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Resumo

Introdugdo: A utilizagdo de tecido autdlogo em reconstrucGes mamarias tem sido cada vez mais difundida, principalmente devido
aos resultados estéticos melhores e mais duradouros; porém fatores de risco como: diabetes, tabagismo e obesidade acabam
complicando este tipo de reconstrugdo. Objetivo: Avaliar a angiogénese tanto no modelo animal de isquemia arterial como no
modelo animal de congestdo venosa apos a utilizagdo de terapia hiperbarica no retalho cutédneo da parede abdominal de ratos.
Material: Utilizamos o modelo animal para demonstrar o efeito da terapia hiperbarica na recuperacdo das areas de necrose tecidual
tanto no modelo de isquemia arterial quanto de congestao venosa. Os ratos foram divididos em 3 grupos e os resultados
comparados. Resultados: Ficou demonstrado que a utilizagdo de terapia hiperbérica permite a diminuicdo da area de necrose
tecidual, principalmente no grupo com congestao venosa. Contudo, ndo esta claro qual mecanismo permite que a terapia hiperbarica
apresente melhores resultados no grupo com congestao venosa. Conclusdo: Ha necessidade de pesquisar novos marcadores
teciduais para avaliar a resposta tecidual a adaptacdo ao microambiente com hipoxia e o efeito da terapia hiperbarica nesta situagao.

Palavras-chave: Terapia hiperbarica. Isquemia arterial. Congestdo venosa. Modelo animal.

Abstract

Introduction: The use of autologous tissue in breast reconstruction has been increasingly widespread, mainly due to better and
more durable aesthetic results; but risk factors such as diabetes, smoking and obesity complicate this type of reconstruction.
Objective: To evaluate angiogenesis in animal models of arterial ischemia and venous congestion after the use of hyperbaric therapy
in the skin flap of the abdominal wall of rats. Material: We used the animal model to demonstrate the effect of hyperbaric therapy
on the recovery of areas of tissue necrosis in arterial ischemia and venous congestion. The rats were divided into 3 groups and the
results compared. Results: It has been demonstrated that the use of hyperbaric therapy allows the reduction of the area of tissue
necrosis, especially in the group with venous congestion. However, it is not clear which mechanism allows hyperbaric therapy to
show better results in the group with venous congestion. Discussion: It is not clear which mechanism allows hyperbaric therapy to
present better results in the group with venous congestion. Conclusion: There is a need to investigate new tissue markers to
evaluate the tissue response to adaptation to the hypoxic microenvironment and the effect of hyperbaric therapy in this situation.
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Resumen

Introduccién: La utilizacion de tejido autdlogo en reconstrucciones de las mamas ha sido cada vez mas difundida, principalmente
debido a los resultados estéticos mejores y mas duraderos; pero factores de riesgo como: diabetes, tabaquismo y obesidad acaban
complicando este tipo de reconstruccion. Objetivo: Evaluar la angiogénesis tanto en el modelo animal de isquemia arterial como en
el modelo animal de congestidn venosa después del uso de terapia hiperbarica en el colgajo de piel de la pared abdominal de ratas.
Material: Utilizamos el modelo animal para demostrar el efecto de la terapia hiperbarica en la recuperacion de las areas de necrosis
tisular tanto en el modelo de isquemia arterial y de congestion venosa. Los ratones fueron divididos en 3 grupos y los resultados
comparados. Resultados: Se ha demostrado que la utilizaciéon de terapia hiperbarica permite la disminucién del area de necrosis
tisular, principalmente en el grupo con congestion venosa. Sin embargo, no esta claro qué mecanismo permite que la terapia
hiperbarica muestre mejores resultados en el grupo con congestion venosa. Conclusion: Hay necesidad de investigar nuevos
marcadores teciduales para evaluar la respuesta tisular a la adaptaciéon al microambiente con hipoxia y el efecto de la terapia
hiperbarica en esta situacion.

Palabras clave: Terapia hiperbarica. Isquemia arterial. Congestion venosa. Modelo animal.
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INTRODUCAO

A transferéncia microcirirgica de retalho cutdneo tem se
tornado a técnica padrdo na reconstrucdo mamaria com retalhos
autdlogos. Esta técnica permite reconstruir uma mama com
aparéncia mais natural, com consisténcia e permanéncia do
resultado estético mais duradouro. Entretanto, complicagGes
relacionadas a isquemia e a congestdao venosa como necrose
gordurosa e perda parcial do retalho acontecem em até 28% dos
casos, independente da técnica empregadal. Esta taxa de
complicacdo é ainda maior se levarmos em consideracdo as
pacientes com fatores de risco que incluem obesidade, tabagismo,
diabetes e cicatrizes abdominais. H&4 um enorme interesse em
desenvolver estratégias para aumentar o suprimento sanguineo e
melhorar as taxas de sucesso neste tipo de cirurgia. Inimeros
estudos com modelo animal sugerem que o uso de terapia
hiperbarica pode aumentar a sobrevida destes retalhos?.

O mecanismo de acdo da terapia hiperbarica permite
elevar a pressdo parcial de oxigénio em todos os tecidos. O efeito
terapéutico mecanico da terapia hiperbarica faz com que haja
reducdo dos espacos que contém gases no corpo, principalmente
na trama vascular. Quando o oxigénio € respirado a duas
atmosferas causa vasoconstricdo com reducado de até 20% do fluxo
sanguineo nos musculos, levando a um aumento da tensdo de
oxigénio nos outros tecidos, atingindo valores de 250-300 mmHg
quando a terapia hiperbdrica é aplicada. A pressdo parcial de 02
normal é de 30-40 mmHg, no ambiente de isquemia os niveis de
oxigénio caem abaixo de 30mmHg, estimulando o recrutamento
de fibroblastos e leucdcitos. A terapia hiperbarica acelera o
recrutamento de fibroblastos e a sintese de colageno permitindo o
substrato para o rapido desenvolvimento da trama de capilares3.

O mecanismo de acdo da terapia hiperbarica permite
elevar a pressao parcial de oxigénio em todos os tecidos. O efeito
terapéutico mecanico da terapia hiperbarica faz com que haja
reducdo dos espagos que contém gases no corpo, principalmente
na trama vascular. Quando o oxigénio é respirado a duas
atmosferas causa vasoconstricdo com reducao de até 20% do fluxo
sanguineo nos musculos, levando a um aumento da tensdo de
oxigénio nos outros tecidos, atingindo valores de 250-300 mmHg
quando a terapia hiperbarica é aplicada. A pressdo parcial de 02
normal é de 30-40 mmHg, no ambiente de isquemia os niveis de
oxigénio caem abaixo de 30mmHg, estimulando o recrutamento
de fibroblastos e leucdcitos. A terapia hiperbarica acelera o
recrutamento de fibroblastos e a sintese de colageno permitindo o

substrato para o rapido desenvolvimento da trama de capilares?.
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a angiogénese
tanto no modelo animal de isquemia arterial como no modelo
animal de congestdo venosa apds a utilizacdo de terapia

hiperbarica no retalho cutédneo da parede abdominal de ratos.

MATERIAL E METODO

Utilizamos 16 ratos Sprague-Dawley machos, adultos,
com peso entre 300g a 500g, saudaveis, provenientes do
biotério do Centro Universitario Padre Albino (UNIFIPA). Os
animais permaneceram no biotério em gaiolas de
polipropileno padrdo, mantidos em temperatura e umidade
constantes a 24 graus Celsius, em ciclo circadiano
claro/escuro de 12H controlado eletronicamente, com livre
acesso a agua e ragdo propria para ratos.

A anestesia foi realizada com ketamina 100 mg/kg e
xylazina 35 mg/kg intraperitonial. O rato foi considerado
anestesiado quando este se apresentava imdvel ao manuseio
e houve perda do reflexo corneano, mas com frequéncia e
amplitude respiratdrias normais. Mantemos o plano
anestético com sistema aberto durante o procedimento. O
peso corporeo foi determinado em gramas apos a anestesia
no primeiro dia do experimento, através de balanga eletronica
de precisdao modelo AS20000.

Todos os animais foram submetidos a tricotomia da
parede abdominal com maquina de tricotomia, seguida de
limpeza local com sabdo neutro liquido e agua corrente e
posterior secagem com gaze. Em seguida foram posicionados
na prancheta cirtrgica com fita adesiva em decubito dorsal,
mantendo-se os membros em extensdo.

Com auxilio de marcador permanente foi desenhado
um retalho abdominal cuténeo na forma de U invertido com
a técnica descrita por Matsumoto et al.#, com os seguintes
limites: o limite do U invertido foi a interseccdo da linha
mediana vertical (entre o apéndice xifdide e o pubis) com a
linha mediana horizontal; as extremidades do U invertido

estdo localizadas no pubis, medindo 1 cm cada (Figura 1).
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Figura 1 — Desenho do flap

Com a finalidade de bloquear qualquer suprimento
sanguineo dos tecidos adjacentes, foi colocado, antes da
sutura, um pedago de filme de poliuretano como método de

barreira entre o retalho e o musculo reto abdominal.

Os animais foram divididos em 3 grupos: grupo controle
(4 ratos), grupo isquemia arterial (8 ratos), grupo congestdao
venosa (8 ratos).

Apds a antissepsia local com solucdao aquosa de
clorexedine, o retalho previamente marcado foi incisado com
bisturi de lamina 15 e elevado até a fascia do musculo reto
abdominal, mantendo-se preservadas a artéria e veia epigastrica
inferior de cada lado. A ferida operatoria foi mantida aberta em
todos os ratos. Toda a disseccdo foi realizada com auxilio de lupa
de aumento modelo ZEISS (EyeMag Pro 5X).

A analgesia pds-operatéria foi realizada em todos os
grupos com a administracdo de meloxican 30 mg/Kg via oral
1X/d, por 5 dias.

Figura 2 — Flap no pos-operatorio

No grupo isquemia arterial foi realizado o mesmo
procedimento cirdrgico que o descrito no grupo controle, com
excecdo de que a artéria epigastrica inferior do lado esquerdo foi
ligada com fio mononylon 10-0 mantendo-se todos os outros

vasos intactos.
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O retalho foi imediatamente recolocado em sua
posicao original e suturado com pontos simples com fio
inabsorvivel mononylon 5-0 com distancia de 5 mm entre os
pontos, para melhor avaliar as areas de necrose. A ferida
operatoria foi mantida aberta em todos os ratos.

No grupo congestao venosa foi realizado o mesmo
procedimento cirirgico que o descrito no grupo controle, com
excecdo de que a veia epigastrica inferior do lado esquerdo
foi ligada com fio mononylon 10-0 (Ethicon, GA, USA),
mantendo-se todos os outros vasos intactos.

Com a finalidade de bloquear qualquer suprimento
sanguineo dos tecidos adjacentes, foi colocado, antes da
sutura, um pedaco de filme de poliuretano como método de
barreira entre o retalho e o muUsculo reto abdominal.

O retalho foi imediatamente recolocado em sua
posicdo original e suturado com pontos simples com fio
inabsorvivel mononylon 5-0 com distancia de 5 mm entre os
pontos, para melhor avaliar as dreas de necrose.

A ferida operatoria foi mantida aberta em todos os
ratos (Figura 2).

Os ratos dos grupo isquemia e congestao foram
submetidos ao protocolo extendido de terapia hiperbarica
através da camara hiperbarica experimental Ecobar 400
(Orbital).

Os ratos foram submetidos a terapia hiperbarica (15
min de pressurizagao, seguido de 60 min a 2,5 atmosfera
absoluta - ATA - com 100% O, seguido de 15min de
despressurizacao) por 4 dias consecutivos. Durante a
exposigdo a terapia hiperbarica, a concentracdo de oxigénio
continuamente
0,03%,

[0O;] e de gas carbonico [CO;] foi

monitorizada mantendo-se > 98% e <
respectivamente.

A primeira sessdo de terapia hiperbarica ocorreu uma
hora apds o procedimento cirirgico. Repetimos a segunda
sessao 8 horas apds a primeira no mesmo dia. Nos outros
trés dias consecutivos, repetimos os horarios das sessbes do
dia da cirurgia.

No quinto dia, o rato foi anestesiado e realizamos a
avaliagdo do retalho cutaneo: cor, tugor e elasticidade.
Todos os retalhos foram fotografados. Através do software
Image] a extensdo da area de necrose de cada retalho foi

calculada.
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Os ratos foram sacrificados no quinto dia do experimento

com dose letal de anestésico inalatdrio.

Todo o retalho cutaneo foi retirado e fixado em solugdo
tamponada de formaldeido a 10%, incluido em parafina apds 24h
de fixacdo e corado com hematoxilina-eosina (HE) para avaliacao
histolégica convencional.

O teste exato de Fischer foi utilizado para detectar a
associacdo entre a isquemia arterial e congestao venosa com a
area de necrose, terapia hiperbarica. O software STATA versdo
14 foi utilizado para as analises estatisticas mencionadas. A
significancia utilizada foi para p < 0,05.

RESULTADOS

Ap0s a analise de todo o material histoldgico ja processado
e corado com HE, ficou evidente que as areas de necrose tecidual
diferiram nos grupos isquemia e congestao. Nos animais que
tiveram o vaso arterial ligado a terapia hiperbarica ndo reduziu a
area de tecido necrodtico, quando comparada a area de necrose no
grupo de congestdo venosa, onde o efeito da terapia hiperbarica
mostrou-se maior (Figuras 3A, 3B e 3C).

O grupo controle ndo sofreu terapia hiperbarica e por isso
teve as maiores areas de necrose tecidual.

Apesar do tamanho da amostra, foi possivel demonstrar
com significancia estatistica o efeito da terapia hiperbarica nos 2

grupos.

Figura 3 — (A) Grupo controle. (B) Grupo isquemia. (C) Grupo congestdo.
3A 3C
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DISCUSSAO

InUmeros trabalhos tém defendido o uso da terapia
hiperbarica como alternativa importante no resgate de
tecidos que sofrem com isquemia arterial, porém este foi o
primeiro estudo que avaliou o uso da terapia hiperbarica
também na congestdo venosa®t. E evidente que a maioria
das perdas teciduais nas cirurgias reconstrutivas ocorre por
falta de suprimento arterial, mas a congestdo venosa é um
grande fator complicador, aumentando, além das taxas de
necrose, também as taxas de infeccdo tecidual. Demonstrar
que a terapia hiperbarica pode ter um efeito benéfico na
recuperacdo de tecidos tanto com isquemia quanto com
acongestdo abre um caminho importante para novas pesquisas
e identificacdo de novos marcadores de isquemia e congestao,
mas principalmente para a adocdo da terapia hiperbarica como
modalidade de tratamento interessante como resgate para

estas situacbes’.

CONCLUSAO

Faltam mais estudos para identificar  possiveis
mediadores ou facilidtadores para a resposta a terapia
hierbarica. O hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) é
considerado o principal regulador transcricional da resposta
celular e de desenvolvimento a hipoxia e pode, por exemplo,
ser um destes elementos-chave na complexa maquindria

celular de resposta ao ambiente de hipoxia.
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