com falha na cicatrizacdo da lesdo e
gangrena no sitio de esmagamento cecal (CORONA et al., 2011).

Alguns fatores pré-cirirgicos como idade, sexo, obesidade, medicagéo,
infeccdo, tabagismo, diabetes, fase do ciclo menstrual, hipercolesterolemia,
doenca maligna, estresse e gravidez foram identificados como influentes na
formacao das aderéncias. Fatores cirargicos mais facilmente controlaveis também
contribuem na persisténcia da producdo e depoésito de fibrina, inclusive
caracteristicas da cirurgia como tipo e duracdo, uso de irrigacdo, anestésico,
medicacdo adicional (como antimicrobianos) e transfusdo sanguinea
(HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011).

Um foco especial € a influéncia da extensdo do dano peritoneal. Estudos
mostraram que a cirurgia aberta ocasionou ativagcao significativamente maior do
sistema de coagulacdo em plasma do que os procedimentos laparoscopicos. A
laparoscopia, contudo, tem efeitos especificos pela forma como é executada. O
pneumoperitbnio pode ser deletério, o didxido de carbono (CO,), gas mais
comumente utilizado, induz modificacbes locais como acidose, disseccao,
hipotermia e efeitos adversos sobre microcirculagdo, possivelmente induzindo
hipéxia (CLAUDIO; DIOGO FILHO; MAMEDE FILHO, 2006; LAUDER et al.,
2010).

Estudos visando a laparoscopia como forma de prevencéo das aderéncias,
que depararam com Os aspectos negativos e estimuladores da formacao das
mesmas, abriram campo para que novas pesquisas fossem realizadas, na
tentativa de diminuir suas complicacbes (AL-WAILI; BUTLER, 2006; CLAUDIO;
DIOGO FILHO; MAMEDE FILHO, 2006; CORONA et al., 2011; MOLINAS et al.,
2001; TOWNSEND et al., 2005; WHANG et al., 2011). A reacao inflamatéria no
sitio de lesdo é largamente aceita como atuante no mecanismo de formacéo de

aderéncia. No entanto, as pesquisas mostram que os anti-inflamatérios néao
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esteroides (AINEs) como inibidores da cyclooxygenase-1 (COX-1) ou
cyclooxygenase-2 (COX-2) e anticorpos que neutralizam o TNF-a n&o
apresentaram efeitos sobre a formacao de adesao ocorrida sob hipdxia (CO, puro
no pneumoperitdnio) ou adesao sob hiperdxia (pneumoperitdnio com mais 12%
de oxigénio - O;). Por outro lado, a dexametasona, um medicamento anti-
inflamatdrio esteroidal, reduziu a incidéncia de aderéncias em 30 e 62% na
hipéxia e hiperoxia, respectivamente (CLAUDIO; DIOGO FILHO; MAMEDE
FILHO, 2006). Outras tentativas envolveram a diminuicdo do tempo de
pneumoperitbnio, variagdo nos gases utilizados e nos niveis de presséo
intraperitoneal (CORONA et al., 2011; MOLINAS et al., 2001). Mesmo com esses
fatores atuando desfavoravelmente na efetividade da laparoscopia, esta, pelo
menor trauma, ainda é capaz de diminuir a incidéncia das aderéncias, se
comparada a cirurgia aberta (AL-WAILI; BUTLER, 2006; FERNANDES, 2009;
LAUDER et al., 2010).

3.4 Provocacgao experimental de aderéncias

Whang et al. (2011) pesquisaram sobre as quatro técnicas mais utilizadas
em pesquisa experimental: incisdo, abrasdo ou criacdo do botdo de sutura em
peritdbnio parietal e, no ultimo grupo, abrasdo do ceco. A analise multivariada,
realizada para quantificar o desempenho de cada modelo, mostrou que a criagéo
de um botdo de sutura no peritdnio apresentou os melhores resultados em termos
de qualidade e quantidade. Segundo eles, a técnica a que denominaram de
criagdo de botdo peritoneal € mais consistente e reprodutivel como modelo
provocador de aderéncia intra-abdominal, modelo este que pode ajudar na
padronizacdo de estudos e desenvolvimento de pesquisas futuras para evitar a

formacédo de aderéncias.

3.5 Oxigenacéo hiperbarica

Oxigenacao hiperbarica consiste na administracdo de uma fracdo inspirada

de oxigénio préximo de um (100%) em ambiente com pressédo duas a trés vezes a
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pressao atmosférica em nivel do mar, o que causa aumento da presséao arterial e
tecidual de oxigénio com efeitos terapéuticos. O maior aporte tecidual de oxigénio
permite 0 aumento de enzimas anti-oxidativas e a modulacdo de fatores de
crescimento e citocinas, envolvendo reducéo de edema, ativacao de fibroblastos e
macréfagos e estimulo & angiogénese e a sintese de colageno (AL-WAILI;
BUTLER,2006; FERNANDES, 2009).

Atualmente, sdo crescentes o0s estudos e aplicacbes da oxigenacdo
hiperbarica como tratamento médico, inclusive em &reas cirurgicas. Costa-Val et
al. (2006) descreveram os efeitos benéficos do uso da oxigenacao hiperbarica na
reducdo da mortalidade e atenuagdo dos efeitos nocivos ao figado em ratos
submetidos a ligadura das veias hepaticas.

A acdo da oxigenoterapia hiperbarica, seja no tratamento de feridas,
infeccdo, trauma ou cirurgia, envolve varios mediadores quimicos, entre eles as
citocinas, prostraglandinas e acido nitrico. O importante papel no tratamento de
feridas, intoxicacdo por mondxido de carbono, entre outras, ja esta bem
documentado. Al-Waili e Butler (2006) monstraram que a OHB tem importante
efeito sobre a biologia das citocinas e mediadores inflamatoérios. Atua na inibi¢cdo
da regulacdo das citocinas responsaveis pelos estimulos proé-inflamatorios,
estimula os fatores de crescimento e inibe a liberacédo de TNF-a e endotelinas. O
nivel do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) € significativamente
aumentado com a OHB e, inversamente, ocorre reducdo das prostraglandinas
(FIG. 2).

O volume de oxigénio dissolvido e transportado pelo plasma, que € minimo
a pressao atmosférica, aumenta mais de 22 vezes sob a pressao de 2,5 atm. A
hiper6xia aumenta a atividade fagocitica dos neutrofilos polimorfonucleares,
diminuindo a taxa de infeccéo, além do efeito bactericida contra microrganismos
anaerobios. O estimulo da matriz de colageno melhora a angiogénese e
cicatrizagdo, principalmente estimulada pela alternancia hiperéxia/norméxia e
melhoria da perfusdo microvascular (AL-WAILI;, BUTLER, 2006; BINDA;
MOLINAS; KONINCKX, 2003; FERNANDES, 2009; GOTTRUP, 2004; KECE et
al., 2010; MATSUZAKI et al., 2007).
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FIGURA 2 - Efeitos da oxigenacdo hiperbéarica nos mediadores inflamatorios e

imunoldgicos
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interferon; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; EGF:. fator de crescimento
epidérmico.

A seta verde representa aumento e a vermelha diminuicao.

Neutrdfilos liberam VEGF e IL-8, que ativa as células endoteliais e induz a
angiogénese pelo mecanismo de retroalimentacdo, envolvendo regulacdo das
interleucinas. Neutrofilos, entretanto, sao rica fonte de citocinas pro-inflamatorias,
tais como IL-8 e TNF. A IL-10 produzida desempenha papel ativo no
desenvolvimento de imunossupressado pos-trauma. Varios mediadores, como as
prostraglandinas (PGs), 6xido nitrico e citocinas, sdo liberados apds lesao,
principalmente frente & diminuicéo do aporte de oxigénio e isquemia. Oxido nitrico
parece desempenhar papel na deposicdo do colageno e possivel inibicdo da
fibrindlise (MUNIREDDY; KAVALUKAS; BARBUL, 2010).

A oxigenacao hiperbarica afeta a liberagdo de vérias citocinas e fatores de
crescimento importantes no processo de cicatrizagdo e induz, por exemplo, a

neovascularizacdo no enxerto de pele, preservando a capacidade regenerativa no
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limite do enxerto e proliferativa normal da epiderme. Ja foi descrito que a
oxigenacdo na ferida sobe de 0 a 600 mmHg com a oxigenacao hiperbarica,
mantendo a hiperdxia por mais de uma hora apos o término da sessdo. Ocorre
aumento de VEGF em cerca de 40% no quinto dia de tratamento (AL-WAILI;
BUTLER, 2006).

Estudos sobre os efeitos da oxigenacdo hiperbarica em mediadores
inflamatorios podem explicar o seu mecanismo de acdo, além de expandir sua
aplicacao clinica. Al-Waili e Butler (2006) concluiram que a acdo angiogénica que
a oxigenoterapia provoca pode ser resultado do aumento da producéao de VEGF e
diminuicdo do Oxido nitrico. Os efeitos imunossupressores e anti-inflamatérios
devem-se a reducédo de producéo de IL-1 e inibicdo de IFN-y, PGs, TNF-q, IL-1 e
IL-6.

O indicador do efeito benéfico da oxigenoterapia estd no coeficiente de
iIsquemia-reperfusédo da lesdo, provocando aumento do B-cell lymphoma 2 (bcl-2)
um inibidor da apoptose, e diminuicdo dos niveis de TNF-a. Verifica-se, ainda,
estimulo a imunidade geral e local, por diminuir PGs, IL-1 e IL-10. O efeito anti-
inflamatorio estimula sua utilizagcdo em doencas inflamatorias agudas ou crénicas,
em que grandes quantidades de PGs sao produzidas. Os efeitos da
oxigenoterapia em varios mediadores da inflamacdo ndo estdo completamente
registrados e estudos estdo em andamento com possiveis resultados favoraveis
para consagrar novas aplicacbes desse tratamento, identificando-se a
necessidade de estudos mais direcionados para essa area (AL-WAILI; BUTLER,
2006; FERNANDES, 2009; GOTTRUP, 2004).

Até o momento, sabe-se que na fisiologia da cicatrizacdo de feridas a
importancia da oxigenacédo efetiva estd bem documentada. A hipoxia impede a
cicatrizacdo e prejudica a capacidade bactericida leucocitaria, sendo o principal
estimulo de producédo do VEGF, que em alguns estudos foi apresentada como
fator determinante da formacgdo de adesao intra-abdominal. Anticorpo contra
VEGF limitou a formacéao de aderéncias em coelhos (MOLINAS et al., 2001).

Na oxigenacdo hiperbéarica ocorre o aumento da producdo do VEGF
controlado, pois a hipdéxia € induzida pela hiperoxia e normoxia, ndo ocorrendo
uma produgdo demasiada do fator de crescimento, ele aumenta afetando a
neovascularizagdo, porém ndo ocorre o crescimento descontrolado pois a hipoxia

verdadeira ndo ocorre com a oxigenacao hiperbarica.
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4 METODO

Esta pesquisa foi aprovada pela Camara Departamental do Departamento
de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e do Comité de Etica em Pesquisa Animal (n°169/10, ANEXO A). O
experimento foi realizado em 54 ratas da espécie Rattus novergicus e linhagem
Wistar, com média de dois meses de idade, cujo peso variou de 250 a 280 g. Os
animais foram obtidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG e
permaneceram em quarentena por 48 horas sem sinais ou sintomas de doencgas
que justificassem exclui-los da pesquisa. Os procedimentos cirargicos foram
realizados no Nucleo de Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina da
UFMG, situado na Av. Alfredo Balena, 190, na cidade de Belo Horizonte-MG.
Nesse nucleo, os animais foram alojados em gaiolas coletivas para cinco ratos,
durante a maior parte do experimento, e individuais somente no pds-operatoério
imediato. Os animais receberam agua filtrada a vontade e racdo duas vezes ao
dia durante todo o periodo de experimentacdo, assim como cuidados com
sanitarizacdo diaria das gaiolas e do ambiente.

4.1 Composicao dos grupos de animais

Todas as ratas foram submetidas a laparotomia em um mesmo dia e
distribuidas, aleatoriamente, em trés grupos de 18 animais e submetidos as
condutas preestabelecidas para cada grupo, ou seja:

e Grupo 1 — laparotomia (controle)
e Grupo 2 — laparotomia, oxigenacao a 21% sob 2,5 atmosferas

e Grupo 3 — laparotomia, oxigenacao a 100% sob 2,5 atmosferas
4.2 Procedimento cirurgico
Todos o0s animais dos trés grupos foram submetidos ao mesmo

procedimento cirdrgico.

4.2.1 Preparacédo dos animais para o procedimento cirurgico
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Os animais foram transferidos individualmente & sala de experimento em
gaiolas menores momentos antes do procedimento, visando ao minimo tempo
possivel de estresse. Realizada anestesia geral com associacdo de cetamina na
dose de 70 mg/kg e xilazina a 10 mg/kg via intramuscular, de acordo com
protocolo e orientagdes do Comité de Etica em Experimentagdo Animal.
Imobilizacdo dos animais em decubito dorsal com esparadrapo em prancha de
isopor. Realizada antissepsia na regido ventral com solucdo degermante de

clorexidine.

4.2.2 Laparotomia

Apés colocar o animal em decubito dorsal, o mesmo foi fixo com
esparadrapo, pelos membros superiores e inferiores. Realizada incisdo mediana
com extensdo de 4,0 cm, a 1,0 cm do subxiféide, estendendo-se do terco inferior

do apéndice xiféide até o pubis (FIG. 3).

FIGURA 3 - Fotografia digital de laparotomia mediana

de 4 cm em regido subxiféidea na rata

Fonte: da autora.
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4.2.3 Procedimento intra-abdominal

Foram realizados quatro pontos em periténio parietal a 1,0 cm lateralmente
a incisdo mediana, nos quatro quadrantes, superior e inferior, direito e esquerdo,
com fio de seda 2-0, fazendo-se dois nés para estimular reacéo local e formacao
e aderéncias. Laparorrafia em plano Unico com nylon 3-0. Limpeza da ferida
cirdrgica com clorexidine para retirar residuos de sangue e diminuir o risco de

automutilacéo (FIG. 4).

FIGURA 4 - Fotografia digital da cavidade abdominal,
observando-se o0s fios de seda 2-0,

localizados a 1,0 cm da incisdo nos

guadrantes superior e inferior direito

Fonte: da autora.

4.3 Pés-operatdrio
4.3.1 Cuidados gerais
No pés-operatorio imediato, as ratas foram alojados individualmente para

evitar pisoteamentos ou agressfes entre eles, motivados pela ferida operatéria.

Foi realizada analgesia com cetoprofeno na dose de 3 mg/kg, via subcutanea, a
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cada 12 horas nos primeiros dias de pds-operatorio. Os animais foram avaliados
diariamente e receberam racdo industrial (Presence ratos e camundongos®,
Empresa Presence nutricdo animal) e 4gua. Os animais do grupo 1 (controle) ndo

foram submetidos a outros procedimentos.

4.3.2 Oxigenacgdao hiperbarica

Nos seis dias subsequentes ao procedimento cirdrgico os animais dos
grupos 2 e 3 foram submetidos a oxigenacdo em uma sessao diaria, sob a
pressao de 2,5 atmosferas, com duracdo de 90 minutos, em camara hiperbérica
(FIG. 5). O tempo total de oxigenacéo foi de 120 minutos, sendo os primeiros 15
minutos para compressao gradual e os ultimos 15 para descompressao gradual.

Os animais do grupo 2 foram submetidos a oxigenacdo a 21% e os do
grupo 3 oxigenacdo a 100%. O procedimento de oxigenacdo hiperbarica foi

realizado simultaneamente e em camaras separadas.

FIGURA 5 — Fotografia digital da camara hiperbarica
monoplace, usada na terapia em
humanos, ocupada pelos animais

alojados em recipiente

i
Fonte: da autora.
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4.3.3 Eutanésia e procedimentos na cavidade abdominal

No sétimo dia de pds-operatoério (grupo 1) e no dia seguinte ao término da
oxigenacdao hiperbarica (grupos 2 e 3), os animais foram submetidos a eutanasia
em camara de CO,. Todos foram submetidos a laparotomia em “U” de modo a
possibilitar a abertura da cavidade e avaliar as aderéncias sem danifica-las.
Procedeu-se, inicialmente, uma incisdo transversal suprapubica e duas incisbes
paramedianas paralelas a cicatriz da primeira laparotomia e lateralmente aos

pontos com fios de seda aplicados no peritonio parietal (FIG. 6).

FIGURA 6 — Fotografia digital do abdome da rata com
identificacdo da incisdo em forma de “U” e

abertura da cavidade abdominal

Fonte: da autora.

Apbs abertura da cavidade registrou-se, por meio de foto (FIG.7) e
filmagem, o momento da elevagédo da parede abdominal e da tenséo realizada até
provocar a ruptura da aderéncia, foi utilizada uma pingca anatémica nos casos em
que a aderéncia ndo rompeu por simples tracdo, para avaliar a resisténcia de
cada uma delas. Essa documentacdo, numerada em planilha, evitou caracterizar

de maneira explicita a qual grupo pertencia cada animal.
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FIGURA 7 — Fotografia digital da cavidade abdominal e
exposicdo do omento aderido a parede

anterior nos locais dos fios de seda

Fonte: da autora.

Foi coletada amostra do peritbnio nos quatro quadrantes (esquerdo
superior e inferior e direito superior e inferior) e na ferida operatoria, ou seja, cinco
amostras para cada animal, identificadas por nimeros. O material foi fixado com
formaldeido a 10% e enviado para exame anatomopatol6gico com a numeracao

de cada animal, sem informar a qual grupo pertencia (FIG. 8).

FIGURA 8 — Fotografia digital dos frascos contendo amostra
de peritbnio dos quadrantes direito superior (DS),
direito inferior (DI), esquerdo superior (ES),

esquerdo inferior (El) e ferida operatéria (FO)
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4.4 Avaliacdo dos videos quanto a resisténcia das aderéncias

Os filmes foram avaliados por trés cirurgides individualmente, sem
conhecerem a qual grupo o animal pertencia. Cada observador emitiu o resultado
da graduacdo das aderéncias de cada animal com base na classificacdo
macroscopica de Mazuji, Kalambaheti e Pawar (1964) (QUADRO 1). Na

graduacéo final de cada rata foi considerada a aderéncia de maior graduacao.

QUADRO 1 - Graduacéao das aderéncias conforme descri¢cdo a relaparotomia

Graduacao Descricdo das aderéncias
0 Ausente
1 Pequena e irregular
2 Facilmente separavel, de média intensidade
3 Intensa, de dificil separacao
4 Muito intensa, dificil separacdo e homogénea

Fonte: classificagdo macroscépica adaptada de Mazuji, Kalambaheti e Pawar (1964).

Essa graduacdo possibilitou delinear a populagdo em estudo de forma a
identificar variacdes das caracteristicas das aderéncias. Posteriormente, foi
realizada a distribuicdo dos animais em dois grupos: grupo com aderéncias
frageis (animais graduados entre zero e dois); grupo com aderéncias resistentes
(animais graduados entre trés e quatro). Essa dicotomizacao foi elaborada para
possibilitar a comparacéo e avaliacéo estatistica (FIG. 9).
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FIGURA 9 — Fotografia digital da cavidade abdominal da
rata e aderéncias do tipo resistente (seta

vermelha) e fragil (seta branca)

‘ S\ : y

Fonte: da autora.

4.5 Exame anatomopatolégico do peritbnio parietal

Depois de retiradas cinco amostras do peritdnio parietal de cada animal,
nos quatro quadrantes correspondentes aos pontos de seda e a ferida operatoria
(FO), foram preparadas as laminas correspondentes, com coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE).

O patologista registrou a classificacdo individual de cada lamina e,
posteriormente, uma classificacdo geral comum aos quatro quadrantes e outra
apenas da ferida operatéria. Essa classificacao foi registrada por nimeros de zero
a quatro, no qual o primeiro correspondeu a auséncia e o Ultimo a maior
intensidade. As biopsias peritoneais foram avaliadas histologicamente quanto aos
seguintes aspectos: inflamacdo, fibrose e proliferacdo vascular, conforme

classificacéao de Irkorucu (2009) (QUADRO 2).



37

QUADRO 2 - Graduacdo das alteragBes histoldégicas para avaliar bidpsia
peritoneal

Classificacao histologica Graduacao

Fibrose 0 Ausente

Minima

Moderada

Inflamacéo Ausente

1
2
3 | Intensa
0
1

Minima (células gigantes; ocasionais linfocitos e

células plasmaticas)

2 | Moderada (células gigantes, células plasmaticas,

eosindfilos e neutrofilos)

3 |lIntensa (muitas células inflamatérias e

microabscessos)

Proliferacdo vascular | 0 | Ausente
1 | Pouca
2 | Moderada
3 Intensa

Fonte: classificagdo microscopica adaptada de Irkorucu (2009)

Posteriormente, foi realizada uma segunda classificagdo, na qual os
animais foram distribuidos em dois grupos com graduacao fragil ou resistente,
com o objetivo de realizar a andlise estatistica da amostra. O exame
histopatolégico ndo encontrou grupo classificado como zero (ausente), portanto, a
dicotomizac&do reuniu os grupos de animais classificados como um e dois, de
caracteristicas mais semelhantes, o qual foi denominado de “aspecto leve”. E as
amostras classificadas como trés foram denominadas de “aspecto intenso”, por
apresentarem elementos que as distinguem das demais (FIG. 10, 11 e 12).

Nas imagens pode-se perceber a presenca de fibras coladgenas espessas
(fiborose intensa), o alto numero de células inflamatérias mono e
polimorfonucleares (inflamagé&o intensa) e o tecido conjuntivo frouxo com diversos

vasos neoformados (proliferacdo vascular intensa), todas as caracteristicas
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pertencentes a graduacdo 3 da classificacdo microscopica adaptada de Irkorucu
(2009) (QUADRO 2).

FIGURA 10 — Microfotografia de laminas com fibrose leve, estroma
conjuntivo  frouxo e vasos  sanguineos
neoformados (A) e Imagem (B) com fibrose
intensa com estroma conjuntivo denso e de fibra

de deposicéo de colagenos espessas (setas)

Hematoxilina-eosina (200x).

FIGURA 11 - Microfotografia de laminas com inflamagéo do tipo
leve (A) e infiltrado inflamatério intenso misto com
alto numero de células inflamatérias mono e
polimorfonucleares (B)

Hematoxilina-eosina (200x).
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FIGURA 12 - Microfotografia de lamina com proliferacédo
vascular imagem (A) com estroma conjuntivo
mais denso e pouca proliferacdo vascular; (B)
tecido conjuntivo frouxo com vasos neoformados

(setas).

Hematoxilina-eosina (200x).

4.6 Variaveis estudadas e testes estatisticos

O numero de animais por grupo foi determinado considerando-se a
amostragem aleatéria simples no nivel de 95% de confianca e com erro estimado
de 21%, pretendendo-se erro com 0 mais baixo niumero de animais, para que o
trabalho tivesse credibilidade, com variaveis mais estaveis. Para determinacéo, foi

utilizada a féormula:

2

Zai2O
E

Considerando “E” o erro, “za/2” assume o valor de 1,96 para nivel de
confianga igual a 95%, “0” corresponde ao desvio-padrao estimado (0,4546) e “n”
€ o valor amostral a ser calculado.

Foi realizada a analise de concordancia entre os trés observadores que

avaliaram a macroscopia pelos videos e a comparacgéo grafica entre os grupos de
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acordo com a classificacao final concordante entre os mesmos. A frequéncia das
aderéncias, numero de ocorréncias na populacdo total de cada grupo, foi
calculada com o objetivo de comparar os grupos e inferir a efetividade da
oxigenacao hiperbarica na prevencdo das mesmas.

Para andlise estatistica entre os grupos, além dos gréficos, a classificacdo
foi dicotomizada com o intuito de comparar graduagdo e o numero de aderéncias,
além dos aspectos histoldgicos dos animais submetidos a oxigenacao hiperbarica,
a 21% (grupo 2) e a 100% (grupo 3) e o controle (grupo 1). Os animais foram
classificados de acordo com a caracteristica das aderéncias em frageis e
resistentes. As primeiras sdo de facil ruptura e ndo apresentam risco efetivo de
gerar obstrucdo mecanica e possibilidade de reabsorcédo (fibrindlise). As
aderéncias resistentes sdo as consideradas de dificil lise e, provavelmente,
permanentes. Aplicaram-se 0S mesmos critérios na avaliacdo microscopica da
fibrose, inflamacgéo e proliferagéo vascular como leve e intensa.

A comparacao entre os trés grupos de animais, quanto as caracteristicas
das aderéncias, foi realizada por meio do teste de Fisher no programa Epi Info'™7,
conjunto de programas de dominio publico, produzidos pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) com colaboracdo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), como descrito a seguir:

e Os grupos 1 e 3 foram comparados no intuito de verificar as alteracdes
ocorridas com a introducdo de duas variaveis, o oxigénio a 100% e a
pressdo de 2,5 atmosferas, e se a associacdo de ambos provocaria
mudancgas nos resultados;

e 0s grupos 2 e 3 foram comparados para avaliar apenas a variavel
oxigenagdo, uma vez que os dois grupos foram submetidos aos mesmos
procedimentos, deslocamentos e sessdes hiperbaricas;

e 0s grupos 1 e 2 foram comparados para verificar se a alteracdo apenas da
pressdo de oxigenagdo determinaria modificagbes na formacdo das

aderéncias.



41

5 RESULTADOS

5.1 Frequéncia de aderéncias pos-operatorias

As ratas do grupo 1 (controle) e do grupo 2 (oxigenacdo a 21%)
apresentaram aderéncias intensas, enquanto 0s animais do grupo 3, que
receberam oxigenacao hiperbarica a 100%, apresentaram aderéncias frageis,
sendo que um dos animais (grupo 3) ndo apresentou aderéncia (GRAF. 1).

GRAFICO 1 - Namero de ratas classificadas de acordo
com as caracteristicas de cada aderéncia —
grupo 1 (n=18) controle, grupo 2 (n=18)
oxigenacao hiperbarica a 21% e grupo 3

(n=18) oxigenacéo hiperbarica a 100%

Grupo |

s a (]

Numero de ratos

N

(=]

4] 1 2 3 4

Classificacdo das aderéncias

Grupo Il

s a (2]

Numero de ratos

N

(=]

4] 1 2 3 4

Classificacdo das aderéncias

Grupo il

i a (]

Numero de ratos

N

Q

4] 1 2 3 4

Classificacdo das aderéncias
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5.2 Caracteristicas macroscopicas das aderéncias

5.2.1 Comparacéo entre os animais dos grupos 1 (controle) e 3 (oxigenacao
a 100%)

O grupo de animais submetidos a oxigenagdo hiperbarica a 100%
apresentou numero significativamente mais elevado de aderéncias do tipo leve do

gue os animais do grupo controle (p=0,002) (TAB. 1).

TABELA 1 - Comparagéo entre os animais dos grupos 1 (n = 18) e grupo 3 (n=18)

guanto a graduacao das aderéncias

Graduacédo das aderéncias e nUmero de animais

Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 06 12
3- oxigenacédo a 100% 16 02

(p=0,002) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.

5.2.2 Comparacdo entre os animais dos grupos 2 (oxigenacdo a 21%) e 3

(oxigenacao a 100%)

O grupo de animais submetidos a oxigenacdo hiperbarica a 100%
apresentou numero significativamente mais alto de aderéncias do tipo fragil do

gue os animais do grupo oxigenacao a 21% p=0,01 (TAB. 2).

TABELA 2 - Comparagéo entre os animais dos grupos 2 (n=18) e grupo 3 (n=18)

quanto a graduacgédo das aderéncias na cavidade peritoneal

~ Graduacgéo das aderéncias e numero de animais
Grupos de animais

Fragil Intensa
2- oxigenagéo a 21% 08 10
3- oxigenacéo a 100% 16 02

(p=0,01) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.
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5.3 Avaliacéo histolégica do peritbnio parietal

Fibrose caracterizada como intensa ocorreu em 11,0% dos animais do
grupo 3 (oxigenacao a 100%), enquanto nos animais dos grupos 1 (controle) e 2
(oxigenacao a 21%) essa porcentagem duplicou. Por outro lado, a porcentagem
de fibrose do tipo minima (leve) e moderada foi mais alta nos animais do grupo 3

em comparacao aos dos grupos 1 e 2 (TAB. 3).

TABELA 3 - Porcentagem de animais em cada grupo (n=18) de acordo

com a graduacao de intensidade da fibrose

Grupos Intensidade da Fibrose

0 (ausente) 1 (minima) 2 (moderada) 3 (densa)

Grupo 1 (n=18) 0 28,0% 25,0% 22,0%
Grupo 2 (n=18) 0 28,0% 25,0% 22,0%
Grupo 3 (n=18) 0 44.5% 44.5% 11,0%

Em vermelho as mais altas porcentagens.

Inflamacdo caracterizada como intensa ocorreu nos animais do grupo 3
(oxigenacao a 100%) em porcentagem mais baixa (11,0%) em comparacdo com
os demais grupos. Nesses, a intensidade da inflamacdo se manteve com

porcentagens similares (TAB. 4).

TABELA 4 - Porcentagem de animais em cada grupo (n=18) de acordo com

a graduacéo de intensidade da inflamacéo

Grupos Intensidade da Inflamagéao

0 (ausente) 1 (minima) 2 (moderada) 3 (intensa)

Grupo 1 (n=18) 0 28,0% 44,0% 28,0%
Grupo 2 (n=18) 0 22,0% 50,0% 28,0%
Grupo 3 (n=18) 0 22,0% 67,0% 11,0%

Proliferacéo vascular caracterizada como intensa foi encontrada em maior
porcentagem (44,5%) nos animais do grupo 3 (oxigenagdo a 100%), em

comparacao com os demais grupos (TAB. 5).
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TABELA 5 - Porcentagem de animais em cada grupo (n=18) de acordo com

a graduacéo de proliferagao vascular

Grupos Intensidade da Proliferacdo Vascular

0 (ausente) 1 (minima) 2 (moderada) 3 (intensa)

Grupo 1 (n=18) 0 33,0% 61,0% 6,0%
Grupo 2 (n=18) 0 22,0% 67,0% 11,0%
Grupo 3 (n=18) 0 11,0% 44.5% 44.5%

Em vermelho as mais altas porcentagens.

5.3.1 Comparacéao entre os grupos 1 (controle) e 3 (oxigenacdo a 100%)

Fibrose caracterizada como leve e intensa foi verificada em ambos o0s

grupos, sem diferenca significativa (p=0,66) (TAB. 6).

TABELA 6 - Comparacao entre os animais do grupo 1 (n=18) e grupo 3 (n=18)
quanto a fibrose

Fibrose e niumero de animais

Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 14 04
3- oxigenacédo a 100% 16 02

(p=0,66) teste de Fisher realizado no programa Epi Info™'7.

Inflamacéo caracterizada como leve e intensa registrou-se nos dois grupos

de animais, sem diferenca significativa (p=0,40) (TAB. 7).

TABELA 7 - Comparacédo entre os animais do grupo 1 (n=18) e grupo 3 (n=18)

quanto a inflamacao

Inflamagédo e nUmero de animais

Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 13 05
3- oxigenacgéao a 100% 16 02

(p=0,40) teste de Fisher realizado no programa Epi Info™7.
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Proliferacdo vascular caracterizada como intensa acometeu maior nimero
nos animais submetidos a oxigenacdo a 100%, cujo resultado foi significativo
(p=0,02) (TAB. 8).

TABELA 8 - Comparagéo entre os animais do grupo 1 (n = 18) e grupo 3 (n=18)
quanto a proliferacéo vascular

o Proliferagdo vascular e numero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 17 01
3- oxigenacédo a 100% 10 08

(p=0,02) teste de Fisher realizado no programa Epi Info™7.

5.3.2 Comparacao entre os animais dos grupos 2 (oxigenacédo a 21%) e

grupo 3 (oxigenacao a 100%)

Fibrose caracterizada como leve e intensa foi constatada nos dois grupos
de animais, sem diferenca significativa (p=0,66) (TAB. 9).

TABELA 9 - Comparacédo entre os animais do grupo 2 (n=18) e grupo 3 (n=18)

qguanto a fibrose

o Fibrose e numero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
2- oxigenacéo a 21% 14 04
3- oxigenacao a 100% 16 02

(p=0,66) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'" 7.

Apurou-se inflamacgéo caracterizada como leve e intensa nos dois grupos,

sem diferencga significativa (p=0,40) (TAB. 10).
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TABELA 10 - Comparacao entre os animais do grupo 2 (n=18) e grupo 3 (n=18)

quanto a inflamacgéo

Inflamacédo e numero de animais

Grupos de animais

Leve Intensa
2- oxigenacédo a 21% 13 05
3- oxigenacédo a 100% 16 02

(p=0,40) teste de Fisher realizado no programa Epi Info™7.

Proliferacdo vascular caracterizada como intensa ocorreu com mais
expressividade e de maneira significativa nos animais submetidos a oxigenacao a
100% (p=0,02) (TAB. 11).

TABELA 11 - Comparacao entre os animais do grupo 2 (n=18) e grupo 3 (n=18)

quanto a proliferacédo vascular

o Proliferagdo vascular e numero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
2- oxigenacéo a 21% 16 02
3- oxigenacdo a 100% 10 08

(p=0,02) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.

5.4 Variagao pressoricaisolada em oxigenagdo-ambiente

5.4.1 Comparagdo entre os animais do grupo 1 (controle) e grupo 2

(oxigenacdo a 21%), quanto a macroscopia das aderéncias

Aderéncias da cavidade peritoneal caracterizadas como leve e intensa

foram encontradas nos dois grupos, sem diferenga (p=0,73) (TAB. 12).
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TABELA 12 - Comparagéo entre os animais do grupo 1 (n = 18) e grupo 2 (n=18)
quanto as caracteristicas das aderéncias na cavidade peritoneal

o Caracteristicas das aderéncias e numero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 06 12
2- oxigenacédo a 21% 08 10

(p=0,73) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.

5.4.2 Comparacdo entre os animais do grupo 1 (controle) e grupo 2

(oxigenagdo a 21%) quanto a histologia do periténio parietal

A presenca de fibrose, inflamacdo e proliferacdo vascular no peritbnio
verificou-se nos animais dos dois grupos, sem diferenca (p=1,00) (TAB. 13, 14 e
15).

TABELA 13 - Comparacgao entre os animais do grupo 1 (n=18) e grupo 2 (n=18)

guanto a histologia do peritonio — fibrose

o Fibrose e namero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 14 04
2- oxigenacédo a 21% 14 04

(p=1,00) teste de Fisher realizado no programa Epi Info™7.

TABELA 14 - Comparacao entre os animais do grupo 1 (n=18) e grupo 2 (n=18)

guanto as caracteristicas microscopicas — inflamacéo

o Inflamac&o e nimero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 13 05
2- oxigenagéo a 21% 13 05

(p=1,00) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.
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TABELA 15 - Comparacao entre os animais do grupo 1 (n=18) e grupo 2 (n=18)

qguanto as caracteristicas microscopicas — proliferacéo vascular

o Proliferagdo vascular e numero de animais
Grupos de animais

Leve Intensa
1- controle 17 01
2- oxigenacédo a 21% 16 02

(p=1,00) teste de Fisher realizado no programa Epi Info'"7.
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6 DISCUSSAO

E frequente a proposta de novos procedimentos operatérios passiveis de
serem simulados em animais, possibilitando a verificacdo de sua viabilidade e
consequéncias. No presente estudo, a pesquisa experimental permitiu avaliar
algumas das alteracdes fisiopatologicas do procedimento cirargico e a eficacia
profilatica e terapéutica da oxigenacdo hiperbarica. Toda a proposta e as acdes
atenderam as orientacbes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) (ANEXO A).

A formacdo de aderéncias intra-abdominais € um evento que ocorre em
varias situacoes, sejam elas infecciosas, isquémicas, lesdes malignas, radiacéo e,
principalmente, trauma cirdrgico (HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011). Apesar
de haver numerosos estudos no intuito de alcancar a prevencao efetiva, faltam
resultados e persistem questionamentos sobre a fisiopatologia (BECKER,;
STUCCHI, 2004; BERKKANOGLU et al., 2005; CLAUDIO; DIOGO FILHO;
MAMEDE FILHO, 2006; CORONA et al., 2011; IRKORUCU et al., 2009; JOHNS,
2001; SOUZA FILHO et al., 2007; TOWNSEND et al., 2005; VIANA et al., 2008).

A formacédo das aderéncias relaciona-se, na maioria das vezes, as lesdes
que ocorrem durante o ato cirdrgico, provocando principalmente desequilibrio na
interacdo dos sistemas de coagulacao, fibrinolitico e inflamatério (CORONA et al.,
2011; HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011). Apoiado nesse principio e
considerando que a isquemia € o maior indutor da formacdo das aderéncias
(KECE et al., 2010; MATSUZAKI et al., 2007), foi elaborada a proposta, do ponto
de vista tedrico, da possibilidade de a oxigenacdo hiperbarica ter potencial
preventivo no processo de formacao das aderéncias.

A pesquisa foi realizada em ratos, pois estes apresentam baixa
morbimortalidade, boa resisténcia a procedimentos cirargicos e a instalacdo de
infeccdes, facil tratamento e manipulacdo e possibilitam a reprodutibilidade do
experimento. Estimulados pela possibilidade de provocar intervencdo com
intencdo de prevenir a formagdo de aderéncias, foi iniciado projeto-piloto que

delimitou algumas situacdes para a realizacéo do estudo.
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O projeto inicial consistia na realizacéo de laparostomia com o objetivo de
induzir aderéncias peritoneais. No entanto, esse projeto tornou-se inviavel, uma
vez que os ratos podem praticar automutilacdo, caso a ferida seja exposta e tenha
sangue.

Em estudo comparativo de modelos formadores de aderéncia, na pesquisa
por um modelo consistente foi proposta por Whang et al. a sutura em periténio
parietal, como aquele que reunia atributos como a facil reprodutibilidade,
associada a consisténcia da técnica, que permite a padronizacdo da mensuracao.
Optou-se por algumas modificacdes do modelo, embasados em outros trabalhos
(BANCHE et al., 2007; CORRALES et al., 2008; EZBERCI et al., 2006). Foram
feitas intervencdes nos quatro quadrantes, evitando-se a concentracdo das
aderéncias em uma s6 regido e o fio utilizado foi o seda 2-0, pelo seu emprego na
pratica cirurgica.

A associagdo cetamina-xilasina foi indicada para animais de pequeno porte
e eventos de curta duracdo, de acordo com protocolo e principios éticos do
CETEA da UFMG (ANEXO C). A cetamina é um farmaco que causa efeitos
dissociativos e hipnéticos, associados a acentuada reducéo da intensidade da dor
neuropatica induzida em ratos, além de apresentar efeitos neuroprotetores (SILVA
et al., 2010). Enquanto a xilazina atua no sistema nervoso central sendo agonista
adrenérgico alfa-2 com potente atividade antinociceptiva ou analgésica, provoca
relaxamento da musculatura esquelética, por inibicdo da transmisséao de impulsos
ao sistema nervoso central.

Quanto a oxigenacado hiperbarica, existe atualmente um comité que
consagra seu uso a alguns tratamentos e define aqueles com uso discutivel e os
sem indicagdes (ANEXO D). A maioria das indicagbes formais envolve isquemia
tecidual, uUlceras isquémicas, de pressédo e diabéticas, fasceites, osteomielites,
intoxicagdo por monoxido de carbono e embolia gasosa. Estdo em andamento
varias pesquisas investigando outros beneficios da utilizagcdo da oxigenagéo
hiperbarica (CORONA et al.,, 2011; FERNANDES, 2009; HELLEBREKERS;
KOOISTRA, 2011).

A oxigenacao sistémica € alterada pelo oxigénio fornecido a 100% apenas
sob altas pressdes, pelo aumento da pressdo parcial do oxigénio e de sua
solubilidade no plasma sanguineo. A maior oxigenacao nas regifes traumatizadas

e no tecido isquémico promove a queda dos estimulos pro-inflamatorios ao inibir a
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regulacéo de citocinas e estimular fatores de crescimento. A tensdo de oxigénio
estd diretamente relacionada a resisténcia a infecgdo, sintese do colageno e
neovascularizacdo. O tratamento com oxigenacdo hiperbarica tem indicacdes
crescentes ao longo dos anos, sendo introduzido em protocolos de diversos
tratamentos.

Além disso, a alternancia da hiperdxia e normoxia provoca melhora da
perfusdo microvascular, por estimular a neovascularizacdo na regido, pois esta
entende a baixa oxigenacdo apos a hiperdxia como um estado de hipoxia. Com o
aumento do aporte de oxigénio, mediadores como as prostaglandinas, citocinas e
oxido nitrico, responséaveis pela inibicdo da fibrindlise e deposicdo de colageno,
diminuem consideravelmente e contribuem para que as aderéncias formadas
sejam desfeitas e ndo se organizem em aderéncias resistentes e definitivas.

Cientes desses fatores, no presente estudo iniciaram-se as sessbes de
oxigenacao hiperbarica no dia seguinte ao procedimento cirdrgico, com o objetivo
de prevenir a formacdo das aderéncias. A ndo realizacdo da sessao de
oxigenacdo no dia da operacdo teve o0 objetivo de evitar o aumento da
morbimortalidade dos animais com o deslocamento dos mesmos até o centro de
tratamento hiperbéarico no dia da laparotomia para submeté-los a outro estresse
além do cirargico. Entre outros dados, constatou-se que a exposi¢ao intermitente
ao oxigénio diariamente pode ser suficiente para suprir as necessidades do tecido
isquémico, ndo sendo necessaria mais de uma sesséo diaria (IRKORUCU et al.,
2009; MATSUZAKI et al., 2007; SANCHES; RAUSCH; ALMEIDA, 2003).

Em revisdo de literatura Yagci et al. (2006) demonstraram a efetividade em
aumentar a concentracdo do oxigénio nos tecidos no tratamento de oxigenacao
hiperbarica dentro do periodo de 90 minutos, detectada a ineficacia se tempo
curto e o aumento do risco de complicacdes indesejadas se tempo mais
prolongado.

A reintervencdo cirargica foi programada para o sétimo dia, com base em
estudos prévios nos quais as aderéncias avaliadas depois de sete dias nao
variaram significativamente das observadas nesse dia. No periodo de cinco a oito
dias, o processo de cicatrizacdo ja ocorreu quase que completamente (CHEONG
et al., 2001; MOLINAS et al., 2001).

Efeitos positivos foram alcangados no presente estudo, com indicativos de

que a proliferacdo vascular aumentada possa ter contribuido para os resultados
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obtidos, frequéncia aumentada de aderéncias frageis nas ratas do grupo 3
(oxigenacao a 100% sob 2,5 atm).

N&o foi registrada diferenca significativa na frequéncia de aderéncias
abdominais entre os grupos. Porém, os dados permitem afirmar que o grupo 3
(oxigenacgdo hiperbarica a 100%) e os demais grupos se diferenciaram na
intensidade das aderéncias e na proliferagdo vascular. O grupo 3 foi 0 que
apresentou aderéncias mais frageis e proliferagcdo vascular mais intensa, o que
contribuiu para a diminuicdo da isquemia local e consequente alteracdo da
intensidade das aderéncias intra-abdominais. Esse resultado esta em
concordancia com a afirmacdo de que a oxigenacdo hiperbarica esta entre as
modalidades terapéuticas capazes de diminuir os efeitos deletérios causados pelo
trauma cirdrgico, atuando no processo de isquemia e reperfusdo (MUNIREDDY;
KAVALUKAS; BARBUL, 2010). Esse efeito pode ser devido a reducdo dos
radicais livres e 6xido nitrico, uma vez que essas substancias estdo presentes em
mais quantidade no tecido isquémico, podem aumentar o depésito de colageno e
interferir na lise das aderéncias, provocando organizacdo das aderéncias e
persisténcia das mesmas (HELLEBREKERS; KOOISTRA, 2011).

Kece et al. (2010) estudaram os efeitos da oxigenacdo hiperbérica
associados ao uso do fator estimulador de colonias de granuldcito (granulocyte-
colony stimulating factor - G-CSF). Concluiram que somente quando associados
exerceriam efeito preventivo efetivo na incidéncia de aderéncias. Porém, nesse
trabalho também houve diminuicdo da graduacdo das aderéncias no grupo
submetido a oxigenacéao hiperbarica, mas néo foi avaliada a proliferacéo vascular.

Segundo Schniringer et al. (2011) existem condutas consagradas que
podem ser utilizadas em todas as operagdes no sentido de prevenir aderéncias,
sdo elas: evitar talco nas luvas; evitar disseccdo extensa e desnecessaria e
cuidados com a presenca de conteudo intestinal ou vesicular na cavidade
peritoneal. Mesmo com essas condutas, associadas ou ndo ao uso da
laparoscopia em substituicdo a laparotomia, ndo ha garantia da auséncia das
aderéncias que continuaram frequentes (KAMEL, 2010; SCHNURIGER et al.,
2011).

As barreiras mecanicas tém seu risco-beneficio questionado, podendo ser
consideradas em procedimentos especificos nos quais ha elevado risco da

ocorréncia de aderéncias. O acido hialurénico, um dos agentes mais testados,
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mostrou-se efetivo em numerosos estudos, porém ha preocupacéo sobre a alta
incidéncia de deiscéncia anastomética nos casos em que foi colocado
diretamente proximo das mesmas.

Varios agentes absorviveis em gel foram desenvolvidos e testados, mas a
maioria foi abandonada, por questdo de seguranca ou por ineficacia. Os agentes
fluidos foram pesquisados pela vantagem de cobrir os locais com grande
potencial de formacdo de aderéncias, porém os estudos sao limitados e a
utilizacdo em cirurgias gastrintestinais conduziu a inaceitdvel taxa de
complicagbes. Um produto efetivo a ser utilizado em todos os casos nao foi ainda
descoberto. Existem questionamentos ainda nao respondidos, como por que
alguns pacientes desenvolvem mais aderéncias que outros? Ha alguma forma de
detecta-los no pré-operatério? (KAMEL, 2010; SCHNURIGER et al., 2011). Os
trabalhos ndo podem ser comparados, devido a ndo padronizacdo experimental,
que vai desde a forma de provocacdo das aderéncias até a avaliacdo estatistica
dos resultados.

A profilaxia com a oxigenacdo hiperbarica pode ser promissora, pela
possibilidade de intervencdo nédo invasiva, sem aumento de morbimortalidade ou
riscos de aumento na incidéncia de complicacdes inerentes ao processo cirurgico.
Pelo contréario, ela pode intervir, além da formagéo de aderéncias, na ocorréncia
de deiscéncias de sutura, formacao de processos infecciosos e na aceleracéao da
cicatrizacdo da ferida operatoria. A existéncia de alta frequéncia de aderéncias
frageis nos ratos do grupo 3 no sétimo dia leva a pensar na possibilidade de que
as aderéncias poderiam ter sido degradadas e desfeitas se aumentasse o periodo
para a realizacdo da relaparotomia.

O grupo 2 (oxigenacao a 21% e pressao de 2,5 atm), quando comparado
com o grupo 1 (controle), acentuou que apenas a alteracdo da pressao sem a
oxigenagao a 100% n&o alterou significativamente os resultados, enfatizando que
€ necessaria a oxigenagao a 100% para influenciar o processo.

A fisiopatologia da formagdo das aderéncias esta em constante
investigacao, considerando-se que sua prevencao € dependente do conhecimento
da sua origem. Estudos no sentido de compreender e intervir nos componentes
do processo permitem a proximidade de solucionar esse problema de forma

efetiva na pratica cirargica.
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Ainda falta melhor padronizacdo dos experimentos, desde o fator
provocador das aderéncias até a determinacdo do periodo de reabertura da
cavidade, para permitir que as pesquisas sejam comparaveis (WHANG et al.,
2011). Enquanto as pesquisas sdo desenvolvidas no sentido de sanar esse
problema, o cirurgido deve prevenir as aderéncias peroperatorias mediante as
condutas de diminuir o tempo cirdrgico, realizar hemostasia adequada, evitar
manipulacéo excessiva e reduzir o trauma.

A efetividade da oxigenacéo hiperbarica poderia ser aperfeicoada. O inicio
das sessOes no dia da operacdo objetiva melhorar ainda mais precocemente a
oxigenacdao tecidual e, assim, reduzir a resposta inflamatéria inicial, a producéo
das citocinas, do oOxido nitrico, das prostaglandinas e favorecer o sistema
fibrinolitico desde o inicio do processo.

Yagci et al. (2006) concluiram que a oxigenacado hiperbarica no pré e pos-
operatério de anastomoses gastrintestinais nos pacientes com deficiéncia da
microcirculacdo e com diabetes diminuiria o risco de complicacbes do
procedimento. Sua aplicacdo em cirurgias € uma possibilidade de potencializar o
efeito sem utilizacdo de outros produtos associados.

Na perspectiva de avaliar efetivamente com sensibilidade e especificidade
os efeitos da oxigenacado hiperbarica, fazem-se necessarias investigacbes mais
aprofundadas, como o estudo das células mesoteliais ou do tecido cicatricial. A
combinacdo de técnicas de histologia, imunologia, bioquimicas e imuno-
histoquimica podera identificar componentes envolvidos e alterados em todo o
processo de cicatrizagao.

A elaboracdo de protocolo, com descoberta de método eficaz ou mesmo
associacfes de métodos preventivos, pode tornar possivel amenizar ou mesmo
sanar o problema das aderéncias na cavidade peritoneal e suas consequéncias.
Para isso, a sistematizacdo e a padronizacdo sado necessarias em todos os

estudos futuros, permitindo, assim, que possam ser comparaveis e reprodutiveis.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, a oxigenacdo hiperbarica no pos-operatério de ratas
submetidas a laparotomia:
e Nao alterou a frequéncia, mas reduziu a intensidade das aderéncias;

e promoveu mais proliferacdo vascular peritoneal na area acometida.

Na presenca de oxigenacdo-ambiente a alteracdo somente da pressao

atmosférica ndo influenciou a formacao das aderéncias.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer ético CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADC

Certificamos que o Protocolo n® 169/2010, relative zo projeto intitulado “ Efeitos
da Oxigenoterapia hiperbarica no fechamenio de peritoneostomia em
ratos”, que tem como responsavel(is) Tarcizo Afonsce Nunes , estd(30) de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacsio Animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG@G), tendo sido aprovado na reunido de
6/ 10/2010.

Este certificado expira-se em 6/ 10/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 169/2010, relaied to the project entitled
“Hyperbaric oxygen effects in closing peritoneostomy in rats’, under the
supervisiors of Tarcizo Afonso Nunes, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Fthics Committee in Animal
Expérimentatian (CETEA/UFMG), and was approved in October 6, 2010.

This certificate expires in October 6, 2015.

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 -
www.ufmg.bribioetica/cetea - cetea@prpqg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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UFAG FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG
U F/V\G DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
U F /V\G Av. Prof.Alfredo Balena 190 - 2° andar
Caixa postal 340 - cep 30130-100
31-3409-9759 e 3409-9760(telefax)
cirurgia@medicina.ufmg br

Belo Horizonte, 10 de marco de 2010.
PARECER

Titulo do projeto de pesquisa
Efeitos da oxigenoterapia hiperbarica no fechamento de peritoneostomia em ratos

Pesquisadores
Prof. Tarcizo Afonso Nunes (Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da
UFMG); Roberto Carlos Oliveira e Silva, Simone Vargas Bento, Ricardo Dias Corréa

Historico

A realizagdo deste estudo experimental permitirda a avaliagdo dos efeitos da
oxigenoterapia hiperbarica na cicatrizagdo da ferida operatéria e nas aderéncias de
laparostomias em ratos. Todos os animais serdo submetidos & laparostomia e
distribuidos, mediante sorteio, em trés grupos de vinte animais: controle, oxigenoterapia
hiperbarica diaria por 90 minutos por 20 dias e oxigenoterapia hiperbarica diaria por 90
minutos com oxigénio a 100% por 20 dias. Os animais serdo mortos no 40° DPO e a
laparostomia sera avaliada quanto a cicatrizagéo e quanto as aderéncias que serdo
classificadas e graduadas de acordo com a classificagdo de Mazuiji (1964). A avaliagdo
histologica da cicatriz e das aderéncias serd sob os seguintes aspectos: inflamacso,

fibrose e proliferacdo vascular, conforme classificagido de Oktay (2009).

Mérito
O trabalho & interessante e relevante e segue linha de pesquisa do orientador. O

protocolo para o CETEA esta preenchido e pronto para o encaminhamento. ;
\ /

€]~
J | f— }
Conclusédo // /4

Sou favoravel a aprovagao deste projeto pela Camara Departamen}/ AR )

Parecer aprovado pela Camara Departamental em 10/03/2010
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ANEXO C - Principios éticos da experimentacao

CETEA - UFeG

PRINCIPIOS ETICOS PARA O USO DE ANIMAIS DE EXPERIMENTACAD

O Comitd de Etica em Experimentacio Animal (CETEA), que 3gora serd também denominado CEWA [Comissdo de Etica

no US0 de Animals), estabelece normas gerals para a utlizagdo de animals para pesquisa & para procedimentos
pedagogieos (S35 Praficas, renamentss eto.).1- PARA PROCEDIMENTOS PEDAGOGICOS 35 aulas praticas que

utlitzam animals para a demonsiragdo ou treinamenta de alunos regularmants matriculados em cada discpling dos
difzrentes cursas de graduagdo e programas de pos-graduacdo deverda ser lqualmants pratocoladas. O encaminhamenta do
processn 30 CETEA & felin pel chefe do depanamento acasémico. A c3da doés anos, 0 protosoly devera ser suometido

a nova avallagan ou sempre que, nesse periodo, ocormerem alleragdes slgnificativas no conteldo pratico.

Em documento anexo, o5 projeios de ensing deverdo Inclulr as Informaches que fazem parte do programa da disciping e gue
faram comtempiatas no femulano, sempre que aplicavels, 3ls como:

- Programa da @scipling, Incluinda o cronggrama das praticas semestrals
- Oojetivos de cada aula pratica
- Justificativa para o w50 de animals, guando ndo forem utllzados meindos
substiutivos
- NiFmero de alunos/aula, grupo de alunos ¥ animal e ipo de particlpagan
(visualzagdo, particlpagio atlva, exscucio, st}
- Origem, culdados sanitans, manejo & allmentagdo et
- Descrigdo breve dos procedimentos, principalments o8 Invasivos, pré e
pas-oparatonos
- Protocolkos pré-anesiésicos e de anasiesla ullizados duranie 3 aula pratica
- Diesting dos animais ndo eutanasiados
- Méindo de eutanasa e destino dos animals
- Metpdos substiulivos |3 em w0 nas aulas praticas & gue dispEnsam o uso
de animals a exempio de fimes @ gimulagies em oojeios modelados ou
2m compuiadores
- Outros dados gue, @ [ulzo do docents, 530 Importantes para 3 avallagdo
do projeto de ensing ou de relnamenio.0s cursos de freinamento destinados 3 docentes, disceniss & aguelss a0Denns
a0E INECrnS @M CONGress0s, SeMINArios & eventos centMcos anns deverdo s2riguaiments protocodados, sempre gue
£8|3 previsio 0 usD o2 animals.  2- PARA PROCEDIMENTOS DE PESQUISAT.O usD de animals de expermeantagdo deve
estar de acordo com a legislacdo vigente (wer em "Informagdes oiels).
2. A pesquisa envolvendo animals de experimentagdo deve ser aplicavel 3 sadde humana ou animal, 3o beneficlo geral da
sociedade € 30 avang do conhecimenio clentfco
3. As condigdes de vida dos animals devem ser seguras 2 confortavels.
4 Acess0 a culdados veterinarios deve estar disponivel em todos o momentos de mansira gue possam ser
empregados sempre gue for necessano.
5.Ma medida do possivel, procedimenios altemativos que substiiuam de forma pancial ou completa o uso de animals,
tals como modelos matematicos, simulacies em computador e slsiemas blokglzos In Vi, devem ser utlizasos.
£.0:5 animals devem sar culdadosaments sslecionatos, 02 10Ma 3 utllzar 3 espacis 2 Inhagem mals adeguatas
an proposio do asiudo.
7.Delineamentos experimantals aproprados devem ser 2laborados com o 00jetivo de rduzir o namend de
animals utiizados nos protocolos.
§.Todas as stapas g0 esiwdo com animals de experdmeniagdo devem ser reallzadas de manelra a minimizar o
desconiorio ou dor. O pesguisadores devem assumir que procedimenios causadores de dor e desconforto em humanos
podem Induzir respoEias semenanies nos animals de experimentacio.
9.05 procedimentos ciringicos devem se7 r2allzados [evando-se em conta as tecnicas de ant-sepsla @ assepslae o
LED COMetn g2 sedativos, 3Nestesicos & analgesicos.
10,0 150 02 agentes paralisantes musculanss deve sor evitado. 52 Necessano, BSVem S2r usados soments em
animals devidaments anestesiados.
11.Animals submetkdos a dor ou gesconforio crinlcos, que ndo podem ser allviados, davem sef saeficados, utilzando-
s2 precedimenios Indolofes Ou que causem o menor sofrimento possivel.
12. Procedimentos dolorosos ou eutanasla ndo devem ser rzallzados na presenga de outros animals.
13. s pesgulsadores 2 odo 0 pess0al que mangla & ullliza animals devem ser qualificados & einados
regulamments para conduzir o5 procedimenios.
14. Profpcolos envolvendio o w50 de animals de experdmeniagdo devem ser avalados pelo CETEA
15. A5 excecdes a qualquer um dos principios deste Gula serdo avalladas pein CETEA.
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ANEXO D - Resolugéo do Conselho de Medicina sobre OHB

Protocolo de uso de oxigenoterapia hiperbéarica da Sociedade Brasileira de

Medicina Hiperbarica

1. Premissas

1.1. A OHB é reservada para:

¢ Recuperacao de tecidos em sofrimento;

e condicdes clinicas em que seja o Unico tratamento;

e lesdBes graves e/ou complexas;

o falha de resposta aos tratamentos habituais;

e lesBes com necessidade de desbridamento cirlrrgico;

e piora rapida com risco de 0Obito;

e lesBes em areas nobres: face, maos, pés, perineo, genitalia, mamas;

e lesdes refratarias; recidivas frequentes.

1.2. A OHB néo é indicada como tratamento para:

e LesOes com resposta satisfatéria ao tratamento habitual,
e LesBGes que nao respondem a OHB: sequelas neuroldgicas, necroses
estabelecidas;

¢ Infec¢Bes que ndo respondem a OHB: pneumonia, infec¢do urinaria.
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2. Indicac6es de OHB conforme Resolucdo CFM 1.457/95 e classificacao de
gravidade da USP

Inicio Indicagao Situagoes N2 sessGes
1. Doenca descompressiva
2. Embolia traumatica pelo ar
3. Embolia gasosa 2a5
A Principal Imediato . Todos os casos em 95% dos
MERGENCIA p 4 En:/enenamento por CO ou ( A
inalacdo de fumaga casos)
5. Envenenamento por gas
cianidrico / sulfidrico
6. Gangrena gasosa Todos o0s casos
. Classificagdo de gravidade
7. Sindrome de Fournier
da USP lllou IV
8. Outras infec¢des necrotizantes R
. . Classificagdo de
de tecidos moles: celulites, .
. . . . ~ gravidade da USP 11, lll ou
fasciites, miosites (inclui infecgdo v
de sitio cirurgico)
Imediato | 9. Isquemias agudas trauma-
conforme | ticas: lesdo por esmagamento, Classificagdo de
condigdes | sindrome compartimental, | gravidade da USP II, Ill ou 10a30
~ Tratamento . . = ;
URGENCIA . clinicas/ | reimplantagdo de extremidades v (em 95%
adjuvante
outros amputadas, outras dos casos)
procedi- | 10. Vasculites agudas de etiologia o
- . Em sepse, choque séptico
mentos alérgica, medicamentosa ou por . N
. e . ou insuficiéncias
toxinas bioldgicas (aracnideos, A
S organicas
ofidios, insetos)
Acima de 30% de 22 e 32
. o raus ou queimaduras
11. Queimaduras térmicas e 8 , q
L em areas nobres (face,
elétricas ~ .
mamas, maos, pés,
perineo, genitdlia)
Apos revascularizacdo ou
~ .. , outros procedimentos
12. LesOes refratarias: Ulceras de . P -
gL rus cirdrgicos se indicados;
pele, pés diabéticos, escaras de L .
oL , . — osteomielite associada;
decubito, ulceras por vasculite
. A — perda de enxertos ou
autoimune e deiscéncia de ‘s
retalhos prévios;
L suturas . ~ 30a60
ELETIV Tratamento Inicio —infec¢do com
. . . . oA (em 95%
(0] adjuvante planejado manifestagdes sistémicas
- = dos casos)
13. Lesdes por radiacdo:
radiodermite, osteoradionecrose Todos os casos
e lesGes actinicas de mucosa
Ap0s limpeza cirdrgica
15. Osteomielites e/ou remogdo de
material de sintese
Evolugdo desfavoravel nas
14. Retalhos ou enxertos .C .
. . primeiras 48 horas, e
~ L comprometidos ou de risco o - 10a 40
SITUACOES Casos Inicio avaliagdo a cada 5 sessdes (em 95%
ESPECIAIS |selecionados| imediato | 16. Anemia aguda nos casos de Associada a suporte dos caso:)

impossibilidade de transfusdao

sanguinea

respiratério e
eritropoetina
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Contraindicacfes ao uso da oxigenoterapia hiperbérica

Absolutas:
Uso de drogas — Doxorrubicin, Dissulfiram, Cis-Platinum;
Pneumotodrax nao tratado

Gravidez

Relativas:
Infec¢cBes das vias aéreas superiores
DPOC com retencao de COy;
Hipertermia
Historia de pneumotdrax espontaneo
Cirurgia prévia em ouvido
Esferocitose congénita

Infeccao viral - fase aguda

Obs: todas essas merecem avaliagdo antes da realizagdo da oxigenoterapia
hiperbarica.

O tratamento € realizado em sessfes com duracdo de 90 a 120 minutos, com
pressao variando de 2 a 3 ATA, sempre a critério do médico hiperbarista. As
sessOes poderdo variar desde uma a trés por dia e, dependendo da fase de
tratamento, podera ser empregado o uso de sessdes em dias alternados.
Questionamento 8 — ndo ha descricdo de especificidades para o tratamento de
criancas e idosos, mas € imperioso o exame clinico apurado, pré-tratamento em
todos os casos, além da solicitacdo de encaminhamento detalhado do médico
assistente do paciente (clinico ou cirurgico), para verificagdo de contraindicacdes
que possam ser conjuntamente avaliadas em relagdo ao risco-beneficio do
tratamento.

Também julgo de suma importancia levar ao conhecimento do 6rgao consulente a
Classificacdo de Gravidade da Universidade de Sao Paulo (USP) para tratamento
em OHB.
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Classificagao de gravidade da Universidade de Sao Paulo
Escala “USP” de gravidade

Avaliacao para tratamento com OHB*

1 ponto 2 pontos 3 pontos
Idade <25anos| 26 ab50anos > 51 anos
Tabagismo Leve / moderado Intenso
Diabetes Sim
Hipertenséo arterial sistémica Sim
Queimadura < 30% > 30%
Osteomielite Sim c/exposicao 6sseal
Toxemia Moderada Intensa
Choque Estabilizado Instavel
Infeccdo / secrecao Pouca Moderada Acentuada
> Diametro DA > leséo <5cm 5a10cm >10cm
Crepitagcédo subcutanea <2cm 2a6cm >6cm
Celulite <5cm 5a10cm >10cm
Insuficiéncia arterial aguda Sim
Insuficiéncia arterial cronica Sim
Lesdo aguda Sim
Leséo crbnica Sim
Alteracdo linfatica Sim
Amputacéo / desbridamento Em risco Planejada Realizada
Dreno de térax Sim
Ventilagdo mecanica Sim
Perineo / mama / face Sim

Classificacdo em 4 grupos (| a IV) pela somatoria dos pontos:

G I: <10 pontos

Mortalidade de acordo com 0s grupos:

GI=12% GIl=7%

G Il = 30%

G Il: 11 a 20 pontos G lll: 21 a 30 pontos G IV: > 31 pontos

GIV=66% (p<0.001)*

(*) The “University of Sdo Paulo (USP) Severity Score” for hyperbaric oxygen

patients. M. D’Agostino Dias, S.V. Trivellato, J.A. Monteiro, C.H.Esteves,

L.M/.Menegazzo, M.R.Sousa, L.A Bodon. Undersea & Hyperbaric Medicine V. 24

Supplement p.35. 1997.
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Sao as seguintes as referéncias bibliogréficas que basearam a documentacédo da
SBMH:

1.Kindwall EP, Whelan HT Hyperbaric Medicine Practice 3™ edition, 2008. Best
Publishing Company USA, p. 1075.

2.Resolucdo n° 1.457/95 do Conselho Federal de Medicina, 1995. Brasilia.
3.D'Agostino DM, Fontes B, Poggetti RS, Birolini D. Hyperbaric oxygen therapy:
types of injury and number of sessions-a review of 1506 cases. Undersea

Hyperb Med. 2008 Jan-Feb;35(1):53-60.

4.Relatorio Periddico da UHMS. Bethesda USA, 2003. Tradu¢édo da SBMH, 453 p.

Este € o parecer, SMJ.

Brasilia-DF, 10 de fevereiro de 2011

Antonio Gongalves Pinheiro

Conselheiro relator
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