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RESUMO

Introducéo: Os avancos das técnicas em cirurgia plastica permitiram a reconstrugdo de
extensos defeitos causados por ferimentos, entre as quais destaca-se a utilizagao dos retalhos
randdmicos. No entanto, o fator limitante para a utilizagao desses retalhos ¢ a imprevisibili-
dade de sua vascularizagdo distal, o que podera ocasionar danos irreversiveis a microcircula-
¢do, resultando em necrose parcial ou completa do retalho, tornando a ferida mais suscetivel
a infecg@o. Portanto, melhorar a viabilidade do retalho randémico, principalmente em sua
extremidade distal, tem sido uma meta importante para o sucesso dessa técnica. O objetivo
deste estudo foi investigar o papel da oxigenagdo hiperbarica (OHB), da N-acetilcisteina
(NAC) e da associacdo de ambas (OHB + NAC) na area de necrose em retalhos randomi-
cos modificados de McFarlane em pele de ratos Wistar. Método: No total, 32 ratos Wistar
machos foram divididos aleatoriamente em grupo Sham (GS, n = 8), grupo N-acetilcisteina
(GNAC, n = 8), grupo oxigénio hiperbarico (GOHB, n = 8) e grupo oxigénio hiperbarico
+ N-acetilcisteina (GHN, n = 8). Sob anestesia geral, foi executado um retalho randéomico
modificado de McFarlane na regido dorsal dos ratos. Resultados: A necrose média foi de
18,3%, 24,3%, 12,6% e 14,9%, respectivamente, nos grupos GS, GNAC, GOHB ¢ GHN.
Os grupos GOHB e GHN apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo
GNAC. Conclusdes: A OHB esta associada a reducdo da area de necrose do retalho cutaneo.
A NAC foi associada a maus resultados quando usada isoladamente. A associagao dos dois
procedimentos, OHB e NAC, ndo potencializou os resultados favoraveis observados com
o uso da OHB isoladamente. As descobertas sugerem que a difusdo de oxigénio através do
espaco intersticial foi o fator determinante de resultados mais favoraveis da OHB.

Descritores: Oxigenagao hiperbarica. N-acetilcisteina. Retalhos cirturgicos.

ABSTRACT

Background: Advances in plastic surgery techniques have enabled reconstruction of ex-
tensive wound damage, especially through the use of random flaps. However, the limiting
factor for the use of these flaps is the unpredictable blood supply, which may produce
irreversible damage to the microcirculation and result in partial or complete flap necrosis,
making the wound more susceptible to infection. Therefore, improvement of random flaps,
especially in the distal extremity, has been an essential goal for the success of this techni-
que. The objective of this study was to investigate the effects of hyperbaric oxygenation
(HBO), N-acetylcysteine (NAC), and the combination of both (HBO + NAC) on the degree
of necrosis in modified McFarlane random skin flaps on Wistar rats. Methods: A total of
32 male Wistar rats were randomly divided into a sham treatment group (SG, n = 8),
N-acetylcysteine group (NACG, n = 8), hyperbaric oxygenation group (HBOG, n = 8), and
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INTRODUCAO

Os avangos das técnicas em cirurgia plastica permitiram
areconstrucdo de extensos defeitos causados por ferimentos,
entre as quais destaca-se a utilizacdo dos retalhos rando-
micos. No entanto, o fator limitante para a utilizagdo desses
retalhos ¢ a imprevisibilidade de sua vascularizacao distal, o
que podera ocasionar danos irreversiveis a microcirculagao,
resultando em necrose parcial ou completa do retalho!, tor-
nando a ferida mais suscetivel a infec¢ao. Portanto, melhorar
a viabilidade do retalho randomico, principalmente em sua
extremidade distal, tem sido uma meta importante para o
sucesso dessa técnical?.

O dano celular que ocorre durante a reperfusdo tecidual
apos a isquemia € resultado de uma cascata de eventos envol-
vendo o oxigénio, a producao de radicais livres e a liberagao
de mediadores inflamatorios**. O oxigénio molecular, dessa
forma, parece desempenhar papel central no processo de
cicatrizagdo®. A hiperoxia causada pela oxigenagdo hiper-
barica (OHB) aumenta a tolerancia dos tecidos a isquemia,
incrementando os mecanismos bioldgicos de defesa contra
radicais livres® e aumentando a capacidade dos tecidos de
suportar a isquemia tecidual®’.

A OHB tem efeito protetor na microcirculagdo, possivel-
mente por interferir na acdo deletéria causada pela ativagdo
dos neutrodfilos sobre o endotélio microvascular®. Essa habi-
lidade de interferir nos neutréfilos estimula a angiogénese ¢
aumenta a atividade da sintese de fibroblastos e de colageno*”.

Os mamiferos t€ém um complexo sistema antioxidativo
para se proteger de algum tipo de estresse. Um dos compo-
nentes mais importantes do sistema antioxidativo intrace-
lular ¢ a glutationa, um poderoso varredor de radicais livres
ativo, que ¢ depletado quando se estabelece o fendmeno da
isquemia-reperfusdo (IR)". A N-acetilcisteina (NAC) é um
pré-farmaco que fornece cisteina biodisponivel para a repo-
sicéo de glutationa® na presenga de espécies ativas de oxigénio
(EROS), quando os niveis de glutationa diminuem nas células.

ANAC previne grande parte dos efeitos deletérios envol-
vidos no processo de estresse oxidativo durante a exposigdo a

hyperbaric oxygenation plus N-acetylcysteine group (HNG, n = 8). Modified McFarlane
random flaps were created in the dorsal region of the rats. Results: The average area of
the flaps exhibiting necrosis was 18.3%, 24.3%, 12.6%, and 14.9%, in the SG, NACG,
HBOG, and HNG, respectively. The necrotic areas in the HBOG and HNG were signifi-
cantly smaller than that in the NACG. Conclusions: HBO treatment was associated with a
reduction in the area of necrosis in the skin flaps. NAC treatment alone gave poor results.
The use of HBO and NAC in combination did not improve the outcome compared with the
use of HBO alone. The findings suggest that oxygen diffusion through the interstitial space
was the factor responsible for the favorable results of HBO.

Keywords: Hyperbaric oxygenation. N-acetylcysteine. Surgical flaps.

OHB!". O objetivo dos autores foi investigar o papel da OHB,
da NAC isoladamente e da associacdo da OHB com a NAC
na viabilidade de retalhos randémicos em ratos utilizando o
modelo preconizado por McFarlane et al.'2.

METODO

Aspectos Eticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), sob
onumero 1431-1403. Todos os procedimentos seguiram rigo-
rosamente os regulamentos existentes sobre a experimen-
tagdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo em
Animais (COBEA).

Alojamento dos Animais e Grupos Experimentais

Trinta e dois ratos machos Wistar, pesando entre 280 g
e 300 g, foram mantidos em gaiolas individuais, em salas
acusticamente isoladas, a 25°C, com iluminacao artificial e
com ragao e agua ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupo
Sham (GS, n = 8), grupo N-acetilcisteina (GNAC, n = §),
grupo oxigénio hiperbarico (GOHB, n = 8) e grupo oxigénio
hiperbarico + NAC (GHN, n = 8).

Procedimento Anestésico

Ap6s seis horas de jejum para dieta s6lida e quatro horas
para dieta liquida, os animais receberam 5 mg/kg, intramus-
cular, de acepromazina (Acepran® 0,2%, Vetnil Industria e
Comércio de Produtos Veterinarios Ltda., Sdo Paulo, Brasil).
Dez minutos depois, receberam uma associa¢ao de 50 mg/kg,
intramuscular, de quetamina (Ketalar®, Pfizer do Brasil, Sdo
Paulo, Brasil) e 10 mg/kg, intramuscular, de xilazina (Rom-
pum®, Bayer, Sao Paulo, Brasil).

Procedimento Cirurgico

Sob anestesia geral, as regides dorsais foram epiladas e
os animais, fixados em decubito ventral. A area retangular
(2 cm x 8 cm) foi marcada longitudinalmente com tinta, com
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base na 72 vértebra cervical em dire¢ao a posicdo caudal,
tendo a coluna como marco central. As marcagdes foram
incisadas com bisturi n® 15 e a pele do retalho foi descolada
da musculatura dorsal (Figura 1). Um filme de polietileno
foi colocado sobre a por¢do muscular, que abrangeu toda
a area da ferida, agindo, assim, como uma barreira entre
o retalho e o tecido muscular (Figura 2). Em seguida, foi
realizada sutura interrompida com nailon 3.0 (Mononylon®,
Ethicon, Sdo Paulo, Brasil) fixando o retalho cutaneo na
sua posi¢do original.

Procedimento de Administracao da

NAC e Agua Destilada

A dose de 300 mg/kg de NAC (Fluimucil® acetilcisteina
300 mg/3ml, Zambon Laboratdério Farmacéutico Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) foi injetada intraperitonealmente apos a ele-
vagdo doretalho de pele e, consecutivamente, a cada 24 horas,
durante sete dias, nos grupos GNAC e GHN. Nos grupos
GS e GOHB, foi injetado intraperitonealmente 1 ml de agua
destilada (Isofarma, Sdo Paulo, Brasil) apos a elevag¢do do
retalho de pele e, consecutivamente, a cada 24 horas, durante
sete dias.

e —— i it
Figura 1 — Retalho cutaneo randomico (2 cm x 8 cm) padronizado
de McFarlane, com base na 7¢ vértebra cervical.

W *Vlm

Figura 2 — Filme de polietileno colocado sobre a camada
muscular, cobrindo toda a darea da ferida e agindo como uma
barreira entre a pele e os miisculos.

Procedimento com OHB

A OHB foi realizada em uma camara hiperbarica expe-
rimental para animais'® da Universidade Regional do Alto
Uruguai Campus Erechim (URI) (Figura 3).

Antes da pressurizagao, foi realizada lavagem da camara
por 5 minutos, utilizando-se oxigénio medicinal a 100%. A
pressdo de oxigénio foi entdo aumentada a uma taxa constante
até atingir a pressdo de 2,4 ATA. A concentracgdo de oxigénio
foi monitorada comum oximetro calibrado. Os animais foram
colocados na camara hiperbarica aleatoriamente. Todos os
animais dos grupos GOHB e GHN foram expostos a 100%
de oxigénio em 2,4 ATA durante duas horas (uma vez por
dia), iniciando 15 minutos apds a fixagdo do retalho e a cada
24 horas, nos sete dias consecutivos.

Sequéncia dos Procedimentos Diarios

A sequéncia de procedimentos em cada grupo esta resu-
mida na Figura 4. Os animais foram divididos aleatoriamente
nos seguintes grupos:

* Sham (n = 8), que recebeu agua destilada intraperi-
tonealmente 15 minutos apods a elevagdo do retalho
e durante 7 dias consecutivos;

* NAC (n = 8), que recebeu 300 mg/kg! intraperito-
nealmente, apos elevagdo do retalho e durante 7 dias
consecutivos;

* OHB (n = 8), em que todos os ratos foram expostos
a oxigénio hiperbarico 100% a 2,4 ATA, 15 minutos
apods o procedimento e apos 7 dias consecutivos, duas
horas por dia cada um;

* GHN (n = 8), que recebeu a associagdo de NAC e
OHB durante 7 dias consecutivos.

Acompanhamento

Todos os dias, duas vezes por dia, os animais eram exami-
nados, sendo registrada a ocorréncia de febre ¢ de infecgdo da
incis@o. Caso fosse identificado qualquer sinal de sofrimento

Figura 3 — Camara hiperbarica experimental para animais,
onde foi realizada a oxigenagdo hiperbarica.
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grave, a veterinaria interromperia a investigagao e os animais
seriam enviados para eutanasia.

No 8¢ dia, os animais foram anestesiados e fixados em
posicdo de pronacao. A regido dorsal foi fotografada a partir
de uma distancia padrdo por camera digital (SonyTP200,
Sony, Japao) com 7,2 mega pixels e os arquivos foram salvos
em formato JPEG.

Eutanasia

Sob anestesia, apds retirada de amostras, os animais foram
colocados em uma cdmara com didxido de carbono (CO,) até
a parada cardiorrespiratoria.

Determinacio da Area de Necrose do Retalho
No 8¢ dia de pos-operatério, a area do retalho foi foto-
grafada e comparada com o primeiro dia de experimento. A

Dia 0 Dial1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Diaé Dia7 Dia8

TLL L LL LLLi

Retalho cirdrgico + N-acetilcisteina

trirririiitili

OO DA D O O

GHBO

Retalho ciriirgico + N-acetilcisteina + oxigénio hiperbérico

LT T B BB B e

GHN

Figura 4 — Fluxograma de procedimentos: GS, procedimentos
no retalho e 8 injegées diarias de solu¢do salina intraperitoneal;
GNAC, procedimentos no retalho e 8 inje¢ées diarias de
N-acetilcisteina intraperitoneal; GOHB, procedimentos no
retalho e 8 sessoes diarias de oxigenagdo hiperbarica; GHN,
procedimentos no retalho e 8 injegoes didrias de N-acetilcisteina
seguidas pela oxigenagdo hiperbarica. GHN = grupo oxigénio
hiperbarico + N-acetilcisteina; GNAC = grupo N-acetilcisteina;
GOHB = grupo oxigénio hiperbarico; GS = grupo Sham.

necrose foi definida pela coloragdo escura e pela formagao
de escaras. As imagens fotograficas foram capturadas no
computador pelo software Image Pro Plus 4.5%. A média de
area de necrose do retalho foi entdo avaliada para todos os
grupos. Todos os resultados foram representados como média
e desvio padrao.

Analise Estatistica

As areas de necrose foram expressas como média e desvio
padrdo (SPSS versdo 11.0). As diferengas entre as médias
das areas de necrose foram feitas por analise de varidncia
(ANOVA), aplicando o post hoc teste de Bonferroni. O valor P
de 5% (P <0,05) foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

Na Figura 5 ¢ apresentada a média de necrose (%) por
grupos. A area de necrose média foi de 18,3% no grupo
Sham, de 24,3% no GNAC, de 12,6% no GOHB, e de 14,9%
no GHN.

Na Tabela 1 sdo descritos os resultados da avaliagdo ma-
croscopica (area em mm?) para cada grupo de tratamento.

O GOHB apresentou menor area de necrose que o GS, mas
nao significante (P=0,12), e uma diferenga significativa com
0 GNAC (P<0,01), e aviabilidade do retalho do GOHB foi o
mesmo que a do GHN. O grupo GHN demonstrou diferenca
significativa quando comparado ao GNAC (P < 0,01).

Neste estudo, a OHB sozinha levou ao aumento da via-
bilidade dos retalhos de pele. A combinagdo de NAC e
OHB, ao contrario do esperado, ndo demonstrou melhora

Média de Necrose

30%

25% ——

20% —

15% - T —

10% | |
a

5%
0%
GS GNAC*® GOHB* GHN®

2 GOHB < GNAC (P < 0,01); ® GHN < GNAC (P = 0,002)

Figura 5 — Médias e desvio padrdo da porcentagem de necrose
sobre o retalho cutdneo randomico nos grupos GS, GNAC, GOHB
e GHN. As médias de necrose em todos os grupos do experimento
Jforam menores que as do grupo GS. Houve diferenca significativa

entre os grupos GOHB < GNAC (P < 0,01) e GHN < GNAC
(P < 0,001) (teste ANOVA). GHN = grupo oxigénio hiperbarico +
N-acetilcisteina; GNAC = grupo N-acetilcisteina;
GOHB = grupo oxigénio hiperbarico; GS = grupo Sham.
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Tabela 1 — Médias, desvio padrao e faixa de area de
necrose (mm?) nos retalhos de pele dos grupos GS, GNAC,
GOHB e GHN no 82 dia.

Grupo n Média l?ae(;:;(:) Area (mm?)
GS 8 0,18 0,05 0,11-0,28
GNAC 8 0,242> 0,05 0,18-0,32
GOHB 8 0,132 0,04 0,07-0,20
GHN 8 0,15° 0,04 0,07-0,22
Total 32 0,18 0,06 0,07-0,32

Teste ANOVA; * GOHB < GNAC (P < 0,01); * GHN < GNAC (P = 0,002).
GHN = grupo oxigénio hiperbarico + N-acetilcisteina; GNAC = grupo N-acetilcistei-
na; GOHB = grupo oxigénio hiperbarico; GS = grupo Sham; n =ntumero de pacientes.

da viabilidade dos retalhos quando comparada ao efeito da
OHB isoladamente.

DISCUSSAO

Existem muitas controvérsias quanto as propriedades
angiogénicas da OHB. Em feridas de pele, a OHB foi utili-
zada para aumentar a tensdo das fibras ¢ para estimular a
angiogénese®’. As propriedades angiogénicas induzidas pela
OHB sao responsaveis pela elevacao da tensdo de oxigénio,
que pode persistir por algumas horas apos a OHB®®, As re-
petidas exposi¢des produzem o efeito on-off, proporcionando
ambiente favoravel em retalhos randémicos quando compa-
rados aos grupos que nao a utilizaram (GS e GNAC).

Neste estudo, a administragdo de OHB por duas horas
consecutivas, durante sete dias apos a cirurgia, demonstrou
melhora da viabilidade dos retalhos cutdneos randomicos,
em nitido contraste com hipdtese original, que sugeria que a
adi¢@o de oxigénio extra aumentaria a producdo de radicais
livres e resultaria em aumento das areas de necrose do retalho.
A hipdtese atualmente mais aceita seria que a OHB provo-
caria vasoconstri¢do periférica arteriolar, o que teoricamente
neutraliza a vasodilatagdo reflexa pds-isquemia, diminuindo
o liquido intersticial e o edema, e melhorando, dessa forma,
a viabilidade dos retalhos®’.

Hong etal.'* demonstraram que tecidos hipoxicos, quando
submetidos a OHB, desenvolvem aumento da pressdo de
oxigénio (pO,) plasmatica, reduzindo a hipoxia tecidual. Esse
mecanismo seria decorrente do aumento da taxa de difusdo
do oxigénio.

ANAC éum precursor da glutationa, potente antioxidante
endogeno, que age inibindo a indugdo de citocinas pro-in-
flamatorias, a 6xido nitrico sintase (iNOS), as moléculas de
adesdo 1 e as moléculas de adesdo celular vascular 101517,
além de estimular a produgéo de 6xido nitrico (NO)'S.

Neste estudo, osretalhos tratados somente com OHB apre-
sentaram aumento médio da viabilidade quando comparados

aqueles tratados com a associacao de OHB e NAC, sugerindo
que esses agentes ndo se potencializam. Os grupos tratados
com agua destilada e NAC isoladamente apresentaram os
piores resultados neste experimento.

Asdoses de NAC (300 mg/kg'/dia) utilizadas no presente
estudo foram determinadas pela baixa toxicidade dessa
droga e por relatos de resultados favoraveis encontrados na
protecdo de retalhos cutdneos randdmicos em ratos em outros
estudos. A barreira plastica interposta entre o retalho e o
leito doador impediu a revasculariza¢do do retalho a partir
de seu leito.

A utilizacdo da OHB em associacdo com a NAC pode
ter sido responsavel por um efeito protetor sobre o efeito
deletério causado pela NAC. Quando utilizada isoladamente,
a NAC resulta em areas de necrose maiores (24%); a asso-
ciacdo, por outro lado, apresentou resultado significativa-
mente melhor (15%) (P <0,01).

E provavel que, neste estudo, a alta concentragio de NAC
tenha inibido a angiogénese ¢ a resposta cicatricial, quer pelo
desequilibrio no estado de cell redox quer por meio de um
mecanismo ainda ndo bem determinado’.

Tem sido demonstrado que a OHB pode aumentar a tole-
rancia dos tecidos a isquemia, além de diminuir os distirbios
metabdlicos por ela causados. A OHB também melhora a
microcirculagdo dos tecidos, reduzindo a agregagdo plaque-
taria. Essas caracteristicas, combinadas com a maior capa-
cidade do plasma em transportar oxigénio dissolvido para
areas onde as células vermelhas do sangue ndo podem chegar,
tém se mostrado como mecanismo importante para o efeito
benéfico na oxigenacdo de muitos tecidos hipoxicos*?°.

No presente estudo, a OHB combinada a antioxidantes
nao melhorou a sobrevivéncia dos retalhos quando compa-
rada 8 OHB utilizada isoladamente, sugerindo que os poten-
ciais efeitos toxicos da hiperoxia, como a produgdo de
espécies reativas de oxigénio, ndo foram minimizados pela
terapia antioxidante com NAC.

Acredita-se que baixas concentragdes de espécies reativas
de oxigénio possam desempenhar papel benéfico na cicatri-
zagdo dos tecidos®. Espécies oxidantes, como radicais livres
e peréxido de hidrogénio, podem servir como mensageiros
celulares, mediando processos como a formagao da matriz
extracelular, a acdo de citocinas, a angiogénese e a mobili-
dade celular, estimulando, dessa maneira, a cicatriza¢do®.

CONCLUSOES

A OHB esta associada a reducdo da area de necrose do
retalho cutaneo. A NAC foi associada a maus resultados
quando usada isoladamente. A associa¢cdo dos dois proce-
dimentos, OHB ¢ NAC, ndo produziu potencializacdo dos
resultados favordveis observados com o uso da OHB isola-
damente. As descobertas sugerem que a difusao de oxigénio
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através do espago intersticial foi o fator determinante de
resultados mais favoraveis da OHB.
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