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RESUMO

Introdugiio: A infusdo controlada do CO, recupera o tecido de granulagdo em tlceras cro-
nicas por insuficiéncia venosa dos membros inferiores, facilitando a integrag@o do enxerto
autdlogo de pele. Método: Foram avaliadas ulceragdes com evolugdo média de 12,5 meses.
A infusdo controlada do CO, foi aplicada a 0,5 cm da borda da ferida, com a agulha voltada
para o tecido de granulagdo. As puncturas foram realizadas a cada 2,5 cm. As sessdes foram
repetidas com intervalos de 72 horas. Biopsias foram realizadas no tecido de granulagdo
antes e apos a infusdo do CO,. Resultados: Observou-se aumento numérico de capilares,
macrofagos e fibroblastos no tecido de granulagdo ap6s a infusdo controlada do CO,. O
aumento médio do didmetro das arteriolas pré-capilares foi de 3,4 vezes. Conclusio: A
infusdo controlada do CO, estimulou a fibrogénese e promoveu uma resposta vasomotora
e celular na ferida, facilitando o fechamento espontaneo das tilceras de membros inferiores
ou tornando-as aptas a receber o enxerto autdlogo de pele.

Descritores: Dioxido de Carbono. Vasodilatagio. Ulcera da Perna. Ulcera.

ABSTRACT

Introduction: CO, infusion-controlled restores granulation tissue in chronic venous caused
by venous insufficiency of the lower limbs, becoming ready to receive autologous skin
grafting. Methods: Mean time of ulceration was 12.5 months. CO, infusion-controlled
was applied 0.5 cm from the wound edge. Punctures were done 2.5 cm distant from each
other along the border of the wound with the needle pointed toward the granulation tissue.
Biopsies were taken from the granulation tissue before and after CO, application. The ses-
sions were performed at intervals of 72 hours. Results: Noticeable increase of capillaries,
macrophages and fibroblasts were founded into the granulation tissue after CO, infusion-
controlled. Diameter of pre-capillary arterioles increased 3.4 times after CO, infusion-
controlled. Conclusion: CO, infusion-controlled restores the blood flow in chronic wound
of the lower limbs, promoting its spontaneous closure or improving granulation tissue ready
to receive autologous skin grafting.
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INTRODUCAO

A infusdo controlada do CO, € um procedimento nao
cirurgico, seguro, que consiste na aplicagdo do gas carbonico
medicinal na pele e no tecido adiposo.

O aumento da concentra¢do do CO, diminui o pH, o qual
desencadeia uma reagdo inflamatoria, liberando mediadores
quimicos que estimulam efeitos vasomotores na microcircu-
lagdo e a sintese de 6xido nitrico no local da infusdo controlada
do CO,'. O aumento da concentragdo do 6xido nitrico induz
a neoformacgdo vascular, que juntamente com os fatores de
crescimento promovem a fibrogénese na matriz extracelular?,

A primeira via de utilizagdo do CO, foi a percutanea, por
meio dos banhos em dgua enriquecida com gas carbonico termal
ou industrial®. A via subcutinea foi utilizada secundariamente
por Wollina et al.*, que observaram diminuigao da infec¢do local
em feridas cronicas, assim como a antecipagdo da cicatrizag@o
dessas feridas ap6s aplicagdo do gas.

Estudos recentes revelaram que a aplicagdo subcutanea ou
transdérmica do CO, recupera o tecido de granulagao em ullceras
cronicas, facilitando a integragdo do enxerto autdlogo de pele®.
Estudos prospectivos tém mostrado diferentes utilizagdes para
o uso do CO,. Assim, 0 aumento da perfusdo tecidual periférica
causada pela hipercapnia durante a anestesia reduz a incidéncia
de infec¢@o em feridas cirtrgicas®. A seguranga da utilizagéo
do CO, esta relacionada na literatura pelo seu uso preferencial
em relagdo ao nitrogénio gasoso nas cirurgias videoendos-
copicas’. Na atualidade, a utilizagdo do CO, foi direcionada
para procedimentos estéticos, inicialmente no tratamento de
gordura localizada e, posteriormente, na melhoria do contorno
corporal apos lipoaspiragao®. Da mesma forma, o CO, também
foi empregado no rejuvenescimento facial para tratamento da
palpebra senil e bolsa malar®.

O presente estudo relata os efeitos clinicos e histologicos da
infusdo controlada do CO, no tecido de granulagdo das tlceras

cronicas, causadas por insuficiéncia venosa dos membros
inferiores.

METODO

Foram avaliados 10 pacientes, ndo fumantes, 7 do sexo femi-
nino e 3 do sexo masculino, com idade média de 56 anos e peso
médio de 66,5 kg, portadores de ulceras cronicas causadas por
insuficiéncia venosa dos membros inferiores. O tempo médio de
ulceragdo das feridas foi de 12,5 meses. A Tabela 1 apresenta a
distribui¢ao dos pacientes e das areas ulceradas. As ulceragoes
ndo apresentaram sinais clinicos de infecg¢do que necessitassem
ouso de antibidticos sistémicos. Curativos com gaze vaselinada
foram trocados diariamente.

Todos os pacientes foram previamente informados e assi-
naram um termo de consentimento para realizagao do proce-
dimento, que foi conduzido de acordo com a Declaragdo de
Helsinki.

A aplicagdo subcutinea do CO, foi realizada nas ulcera-
¢oes do membro inferior direito nos 10 pacientes. Trés dos
10 pacientes apresentaram ulceragdo em ambos os membros
inferiores, porém a aplicagdo do CO, somente foi realizada no
membro inferior direito.

A infusdo controlada do CO, foi realizada por um aparelho
digital, programavel, com unidade de aquecimento do gas. As
puncturas foram realizadas a 0,5 cm da borda da ferida, distando
2,5 cm entre si, com agulha voltada para o tecido de granulagio
(Figura 1). O volume do gés infundido foi de 1,5 ml CO,/kg de
peso ponderal do paciente, por punctura, por sessao. A velocidade
do fluxo de infusdo do CO, foi de 80 ml/minuto. As sessdes foram
repetidas com intervalos de 72 horas, até obter-se a coloragdo
vermelha do tecido de granulag@o, acompanhada de pequeno
sangramento durante a troca do curativo. O nimero de sessoes
foi determinado pela aparéncia clinica e histologica do tecido de
granulagdo estando apto a receber o enxerto autdlogo de pele.

Tabela 1 — Distribui¢@o dos pacientes e caracteristicas das ulceagdes.

Ulceracio
Ulceracdo (més) Tamanho da ferida (em) | Largura da ulcerac¢io (cm)
Idade Sexo Peso (kg) mmii D mmii E mmii D mmii E mmii D mmii E
1 57 feminino 61 12 - 6,5 - 3,0 -
2 59 feminino 66 14 - 7,0 - 4,5 -
3 58 feminino 64 14 - 4.5 - 3,0 -
4 55 masculino 71 15 11 5,5 3,5 3,5 2,0
5 59 feminino 63 13 - 4,5 - 2,5 -
6 54 masculino 66 10 - 4,0 - 3,0 -
7 56 masculino 70 15 12 7,0 6,0 4,5 4,0
8 57 feminino 65 12 - 5,5 - 3,0 -
9 55 feminino 71 10 - 6,5 - 4,0 -
10 50 feminino 69 11 14 4.5 6,5 3,0 4,0
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Figura 1 — Carboinsuflagdo foi realizada com agulha introduzida
0,5 cm da margem da ferida com inclinagdo de 45° em relagdo a
superficie da pele, direcionada para o centro da mesma.

Analise Histologica

Biopsias foram realizadas no tecido de granula¢do de ambos
os membros inferiores antes da aplicagdo controlada do CO, e
24 horas apds a terceira, quinta e décima sessdo. Os fragmentos
foram fixados em parafina e corados com hematoxilina-eosina.
A contagem histologica foi realizada pelo método de Weibel,
utilizando uma ocular K10X Zeiss Integrationplatte I, apresen-
tando 25 pontos distribuidos em 5 linhas simétricas com 5 pontos
distribuidos geometricamente em cada uma delas. A dilatagdo das
arteriolas pré-capilares foi mensurada usando uma objetiva Zeiss
com aumento de 40X. Capilares foram contados usando objetiva
Zeiss com aumento de 40X, enquanto macréfagos e fibroblastos
com aumento de 100X. Fotos foram feitas com uma camera
digital Nikon DX 1200 e digitalizadas em um computador usando
o programa Nikon Act-1 Platform versao 2.7.

Analise Estatistica

Os efeitos da infusdo controlada do CO, sobre capilares,
macrofagos e fibroblastos foram avaliados pelo teste de Wilcoxon
para duas amostras independentes. A analise de variancia e multi-
plas comparagdes de Friedman foram aplicadas para avaliar capi-
lares, macrofagos e fibroblastos no tecido de granulagéo de cada
membro inferior e entre eles, antes e apds a infusdo controlada
do CO, até a décima sessdo.

RESULTADOS

Nao foram encontradas diferengas significativas nas dimen-
soes da ferida antes e apos a infusdo controlada do CO, em cada
membro inferior. A Tabela 2 demonstra o nimero de puncturas
e volume do CO, aplicado na ulceragao, por sessdo, no membro
inferior direito. O volume médio de CO, aplicado por punctura
foi de 99,75 ml, com média de 6 puncturas, totalizando um valor

médio de 598 ml por ulceragdo, por sessao.

Tabela 2 — Puncturas e volume do CO, aplicadas por ulceragio.

Infusio do CO, (1,5ml CO /kg)
Peso (kg) | Puncturas | mlICO, por punctura | mlCO, por sessio
1 61 8 91,5 732
2 66 8 99 792
3 64 4 96 384
4 71 6 106,5 639
5 63 4 94,5 378
6 65 4 97,5 370
7 70 8 105 840
8 65 6 97,5 585
9 71 6 106,5 639
10 69 6 103,5 621

Todas as feridas no membro inferior direito apresen-
taram melhoria do tecido de granulagdo, caracterizada por
diminuicao do edema, mudanca na coloracdo de rosa palido
a vermelha intensa, com pequenos pontos de sangramento
nas trocas de curativo (Figura 2). O tecido de granulagdo das
ulcera¢des no membro inferior direito foi considerado apto a
receber enxerto autdlogo de pele apds dez sessdes da infusdo
controlada do CO, (Figura 3). Nenhuma ferida no membro
inferior esquerdo tornou-se apta a receber enxerto no mesmo
periodo de tempo.

Figura 2 — A: Ulcera crénica do membro inferior direito
com intenso deposito de fibrina e edema no leito do tecido de
granulagdo. B: Diminui¢do do edema com recuperagdo do tecido
de granulagdo apds a quinta sessdo da infusdo controlada do CO,,
C: Tecido de granulagdo apto a receber o enxerto autologo de pele
apos dez sessaes.
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Figura 3 — A: Ulcera na face interna da perna junto ao maléolo
medial, edemaciada, bordas irregulares, com feixes de fibrina no
leito da ulceragdo. Intensa serosidade sobre a pele circunvizinha.
B: Aspecto da ulceragdo apos 10 sessoes da infusdo controlada do
CO,, demonstrando o tecido de granulagdo apto a receber enxerto
autélogo de pele. C: Integragdo do enxerto autologo de pele apos
15 dias da sua aplicagdo.

A Tabela 3 exibe os valores da dilatagdo das art
riolas pré-capilares antes e apds a infusdo controlada
do CO,, em ambos os membros inferiores. O didmetro
médio dos vasos no membro inferior direito foi 3,4 vezes
maior apds a infusdo controlada do CO, (Figura 4). Ao
mesmo tempo, houve aumento de 3,1 vezes no didmetro
das arteriolas pré-capilares do membro inferior direito
em relagdo as do membro inferior esquerdo, no mesmo
periodo de avaliagao.

A Tabela 4 apresenta o comportamento dos capilares,
macrofagos e fibroblastos na granulagdo tecidual em
ambos os membros inferiores. O numero de capilares foi
significantemente maior (p < 0,01) no membro inferior
direito apds infusdo de CO, e também, significantemente
maior (p < 0,01) no membro inferior direito em relagdo
ao membro inferior esquerdo (Figura 5). O aumento
dos capilares ocorreu entre a terceira e décima sess@o.
O numero de macréfagos e fibroblastos foi significante
maior (p <0,05) no membro inferior direito apds a infusdo
controlada do CO,. Eles mostraram aumento signifi-
cante (p < 0,05) no membro inferior direito em relagido
ao esquerdo (Figuras 6 e¢ 7). O numero de macrofagos
aumentou a partir da terceira sessao, diminuindo a partir
da quinta sessdo, enquanto os fibroblastos apresentaram
grande aumento apés a quinta sessdao. Nao foi observada

mudanga significativa no numero de capilares, macro-
fagos e fibroblastos no membro inferior esquerdo no
mesmo periodo de avaliacdo.

Tabela 3 - Média do didmetro (um) dos vasos da microcirculagdo.

Antes da infusiio de CO, |24 h apés 3" infusio de CO,
mmii D mmii E mmii D mmii E
1 11,8 _ 41,2 _
2 29,1 _ 96,4 _
3 42 _ 124,3 _
4 35,3 31,2 94,2 29,1
5 29,1 _ 141,2 -~
6 11,8 _ 47,6 _
7 35,3 34,6 105,8 33,1
8 31,6 _ 125,2 _
9 15,5 _ 38,5 _
10 25,8 26,5 95,4 26,2
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Figura 4 — A: Aspecto do diametro do vaso antes da infusdo do
CO, Dilatagdo dos capilares apds a infusdo controlada do CO,

Tabela 4 - Frequéncia da média de capilares, macrofagos e
fibroblastos no tecido de granulagdo.

Capilares |Macrofagos | Fibroblastos

mmii D| mmii E | mmii D|{ mmii E | mmii D| mmii E
antes aplicagdo CO, 15 12 57 50 19 25
ap6s 3* aplicagdo 29 18 99 50 41 21
apos 5° aplicagdo 51 17 46 58 88 20
ap6s 10° aplicagio | 107 11 48 51 63 27

Figura 5 — A: Distribui¢do dos capilares no membro inferior
esquerdo onde ndo foi aplicado o CO,. B: Expressivo aumento do
numero de capilares apos cinco sessées, correspondente ao mesmo
periodo da histologia da Figura 5A.
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Figura 6 — A: Tecido de granulagdo antes da infusdo
controlada do CO, exibindo grande quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares em relagdo aos macrofagos. A seta aponta
um macrofago tipico. B: Aumento significante do numero de
macrofagos apos a terceira sessdo.

Figura 7 — A: Edema do tecido de granulag¢do promovendo
dispersdo das células inflamatérias com predomindncia
de polimorfonucleares e macrofagos. B: Aumento dos
fibroblastos na matriz extracelular no tecido de granulagdo
apos a quinta sessao.

DISCUSSAO

O aumento da concentragdo do CO,, assim como a
elevagdo do hidrogénio idnico, liberado na reagdo do
CO, com a H,0, no local da infusdo, sdo responsaveis
pela diminui¢cdo do pH, desencadeando respostas infla-
matorias de natureza diversa nos tecidos infundidos. A
diminui¢do do pH potencializou o efeito Bohr no interior
da hemacia, desviando para a direita a curva de disso-
ciagdo do oxigénio da hemoglobina e, com isso, aumentou
a oferta de oxigénio ao tecido de granulagdo das ulceras
cronicas nos membros inferiores!’. A resposta vascular se
caracterizou por um efeito vasomotor e pela formagao de
novos vasos sanguineos, aumentando o fluxo sanguineo
no local da aplicag@o do géas. A diminui¢do do pH também
estimulou os receptores de membrana do sistema nervoso
autonomo parassimpatico a liberar seu neurotransmissor,
a acetilcolina!'. A acetilcolina promoveu a hidrolise da
miosina do musculo liso do vaso, diminuindo a resisténcia
da parede vascular e, com isso, dilatou as arteriolas pré-
capilares do tecido de granulagao nas ulceras cronicas dos
membros inferiores''.

No presente estudo, a perda de resisténcia da parede
do vaso aumentou 3,4 vezes o didmetro das arteriolas
pré-capilares no tecido de granulagdo. De acordo com

Papapetropoulos et al.2, a neoformagéo vascular estimulada
pelo 6xido nitrico, mediadores quimicos e fatores de cres-
cimento, liberados nos tecidos apds a aplicacdo do CO,, foi
evidenciada pelo aumento da densidade capilar no tecido de
granulagdo. Toriyama et al.’> também descreveram a atuagao
dos fatores de crescimento, em especial o fator vascular de
crescimento endotelial, na formacdo de novos vasos sangui-
neos, apo6s banhos em agua carbonada.

A vasodilatacdo das arteriolas pré-capilares, associada
a neoformacao vascular e a potencializagdo do efeito Bohr,
aumentou o fluxo sanguineo, a oferta de oxigénio aos tecidos
e reduziram o edema no tecido de granulacdo da ferida
cutanea cronica, tornando-a apta a receber o enxerto autélogo
de pele. O fechamento espontaneo das tilceras cronicas dos
membros inferiores ndo ocorreu no presente estudo, em razéo
da persisténcia da insuficiéncia venosa nos mesmos.

O aumento do fluxo sanguineo na microcirculagdo apods
exposigdo da pele ao CO, foi observado por Schnizer et
al.’’, por meio da fluxometria com laser Doppler. A resposta
celular foi desencadeada pelo aumento da porosidade da
parede vascular em razdo da sua dilatagdo. A migracdo de
células inflamatodrias, em especial macrofagos, fibroblastos
e células endoteliais progenitoras, ocorreu através dos poros
dilatados das arteriolas pré-capilares'®. A quimiotaxia das
células inflamatorias para o local de aplicagdo do CO,,
orientada pelo fator de crescimento do fibroblasto basico,
fator vascular de crescimento endotelial e fator de cresci-
mento transformador alfa e beta, promoveu a fibrogénese na
matriz extracelular do tecido de granulagdo. D’Arcangelo
et al.!s descreveram a influéncia da acidose induzida pela
hipercapnia e a distensdo tecidual promovida pelo CO, na
atividade dos fatores de crescimento do fibroblasto basico e
transformador beta na fibrogénese. A diminui¢do no numero
de macrofagos, acompanhada pelo aumento de fibroblastos,
ap6s a quinta aplicagdo controlada do CO,, comprova a
diferenciacdo celular estimulada pelo fator de crescimento
do fibroblasto basico e fator de crescimento transformador
beta. O fator de crescimento transformador beta promoveu
o desenvolvimento de fibroblastos em fibras colagenas ¢
elésticas, fornecendo maior sustentagdo para o tecido de
granulacdo. A diminuiggo dos fibroblastos ap6s a quinta apli-
cagdo da infusdo controlada do CO,, encontrada no presente
estudo, esta relacionada com o aumento das fibras na matriz
extracelular do tecido de granulagio.

CONCLUSAO

Concluindo, a somatéria das respostas vasomotora e
celular, estimuladas pela infusio controlada de CO,, permitiu
o fechamento espontaneo das ulceras de pequena extensdo
ou tornou-as aptas a receber o enxerto autélogo de pele, nas
de média e grande extensao.
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