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RESUMO
Leite CBG. Efeito da oxigenoterapia hiperbarica na reconstru¢do do ligamento cruzado
anterior em modelo experimental em coelhos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2023

INTRODUCAO: A lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) gera instabilidade articular,
limitacdes nas atividades e pode levar a osteoartrite poOs-traumatica, impactando
negativamente a qualidade de vida dos pacientes. A cirurgia de reconstru¢ao do LCA ¢ o
padrdo-ouro para o tratamento dessa lesdo, que apesar de geralmente eficaz, pode apresentar
desfechos adversos em até 25% dos casos. Nesse sentido, diferentes estratégias t€ém sido
estudadas a fim de otimizar o processo de maturagdo do enxerto e reduzir o indice de falhas.
A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) ¢ uma dessas potenciais estratégias, com sucesso
comprovado para o tratamento de feridas de pele, porém pouco explorada no tratamento da
lesdao do LCA. Este estudo tem como objetivo investigar o efeito da OHB na cicatrizagao do
enxerto apos a reconstrucio do LCA utilizando um modelo animal em coelhos. METODOS:
Coelhos machos da raga New Zealand foram submetidos a reconstru¢do do LCA utilizando
o tenddo do musculo extensor longo dos dedos como enxerto, e divididos aleatoriamente em
dois grupos: o grupo OHB (n=6) e o grupo ar ambiente (n=6). O grupo OHB recebeu
tratamento hiperbarico com 100% de oxigénio a 2,5 atmosferas absolutas por 2 horas didrias
durante 5 dias consecutivos, a partir do primeiro dia apos a cirurgia. O grupo ar ambiente
permaneceu em ar ambiente durante todo o periodo. Doze semanas apds a cirurgia de
reconstru¢do do LCA, os animais foram sacrificados, e seus joelhos foram coletados para

andlise de ressonancia magnética, tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta



resolugdo, caracteristicas macroscopicas e biomecanicas. RESULTADOS: O grupo OHB
apresentou melhor maturacao e osteointegracao do enxerto em comparagdo ao grupo mantido
em ar ambiente, evidenciadas pela menor intensidade de sinal do enxerto, diminui¢do do
tamanho dos tineis 6sseos femorais e tibiais, e valores superiores de densidade mineral dssea.
Além disso, testes biomecanicos indicaram que o grupo OHB apresentou maior forca méxima
de tragdo até a falha e rigidez mais elevada do que o grupo ar ambiente. CONCLUSAO: O
uso adjuvante da OHB apo6s a reconstru¢do do LCA proporcionou melhores caracteristicas
estruturais do enxerto e da interface osso-enxerto na avaliagdo por exames de imagem,
incluindo a redugdo do sinal do enxerto e o estreitamento dos tineis dsseos, além de
aperfeicoar as caracteristicas biomecanicas do enxerto no modelo animal em coelhos. Esses
resultados fornecem informacdes importantes sobre a aplicacdo clinica da OHB como uma
intervengdo terapéutica para melhorar a cicatrizagdo apds a reconstrucdo do LCA, e

encorajam a realiza¢do de pesquisas adicionais nessa e em outras areas da ortopedia.

Palavras-chave: Joelho. Ligamento cruzado anterior. Instabilidade articular. Oxigenoterapia

hiperbarica.



ABSTRACT
Leite CBG. Effect of hyperbaric oxygen therapy on the reconstruction of the anterior cruciate

ligament in an experimental rabbit model [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2023

INTRODUCTION: Anterior cruciate ligament (ACL) injury leads to joint instability and
activity limitations, and can result in post-traumatic osteoarthritis, negatively impacting
patients' quality of life. Reconstruction of the ACL is the gold standard treatment for this
injury, although it can still yield adverse outcomes in up to 25% of cases. In this regard,
different strategies have been explored to optimize the graft maturation and reduce the rates
of failure. Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) is one such potential strategy, with proven
success in wound treatment but relatively unexplored in the management of ACL injury and
reconstruction. This study aims to investigate the effect of HBOT on graft healing following
ACL reconstruction using a rabbit animal model. METHODS: Male New Zealand rabbits
underwent ACL reconstruction using the extensor digitorum longus tendon as a graft and
were randomly divided into two groups: the HBOT group (n=6) and the ambient air group
(n=6). The HBOT group received hyperbaric treatment with 100% oxygen at 2.5 absolute
atmospheres for 2 hours daily for 5 consecutive days, starting in the first day after surgery.
The ambient air group remained in normal room air throughout the entire period. Twelve
weeks after ACL reconstruction, the animals were euthanized, and their knees were collected
for magnetic resonance imaging, high-resolution peripheral quantitative computed

tomography, macroscopic evaluation, and biomechanical testing. RESULTS: The HBOT



group demonstrated better graft maturation and osteointegration compared to the ambient air
group, as evidenced by lower graft signal intensity, reduced size of femoral and tibial bone
tunnels, and higher bone mineral density values. Additionally, biomechanical tests indicated
that the HBOT group exhibited greater load to failure and stiffness compared to the ambient
air group. CONCLUSION: The adjuvant use of HBO after ACL reconstruction provided
better structural characteristics of the graft and the bone-graft interface in imaging
evaluations, including a reduction in graft signal, and narrowing of the bone tunnels, as well
as an improvement in graft biomechanical characteristics in the animal model in rabbits.
These findings provide valuable insights into the clinical application of HBOT as a
therapeutic intervention to enhance healing following ACL reconstruction and encourage

further research in the orthopedic field.

Keywords: Knee. Anterior cruciate ligament. Joint instability. Hyperbaric oxygenation.



1. INTRODUCAO

O joelho ¢ uma articulagdo complexa e estavel capaz de realizar diferentes tipos de
movimentos necessarios para a mobilidade e funcionalidade diaria!. Apesar disso, pouco da
sua estabilidade ¢ provida pela congruéncia dssea. Nesse sentido, a capsula articular e os
ligamentos que o circundam tém papel crucial na estabilizagdo dessa articulagdo?. Diferentes
ligamentos atuam como estabilizadores do joelho, dos quais se destaca o ligamento cruzados
anterior (LCA) gragas a sua posi¢do anatomica e fungdo biomecanica®. O LCA se origina na
por¢do mais posterior ¢ medial do condilo femoral lateral, percorrendo o espaco intra-
articular até a regido central da tibia, onde se insere anterior e lateralmente a espinha tibial
medial®. Sua fungdo primordial é atuar como um restritor central tibiofemoral, prevenindo a
subluxagdo anterior da tibia em relagdo ao fémur*>. Além disso, desempenha um papel
significativo na estabilizacdo rotacional do joelho durante movimentos diversos, como saltos
e mudangas de dire¢do®.

Devido ao impacto funcional significativo e a dificuldade intrinseca de cicatrizacao
do LCA, a reconstrugdo cirtrgica usando um enxerto, geralmente tendineo, ¢ atualmente o
tratamento preferido para essa lesdo>’. E, apesar dos resultados pds-operatorios serem
majoritariamente favoraveis, desfechos negativos ainda ocorrem, incluindo a falha de
cicatrizag¢do do enxerto. Nesse sentido, para uma completa cicatrizacdo e maturagdo do novo
ligamento ¢ necessario que ocorra a integracdo do enxerto no tunel 6sseo adjacente, em um
processo que pode durar até um ano ap0s a cirurgia®. Esse tempo prolongado de cicatriza¢do
pode aumentar o risco de rotura do enxerto, uma vez que a resisténcia do novo ligamento

pode ndo estar totalmente restaurada. Diferentes estratégias adjuvantes tém sido estudadas



buscando otimizar esse processo cicatricial e reduzir o indice de falhas, tais como o uso de
fatores de crescimento, células mesenquimais e estratégias biofisicas.

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB), modalidade terapéutica na qual 100% de
oxigénio ¢ administrado sob pressdo atmosférica aumentada dentro de uma camara fechada,
e que tem mostrado resultados promissores na cicatrizagio de feridas, ¢ uma dessas opgdes’.
Particularmente no contexto da lesdo ligamentar, a OHB estimula a organizagao e sintese do
coladgeno e demais componentes da matriz extra-articular (MEC) e a osteogénese, processos
cruciais para a maturacdo e integracdao do enxerto do LCA. Além disso, 0 uso intermitente
do oxigénio sob pressdo aumentada gerado pela OHB aumenta a distancia de difusdo do
oxigénio e induz a sintese de novos vasos sanguineos, garantindo a nutricao adequada a areas
em hipoxia, como ocorre no enxerto ligamentar'®. Apesar do seu potencial em otimizar
processos cicatriciais, o uso da OHB foi pouco explorado no contexto das lesdes do LCA.
Dessa forma, buscando melhor compreensdo do papel da OHB como tratamento adjuvante
na reconstrucdo do LCA, este trabalho foi desenvolvido para avaliar o efeito da OHB na
cicatrizag¢do e osteointegracdo do enxerto apos a cirurgia de reconstru¢do do LCA em um

modelo experimental em coelhos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais
- Avaliar o efeito do tratamento adjuvante da OHB apds a reconstru¢do do LCA nas

caracteristicas biomecanicas e estruturais do enxerto em um modelo animal em coelhos.

2.2. Objetivos especificos

- Comparar as alteracdes estruturais do enxerto e da interface osso-enxerto nos exames de
imagem (ressonancia magnética e tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta
resolugdo) apds a reconstrucdo do LCA entre animais submetidos ou ndo ao tratamento
adjuvante com OHB.

- Comparar as caracteristicas biomecanicas do enxerto ap6és a reconstru¢ao do LCA entre

animais submetidos ou ndo ao tratamento adjuvante com OHB.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. A lesao do ligamento cruzado anterior

A lesdo do LCA ¢ considerada a principal lesdo ligamentar do joelho. De fato,
nameros superiores a 200.000 casos por ano sdo estimados nos Estados Unidos, sendo que a
maioria requer cirurgia''"!3. No Brasil, a epidemiologia real da lesio do LCA néo foi
totalmente descrita, e nimeros anuais de lesdes foram reportados apenas para populacdes
especificas'®. Entretanto, taxas similares de tratamento cirirgico apds a rotura do LCA foram
estimadas'®. Por se tratar de uma lesdo que acomete principalmente pessoas ativas, e devido
a crescente participagdo em atividades esportivas da populagdo geral, desde criangas a idosos,
o niimero de casos diagnosticados da lesdo do LCA tem aumentado exponencialmente!!. A
deficiéncia funcional gerada pela lesio do LCA traz importante limitacdo a esportes que
envolvem rotagdo do corpo sobre o joelho € mudangas bruscas de dire¢dao*!®. Além disso, as
alteracdes da biomecanica articular decorrentes da lesdo, assim como o processo inflamatorio
desencadeado pela lesdo e a propria agressdo as estruturas adjacentes locais, por exemplo, a
cartilagem articular, podem levar ao desencadeamento de osteoartrite pos-traumatica, com

1719 Todos esses fatores em

consequente detrimento da qualidade de vida dos pacientes
conjunto sdo responsaveis pelo grande impacto socioecondmico relacionado a lesdo do LCA.

Estratégias cirtirgicas e nao-cirurgicas foram sugeridas como tratamento da rotura do
LCA. Entretanto, diferente de outros ligamentos extra-articulares, o LCA apresenta a
caracteristica peculiar de ndo cicatrizar espontaneamente, e, portanto, tem na cirurgia seu

tratamento ideal®>’. Multiplas causas tém sido associadas a esse déficit de cicatrizagdo,

incluindo a presenca do liquido sinovial, que gera um ambiente intra-articular adverso a



cicatrizag¢do (devido a presenca de plasmina e ao aumento da atividade de colagenases), as
alteracdes no metabolismo celular intrinseco do LCA (menor proliferacdo, migragdo e sintese
de coldgeno), a produgdo limitada de fatores de crescimento, a reducdo da capacidade
angiogénica e a diminuigdo do fluxo sanguineo gerado pela propria rotura ligamentar™!?-2!,

Dentre as modalidades de tratamento cirargico, tanto o reparo primario do ligamento
quanto sua reconstru¢do foram propostos para tratar as lesdes do LCA?2. Contudo, devido ao
processo deficiente de cicatrizacdo, tentativas iniciais de reparo do LCA ndo apresentaram
resultados satisfatorios??. Dessa forma, atualmente considera-se o procedimento de
reconstrucdo ligamentar, que consiste na substituicdo do tecido danificado por um enxerto
normalmente tendineo, como o padrdo-ouro de tratamento. De fato, em cerca de 60 a 90%
dos casos a reconstru¢do do LCA ¢ realizada'>.

A cirurgia de reconstru¢do do LCA traz resultados pds-operatorios majoritariamente
favoraveis com relagdo a melhora completa da estabilidade articular e retorno ao esporte??.
Porém, resultados ndo satisfatorios sdo reportados em até 25% dos pacientes?*. Esses casos
sdo considerados como falha cirtrgicas, e representam importante causa de insatisfacdo apos
a cirurgia®. Apesar de ndo existir uma definigdo unica, falhas na reconstrugdo do LCA
podem representar incapacidades funcionais que impedem o retorno as atividades habituais,
auséncia de estabilidade articular, e até quadros de ruptura do enxerto®2’. Além disso, a
despeito do sucesso cirtrgico, estudos prévios mostram que a maior parte dos pacientes

submetidos a reconstrugdo do LCA evolui com osteoartrite do joelho independente da

cirurgia, o que impde ainda mais receios a respeito do tratamento da lesdo do LCAZ.



3.1.1. Falhas da reconstruc¢io do ligamento cruzado anterior
Diferentes mecanismos tém sido apontados como fatores causais para a falha da
reconstru¢do do LCA2>?°, Nesse sentido, causas mecanicas e biologicas podem ser

273031 - Causas mecanicas

didaticamente separadas, apesar de frequentemente coexistirem
envolvem fatores ligados a cirurgia, incluindo erros de técnica cirrgica e utilizagdo de
materiais de fixagdo do enxerto inapropriados®?. Dentre esses, 0 mal posicionamento dos
tuneis 0sseos, em particular o tunel femoral, ¢ apontado como o fator causal mais comum
para falha da cirurgia®}. Esse posicionamento inadequado pode causar restrigdo da amplitude
de movimento do joelho, impacto do enxerto nas por¢des Osseas adjacentes e sua ruptura’.
Além do mal posicionamento, a ndo correcdo de lesdes associadas do joelho, como
apresentado no cléssico trabalho de LaPrade et al. que demonstrou que o enxerto do LCA
sofre maior sobrecarga quando o compartimento posteromedial estd conjuntamente
lesionado?, assim como altera¢des de eixo dos membros inferiores, como o varo do joelho,
o aumento do slope tibial posterior, e/ou o aumento da rotacdo interna tibiofemoral tendem
a aumentar o risco de ruptura do enxerto*®*’. Um trabalho recente demonstrou que um angulo
tibiofemoral mais elevado esta associado a uma maior chance de rotura do enxerto de LCA
necessitando de cirurgia de revisdo, especialmente quando o angulo tibiofemoral excede 4,5
graus®®.

Além dos fatores mecanicos, processos bioldgicos também podem levar a falha da
reconstrugdo ligamentar®®. Nesse caso, fatores como o influxo de liquido sinovial ao redor
enxerto € nos tuneis 0sseos, € a necrose Ossea que potencialmente ocorre ao realizar a

confecgdo dos tuneis dsseos sao apontados como aspectos biologicos relacionados a falha da

cirurgia®*3°, Esses fatores bioldgicos, juntamente com os fatores mecanicos, podem induzir



a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e fatores degradativos que culminam na deficiéncia
do processo cicatricial®*.

A fim de otimizar o processo cicatricial apds a reconstru¢cdo do LCA, ¢ necessario
inicialmente entender como se caracteriza a inser¢cdo nativa do ligamento nos 0ssos
adjacentes, e compreender como a resposta bioldgica normal progride durante a cicatrizacao
do enxerto pds-reconstrucdo. Nesse sentido, a inser¢do nativa do LCA é composta por
insercdes diretas e indiretas do ligamento no osso, formando uma estrutura altamente
especializada capaz de transmitir cargas mecanicas complexas na interface
osteoligamentar®®. Nesse sentido, a inser¢do direta se caracteriza por um tecido
fibrocartilaginoso, que gradualmente se transacionam do ligamento em direcdo a cartilagem
e entdo ao 0sso*'*2, Nessa regido de inser¢do direta, a composi¢do da matriz extracelular
(MEC) se relaciona diretamente & demanda mecanica na interface ligamento-osso*!. Assim,
a forga compressiva que ocorre nesse local induz a producio e organiza¢ao das moléculas
que compde a cartilagem, por exemplo os glicosaminoglicanos (GAG)*!**}. Com a progressio
do estresse de compressdo, o padrio de proteoglicanos (que contém GAGQG) se altera, e
agrecanos e proteinas de ligagdo se tornam mais proeminentes*’. Tipos especificos de
colagenos presentes na cartilagem, incluindo os colagenos do tipo II, IX, X e XI, também
formam a MEC insercional*®*!. O colageno X, por exemplo, tem papel importante na ligagdo
e manutencdo da interface entre a por¢do ndo mineralizada e a por¢do mineralizada da
fibrocartilagem. A inser¢do indireta, por sua vez, ocorre através das fibras de Sharpey, que
sdo fibras de coldgeno responsaveis por ancorar o ligamento ao osso adjacente,

proporcionando resisténcia mecanica ao conjunto tenddo-osso*’.



Ap6s a reconstrucdo do LCA, a complexa estrutura ligamentar nativa ndo consegue
ser restaurada, em parte devido & auséncia da remodelagdo da fibrocartilagem na interface
osso-enxerto**, Dessa maneira, ao invés do tecido fibrocartilaginoso natural, uma camada
cicatricial fibrovascular ¢ formada e incorpora o tecido*. E a partir desse tecido que se inicia
o processo de osteointegragio do enxerto**. Esse tecido fibrotico é progressivamente
mineralizado, com subsequente expansdo Ossea € incorpora¢do do enxerto*”. Por fim,
restabelece-se a continuidade das fibras de coladgeno, resultando na formacdo da jungdo
osteoligamentar®’, Além disso, a por¢do intra-articular do enxerto também passa por um
processo de transformagdo, a chamada ligamentiza¢do, que culmina com um tecido de

caracteristicas similares, porém ndo idénticas, ao ligamento nativo®.

3.1.2. Cicatrizacao do enxerto apos reconstrucio do LCA

O processo de cicatrizacdo do enxerto ap6s a reconstru¢cdo do LCA compreende trés
fases distintas e sobrepostas: a fase inicial, a fase proliferativa e fase de ligamentizagdo®. A
fase inicial ocorre no primeiro més apos a implantacdo do enxerto, e se caracterizada pela
hipocelularidade e aumento da necrose tecidual, principalmente na regido central do
enxerto®. Diferentes mediadores inflamatorios, quimiocinas e citocinas, como o fator de
necrose tumoral-alpha (TNF-a), e as interleucinas-1 e -6 (IL-1 e IL-6), sdo liberados
desencadeando o processo inflamatério e a liberacdo de fatores de crescimento que
culminardo na migragao e prolifera¢do de células inflamatdrias, revascularizagado e sintese de
componentes da MEC?°. Além disso, espécies reativas de oxigénio (EROs) também atuam
como sinalizadores do recrutamento celular, orquestrando a fase inicial do processo

cicatricial*®. Ainda nessa fase, ocorre o inicio do remodelamento tecidual (em torno da 12 ¢



2% semana ap0s a cirurgia), marcado pelo influxo de neutréfilos e principalmente macréfagos
na periferia do enxerto, que ajudam a controlar a inflamagao inicial3®#,

Ap6s cerca de um més da implantagdo do enxerto, inicia-se a fase proliferativa. As
células inflamatdrias inicialmente recrutadas para iniciar a cicatriza¢do sdo substituidas por
fibroblastos e miofibroblastos capazes de guiar o processo proliferativo*>*’. Nesse momento,
a resisténcia mecanica do enxerto diminui em relagdo a inicial, fato que coloca em risco a
formagdo estrutural do tecido®. A fase proliferativa é caracterizada pela maxima atividade
celular e alteragdes da MEC, e ocorre em um periodo aproximado de até 12 semanas apos a
cirurgia*#. A celularidade aumenta rapidamente a niveis superiores ao ligamento nativo,
com aglomerados celulares presentes principalmente na periferia do enxerto, e areas
acelulares no centro?. Esses aglomerados hipercelulares formados por células mesenquimais
e fibroblastos sdo responsaveis pela sintese e liberacdo de diferentes fatores de crescimento,
como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator de -crescimento
transformante-beta (TGF-B), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF)**%, que
sdo substancias fundamentais para o reparo tecidual. Ao final dessa fase, a celularidade
diminui progressivamente, porém ainda se mantém elevada em relagdo ao LCA nativo.
Durante esse mesmo periodo, observa-se também um grande numero de miofibroblastos,
células capazes de exercer tensdo isométrica no ambiente celular e extracelular*®. No LCA
intacto, essas células sdo responsaveis pelo padrdo ondulado das fibras de colageno
encontradas no ligamento nativo. O numero de miofibroblastos aumenta progressivamente
durante os 3 primeiros meses de pos-reconstrucdo ligamentar, restaurando a capacidade de

tensdo in situ necessaria para o posterior processo de ligamentizagio do enxerto*>>’. De



10

maneira interessante, ainda que o numero de miofibroblastos seja expressivo durante o
processo de reparo tecidual, esse nimero € menor quando comparado ao ligamento normal®°,

Ap6s a implantacdo do enxerto, devido a necrose avascular inicial no processo de
cicatrizagdo, ocorre hipdxia, com consequente aumento na producdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e intensa revascularizagdo do enxerto®®. Este processo, assim
como a infiltragdo celular, se inicia na periferia do enxerto?®. O aumento da vascularizagdo e
do infiltrado extracelular reduz a capacidade mecanica do tecido. Dessa maneira, estudos
prévios mostraram que o enxerto tem sua menor capacidade de resisténcia mecanica nessa
fase, cerca de 6 a 8 semanas ap0ds a cirurgia®*. Além disso, ha redugdo na densidade das
fibrilas de coldgeno de maior didmetro (predominantes do LCA nativo e nos tenddes patelar
e flexores), que progressivamente sdo substituidas por fibrilas de menor diametro, cuja
resisténcia mecénica € menor’!. Por fim, a defasagem da forga mecanica do enxerto € também
justificada pelas alteracdes do cross-linking do coldgeno e o aumento na concentracdo de
colageno tipo 111, ao invés de colageno tipo I, como componente da MEC>!,

Cerca de 3 meses apos a implantagdo do enxerto, ocorre a fase de ligamentizagao ou

3152 Nessa fase, nota-se a

de maturacdo do enxerto, seguindo a fase proliferativa
transformagdo progressiva do enxerto visando a restauragdo das caracteristicas do ligamento
nativo. Entretanto, essa transformagdo ndo ocorre por completo®. A celularidade tende a
retornar aos valores normais em relagio ao ligamento nativo até o 6° més de pos-operatorio®.
De maneira similar, as proteinas da MEC e o cross-linking do colageno também tendem a
normalizar suas caracteristicas. A vascularizagdo ao longo do enxerto diminui, e a
4548

distribuicdo normal dos vasos se reestabelece até cerca de 12 meses apds a cirurgia

Contudo, algumas alteragdes permanecem. A quantidade de colageno tipo III diminui durante
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a fase de ligamentizacdo em relagdo a fase proliferativa, porém ainda se mantém elevada
quando comparada ao LCA nativo®'. O didmetro das fibrilas de colageno permanece
heterogéneo e seu padrdo ondulado ndo retorna completamente*s. Um estudo experimental
em caprinos demonstrou que somente 3 anos apos a implantacdo do enxerto alcangou-se
valores basais da quantidade de coldgeno tipo III. Desse modo, sugeriu-se que o processo de
ligamentizagdo se perpetue ao menos durante todo esse periodo®®. A Figura 1 ilustra esse

Processo.

4 Fase inicial Fase proliferativa Fase de ligamentizagao

TVascuIarizat_;éo l Vascularizagao

TCeIuIaridade Celularidade retorna ao normal

- Fibroblastos
- Miofibroblastos

Fatores de crescimento

| Celularidade
- Neutrdfilos
- Macrofagos

Citocinas inflamatoérias
Fatores de crescimento

Forca do enxerto

EROs } Densidade das fibrilas de colageno tDensidade das fibrllas de colageno
4 Colageno tipo IlI 4 Colageno tipo |
Alteragao cross-linking colageno Normalizag&o cross-linking colageno
4 semanas 12 semanas Tempo

Figura 1. Representacdo grafica do processo de cicatrizacdo do enxerto apos a reconstru¢ao
do LCA em funcdo da for¢a do enxerto. Na fase inicial da cicatriza¢do, que dura cerca de 4
semanas, ha uma predominancia de hipocelularidade, inflamag¢ao, produgao de citocinas pro-
inflamatorias, fatores de crescimento e espécies reativas de oxigénio. Na fase proliferativa
subsequente, ocorre aumento da vascularizagdo e do nimero de células, especialmente
fibroblastos e miofibroblastos, reducao das fibrilas de coldgeno, aumento da sintese de
coldgeno tipo III e mudangas no cross-linking do colageno. Isso resulta na menor forca de
resisténcia durante o processo cicatricial. Cerca de 12 semanas apds a cirurgia, inicia-se a
fase de ligamentiza¢do, com reducdo da vascularizagdo, retorno a celularidade normal,
aumento na densidade das fibrilas de coldgeno, aumento do colageno tipo I e normalizagdo
do cross-linking do colageno.

Simultaneamente ao remodelamento intra-articular ocorre a maturagcdo da porg¢ao

Ossea. Diversos estudos mostram que ap6s a 12% semana, a zona de transi¢do entre o enxerto
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e o tinel 0sseo se torna mais organizada, com aumento na densidade das fibras de Sharpey™.
Entretanto, por se tratar de tecidos histologicamente distintos, o processo de integragdo do
enxerto no osso ¢ lentificado, fato que ¢ dificultado ainda mais pelo ambiente intra-articular
adverso no qual o LCA esté localizado”?°. Dessa forma, o processo de cicatrizagdo apos a
reconstru¢do do LCA pode nao ser efetivo, culminando com a falha da cirurgia.

Visando melhorar o processo cicatricial e os resultados pos-operatdrios apds a
reconstru¢do do LCA, diferentes estudos t€ém explorado estratégias para otimizar o processo
biologico cicatricial do enxerto”*. Grande parte desses estudos sdo direcionados para a
cicatrizag¢do que ocorre na interface tendao-osso, uma vez que ¢ o local onde tecidos distintos
devem se integrar’*. Nesse sentido, o processo de osteointegracdo ligamentar deve ser
balanceado de forma a garantir uma insercdo eficiente sem comprometer a resisténcia
mecanica intra-articular do enxerto. Assim, a indu¢@o da angiogénese € crucial para favorecer
a sobrevivéncia e integracdo do enxerto no 0sso, porém quando em excesso pode gerar
fraqueza, diminuindo sua resisténcia mecanica®. Além disso, a resposta inflamatoria e a
producdo de enzimas degradativas da matriz sdo essenciais para o processo de cicatrizagao,
mas quando exacerbadas podem causar a deterioragdo ligamentar no ambiente intra-articular
e na interface tenddo-0sso’%>,

O uso de terapias bioldgicas para otimizar o processo cicatricial apds a reconstru¢ao
do LCA tem sido cada vez mais explorado, trazendo resultados promissores’->*. Apesar do
grande numero de estratégias estudadas, pouco se avangou em termos de melhora de
desfechos clinicos. Ademais, a maioria dessas estratégias foi investigada apenas em estudos
pré-clinicos e, portanto, seu real beneficio em pacientes ainda precisa de maiores

esclarecimentos. Dentre essas estratégias bioldgicas que potencialmente se mostraram
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efetivas na modulagdo do processo cicatricial e osteointegracdo do enxerto apos a
reconstru¢do do LCA, incluem-se o uso associado de células mesenquimais® -9, fatores de

47,61

crescimento*’-*', inclusive associados a terapia genica para otimizar seu fornecimento no

7,62,63

local da lesdo , plasma rico em plaquetas®, medidas farmacologicas (por exemplo,

horménio da paratireoide®, sinvastatina®, bifosfonatos®’), moléculas bioativas (4cido
9 b

ascOrbico®®, dmega-3°%%%), biomateriais>-"*"!

e medidas biofisicas (terapia ultrassonica de
baixa intensidade e terapia de ondas de choque’>’?). Nesse sentido, a oxigenoterapia
hiperbarica (OHB) se enquadraria como uma estratégia adicional, com alguns estudos pré-
clinicos sugerindo resultados promissores na reorganizacdo das fibras de colageno,
neovasculariza¢io e osteoindugdo’’.

Diferentes evidéncias sugerem o papel favoravel da OHB nos processos cicatriciais’®.
Entretanto, seu efeito em lesdes musculoesqueléticas foi pouco explorado. Os proximos
topicos irdo abordar conceitos basicos da OHB e seus mecanismos de agdo, ¢ como esses

mecanismos seriam benéficos no tratamento adjuvante de lesdes musculoesqueléticas,

particularmente na lesdo do LCA.

3.2. Oxigenoterapia hiperbarica

Oxigenoterapia hiperbarica (OHB) ¢ uma modalidade de tratamento na qual 100% de
oxigénio ¢ administrado sob pressdo ambiente aumentada dentro de uma camara fechada’.
Essa pressdo ¢ geralmente mensurada em termos de atmosferas absolutas (ATA), que
representa a soma da pressdo atmosférica (1 atm a nivel do mar) com a pressdo adicional
aplicada’”’8. Em termos terapéuticos, uma pressdo minima de 1,4 ATA foi demonstrada

como necessaria para alcangar efeitos clinicos’. A dura¢do de cada sessdo normalmente
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compreende um periodo de 1,5 a 2 horas, uma vez ao dia, de uma até trés vezes ao dia®’. A
OHB pode ser realizada em camaras com apenas um paciente (monoplace) ou com diversos
pacientes dentro da mesma camara (multiplace). A quantidade de sessdes, por sua vez,
depende da patologia a ser tratada, e diversos protocolos sdo comumente utilizados®’”. A
Undersea and Hyperbaric Medical Society € o European Committee on Hyperbaric Medicine
estabeleceram indicagdes e contraindicagdes para o uso de OHB. Essas informagdes foram
sumarizadas e apresentadas no ANEXO A7-8°. A OHB tem se mostrado bastante segura para
o tratamento de diferentes doengas, inclusive lesdes musculoesqueléticas®!~#4, Barotraumas,
especialmente na orelha média e pulmonar, miopia e agravamento da catarata em pacientes
que j& tém essa condicdo sdo eventos adversos menores e geralmente reversiveis.
Neurotoxicidade, podendo causar convulsdes, edema pulmonar e insuficiéncia cardiaca
congestiva sdo eventos adversos graves reportados, porém com ocorréncia rara’.

De maneira geral, a OHB atua a fim de aumentar a quantidade de oxigénio dissolvido
no sangue, elevando a pressdo parcial de oxigénio (PO;) nos tecidos e consequentemente
aumentando a distancia de difusdo do oxigénio a partir dos capilares®. Nesse sentido, OHB
¢ geralmente utilizada para corrigir eventos isquémicos ou hipoxémicos, restaurando e
otimizando processos metabolicos dependentes do oxigénio®®. Além disso, OHB também se
mostrou capaz de aumentar a atividade bactericida/bacteriostatica e inativar a sintese de
toxinas bacterianas®’. No contexto da cirurgia de reconstru¢do do LCA, esses poderiam ser
efeitos benéficos adicionais na prevencao de infec¢des pos-operatodrias.

Em casos de lesdes ou estados pds-operatorios, a demanda por oxigénio pode
aumentar consideravelmente, e um tecido em estados de estresse pode requerer cerca de 60

ml de oxigénio para manter seu metabolismo adequado®. Essa demanda aumentada de
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oxigénio somada a sua menor disponibilidade, uma vez que a oferta de oxigénio esta
diminuida por conta das lesdes vasculares e microvasculares locais associadas ao trauma
cirargico, leva o tecido a hipoxia, que quando prologada gera prejuizo ao tecido®S.

A nivel do mar, a concentracao de oxigénio dissolvido no sangue ¢é cerca de 3 ml/litro
de sangue®. Quando o oxigénio ¢é fornecido a 100% em uma pressdo ambiente de 1 ATA, a
quantidade de oxigénio dissolvido no sangue alcanca aproximadamente 15 ml/litro de
sangue, 0 que pode ndo ser suficiente para suprir a demanda exigida®. Sob pressdo de 3 ATA,
100% de oxigénio gera em torno de 60 ml/litro de oxigénio dissolvido, alcan¢ando os niveis
necessarios para um metabolismo celular adequado, e, portanto, um processo de reparo
tecidual apropriado®.

Para se entender os mecanismos pelos quais a OHB exerce efeito na cicatrizagao, ¢
importante inicialmente avaliar o papel do oxigénio durante o processo cicatricial.

O oxigénio ¢ vital para a sobrevivéncia celular'®. Durante a respiragdo, o oxigénio é
inspirado via trato respiratorio até os bronquiolos e alvéolos, onde ocorre a troca gasosa. Essa
troca garante a entrega adequada de oxigénio as células e tecidos através da saturacdo da
hemoglobina € do oxigénio dissolvido no plasma!®’’. Sabe-se que a hemoglobina ¢ a
principal responsavel por transportar as moléculas de oxigénio aos tecidos, enquanto o
oxigénio dissolvido no plasma contribui minimamente para sua distribui¢do’’. De fato, como
mencionado, a fragdo de oxigénio dissolvida no sangue em condi¢des de pressdo ambiente
normal é de apenas 3 ml por litro de sangue®. Apesar disso, é o oxigénio dissolvido no sangue
que determina a PO», e consequentemente determina a difusao de O, para os tecidos (Figura
2). Esse fenomeno ¢ explicado pela lei de Fick, na qual a distancia alcangada pelas moléculas

em um processo de difusdo é proporcional ao seu gradiente de pressio’’. Além disso,
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havendo aumento continuo da PO, intravascular apos a saturagdo total da hemoglobina, a
quantidade de oxigénio dissolvida no plasma aumenta linearmente (Lei de Henry: a
quantidade de gas dissolvido em um liquido ¢ proporcional a sua pressdo parcial exercida
sobre a superficie liquida, considerando volume e temperatura constantes). Isso explica o

efeito da OHB em aumentar a difusdo do O aos tecidos”®.

Capilar

Normoxia
‘ Hipdxia
. Anodxia

Figura 2. Ilustragdo representando a difusdo tecidual do oxigénio. Um nivel baixo de PO>
pode ndo ser suficiente para fornecer a quantidade adequada de oxigénio aos tecidos; o
aumento da PO; leva ao aumento da distancia de difusdo do oxigénio. Dessa forma, areas
inicialmente em hipdxia ou andxia podem ser adequadamente supridas pelo fornecimento de
oxigénio com o aumento da PO,. Fonte: arquivo pessoal.

Os tecidos requerem quantidades significativas de energia ap6s uma lesdo e sua
cicatrizagdo. Nesse contexto, as mitocondrias, estruturas celulares centrais produtoras de

adenosina trifosfato (ATP), agem como os pilares para a produ¢ao da demanda energética



17

necessaria®®, E o oxigénio ¢ uma das moléculas cruciais durante a sintese de ATP, atuando
como o receptor final de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial®!.

Durante a fase inflamatoria da cicatrizagdo, o consumo de oxigénio por células de
reparo e leucdcitos ¢ aumentado. Consequentemente, em fagdcitos ocorre um aumento da
atividade de NAD(P)H oxidase (NOX), que catalisa a conversao de oxigénio molecular em
EROs durante o burst respiratorio®?. Além disso, lesdes na vasculatura local ao redor da lesdo
diminuem o fornecimento de oxigénio, o que em Gltima analise leva a hipoxia®®. Essa hipoxia
celular favorece o vazamento de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial (visto que ndo
hé oxigénio suficiente como receptor final de elétrons), aumentando ainda mais os niveis de
EROs”. Nesse momento, durante a hipoxia as EROs atuam como importantes moléculas de
sinalizagdo para a indu¢do de diversas respostas celulares®. Assim, além de promover a
morte de patdgenos, as EROs atuam como moléculas de sinalizagdo, estimulando a sintese
de diferentes mediadores celulares responsaveis pelo recrutamento e ativagao de neutrofilos,
macrofagos e fibroblastos®. Entre esses mediadores, fatores de crescimento e citocinas,
como TGF-B, VEGF e TNF-a sdo elementos fundamentais para o processo cicatricial’®.

A hipoxia tecidual e as EROs também ativam um fator chave da inflamagao, o fator
nuclear kappa-B (NF-kB)**?’. Uma grande variedade de estimulos pode ativar o NF-kB,
incluindo produtos bacterianos, citocinas pro-inflamatérias e outras biomoléculas
denominadas padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs), que convergem para ativar
o complexo enzimatico inibidor da kB quinase (IKK)’®. Embora os mecanismos precisos
envolvidos na ativagdo de NF-kB por hipdxia ndo sejam totalmente compreendidos, o NF-
kB é de fato um fator sensivel ao processo de oxido-redugdo mediado pelas EROs”’.

Evidéncias sugerem que durante a hipdxia ocorre ativacdo do complexo IKK, que por sua
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vez fosforila o inibidor de kB quinase (IxB). Essa fosforilagdo do IkB marca a molécula para
ubiquitinagdo e degradagdo em proteossomas, permitindo a translocacdo do NF-xB para o
ntcleo”. Concomitantemente, as EROs podem ativar o IKK diretamente ou via ativagdo das
proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK), culminando também com a ativagao do
NF-kB%. E relevante mencionar que estudos prévios demonstraram o papel do NF-kB em
desencadear a producdo EROs, da mesma forma que os niveis EROs regulam a atividade NF-
kB!%, Portanto, as EROs parecem atuar como verdadeiras pontes entre o0 NF-xB e a hipoxia.
O NF-kB desempenha papéis distintos durante a cicatrizagdo, regulando a transcricdo de
quimiocinas, citocinas pro-inflamatoérias (por exemplo, TNF-a e IL-1), NO sintase e enzimas
que degradam matriz extracelular (por exemplo, metaloproteinases - MMPs)!%!, Além disso,
o NF-kB modula a sobrevivéncia celular e a apoptose, induzindo a expressdo de genes anti-
apoptoticos ou pro-apoptoticos, dependendo do tipo celular, dos niveis de oxigénio e do
estimulo!®?. Assim, uma resposta balanceada de NF-kB ¢ crucial para a preservagdo da
homeostase celular durante a hipéxia e a normoxia'®'. E importante ressaltar que, & medida
que a hipdxia se reverte em normoxia gracas ao fornecimento de oxigénio, tanto a atividade
das EROs quanto do NF-kB diminuem!®®. Caso haja fornecimento adicional de oxigénio,
levando a hiperdxia, ocorrerd um novo aumento da producdo de EROs, podendo levar ao
estresse oxidativo descontrolado!'®. Neste momento, enquanto a fase inicial do estresse
oxidativo esta associada a ativagdo de NF-kB, uma exposi¢ao continua ao estresse oxidativo
pode suprimir o NF-kB, por prevenir a degradagdo do IkB, e resultar em apoptose celular®’.

Outra importante via de sinalizagdo envolvida nesse processo e diretamente
desencadeada pela hipoxia € a ativagdo do fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1)3%¢. HIF-1 é

um fator de transcri¢do estabilizado durante a hipoxia, e que promove o armazenamento de
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lipidios, inibe o catabolismo lipidico e aumenta a glicolise!®®. Duas moléculas dependentes
de oxigénio regulam o HIF-1: dominio de prolil-hidroxilases (PHD) e o fator inibidor do
HIF-1 (FIH). Essas moléculas sdo responsaveis pela degradacao do HIF-1 e bloqueio de seus
coativadores, respectivamente, evitando sua ativagcdo. Na presenca de baixos niveis de
oxigénio, PHD e FIH ndo conseguem agir de maneira apropriada, e os niveis de HIF-1
aumentam'%. E importante ressaltar que o HIF-1 desencadeia a expressdo de diversos genes,
incluindo genes envolvidos na produgdo de citocinas e fatores de crescimento (por exemplo,
VEGF e PDGF), que regulam o recrutamento de células inflamatdrias, a proliferagdo e
migragdo do fibroblasto, a vasculogénese e a angiogénese!?”1% Entretanto, apesar do
aumento inicial da angiogénese promovido pela hipdxia, o processo ¢ apenas mantido caso
haja suprimento suficiente de oxigénio!?. A sinalizagdo HIF-1 também ativa e amplifica vias
do NF-kB, aumentando a produ¢do de citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-1B!0. A
inflamag¢ao mediada pelo NF-kB pode acentuar ainda mais a hipoxia e a ativagao do HIF-1,
gerando a manutencdo de um feedback positivo®®. Portanto, a sinalizagdo via EROs, NF-xB
e HIF-1 rege caracteristicas importantes das fases inflamatodrias e proliferativas do processo

cicatricial (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da relagdo entre hipoxia, EROs, NF-xB e HIF-1, e seus
efeitos durante o processo cicatricial. Modificado de Leite CBG, Tavares LP, Leite MS,
Demange MK. Revisiting the role of hyperbaric oxygen therapy in knee injuries: Potential
benefits and mechanisms. J Cell Physiol (2023).

O oxigénio também ¢ um regulador da fase de remodelamento da cicatrizacdo,
atuando na estimulagio de fibroblastos no local da ferida'®. Nesta fase, o colageno do tipo I1I
¢ progressivamente substituido pelo coldgeno do tipo I, em uma atividade dependente de
ATP. De maneira importante, a liberagdo por macrofagos, células endoteliais e fibroblastos
de MMPs e dos inibidores teciduais da metaloproteinases (TIMPs), moléculas fundamentais

10,111

durante o remodelamento da MEC, ¢ também dependente de oxigénio . O oxigénio
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também ¢é necessario nas etapas finais da sintese de coldgeno ativando a hidroxilagdo de
prolina e lisina!'?. Além disso, o oxigénio atua na formagéo da triplice hélice de colageno
tipo 1, € como cofator para o cross-linking de colageno'®. Esses eventos orquestrados pelo
oxigénio sdo importantes para garantir o sucesso do processo cicatricial, inclusive nas lesdes
ligamentares do joelho. De fato, foi demonstrado que a hipdxia grave estimula a apoptose de

fibroblastos proveniente do LCA através da ativagdo HIF-1!13:114;

esse processo pode ser
revertido pelo aumento da oferta de oxigénio, potencialmente via OHB.

De maneira geral, a OHB atua por mecanismo diretos (ou primarios) e indiretos (ou
secundarios)®¢. Os mecanismos primarios estdo diretamente relacionados a pressdo e a
hiperoxia alcancadas com a OHB, levando ao aumento do fornecimento de oxigénio,
aumento da PO; intravascular e da difusdo do oxigénio nos tecidos, além de promover
respostas antimicrobianas relacionadas ao aumento da produ¢do de EROs pelos
fagdcitos®o-86,

Os mecanismos secundarios da OHB, por sua vez, se relacionam ao estresse oxidativo
proporcionado pela producdo das EROs via OHB e a sinalizag@o celular decorrente desse
processo, atuando em processos de transcricdo de DNA, fungdes celulares e estruturas
teciduais®*!!>, De fato, a OHB proporciona a produgdo balanceada de EROs (e espécies
reativas de nitrogénio), que sdo moléculas cruciais para a modula¢do dos processos
dependentes de hipoxia!'®. Além disso, EROs e espécies reativas de nitrogénio, por si s,
atuam como verdadeiros mediadores celulares, que resultam na producdo de fatores de
crescimento, citocinas e hormonios capazes de estimular a migragao e proliferagdo celular, a

modulagdo da inflamacao, o remodelamento da MEC, a vasoconstri¢dao (com diminui¢ao do

edema periférico) e a neovascularizagdo’#*. Por fim, a hiperdxia gerada pela OHB restringe
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a producdo de superoxidos produzidos por fagdcitos, além de reverter a hipoxia e
consequentemente interferir no /oop entre EROs, NF-kB e HIF-1, freando a resposta
inflamatoria inicial®®!'!". Todos esses processos tém papel ativo na cicatrizagio tecidual.

E importante reconhecer que o termo “estresse oxidativo” definido como um
desbalanco entre antioxidantes e oxidantes e que era previamente apontado como algo nocivo
ao organismo, na verdade possui importantes fungdes metabdlicas!®. Dessa maneira, o
estresse oxidativo a niveis “fisiologicos” (ou “euestresse” oxidativo) € capaz de desencadear

e guiar toda a sequéncia de processos acima referidos, sendo crucial para o reparo tecidual'%,

3.2.1. A homeostase do oxigénio durante a oxigenoterapia hiperbarica

A fim de evitar a citotoxicidade induzida pelo oxigénio e manter sua homeostase,
mecanismos fisiologicos regulatorios sao acionados durante a oxigenagao hiperbarica. Esses
mecanismos incluem a modulagdo do fluxo sanguineo e a producdo de EROs e 6xido nitrico
(NO). Assim, dependendo da PO local, diferentes respostas teciduais serdo ativadas ou

inibidas pelo aumento dos niveis de oxigénio trazidos pela OHB.

3.2.1.1. Tecidos sob condicdes normais de PO;

Em tecido sob normoxia, o excesso de oxigénio gerado pela OHB ativa mecanismos
vasomotores intrinsecos, que atuam no endotélio e células musculares lisas levando a
vasoconstri¢do arteriolar e abertura de shunts arteriovenosos’’. Como resultado, ocorre um
redirecionamento do fluxo sanguineo, prevenindo o excesso nocivo de O, em locais com

118

oxigenacdo adequada’'®. Assim, ha reducdo do fluxo sanguineo para o cérebro, rins e tecidos

cardiacos, enquanto ocorre aumento do fluxo sanguineo para o pulmdo e corpo
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carotideo!!*12%, O aumento do fluxo sanguineo (e da PO,) nos corpos carotideos leva a
diminuigdo de quimioreflexos periféricos'’. A soma da diminui¢do de quimioreflexos
periféricos, do aumento da atividade barorreceptora (consequente a tendéncia de aumento da
pressdo arterial) e da estimulagcdo vagal leva a bradicardia reflexa compensatéria, em um
processo mediado por oxigénio!?!.

A nivel celular, a homeostase de oxigénio parece ser alcangada através do equilibrio
na producao de EROs e NO. Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo derivados comuns
do metabolismo celular, embora também possam ser formados como resposta a estresses
celulares, citocinas e fatores de crescimento!'!®. A PO, mais alta fornecida pela OHB em
tecidos com oxigenacdo adequada leva a um maior vazamento de elétrons na cadeira
respiratdria mitocondrial, resultando na produgcdo de superoxido e perdxido de
hidrogénio!??!23, Além disso, uma maior formag¢do de NO pela NO synthase (NOS) é

124 Oxido nitrico é um mensageiro fisiologico que

estimulada na presenga de PO> elevada
causa, entre outras agdes, vasodilata¢do'®*. Curiosamente, maiores concentragdes de NO
favorecem sua rea¢do com anions superdxido formando peroxinitrito, uma molécula nociva
e que leva ao estresse oxidativo excessivo nas células'®*!25, Ademais, o peroxinitrito,
juntamente com a redugdo dos niveis teciduais de NO, aumenta a resposta da
vasoconstri¢do'!"”. No caso de exposi¢do prolongada a altos niveis de oxigénio, um aumento
adicional nos niveis de superdxido e peroxinitrito ¢ causado pelo chamado desacoplamento

da NOS!'?6, O resultado é um estado de “distresse” oxidativo, que leva a danos celulares,

incluindo danos a sinovidcitos e condrdcitos, € & quebra da homeostase tecidual!%%127,
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3.2.1.2. Tecidos sob baixas condicoes PO;

Como o controle vasomotor depende essencialmente da PO», em casos com baixos
niveis de oxigénio nao haverd vasoconstricdo e, consequentemente, nenhum
redirecionamento do fluxo sanguineo!?®. Na realidade, nesse caso a produgio de NO mediada
por hipoxia induzird a vasodilatacdo. Juntos, esses eventos levardo ao aumento do fluxo
sanguineo em dreas de baixa oxigena¢do'?8. O aumento fisiologico do fluxo sanguineo
combinado com os niveis mais altos de PO sanguineo gerados pela OHB tendem a corrigir
a hipdxia. Portanto, vias de sinalizagdo mediadas por hipdxia, metabolismo anaerdbico e
acidose metabolica sdo interrompidas pela oxigenagdo hiperbarica®®1?°, Além disso, ocorre
uma redug¢ao tanto na vasodilatagdo quanto na permeabilidade vascular mediada pela hipdxia,
diminuindo o edema tecidual®®!3°, A redu¢io do edema e os niveis mais elevados de PO,
melhoram a oxigenagdo em areas com baixa irrigagio capilar'®!.

A nivel molecular, pode-se especular que a producdo de EROs ¢ reduzida
proporcionalmente aos niveis de PO». Isso ¢ parcialmente correto. No entanto, estudos
prévios demonstraram que as EROs sdo aumentadas em concentragdes de oxigénio mais
baixas'?. Devido a falta de oxigénio, a cadeia respiratoria mitocondrial estid bloqueada,
causando a fuga de elétrons sem o oxigénio como receptor final, o que aumenta a produgao
de EROs*. Além disso, a interrup¢do do fluxo de elétrons causa inibi¢do da bomba de
protons, reducdo do potencial da membrana mitocondrial e diminuicdo na sintese de
ATP?!123, Quando ocorre a elevagdo dos niveis de PO, pela OHB, a cadeia respiratdria é
restaurada, reduzindo neste momento a formag¢do EROs, restabelecendo o potencial da

membrana mitocondrial e aumentando a produgio de ATP!2, No entanto, como mencionado
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anteriormente, a elevacdo continua da PO, em concentragdes supra fisioldgicas levara a
hiperdxia mitocondrial com consequente elevagdo nos niveis de EROs!!6,

Em resumo, dependendo do PO2, um determinado tecido pode se encontrar em um
estado patologico de “distresse” oxidativo "regressivo" (hipoxia), “euestresse” oxidativo
benéfico (condi¢do de homeostase durante a normoxia) ou atingir um estado de “distresse”
oxidativo "progressivo", caso a PO> permaneca elevada (hiperdxia). A Figura 4 ilustra a

producdo de EROS mitocondrial de acordo com a oxigenagao tecidual local.

Producao de EROs

=P
Hipoxia Normoxia Hiperdxia [Oxigenio]

Figura 4. Producao de EROs mitocondrial de acordo com a oxigenacao. Nota-se que durante
hipoxia, devido a falta de oxigénio (receptor final de elétrons) hd vazamento de elétrons na
cadeia respiratoria mitocondrial e formacao de EROs. Com a normoxia, a producao de EROs
se normaliza. Em caso de hiperoxia sustentada, a producdo de EROs aumenta novamente,
gragas ao aumento da atividade mitocondrial em resposta a hiperoxigenagao tecidual. Fonte:
arquivo pessoal.

3.2.2. Oxigenoterapia hiperbarica nas lesdes musculoesqueléticas
Apesar da OHB ser mais amplamente estudada como terapia adjuvante para o

tratamento de feridas e infecg¢des, incluindo aquelas de natureza musculoesquelética, esta
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proxima secdo sera direcionada exclusivamente a condi¢des que podem afetar o tratamento

da lesdo do LCA.

3.2.2.1 Oxigenoterapia hiperbarica na consolida¢io 0ssea

Estudos in vitro mostraram que a OHB ¢ capaz de estimular a proliferacdo de
osteoblastos, além de promover a formacdo de minerais 6sseos, deposicdo de célcio e
atividade de fosfatase alcalina, sem efeitos nocivos as células. Esses efeitos sugerem um
potencial uso da OHB na cicatrizagio de fraturas e regeneragdo 0ssea'*2.

Nesse sentido, diferentes estudos investigaram o papel da OHB na consolidagdo
6ssea. Um estudo de 2001 com ratos que tiveram a proteina morfogenética dssea humana-2
implantada na musculatura da panturrilha mostrou que a OHB aumenta a formacao de novo
0ss0, sugerindo uma acelera¢do do processo de osteoindugdo mediado por essa proteina’.
Outro estudo realizado em 2002, avaliando pacientes com ndo unido infectada de fraturas
tibiais, reportou que a OHB ajudou a resolver os casos de infecgcdes pos-operatorias de

maneira mais efetiva apos tratamento cirurgico!?

. Um estudo com coelhos (2004) avaliando
os efeitos supressores da atividade Ossea osteogénica e angiogénica apoés irradiacdo do 0sso
mandibular com 22,4 grays, demonstrou que a OHB foi capaz de restaurar a fungdo dssea a
niveis de ossos ndo irradiados'**. Em outro estudo com coelhos (2005) analisando o efeito
adjuvante da OHB no alongamento 6sseo com fixador externo uniplanar encontrou que a
OHB resulta em maior densidade mineral 6ssea e melhores propriedades mecanicas do tecido

6sseo formado. Esse resultado foi ainda superior quando a OHB foi realizada nas primeiras

fases da consolidagdo Ossea, logo ap0s o inicio do alongamento dsseo!.
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De maneira interessante, um estudo avaliando o efeito da OHB em ratos expostos ou
ndo a nicotina (2014) demonstrou que o tratamento com OHB foi eficaz em reverter os efeitos
negativos da nicotina na consolidagdo 6ssea da fratura diafisaria do fémur. Entretanto, o uso
da OHB em animais ndo expostos a nicotina nao apresentou diferencas significativas na
consolidagdo 0ssea quando comparado a animais ndo tratados com OHB!3.

Um estudo randomizado multicéntrico de 2022 avaliou o efeito da OHB nas fraturas
expostas da tibia apos traumas de alta energia. Os autores reportaram que o uso de OHB foi
capaz de reduzir a incidéncia de necrose de pele na area da exposicao, assim como diminuir
a chance de complicacdes a longo-prazo, incluindo falhas da consolidacdo 6ssea e infecgdes,
e melhorar os escores clinicos funcionais (short form 36 score)'”.

Por outro lado, uma revisao sistematica de 2012 avaliando os beneficios da OHB em
casos de atraso da consolidagdo ou ndao unido Ossea nao encontrou evidéncias clinicas
relevantes que comprovassem ou refutassem o uso da OHB nesses casos, apesar de nenhum

estudo clinico randomizado ter sido incluido na ocasido!38.

3.2.2.2 Oxigenoterapia hiperbarica nas les6es musculares

Devido a seu potencial efeito em melhorar a cicatrizagdo, o uso da OHB para o
tratamento de lesdes musculoesqueléticas tem motivado cada vez mais interesse por parte
dos atletas que buscam um retorno mais rapido e eficiente ao esporte, apesar das poucas

1397136 Egsa terapia se baseia, basicamente, na capacidade da OHB de

evidéncias reportadas
melhorar o aporte de oxigénio aos tecidos afetados e reduzir o edema. Um estudo antigo de

1993 com jogadores de futebol profissional na Escocia demonstrou que atletas submetidos

ao tratamento com OHB apresentaram uma reducdo de 55% nos dias perdidos devido a lesdes
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musculares'#?. De maneira semelhante, outro estudo avaliando o efeito da OHB em homens
ndo treinados e publicado em 1999 demonstrou melhora na recuperacao do torque excéntrico
no musculo quadriceps'#!. Esse resultado refor¢a os achados de um estudo pré-clinico prévio
(1995) realizado em ratos, no qual observou-se mudangas significativas nos niveis de
mieloperoxidase em animais tratados com OHB, sugerindo seu potencial para modular lesdes

teciduais'4’

. Em 1998, Best et al. realizaram um estudo em coelhos para investigar o efeito
da OHB na recuperacao de lesdes por estiramento muscular do musculo tibial anterior, e
sugeriram que a exposi¢do 8 OHB poderia acelerar a recuperagio nesses casos'*®, Webster et
al. em 2002 reportaram recuperacao mais rapida apés OHB em relagdo ao torque isométrico
do musculo gastrocnémio e sensacao de dor em voluntarios saudaveis submetidos a exercicio
excéntrico extenuante, porém em um estudo envolvendo apenas 12 pacientes masculinos

saudaveis'#?

. Em 1996 e 2007, estudos em ratos investigando lesdes induzidas por isquemia
muscular também indicaram que o tratamento com a OHB pode atenuar os efeitos negativos
da isquemia, favorecendo a regeneracdo muscular e melhorando a recuperacao muscular por
estimular a oxidagdo aerdbica!#%19,

No entanto, nem todos os estudos investigando lesdes musculares obtiveram
resultados positivos. Mekjavic e colaboradores (2000), avaliando o tratamento da dor
muscular de inicio tardio, ndo encontraram diferengas na recuperagdo da for¢a dos musculos
flexores do cotovelo ou na percepcao da dor entre os grupos OHB e placebo em 24

voluntarios masculinos saudaveis'*?

. De modo similar, Harrison et al. (2001), avaliando
biomarcadores e forga muscular em 21 homens adultos saudaveis com dor muscular de inicio

tardio dos musculos flexores do cotovelo, ndo encontraram diferengas significativas nos

niveis séricos de creatina quinase, forca isométrica, inchaco ou dor ap6s o tratamento com
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HBO!*. O estudo de Babul et al. em 2003 envolvendo 16 pacientes sedentarias do sexo
feminino ndo encontrou diferengas significativas na recuperacdo da for¢ca muscular do
quadriceps entre os grupos controle e OHB!4®, Igualmente, Germain et al., também em 2003,
estudando 16 pacientes masculinos e femininos, ndo encontraram diferencas significativas
na recuperagdo do dor quadricipital'®. Dessa forma, estudos sobre a eficacia da OHB para a
recuperagdo de dores musculares ¢ inconclusiva, e pesquisas adicionais sdo necessarias para
estabelecer sua utilidade clinica.

Com relacao ao efeito da OHB para sindrome compartimental, Skyhar et al. (1986) e
Strauss et al. (1983 e 1986) mostraram que o tratamento com OHB em cachorros foi capaz
de reduzir o edema e necrose muscular associadas a sindrome compartimental, em relacdo a
animais ndo expostos 8 OHB!!"133, Da mesma maneira, estudos clinicos sdo necessarios para

avaliar o efeito dessa terapia em condi¢des naturais.

3.2.2.3 Oxigenoterapia hiperbarica nas lesdes da cartilagem articular

De maneira geral, o processo cicatricial de lesdes de espessura total da cartilagem
articular se caracteriza pela formagao inicial de um hematoma, seguido pela migragdo de
células mesenquimais que posteriormente se diferenciam em condrdcitos, a proliferagao dos
condrocitos, a sintese de colageno tipo I e a formagdo da cicatriz de fibrocartilagem'>*. No
entanto, esse processo de cicatrizagdo ndo restaura as propriedades bioquimicas e
biomecanicas da cartilagem saudavel. A cartilagem articular ¢ um tecido avascular,
consequentemente possuindo baixa tensio de oxigénio!>. Os condrdcitos, principais células
da cartilagem articular, obtém oxigénio e nutrientes principalmente por difusdo do liquido

sinovial da articulagdo'*. Assim, forma-se um gradiente de oxigénio, de maneira que os
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niveis de oxigénio diminuem da zona superficial para a zona profunda da cartilagem!*’.
Apesar desse ambiente hipdxico “natural”, uma diminui¢ao adicional na PO> pode acentuar
a hipoxia e levar a danos da cartilagem articular'>®. Estudos prévios mostraram que niveis de
PO; muito baixos (abaixo de 1%) inibem a captacdo de glicose, a produgdo de lactato e a
sintese de RNA pelos condrécitos, sugerindo que uma quantidade minima de oxigénio ¢
necessaria para manter as atividades basicas condrociticas!®. Além disso, os condrocitos
possuem mitocondrias e, portanto, sdo capazes de realizar metabolismo aerdbico em um
ambiente de maior PO,!%’. Em relagdo a MEC, enquanto estudos anteriores de engenharia de
tecidos demonstraram uma diminui¢do na expressdo de coldgeno tipo I e um aumento na

sintese de colageno tipo Il ¢ GAG em situagdes de baixa PO,

, a hipdxia sustentada pode
aumentar a producdo de EROs a niveis prejudicais, depreciando os componentes da MEC.
Dessa forma, um equilibrio finamente ajustado na PO; articular pode contrabalancar a
producdo de colageno tipo II, o que ¢ crucial para melhorar a cicatrizagdo da cartilagem, ao
mesmo tempo em que previne a producdo excessiva de EROs!'®. A influéncia da hipoxia na
resposta dos condrocitos ao IL-1p também ¢ importante. Em situag¢des de baixa PO», o IL-1f
induz a ligacdo do DNA do NF-kB e da proteina ativadora (AP)-1, bem como aumenta a
ativagdo das MAPKs em condrdcitos'®. Além disso, enquanto o mRNA do MMP-1 e do
MMP-3 apresentou aumento tanto em condi¢des de hipoxia quanto normoxia, a expressao de
MMP-9 foi significativamente reduzida apenas em situagdes com baixa PO,. Além disso, a
producdo de NO apds o IL-1p foi substancialmente maior durante a hipdxia do que na
normoxia, enquanto a producdo de prostaglandina E2 ndo foi induzida pelo IL-1B em

condigdes hipdxicas, mas foi altamente produzida na normoxia!®’. Esses achados indicam

que as respostas dos condrécitos ao IL-1B dependem diretamente da tensdo de oxigénio. A
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OHB, ao modular os niveis de PO, pode influenciar esses processos, modulando a
inflamacao e, eventualmente, melhorando a cicatrizacdo das lesdes da cartilagem articular.
Assim como discutido para lesdes ligamentares, o conhecimento sobre os efeitos da OHB na
regeneracdo da cartilagem articular ¢é restrito a poucos estudos in vifro ou em animais. No
entanto, esses estudos reportam, de maneira geral, efeitos benéficos da OHB no metabolismo
e cicatrizagdo condral. As lesdes da cartilagem articular se caracterizam pela producdo de
mediadores inflamatorios que podem diminuir a PO» articular, alterando o gradiente de
oxigénio e levando as células a apoptose. De fato, proteases induzidas pela hipoxia, caspases
e NO induzem a apoptose de condrocitos!¢!162, De maneira importante, Ueng et al. (2013) e
Lin et al. (2019) demonstraram que a OHB ¢ capaz de aumentar a expressao da proteina de
choque térmico 70, levando a regulacdo negativa da iNOS e da proteina pro-apoptotica
caspase 3 em condrocitos'*®193, Além disso, os estudos de Cherng et al., (2012), Dai et al.,
(2015), Ueng et al. (2013); Yuan et al. (2004 e 2009) sugerem que a OHB promove
acumulacdo de condrécitos, aumenta a sintese de coldgeno, regula positivamente a expressao

163-167 Por fim, a OHB pode inibir as vias de

do receptor PDGF e suprime a apoptose
sinalizacdo pré-inflamatoérias das MAPK e do NF-kB, reduzindo a producdo de MMPs e
diminuindo as respostas proteoliticas durante a lesdo da cartilagem'8.

Estudos pré-clinicos em animais avaliando a associagdo da OHB com microfraturas
(Basci et al., 2018), células mesenquimais derivadas do tecido adiposo (Cherng et al., 2012
e Daietal., 2015), plasma rico em plaquetas (Korucu et al., 2020), ou sem nenhum tratamento
especifico adicional para lesdes de espessura total da cartilagem articular (Chen et al., 2010,

Yuan et al., 2004, Lin et al., 2019), mostraram que a associacdo com OHB resultou em um

processo de cicatrizagdo condral mais rapido e uniforme, com melhor morfologia celular,
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maior espessura do tecido cicatricial e maturagdo mais completa do osso subcondral
adjacente a lesdo!>+198:164-166.169.170  por outro lado, o estudo in vitro com condrocitos
humanos realizado por Melcher e colaboradores em 2019 mostrou que o uso da OHB inibe
a proliferacdo dos condrécitos e aumenta a expressao de marcadores apoptoticos, como a
caspase 3, a medida que os niveis pressdo se elevam acima de 2 atm. Esse resultado traz
consideragdes importante para futuros protocolos de tratamento com OHB no que diz

respeito a resposta celular em fungdo da pressdo de OHB utilizada!”!.

3.2.2.4. Oxigenoterapia hiperbarica nas lesdes ligamentares ou tendineas

Em lesdes do pé e tornozelo, Staples e colaboradores (1996) demonstraram que
pacientes tratados com OHB se recuperaram aproximadamente 30% mais rapido do que
pacientes ndo expostos & OHB apos entorse no tornozelo!'’2. Posteriormente, em 1991,
Borromeo et al. reportaram valores menores no volume do pé e tornozelo de individuos que
sofreram entorse aguda do tornozelo e foram submetidos 8 OHB!7?. Entretanto, diferengas
em relacdo a dor e a amplitude de movimento nao foram encontradas quando comparadas ao
grupo tratado com OHB. Esse estudo, porém, também possui limitacdes, como a curta
duragdo de tratamento hiperbarico, de apenas trés dias!’>.

Em 2012, Kuran et al., avaliado a cicatrizagdo do tenddo calcaneco em ratos
submetidos a tenotomia seguida de sutura, demonstraram que o uso da OHB melhorou o
processo cicatricial do tenddo, assim como proporcionou propriedades biomecanicas
superiores em relagdo a animais ndo expostos a OHB!7. Por outro lado, Palabiyik et al.
(2019), investigando o efeito da OHB nas lesdes reparadas da jun¢do osteotendinea do tendao

calcaneo em ratos, ndo encontraram diferenca estatistica nos achados biomecanicos apos o



33

tratamento com OHB. Entretanto, sinais positivos na cicatrizagdo dessa lesdo foram
reportados apés OHB, como uma melhor hialiniza¢do do tecido cicatricial'”>.

Apesar do crescente nimero de evidéncias do papel da OHB na otimiza¢dao do
processo cicatricial, pouco se tem na literatura a respeito do uso da OHB em lesdes
ligamentares ou tendineas do joelho. Além disso, os poucos estudos realizados se
caracterizam por trabalhos pré-clinicos, que claramente necessitam de mais respaldo para sua
translacdo a pratica clinica. De maneira geral, esses estudos evidenciam o papel positivo da
exposicdo a OHB, levando ao aumento na sintese de coldgeno, com melhora do tecido
cicatricial e melhores caracteristicas biomecanicas!’6-182,

Com relacdo ao uso de OHB no tratamento de lesdes tendineas do joelho, o estudo de
Hsu et al. (2004) utilizando um modelo experimental em coelhos com tendinopatia patelar,
identificou melhora histologica no alinhamento das fibras de colageno, reducdo do infiltrado
celular inflamatorio, aumento na vasculariza¢ao e na concentra¢do de hidroxiprolina apds o
uso de OHB!3!, Esse estudo utilizou inje¢do de colagenase guiada por ultrassom para induzir
tendinopatia patelar nos animais, que tiveram a confirmac¢ao histoldgica da inflamagdo apos
trés semanas da inje¢do. Apds essa confirmagdo, os animais foram divididos em dois grupos,
sendo um grupo mantido em ar ambiente durante todo o periodo e o outro grupo exposto ao
oxigénio hiperbarico. A exposi¢do a OHB ocorreu durante 30 dias, diariamente, a uma
pressdo de 2,5 ATA por duas horas. Além dos achados histolégicos mencionados acima, os
animais submetidos a OHB também apresentaram tenddes com resisténcia cerca de 35%

181 'Na mesma linha, outro estudo

maior em relacdo aos animais mantidos em ar ambiente
previamente realizado por Ishii et al. (1999) utilizando um modelo animal em ratos

submetidos a lesdo do tenddo patelar por laceragdo com bisturi, mostrou que a exposi¢do a
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OHB por 28 dias, em uma pressao de 2 ATA durante 60 minutos, foi capaz de aumentar a
expressao do gene procoldgeno do tipo I, importante caracteristica para o restabelecimento
das estruturas nativas do tendao!®?,

Estudos laboratoriais com modelos animais de lesdo do ligamento colateral medial
(LCM) também demonstraram efeitos benéficos na cicatrizagdo ligamentar apds exposi¢ao a
OHB. Nesse sentido, Horn et al. (1999) realizaram um estudo com ratos submetidos a
laceragdo cirargica do LCM, seguidos de exposicao ou ndo a OHB por cinco dias com uma
pressdo atmosférica de 2,8 ATA durante 1,5 horas!'”. Nesse trabalho, os autores encontraram
maior forca maxima de tracdo até a falha do ligamento no grupo submetido a OHB apds
quatro semanas da exposi¢do!”. De maneira semelhante, Ishii et al. (2002) avaliaram
diferentes exposi¢cdes da OHB em um modelo animal de ratos submetidos a lacera¢dao do
LCM!77. Apos a lesdo ligamentar, os animais foram divididos em quatro grupos, sendo um
grupo mantido sob pressdo ambiente, e os demais grupos submetidos 8 OHB com (1) 1,5
ATA por 30 minutos, (2) 2 ATA por 30 minutos e (3) 2 ATA por 60 minutos. A exposi¢ao a
OHB foi realizada uma vez ao dia por 14 dias. Ao final do experimento, os autores reportaram
que os animais submetidos a8 OHB (independente da exposi¢do) apresentaram melhores
caracteristicas de reparo tecidual em termos de aspectos histologico e aparéncia
macroscopica quando comparados ao grupo niao submetido a OHB. Além disso, dentre os
trés grupos expostos a OHB, a exposicdo com 2 ATA por 60 minutos foi a mais efetiva,

1770 estudo realizado por

resultando em maior sintese de colageno no tecido cicatrizado
Mashitori et al. (2004) também avaliou ratos submetidos a lesdo do LCM expostos a8 OHB!78,

Nesse caso, os animais tratados com OHB permaneceram na camara por duas horas em uma

pressdo de 2,5 ATA durante cinco dias; animais controles foram mantidos em ar ambiente.
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Os resultados desse trabalho mostraram um tecido cicatricial superior no grupo tratado com
OHB, com maior expressdo do gene procoldgeno do tipo I apds sete e 14 dias de pds-
operatorio, € maior forga para falha e resisténcia do ligamento 14 dias apos a cirurgia!’s.
Takeyama et al. (2007), em um modelo experimental de lesao do LCM em ratos expostos a
OHB sob 2,5 ATA por duas horas didrias, cinco dias por semana ¢ durante uma ou duas
semanas, identificaram melhor aspecto macroscopico do tecido cicatricial do LCM em
animais submetidos a8 OHB, com maior expressdo do gene procolageno do tipo I sete dias
apos a cirurgia'’. Diferencas na expressdo do gene procolageno do tipo III ndo foram
encontradas. Além disso, a expressdo génica para MMP-13 foi significativamente menor
apos sete dias de pos-operatorio nos animais submetidos 8 OHB!76,

Finalmente, o estudo in vitro de Chan et al. (2007) utilizando fibroblastos oriundos
do LCM de coelhos, cultivados ou ndo com PDGF e expostos ou ndo a OHB sob 2,5 ATA
por 120 minutos durante dois dias, demonstrou que tanto o tratamento isolado com OHB
como o tratamento isolado com PDGF foi capaz de induzir proliferagdo celular'®®. Além
disso, o tratamento combinado com OHB e PDGF apresentou um efeito adicional na
proliferacdo fibroblastica. Ademais, niveis de colageno do tipo III foram significativamente
menores nas células submetidas ao tratamento com OHB e OHB combinado com PDGF.
Dessa forma, esses resultados in vitro sugerem um papel potencialmente benéfico da OHB
na cicatrizagdo do LCM!®,

Até o momento, apenas dois estudos clinicos foram realizados, ambos envolvendo o
tratamento de lesdes grau I do LCM com uso adjuvante de OHB!#*!% Nesses estudos,
melhores escores de dor e desfechos clinicos foram observados em pacientes submetidos a

OHB!83:184  Agsim, em 1996 Soolsma realizando um estudo controlado e randomizado expds
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14 pacientes (dos quais nove terminaram todas as avaliagdes) com lesdo do LCM grau II ao
tratamento com OHB sob 2,5 ATA, uma hora ao dia por 10 dias'®*. Dez pacientes formaram
o grupo controle, expostos a OHB, porém sob 1,2 ATA e duracdes similares. Apds 6 semanas
da exposicao, efeitos benéficos na melhora da dor, amplitude de movimento e flexdo maxima
do joelho, e menor edema do joelho (avaliado por exames de ressonancia magnética) foram
observados nos pacientes tratados com OHB. De maneira semelhante, Yagishita et al. (2017),
em um estudo controlado ndo-randomizado, avaliaram 32 jogadores profissionais ou
semiprofissionais de ragbi com lesdo grau Il do LCM expostos ou ndo a OHB apos a lesdo !4,
Nesse caso, o tratamento com OHB foi realizado com pressao de 2,8 ATA, uma hora ao dia,
por cinco dias. Efeitos positivos a curto-prazo foram evidenciados nos 16 pacientes tratados
com OHB em relacdo a melhora da dor do joelho para caminhada e corrida leve antes e ao
término das sessodes de hiperbarica. Além disso, pacientes submetidos a OHB tiveram retorno
ao esporte mais rapido em comparagdo aos pacientes ndo tratados com OHB (31,4 + 12,2

dias em comparacdo a 42,1 + 15,8 dias; p<0,05)'84.

3.2.2.5. Oxigenoterapia hiperbarica na lesdo do ligamento cruzado anterior

Poucas evidéncias foram até hoje apresentadas em relacdo ao tratamento de lesdes do
LCA com o uso adjuvante da OHB. Nesse sentido, o mesmo estudo em ratos realizado por
Takeyama et al. (2007) para avaliar a lesdo do LCM também avaliou a laceracdo do LCA
realizada de maneira cirtrgica na regido adjacente a inser¢do tibial. Nesse caso, animais
tratados com OHB (oito animais por grupo, exposicdo a OHB de 2,5 ATA, duas horas ao dia,
cinco dias por semana, por uma ou duas semanas) apresentaram maior expressao de TIMP e

colageno tipo I com relacdo aos animais mantidos em pressao atmosférica normal, indicando
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um positivo controle no processo de degradagdo ligamentar e melhora da estrutura cicatricial
do tecido. Entretanto, nenhum dos animais com LCA lacerado, independentemente da
exposicdo ou ndo a OHB, apresentou sinais de cicatrizacdo ligamentar. Esses achados
sugerem que a OHB, poderia favorecer o processo cicatricial do LCA, porém apenas se usada
como medida adjuvante ao reparo primario do ligamento!’¢.

Com relagdo reconstru¢cdo do LCA, apenas um estudo abordou o tratamento adjuvante
da OHB nessa cirurgia. Novamente, trata-se de um estudo animal dessa vez realizado em
coelhos. Assim, Yeh et al. (2007) realizaram a reconstru¢ao do LCA em coelhos utilizando
o tenddo do semitendineo como enxerto ligamentar’®. Os animais foram divididos em dois
grupos, sendo um mantido em ar ambiente e o outro exposto a OHB, sob pressdo de 2,5 ATA,
por duas horas ao dia e cinco dias consecutivos. Os animais foram avaliados por histologia e
microscopia eletronica seis, 12 e 18 semanas (trés por grupo em cada periodo) apds a
reconstru¢do ligamentar, e biomecanica 12 e 18 semanas apos cirurgia (seis por grupo em
cada periodo). Nesse estudo, os autores mostraram que o uso adjuvante de OHB foi capaz de
aumentar a formagdo de osso trabecular ao redor do enxerto, com melhores sinais de
osteointegracdo, desde a sexta semanas apoOs a cirurgia e progressivamente até a decima
segunda semana, além de aumentar a neovasculariza¢do ap6s 12 semanas e as propriedades
biomecanicas de for¢a maxima do enxerto até falha apds 12 e 18 semanas. Além disso, as
fibras de colageno se apresentaram com um padrdo mais organizado, regular e compacto, e
com uma densidade maior nos animais submetidos 8 OHB pos-cirurgia.”

Uma busca sistematica recente no Pubmed e EMBASE com os termos “ligamento
cruzado anterior” e “oxigenoterapia hiperbarica” ou “oxigenagdo hiperbarica” ou

“hiperoxigenacdo hiperbarica” ou “oxigénio hiperbarico” ndo encontrou nenhum estudo
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adicional referente ao tema em questdo. Além disso, estudos em humanos ndo foram
reportados até o momento na literatura.

Devido as particularidades do LCA e do ambiente intra-articular no qual esta
localizado, a cicatrizagdo desse ligamento parece ser prejudicada. A Figura 5 sumariza os
potenciais fatores associados a falha da cicatrizagdo do LCA, assim como os possiveis efeitos

benéficos gerados pela OHB durante o processo cicatricial ligamentar.
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Figura 5. Fatores associados a falha da cicatrizacdo do LCA (acima), e os potenciais
mecanismos de acdo da OHB que favorecem a cicatrizagdo ligamentar (abaixo). O LCA
apresenta capacidade intrinseca reduzida de cicatrizag¢do, além de estar imerso no liquido
sinovial, que possui fatores que dificultam ainda mais o processo cicatricial. A OHB através
dos seus mecanismos de agdo poderia contrapor esses fatores negativos, melhorando o
processo cicatricial do LCA apos seu tratamento cirtirgico. Modificado de Leite CBG,
Tavares LP, Leite MS, Demange MK. Revisiting the role of hyperbaric oxygen therapy in
knee injuries: Potential benefits and mechanisms. J Cell Physiol (2023).
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4. METODOS

Este estudo experimental, prospectivo e randomizado realizado em animais foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da institui¢io (CEUA n° 1336/2019) e
realizado de acordo com as diretrizes das regulamentagdes padrdo de ética em animais
(ARRIVE - Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments). Neste estudo, foram
utilizados 12 coelhos adultos (entre 6 e 8 meses de idade, pesando 2,8 + 0,5 kg) da raga New
Zealand provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (FMUSP). Inicialmente, os animais foram avaliados por um médico veterinario
a fim de descartar qualquer doenca que pudesse interferir no desfecho do estudo. Todos os
coelhos foram mantidos sob cuidados adequados no Laboratorio de Pesquisas Cientificas
Biologicas — LIM41, sob condi¢des de temperatura (22 + 2° C), humidade e iluminagdo (12
horas de luz/12 horas de escuriddo) controlados. Além disso, os animais ficaram alojados em
gaiolas individuais, recebendo agua e ragdo ad libitum. O periodo de aclimatacdo pré-

operatoria foi de dois dias, e a observagao pos-operatoria foi de 12 semanas.

4.1. Procedimento cirurgico

4.1.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados por um veterindrio responsavel apenas pela anestesia,
com auxilio de um técnico de laboratorio. Inicialmente foi feito o medicamento pré-
anestésico com Cetamina 35 mg/kg (Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos LTDA) e
Midazolam 2 mg/kg (Roche quimica e farmacéutica S.A.) subcutaneos. Apos 10-15 minutos,

foi realizado acesso endovenoso através da veia marginal da orelha utilizando cateter 22 G,
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¢ indugdo anestésica com 3-5% de Isoflurano, mantido com 1,5 a 2% através de mascara
apropriada para a espécie, conectada a um circuito com oxigénio. Durante todo o
procedimento cirtirgico, foi infundida solugdo fisiologica associada a Fentanila 50 pg/ml
(Cilag farmacéutica LTDA), 10 gotas/minuto, compreendendo 0,08 pg/kg/minuto de
Fentanila. Previamente a cirurgia, o membro inferior direito foi submetido a tricotomia. A
equipe anestésica permaneceu na sala cirargica monitorando o animal durante todo o

procedimento cirurgico.

4.1.2. Profilaxia pré-operatoria

Antibioticoterapia profilatica foi realizada com administragdo de Enrofloxacino 10
mg/kg via subcutaneo no momento da indugdo anestésica. Antes de iniciar o procedimento
cirurgico, o animal foi posicionado na mesa de cirurgia, seu membro caudal direito foi lavado
com digliconato de clorexidina solu¢do degermante, clorexidina solucdo alcodlica e

colocacdo de campos estéreis.

4.1.3. Cirurgia de reconstrucio do LCA

As cirurgias foram realizadas por um cirurgido ortopédico com dois anos de
experiéncia e um médico veterinario com seis anos de experiéncia, sob condi¢des assépticas.
A técnica cirurgica utilizada foi baseada em descri¢do previa!®>. Assim, apOs preparo
asséptico e antisséptico do membro caudal direito e posicionamento do campo estéril (Figura
6A), incisdo de 3 a 4 cm parapatelar medial foi realizada sobre o joelho. Apos dissecgdo por
planos, artrotomia parapatelar medial foi realizada, e a patela foi luxada lateralmente. A

seguir, o tendao do musculo extensor longo dos dedos (ELD) foi identificado, desinserido de
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sua inser¢do femoral e retirado com auxilio de um tendon stripper confeccionado
especificamente para esse estudo (Figuras 6C, 6D, 6E e 6F). Apés a retirada, o enxerto foi
preparado através da remoc¢do de tecidos musculares remanescentes e sutura de suas
extremidades com fio de sutura mono-nylon 3-0, deixando cerca de 10 cm de fio duplo de
cada lado da sutura. O joelho foi entdo posicionado em maxima flexao a fim de expor o LCA
nativo, que foi completamente excisado com o uso de ldmina de bisturi. A manobra manual
de gaveta anterior foi realizada para confirmar a subluxag¢@o anterior da tibia sobre o fémur.

Com o auxilio de uma broca de 2,0 mm montada em um perfurador de velocidade
controlavel, foi confeccionado o tiinel femoral a partir da regido medial do condilo femoral
lateral no intercondilo (Figura 6G), no local de inser¢do do LCA nativo, em direcdo a
metafise distal anterolateral do fémur. De maneira similar, mantendo a hiperextensdo do
joelho, foi realizado o tunel tibial partindo da espinha tibial anterior no local de insercao
nativa do ligamento, sentido distal e medial, de maneira que a broca saisse através da metafise
anteromedial tibial, cerca de 1 cm abaixo da articulagdo. O enxerto foi entdo passado por
dentro dos tuneis femoral e tibial (Figura 6H) com auxilio de uma agulha 40 x 12 usada como
passador de sutura, suturado no peridsteo femoral na saida do tunel, tensionados
adequadamente, e entdo suturado no periosteo tibial de maneira a manter tensdo adequada
intra-articular. Teste da gaveta anterior foi realizado novamente para confirmar a tensdo do
enxerto. Fios de sutura Prolene 3-0 foram utilizados para a sutura do enxerto nos periosteos
femoral e tibial.

A seguir, a patela foi reduzida, e a artrotomia, o tecido subcutaneo e a pele foram

suturados. Foi confeccionado um curativo com gaze e esparadrapo. Nao foi utilizada
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imobilizagdo pos-operatdria, e os animais foram liberados para se movimentarem livremente

dentro de suas gaiolas.

Cranial

posicionado com campo estéril. B) Joelho apds artrotomia evidenciando o LCA nativo (seta
branca). C) Tenddo do musculo extensor longo dos dedos (ELD). D) ELD desinserido do
fémur e sutura em sua extremidade para auxiliar excisdo. E) Tendon stripper inserido no
trajeto do tenddo ELD. F) Enxerto do tenddo ELD retirado e Tendon stripper. G) Confec¢ao
do tunel femoral feito com broca 2,0 mm (seta cinza) posicionada na regido de “dentro” do
fémur no local de insercdo nativa do LCA, com saida pela cortical 6ssea lateral. H) Enxerto
passado pelos tineis femoral e tibial e locado na regido intra-articular (seta amarela). Fonte:
arquivo pessoal.

Ap6s o procedimento cirurgico, os coelhos foram retornados as gaiolas individuais e
mantidos em local aquecido até recuperagdo completa. Durante 5 dias de pds-operatdrio, 0s

animais receberam Tramadol 5 mg/kg, Meloxicam 0,3 mg/kg; Enrofloxacino 10 mg/kg, e
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tiveram sua cicatriz avaliada e higienizada. Nenhum caso de infec¢do pos-operatoria ou
outras complicagdes foi observada.

Um dia apés o procedimento cirdrgico, os animais foram randomicamente
distribuidos em dois grupos: (1) exposicdo a OHB (grupo OHB, n=6), (2) mantido em ar
ambiente (grupo ar ambiente, n=6). Todos os animais foram acompanhados por um periodo
total de 12 semanas apés a reconstrucdo ligamentar. A Figura 7 ilustra o desenho

experimental do estudo.

Oxigenoterapia
hiperbarica

= Grupo OHB

Lesdo do LCA|

A N

( g ) o \
f ) |

Reconstrugao do LCA Eutanasia

| 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 dias apds OHB

S

RM
HR-pQCT
Macroscopia
Biomecanica

Grupo ar ambiente

| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Semanas para eutanasia

Figura 7. Desenho experimental do estudo. Coelhos foram submetidos a reconstru¢do do
ligamento cruzado anterior (LCA) e, apds o procedimento cirargico, foram divididos em dois
grupos: grupo OHB e grupo ar ambiente. O grupo OHB foi submetido a sessdes didrias de
oxigenoterapia hiperbarica, 2 horas por sessdo, com inicio no dia seguinte ao procedimento
cirargico e por 5 dias consecutivos. O grupo ar ambiente foi mantido nessa condi¢ao durante
todo o periodo. Doze semanas ap0s a cirurgia de reconstrucao ligamentar, os animais foram
eutanasiados, e seus joelho foram coletados para analises de ressonancia magnética (RM),
tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolu¢ao (HR-pQCT), avaliacao
macroscopica do joelho e biomecanica.
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4.2. Oxigenoterapia hiperbarica

4.2.1. Camara hiperbéarica experimental

A exposicdo a hiperoxia hiperbarica foi realizada utilizando-se a camara
hipohiperbérica experimental de laboratorio para uso animal instalada no Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental da FMUSP (Figura 8), desenvolvida e fabricada em
parceria da FMUSP com o Instituto de Pesquisas Tecnologicas de Sao Paulo (IPT) através
de Projeto FAPESP 04/00315-2. Essa cAmara possui um volume interno de 111 Litros, corpo
em inox, portas em aco carbono galvanizado, trés vigias de acrilico para visualizagdo dos
animais no seu interior e capacidade de operacao de -0,7 até 6,0 Bar manométrico, variagdes
de fluxo entre trés e 160 NLPM (Normais Litros/min), taxa de descompressao de emergéncia
de 2 Bar/min e monitoramento das condi¢cdes ambientais internas de temperatura, umidade

relativa, e concentragdo de Oz e CO; do seu interior.
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Figura 8. Camara hiperbarica experimental. Fonte: arquivo pessoal.

4.2.2. Exposicio ao oxigénio hiperbarico

Com os animais do grupo OHB posicionados em gaiolas confeccionadas
especialmente para o tratamento de OHB dentro da cdmara (Figura 9) e com suas portas
fechadas, um fluxo continuo de O, puro a 1 ATA foi mantido por 5 minutos a fim de se
expulsar o ar contido no seu interior. Em seguida a cdmara foi comprimida e, posteriormente,
descomprimida a uma taxa de 0,1 Bar/min. Uma vez atingida a pressdo desejada, a camara

foi continuamente ventilada com um fluxo constante de oxigénio sem variacao da pressao de
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trabalho, para que ndo houvesse acimulo de CO: no seu interior. A concentragao de Oz, COy,
de temperatura e umidade relativa no interior da camara foi continuamente monitorada,
visando manter o nivel de CO, abaixo de 0,1%, a concentracdo de O, acima de 98%, a
temperatura interna entre 19 e 21° C e a umidade relativa acima de 60%. Os animais foram
continuamente observados, sobretudo em relagdo a sinais de desconforto respiratdrio e/ou de
intoxicacao central pelo oxigénio, que nesse cendrio se caracteriza inicialmente por agita¢ao
motora. %

Os animais nao foram sedados para a exposicao hiperbarica, uma vez que a exposi¢ao
ao oxigénio hiperbarico a que foram submetidos teve cunho terapéutico, ndo tdxico,
utilizando-se de protocolo similar ao utilizado em pacientes humanos em sessdes de OHB

clinica, com o objetivo justamente de auxiliar no processo cicatricial.!®’
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Figura 9. Coelhos New Zealand posicionados em gaiolas especiais para o tratamento com
oxigenoterapia hiperbarica dentro da camara hiperbarica. Fonte: arquivo pessoal.

4.2.3. Pressoes e dose de oxigénio utilizadas

Os animais foram submetidos a uma PO; de 2,5 ATA, 2 horas ao dia, com inicio no
dia seguinte ao procedimento cirargico e por 5 dias consecutivos. Esse protocolo ¢ similar ao
utilizado em outros estudos experimentais que avaliaram o uso de hiperdxia hiperbarica em

lesdes ligamentares’!7°,
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4.3. Eutanasia

Apo6s 12 semanas da cirurgia de reconstrucdo do LCA, a eutanasia foi realizada com
administracdo intramuscular de Cetamina (35 mg/kg) e Midazolam (2 mg/kg), seguido de
infusdo lenta de Pentobarbital sodico a 20% administrado via endovenoso até completo
desaparecimento dos sinais vitais, de acordo com as recomendagdes da “Federacion de
Asociaciones Europeas de las. Ciencias del Animal de Laboratorio — FELASA” e “AVMA

— American Veterinary Medical Association; Guidelines on Euthanasia™!®®,

4.4. Coleta dos espécimes

Apos sacrificio, os dois membros inferiores dos animais foram seccionados a nivel
da diafise femoral e diafise tibial, inicialmente dissecado até a musculatura profunda, e
acondicionado em tubos conicos do tipo Falcon 50 ml com soro fisiolégico (cloreto de sddio
0,9%) em temperatura ambiente para a realizacdo do exame de RM, seguido da analise da
tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolugdo (HR-pQCT) e da

avalia¢do biomecanica.

4.5. Ressonancia Magnética

As imagens de RM foram obtidas em um equipamento de 7 Tesla (Magnetom,
Siemens, Erlangen/Alemanha), com poténcia maxima de gradiente de 70 mT/m @ 200 T/m/s
e bobina de cabeca com 1 canal de transmissao e 32 de recep¢ao (Head Coil, Nova Medical,
Inc., Wilmington MA, EUA) na Plataforma de Imagem na Sala de Autopsia (PISA),
localizada na Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Bobinas delicadas foram

desenvolvidas e utilizadas a fim de melhorar a qualidade das imagens.
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Os parametros gerais de aquisi¢do de imagens para o experimento 1 foram:
e 3D Flash: TR =9 ms; TE =4 ms; FA = 7°; Resolugao 0,5 x 0,5 x 0,5 mm
e 3D Vibe in-out: TR = 8 ms; TE = 3 ms; Resolugdo 0,5 x 0,5 x 0,5 mm

e 2D T2w-TSE: TR = 5000 ms; TE = 24 ms; Resolugdo 0,4 x 0,4 x 1,0 mm

As técnicas de medida para as analises foram desenvolvidas em conjunto com um
radiologista musculoesquelético, baseando-se em estudos prévios'®-1%°, Para cada espécime,
a intensidade do sinal do enxerto foi determinada em regides de interesse tanto na por¢ao
femoral quanto na tibial, na regido na qual o enxerto e os tineis 6sseos eram os mais paralelos
e lineares entre si na dire¢do longitudinal!®*!°!, Para quantificar a intensidade de sinal
corrigida do enxerto, a relacdo sinal-ruido (RSR) foi calculada utilizando o software ImageJ
1.53 (National Health Institute, Bethesda, EUA), obtendo a intensidade de sinal do enxerto
dividida pela intensidade do ruido de fundo (background) calculada anteriormente ao tendao
patelar. Além disso, foram medidos os diametros dos tineis femoral e tibial, com relagao ao
eixo longitudinal, em trés regides distintas: entrada do tinel na intra-articular, regido central
(ponto médio entre regido intra-articular e saida), e saida do tinel.

As medidas foram feitas por dois avaliadores independentes e cegos com relacdo a
amostra avaliada, incluindo um ortopedista especializado em cirurgia do joelho e um
radiologista especializado em afec¢des musculoesqueléticas. A média dessas medidas foi
utilizada para analises posteriores. Os trés planos de imagem (sagital, axial e coronal) foram
utilizados e o maior didmetro do tiinel em cada plano foi considerado (Figura 10). Por fim, a
area transversal do tinel 6sseo foi calculada na regido central do tinel, no plano axial, através

do calculo A = & x raio menor x raio maior (célculo de area da elipse).
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Figura 10. Ressonancia magnética do joelho de coelho apo6s cirurgia de reconstru¢ao do
ligamento cruzado anterior. Imagens ponderadas em T2 (A) Imagem representativa da
regido de interesse utilizada para as medidas da intensidade de sinal do enxerto, destacada
em amarelo, corte sagital. (B) Regides de medi¢ao do didmetro do tinel na tibia, indicadas
pelas linhas vermelhas, corte coronal obliquo. (C) Corte axial utilizado para medir o
diametro e a area da se¢do transversal do tunel 6sseo, representada pela linha pontilhada
amarela.

4.6. Tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolu¢io (HR-
pQCT)

A densidade mineral dssea volumétrica e os parametros de microarquitetura 0ssea
foram avaliados na regido do fémur distal utilizando a tomografia computadorizada
quantitativa periférica de alta resolugdo (HR-pQCT) (Xtreme CT Scanco Medical AG,
Briittisellen, Suiga) localizada no Laboratério de Metabolismo Osseo, Divisio de
Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (Figura 11). Os
espécimes de joelho foram escaneados de acordo com o comprimento total do tinel dsseo
femoral. Apds obtencao de imagens bidimensionais e posicionamento da linha de referéncia

na regido do condilo articular, a varredura se estendeu por 9,02 mm na regido distal e
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18,04 mm na direcdo proximal (27 mm de comprimento), representando um total de 330
slices, a fim de garantir a cobertura completa do tinel 6sseo femoral. Sequencialmente, foram
determinados os contornos do osso (perimetro externo da cortical 6ssea), para que o sistema
reconhecesse o volume total do tecido e para realizar as analises. O software tem um método
semiautomatizado para realizacdo do contorno das estruturas. Todo o volume de interesse foi
separado automaticamente em regides corticais e trabeculares, usando um algoritmo baseado
em limiares. O limiar usado para discriminar o osso cortical do trabecular foi estabelecido
em um terco da densidade 6ssea cortical aparente. Os seguintes paradmetros foram analisados:
fracdo de volume 6sseo (BV/TV) - o volume de osso mineralizado por unidade de volume da
amostra (%); densidade mineral 6ssea volumétrica total (Tt.vBMD), densidade mineral 6ssea
volumétrica trabecular (Tb.vBMD) e densidade mineral éssea volumétrica cortical
(Ct.vBMD), expressas em mgHA/cm?; numero trabecular (Tb.N, 1/mm), espessura
trabecular (Tb.Th, mm), separagdo trabecular (Tb.Sp, mm) e espessura cortical (Ct.Th,
mm)."">1%> Apds a analise das imagens na HR-pQCT, as mesmas foram exportadas como
arquivos DICOM para uma estacao de trabalho diferente ao do equipamento onde as imagens
foram analisadas utilizando software OsiriX (OsiriX Lite, v.11.0.2 32 bits) a fim de medir o
volume total do tinel 6sseo femoral. As andlises da HR-pQCT foram realizadas por uma
técnica do laboratério de metabolismo 6sseo com conhecimento técnico do dispositivo, de

maneira cega as amostras avaliadas.
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Figura 11. Aparclho de Tomografia computadorizada quantitativa periferica de alta
resolu¢do (HR-pQCT) do Laboratdrio de Metabolismo Osseo, Divisao de Reumatologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Fonte: arquivo pessoal.

4.7. Analise Macroscopica

Apo6s o exame de RM e HR-pQCT, foi realizada a disseccdo final dos espécimes
removendo todos os tecidos moles ao redor do joelho, exceto o enxerto do LCA. Dessa forma,
os espécimes finais consistiam apenas da por¢ao médio-distal do fémur, enxerto e por¢ao
médio-proximal da tibia. A inspe¢do macroscopica foi realizada e registrada baseando-se nas
caracteristicas do enxerto, em termos de textura e inserg¢ao, assim como nas caracteristicas
da cartilagem articular do joelho. Os espécimes foram entdo congelados a -20 °C até analises

posteriores.

4.8. Anilise Biomecanica
Para avaliar a forca de resisténcia do enxerto apds a cicatrizagdo, que pode representar

a estabilidade conferida pelo enxerto, utilizou-se do modelo de avaliagdo biomecanica
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isolando apenas as estruturas que continham os tineis 6sseos (fémur distal e tibial proximal)
e o enxerto. Para andlise biomecanica, foi utilizada a maquina universal de ensaios mecanicos
Kratos® K5002 (Kratos Equipamentos Industriais, Cotia, SP, Brasil), dotada de célula de
carga de 100tf (981 N) ajustada para a escala de 50 kgf (490,5N) com precisao de 0,05 kgf
(0,49 N), do Laboratério de Biomecanica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia,
FMUSP. As informagdes foram avaliadas e registradas no sistema de aquisi¢do de dados
(Lynx Technology, model ADS-2000).

No dia da anélise biomecanica, os espécimes, que incluiam apenas o fémur, a tibia e
o enxerto do LCA, foram totalmente descongelados até temperatura ambiente. A seguir, o
fémur e a tibia foram fixados na maquina do ensaio biomecanico por dois dispositivos
mecanicos (garras) especificamente adaptados ao experimento em questdo (Figura 12). A
forca de tensdo foi calculada a partir da velocidade de tragdo de 5 mm/minuto, € o pico de
forca, a rigidez e o alongamento foram determinados no momento que houve rotura do
ligamento. O modo de falha também foi registrado e dividido em (1) desprendimento do tinel
6sseo ou (2) ruptura no meio da substancia ou avulsdo osteocondral no local de insercdo tibial
ou femoral. O joelho contralateral ao operado também foi avaliado a fim de explorar as
caracteristicas biomecanicas do LCA nativo dos animais. Os testes biomecanicos foram
feitos por um avaliador com experiéncia em andlises biomecanicas, de maneira cega com

relacdo aos grupos.
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Figura 12. Espécime locado na méquina de ensaio biomecanico. (A) Visdo frontal. (B) Visdo
lateral. Nas figuras pode-se notar o fémur fixado no dispositivo mecanico superior, e a tibia
fixada no dispositivo inferior. Na visdo lateral também se observa o enxerto do ligamento
cruzado anterior (seta amarela). Fonte: arquivo pessoal.

4.9. Analise Estatistica

Para o célculo amostral, levando-se em consideracdo estudos prévios de achados
biomecanicos relacionados ao pico de forga até a falha do enxerto’, obteve-se uma
estimativa de cinco animais por grupo para que se alcancasse poder estatistico de ao menos
95% entre os grupos OHB e ar ambiente, assumindo um erro tipo I de 5%.

Os dados categdricos foram apresentados como nimero absoluto e porcentagem. Os
dados continuos foram apresentados como médias e desvio padrio. Para os dados continuos,
a distribui¢do dos dados foi inicialmente avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Dessa
forma, dados que apresentaram distribuicdo normal e homogénea foram analisados pelo teste
t de Student. Por outro lado, dados com distribui¢do nao normal foram analisados pelo teste
de U de Mann-Whitney. Para calcular a diferenga estatistica entre os grupos OHB, ar
ambiente, e os ligamentos nativos (caracterizado pelo lado contralateral) em termos de

resultados biomecanicos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com comparagdes multiplas
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de Dunn. O programa estatistico GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., CA, US) foi
utilizado para andlise. O valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente

significativo.
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5. RESULTADOS

Ao final do periodo, todos os animais operados apresentaram boa evolugdo clinica e
terminaram o estudo. Dessa maneira, os 12 animais inicialmente incluidos (n=6 por grupo)

foram eutanasiados apos as 12 semanas propostas.

5.1. Ressoniancia magnética

A terapia com oxigenacdo hiperbarica (OHB) resultou em uma diminuicao
significativa na intensidade do sinal do enxerto em comparacdo com o grupo ar ambiente.
Isso foi observado tanto na regido femoral (0,92 + 0,10 vs. 1,17 £ 0,13; p<0,01) quanto na

regido tibial (0,79 + 0,14 vs. 0,98 = 0,14; p=0,04; Figura 13).
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Figura 13. Ressonancia magnética do joelho do coelho mostrando a regido de interesse para
calculo da relagdo sinal-ruido do enxerto no tinel tibial. O grupo OHB (A) apresentou uma
diminui¢do na intensidade do sinal em comparagdo com o grupo ar ambiente (B). (C)
Andlises quantitativas da relagdo sinal-ruido. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrao. * p<0,05; ** p<0,01.
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Com relagdo ao tamanho dos tuneis, o grupo OHB apresentou diametros de tinel
significativamente menores em comparagdo com o grupo ar ambiente, tanto para os tineis
femorais quanto para os tuneis tibiais (Tabela 1). Da mesma forma, a area da segdo
transversal dos tineis foi significativamente menor no grupo OHB em comparacdo com o
grupo ar ambiente nos tuneis femorais (p<0,01) e tibiais (p=0,01). A Tabela 2 demonstra

esses resultados. ANEXO B apresentada Imagens representativas dos tuneis dsseos.

Tabela 1. Medidas do didmetro dos tuneis 0sseos femoral e tibial.

Fémur Tibia
OHB Ar ambiente P OHB Ar ambiente P

Sagital, mm 1,36 £0,12 2,04+0,32 0,03 | 1,39+0,35 2,16+0,15 0,02

Coronal, mm  1,37+0,17 2,02+0,44 0,08 1,4+0,36 2,01+0,06 0,04

Axial, mm 1,29+0,12 2,06+0,11 <0,01 | 1,36+0,31 2,42+0,28 0,01

Medidas realizadas nos eixos sagital, coronal e axial. Valores apresentados em média +
desvio padrao. Em negrito, valores com significancia estatistica.

Tabela 2. Calculo da area da regido central dos tineis femoral e tibial.

Fémur Tibia
OHB Ar ambiente P OHB Ar ambiente P
Ar‘ﬁ;ﬁlal’ 1314024 3354036  <0,01 | 1,50+0,63  4,65+1,08 0,01

Valores de acordo com o corte axial apresentados em média + desvio padrao. Em negrito,
valores com significancia estatistica.



60

5.2. Tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolucio (HR-
pQCT)

Corroborando com os achados da ressondncia magnética, o volume do tunel femoral
foi significativamente menor no grupo OHB em comparagdo com o grupo ar ambiente (0,12
+ 0,03 mm? vs. 2,41 £ 1,62 mm?; p=0,04, Figura 14). Além disso, o grupo OHB apresentou
medida BV/TV significativamente maior (p=0,04) e uma tendéncia da medida Tt.vBMD
mais alta (p=0,06). Os demais parametros de densidade 6ssea volumétrica e microarquitetura
ndo demonstraram diferencas estatisticas entre os grupos, apesar de favorecer discretamente

o grupo OHB (ANEXO C).
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Figura 14. Analise por tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolugdo
do tinel 6sseo femoral. Observe o tinel 6sseo mais estreito (seta branca) no grupo OHB (A)
em comparacdo com o grupo de ar ambiente (B). C) Volume do tinel femoral. D) BV/TV.
E) Tt.vBMD. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao. * p<0,05.

5.3. Analise Macroscopica

A fim de examinar o resultado da cirurgia e sua cicatrizagdo, observou-se que o
enxerto do LCA de todos os animais operados apresentava sinais adequados de tensdo e
integridade, ndo havendo casos de rotura/soltura do enxerto. Além disso, as inser¢des Osseas
femoral e tibial estavam intactas em todos os animais, ndo sendo observado qualquer espaco
ou falha entre o enxerto e os tineis 0sseos. Entretanto, apesar dos sinais positivos de
integracdo do enxerto em todos os animais, coelhos do grupo OHB apresentaram insergoes
ligamentares nitidamente mais bem definidas, inclusive com formagdo de tecido 6sseo no
tunel e sem distingdo entre o enxerto e o osso adjacente, aspecto bastante semelhante a
inser¢do nativa ligamentar. Além disso, animais do grupo OHB exibiram aspecto da
cartilagem articular nitidamente superior aos animais do grupo ar ambiente, com discretas
alteracdes degenerativas e pouca formacao de ostedfitos. Por outro lado, coelhos do grupo ar
ambiente apresentaram moderada ou avancada degeneracdo articular femoral e tibial (Figura

15 ¢ ANEXO D).



62

Ar ambiente

Figura 15. Imagem macroscopica do joelho. Notar a presenga do enxerto (seta amarela), com
melhor aspecto no grupo OHB, caracterizado por insercdes mais bem definidas, sem
distin¢do entre o enxerto € 0 0sso adjacente. Além disso, a cartilagem articular (setas brancas)
no grupo OHB (A) também apresentou menores sinais de degeneragao e menor formacao de
oste6fitos em comparagdo ao grupo ar ambiente (B).

5.4. Avalia¢ao Biomecanica

Com relagdo a forca maxima de tragdo até a falha, animais submetidos a OHB
apresentaram valores aproximadamente trés vezes maiores do que animais mantidos em ar
ambiente (p=0,04). De maneira semelhante, o grupo OHB apresentou rigidez uma vez maior
em comparagdo com o grupo ar ambiente (p=0,04). Por sua vez, a deformac¢do do enxerto
ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos (p=0,57). De maneira interessante, ndo
houve diferenga biomecanica entre o enxerto de animais submetidos a OHB e o ligamento
nativo do joelho contralateral. Da mesma forma, ndo foi encontrado diferenca entre os
ligamentos nativos de animais submetidos ou ndo a OHB. A Tabela 3 e a Figura 16
demonstram os achados da avaliagao biomecanica. Em relacao ao modo de falha, todas as
amostras do grupo OHB falharam devido a ruptura no meio da substancia ou avulsdo
osteocondral na inser¢do tibial. No grupo ar ambiente, a maioria dos enxertos falhou devido

ao desprendimento dos tuneis 0sseos (quatro de seis amostras, 67%).
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Tabela 3. Andlise biomecanica do enxerto nos grupos OHB e ar ambiente.

OHB Ar ambiente P
Forg¢a, N 147,35 +£48,27 37,43 + 12,88 0,04
Rigidez, N/mm 38,21 +£5,38 15,25 +£5,52 0,04
Deformagao, mm 6,20+ 1,71 492 +2.28 0,57

Valores expressos em média + desvio padrdo. Em negrito, valores com significancia
estatistica.
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Figura 16. Avaliacao biomecanica do enxerto (OHB e Ar ambiente) e do LCA nativo (OHB
e Ar ambiente - contralateral). Notar que o grupo submetido a OHB foi capaz de reestabelecer
os valores nativos do LCA. Por outro lado, o grupo ar ambiente apresentou forca e rigidez

significativamente menores do que os demais grupos avaliados. Os dados sdo apresentados
como média + desvio padrao. * p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Este estudo revelou que os animais submetidos a OHB apo6s a reconstru¢do do LCA
apresentaram menor intensidade de sinal do enxerto e um tamanho do tunel reduzido em
relacdo aos animais mantidos apenas em ar ambiente. Além disso, as propriedades
biomecanicas do enxerto foram superiores no grupo OHB em comparagdo ao grupo ar
ambiente. Notavelmente, os animais que receberam OHB apresentaram uma melhor
aparéncia da cartilagem articular apds a cirurgia, com menos sinais de degeneragao condral.
Esses resultados sugerem que o uso adjuvante da OHB pode melhorar a maturidade e a
integracdo do enxerto, e a estabilidade do joelho, proporcionando melhores resultados de
cicatrizagdo apos a reconstru¢do do LCA.

A incidéncia de falha do enxerto ap6s a reconstrucdo do LCA ¢ incerta, porém taxas
variando de 0,7% a 24% sdo comumente relatadas'**!%, Embora a falha do enxerto possa
ocorrer por diferentes mecanismos, incluindo problemas técnicos relacionados a cirurgia ou
novos episodios traumaticos, sua cicatrizacao prejudicada deve ser sempre considerada caso
a falha ocorra durante um evento ndo traumatico em um contexto no qual a cirurgia foi

adequadamente realizada®2%*

. Portanto, o sucesso da reconstru¢io do LCA depende
intimamente do processo cicatricial do enxerto.

Diversos estudos pré-clinicos e clinicos tém explorado o processo cicatricial do
enxerto apOs a cirurgia de reconstrugdo do LCA!%24197.198 Tanto a osteointegragdo quanto a
ligamentizacdo sdo processos frequentemente abordados, visto seus efeitos cruciais no
sucesso do procedimento cirurgico. Nesse sentido, considera-se que a melhora da

osteointegragdo apoOs a reconstrugdo do LCA garante maior estabilidade do joelho!®3,
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permitindo que os pacientes iniciem reabilitacdo precoce e, em ultima analise, alcancem
melhores desfechos clinicos!®’. Similarmente, um processo de ligamentizagdo adequado
contribui com forca estrutural do enxerto, agregando estabilidade articular do joelho e
resultados positivos. De fato, a falta da maturagdo completa da por¢do intra-articular pode
gerar um enxerto desorganizado e pouco viavel, aumentando os riscos de falha da cirurgia®.

Visando melhorar a cicatrizacdo, diferentes medidas terapéuticas tém se mostrado
promissoras como tratamento adjuvante a reconstrugdo do LCA’. Entretanto, a maioria
dessas estratégias ainda correspondem a investigacdes pré-clinicas, e que, portanto, ndo estao
amplamente disponiveis a populacdo. Além disso, grande parte dessas medidas envolvem
materiais que requerem manipulagdo bioldgica ou procedimentos invasivos para seu uso €
aplicagdo, o que traz barreiras legais e financeiras, ¢ maior morbidade aos pacientes!'®.
Ademais, essas estratégias sdo normalmente direcionadas a apenas um (ou a poucos) estagio
da cicatrizagdo, o que limita seu potencial clinico. Assim, tratamentos capazes de agir de
maneira sistémica em diferentes fases da cicatrizacdo, € que possuam baixos riscos
associados seriam as modalidades mais desejadas e promissoras. Nesse contexto, a OHB se
enquadra como terapia sistémica, que ja se mostrou capaz de melhorar processos cicatriciais,
com poucos efeitos colaterais e riscos reduzidos®!-82:86,

As descobertas mostradas neste estudo incentivam o uso da OHB para melhorar a
cicatrizacdo ligamentar intra-articular. Na pratica clinica, a ressonancia magnética € a técnica
mais frequentemente utilizada para avaliar a cicatrizagdo do enxerto®. Estudos com RM pos-
operatoria apos a reconstru¢do do LCA tém demonstrado altera¢des na intensidade do sinal
191,200-206_

do enxerto a medida que ele avanca seu processo de remodelamento

Especificamente, investigacdes prévias em humanos demonstraram que o sinal do enxerto
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aumenta na fase pos-operatoria inicial, estabiliza durante o primeiro ano pds-reconstrucdo e
diminui posteriormente, indicando a maturagdo do enxerto!°!2%0-294 Pesquisas pré-clinicas
também investigaram o sinal do enxerto e relacionaram o sinal hiper intenso com efeitos
negativos em suas propriedades biomecénicas®®. Estudos clinicos subsequentes relataram
que a alta intensidade do sinal em enxertos autélogos de tenddo dos isquiotibiais estava

207 Durante a

associada a um maior risco de ruptura do enxerto em periodos subsequentes
fase inicial de remodelamento, a revasculariza¢ao do enxerto, o tecido recém-formado e o
liquido sinovial circundante aumentam o conteudo de dgua do enxerto, resultando em um
sinal hiperintenso?®. A medida que o processo avanga, as propriedades do enxerto de tenddo
tendem a se assemelhar mais as propriedades nativas do LCA, levando a diminui¢ao de seu
sinal?%®. Essa transi¢do de hiperintensidade para um sinal hipointenso também pode refletir a
troca progressiva de tecido de granulagao por fibras de colageno, processo que ocorre durante

a maturagdo do enxerto?%%2%°

. Isso, em ultima analise, leva a uma melhor cicatrizacao
tecidual?®. Neste estudo, o exame de RM foi usado para avaliar a intensidade do sinal do
enxerto e sua maturagdo. De maneira promissora, animais que passaram por OHB
apresentaram um sinal do enxerto diminuido em comparagdo com o0s animais que nao
receberam OHB, sugerindo que o tratamento adjuvante com OHB pode aperfeicoar a
maturacdo do enxerto apos a reconstrucdo do LCA. Vale a pena destacar também que nesse
estudo foi utilizada a ressonancia magnética de 7 Tesla. Comparada as ressonancias
magnéticas tradicionais de 1.5 Tesla ou 3 Tesla, a RM 7 Tesla oferece notaveis vantagens no
diagnostico das lesdes ligamentares, uma vez que proporciona um campo magnético mais

forte, resultando em imagens de alta resolucdo espacial e contraste aprimorado. Isso permite

uma analise mais precisa das estruturas do joelho, como os ligamentos?!®. Essa resolucdo
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superior pode ser especialmente valiosa na detec¢do de alteragdes sutis, incluindo a avaliacao
do enxerto e seu impacto nas estruturas circundantes.

Outro fator crucial na cicatrizagdo apos a reconstru¢do do LCA ¢ a integragdo do
enxerto nos tineis 6sseos. Os enxertos sdo geralmente compostos por tenddes que podem ou

ndo ter blocos Osseos adjacentes!!

. Especialmente para enxertos de tendao livre, como os
tendoes dos musculos isquiotibiais comumente usado na pratica médica, o processo de
integracao tenddo-osso ¢ ainda mais complexo devido a necessidade de cicatrizacdo entre
dois tecidos diferentes. Por esse motivo, a interface enxerto-osso muitas vezes € identificada
como um local vulnerdvel de fixagdo do enxerto nas fases iniciais da reconstrucao
ligamentar?!2, A osteointegragdo também pode afetar o sinal do enxerto, na medida que uma
intensidade de sinal reduzida indica uma integrag¢do avancada do enxerto. Por outro lado, um
sinal aumentado pode indicar um alargamento maior do tanel'®!-?!3, Nesse sentido, considerar
o comportamento do tamanho do tinel durante a cicatrizacdo do LCA ¢ outra maneira de
avaliar radiologicamente a integragdo do enxerto. O alargamento do tinel dsseo apods a
reconstru¢do do LCA ndo ¢ um achado incomum, especialmente ao usar enxertos de tendao
livre?!4-216 Apesar dos debates, estudos associam o alargamento do tinel com a laxiddo
anterior do joelho e a consequente falha do enxerto?!’-2!¥, No contexto biologico, o
alargamento do tunel pode surgir quando o tenddo do enxerto ndo estd adequadamente
ancorado e estabilizado na parede do tunel 6sseo. Isso resulta na micro movimentacao do
tecido do enxerto e subsequente remodelagdo Ossea?!®. Tanto o movimento longitudinal
quanto transversal do enxerto dentro do tinel podem criar uma camada de tecido fibroso ao

redor do enxerto, posteriormente levando ao alargamento do tinel 6sse0??’. Além disso,

estudos com exames de imagem demonstraram o depdsito de liquido sinovial entre a interface
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enxerto-0sso??!. Apos a lesdo e reconstrugdo do LCA, o liquido sinovial se torna rico em
citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF) e colagenases que, se expostos
ao tinel 6sseo, podem aumentar a atividade dos osteoclastos e causar ostedlise, levando
eventualmente ao alargamento do tanel??!-223, Isso pode interferir e atrasar a integragdo do
enxerto no tunel 6sseo??’. Neste estudo, avaliamos o impacto da OHB no tamanho dos tineis
6sseos apos a reconstrucdo do LCA. Nossos achados demonstraram que o tratamento com
OHB levou a tuneis significativamente menores tanto na tibia quanto no fémur. Isso ¢
particularmente notavel considerando que o grupo OHB apresentou didmetros de tunel
menores do que a broca de 2 mm de didmetro usada durante o procedimento, enquanto o
grupo de ar ambiente apresentou medidas maiores a esse tamanho. Como esperado, os
resultados foram posteriormente validados pela tomografia computadorizada de alta
resolucdo, que confirmou um volume menor de tinel femoral apds tratamento adjuvante com
a OHB. Além disso, a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas Osseas, particularmente a
fracdo de volume 6sseo (BV/TV) e a densidade mineral 6ssea, que indicam formagao ossea,
foram maiores no grupo OHB. Isso pode refletir a sintese de novo tecido 6sseo ao redor do
enxerto??4226, Em conjunto, esses resultados indicam que a OHB pode aprimorar a integragdo
do enxerto no osso adjacente. Embora o mecanismo exato para essa redu¢do de tamanho do
tunel com a OHB ndo tenha sido investigado neste estudo, pesquisas anteriores indicam que
o uso da OHB pode modular a mobilizacdo de células e moléculas inflamatérias, e o

remodelamento dsseo?23:2%7

. Esses processos podem conter a progressdo da ostedlise, e
potencialmente reduzir o risco de alargamento do tinel, levando & melhor integracdo do

enxerto apds a reconstrucdo do LCA.
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Com relacdo a analise biomecanica, uma melhor integracdo do enxerto com o 0sso
pode resultar em propriedades biomecanicas superiores. Neste estudo, a OHB resultou em
maior forca maxima de tracdo até a falha e maior rigidez em comparagdo ao grupo mantido
em ar ambiente, sugerindo uma fixacdo mais forte do enxerto ao osso adjacente. Essas
descobertas estdo de acordo com um estudo anterior que mostrou aumento da formacgao
trabecular ¢ssea ao redor do enxerto do LCA e melhor incorporagao do enxerto no tunel dsseo
apos a OHB, levando a maior forga até a falha do enxerto’®. Da mesma maneira, assim como
reportado no estudo previamente citado’, animais submetidos a OHB apresentaram como
modo da falha em sua totalidade a ruptura do novo ligamento no meio da substancia,
enquanto animais do grupo ar ambiente apresentaram, em sua maioria, falha resultante do
desprendimento do enxerto dos tuneis dsseos. Esses achados sugerem que o processo de
integracdo do enxerto no osso adjacente encontrava-se mais avangado nos animais expostos
ao oxigeénio hiperbarico.

Investigacdes clinicas sobre a reconstru¢do do LCA indicam que, no primeiro ano
apos a cirurgia, alguns pacientes podem nao apresentar cicatrizagdo do enxerto suficiente
para suportar as demandas mecanicas relacionadas a atividades extenuantes ou esportes que
exigem mudanga abrupta de dire¢do??®. Nesse sentido, o risco de falha do enxerto seria maior
nos casos em que a resposta cicatricial ndo estd totalmente completa. Nosso estudo revelou
que a OHB resulta em uma resposta de cicatrizagdo mais avancada. Além disso, observamos
que a resisténcia biomecanica do enxerto foi comparavel a do LCA nativo no momento da
avaliagdo, o que correspondeu a forca maxima de tragdo aproximadamente trés vezes maior
e rigidez cerca de 100% superior em relagdo ao enxerto do grupo que ndo recebeu OHB.

Esses achados levantam a hipdtese de que a OHB adjuvante a reconstru¢do do LCA poderia
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ndo apenas melhorar a resisténcia biomecéanica geral, mas também acelerar a resposta
cicatricial do enxerto. Investigacdes futuras focadas na avaliacdo temporal do processo
cicatricial ap6s a reconstru¢do do LCA e o tratamento com OHB adjuvante ajudardo a
investigar essa hipotese. Estudos prévios em coelhos investigando estratégias de otimizar a
maturagdo e integracdo do enxerto também reportaram melhora das caracteristicas
biomecanicas do enxerto apos intervengdes adicionais. Nesse sentido, a utilizacdo de
movimentagdo continua passiva apoés a reconstrucdo do LCA aumentou a resisténcia do
enxerto em cerca de 50% em comparagdo com animais controles??’. De maneira similar, o
uso de células mesenquimais derivadas do tecido adiposo aplicados com uma membrana ao
redor do enxerto foi capaz de aumentar a forga até a falha em 50% apds 16 semanas da
reconstrugdo do LCA?. Outro estudo avaliando o efeito da preservagdo do tecido
remanescente do LCA nativo durante reconstrucdo ligamentar demonstrou que, apds 24
semanas da cirurgia, coelhos que tiveram o remanescente do ligamento nativo preservado
apresentaram for¢a do enxerto 30% maior do que animais que tiveram o remanescente
retirado?*!. Um outro estudo avaliando o uso de pressdo negativa intermitente na articulagdo
do joelho durante cinco dias apds a reconstrucdo do LCA demonstrou que essa estratégia foi
capaz de aumentar em 10% a forca de ruptura até a falha no periodo de seis semanas apos a
reconstru¢do ligamentar?*2, Dessa forma, o uso da OHB parece ter um efeito ainda mais
promissor na melhora das caracteristicas biomecanicas do enxerto. De maneira interessante,
observou-se também que nao houve diferencga significativa no LCA nativo dos animais
submetidos ou ndo a OHB. Assim, apesar de agir durante o processo cicatricial, a OHB
parece ndo interferir nas caracteristicas biomecanicas do ligamento em ambientes com

homeostase inalterada.
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O mecanismo da OHB durante a cicatrizagdo de feridas baseia-se no aumento dos
niveis de oxigénio dissolvido no plasma, o que eleva a pressdo parcial de oxigénio®. Isso
permite que o oxigénio se difunda por uma maior distancia a partir do capilar até a area de
cicatrizagdo, fornecendo aquela area o oxigénio necessario para promover a reparacao
tecidual. Além disso, a OHB regula a produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
levando a um estado controlado de estresse oxidativo??’. Essas espécies reativas geradas pelo
"euestresse oxidativo" atuam como mediadores em diversas vias de sinalizacdo, induzindo a
sintese de fatores de crescimento e citocinas que irdo modular a resposta inflamatoria,
promover a neovascularizagao (por meio da produ¢ao de VEGF, PDGF e angiopoietina-2) e
regular a matriz extracelular’®233-234 No contexto da cicatrizagdo ligamentar, o mecanismo
da OHB ainda precisa ser mais bem explorado. Porém, assim como para a cicatriza¢do de
feridas de pele, o aumento do oxigénio dissolvido no plasma pode resgatar processos

7886 e estimular vias

dependentes de oxigénio, como por exemplo, as atividades fibroblasticas
anabolicas e regulatérias da cicatrizacdo. Ademais, a OHB estimula a proliferacdo de
osteoblastos, melhora a sintese e a estrutura de colagenos e proteoglicanos®*3, e equilibra os
niveis de MMPs e de TIMPs’S, regulando a MEC tecidual. Todos esses fatores agem em
conjunto para melhorar a maturacao e integracao do enxerto ligamentar.

Estudos experimentais também demonstraram efeitos positivos da OHB no
metabolismo da cartilagem. A OHB previne a apoptose de condrécitos ao diminuir a
expressao de iNOS e caspase-3, promove o acimulo de condrdcitos e estimula a sintese de

colégen0158’163‘167

. Além disso, a OHB inibe vias de sinalizacdo pro-inflamatorias e
catabolicas, reduzindo as respostas proteoliticas que ocorrem apds agressdes a cartilagem!68,

Quando utilizada como terapia adjuvante em reparos de defeitos na cartilagem articular, a
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OHB demonstrou aumentar a sintese de colageno tipo Il e GAG, levando a um tecido de
melhor qualidade!>#158:163.165.166.169.170 Negte estudo, a avaliagdo macroscopica revelou de
maneira secundaria que a OHB melhorou a aparéncia da cartilagem articular e preveniu a
ocorréncia de osteoartrite pos-traumatica severa. Essa descoberta provavelmente se deve ndo
apenas ao processo de cicatrizacdo aprimorado e a melhor estabilidade da articulacao
resultante, mas também aos efeitos positivos da OHB no metabolismo da cartilagem. E
importante ressaltar que a osteoartrite pds-traumatica ¢ uma consequéncia prevalente apos
lesoes do LCA, afetando mais de 50% dos pacientes, independentemente da reconstru¢ao do
ligamento?*>23¢, Embora a instabilidade mecanica da articulagdo possa desempenhar um
papel significativo em sua patogénese, pesquisas anteriores demonstraram que a inflamacao
cronica e a auséncia da resolu¢do da inflamacgdo apds a lesdo e reconstru¢do do LCA sao
fatores-chave no desenvolvimento da osteoartrite pds-traumatica®*>-237, Nesse contexto, ao
aumentar a remocgao de células apoptoticas, a expressdo de citocinas anti-inflamatorias e a
polarizagdo de células T para células T regulatorias, a OHB pode apoiar a resolugdo da
inflamag¢do que causa a artrite>*® %!, No entanto, investiga¢des anteriores que avaliaram o
efeito da OHB apos a transeccdo do LCA sem qualquer outro tratamento ndo conseguiram
demonstrar a cicatrizagdo espontanea do ligamento ou a prevengdo da osteoartrite!6-241:242,
Isso destaca a importancia do uso da OHB como terapia adjuvante, € ndo como um
procedimento isolado em casos de lesdes do LCA.

Neste estudo em questdo, o modelo animal em coelhos foi utilizado para avaliar o
papel da OHB na osteointegracdo e ligamentizagdo do enxerto de LCA apds a cirurgia.
Coelhos New Zealand sao comumente utilizados em estudos experimentais, uma vez que o

joelho apresenta semelhangas morfologicas com o joelho humano, sendo um modelo seguro,
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185 e que respeita a ordem na escala filogenética para

de facil execugdo e reprodutive
pesquisa em animais. Além disso, nosso estudo optou por utilizar o tenddo ELD como
enxerto, baseando-se em dados prévios e no fato de que esse tendao tem acesso cirirgico
facilitado, o que reduz a morbidade do procedimento, além de possuir propriedades
mecanicas similares a outros tenddes frequentemente utilizados em pesquisa (exemplo, o
semitendineo), e com comprimento suficiente para servir como enxerto do LCA!%, Por fim,
estudos biomecanicos mostram que os coelhos ndo usam o ELD para saltar, o que reduziria

243 Ainda com relagdo aos animais utilizados, o céalculo

ainda mais a morbidade aos animais
amostral inicial identificou um niimero necessario de quatro animas por grupo para que se
alcangasse o poder estatistico desejavel de 95%. Optou-se por utilizar um nimero maior de
animais por grupo visto o risco real de perdas durante o procedimento cirurgico e seguimento,
além do fato de que os demais parametros analisados nesse estudo sao diferentes do avaliado
nos estudos prévios que serviram de base para o calculo do tamanho amostral.

Este trabalho nao ¢ isento de limitagdes. Primeiramente, como um estudo em animais,
ele serve como um modelo de prova de conceito e pode ndo representar completamente as
condi¢des mecanicas e a fisiologia da articulagdo humana. Embora os modelos de coelhos
sejam frequentemente usados em estudos experimentais sobre o LCA, ainda existem
diferengas significativas na anatomia, técnicas cirurgicas, selecdo e fixacdo de enxertos e
reabilitagdo pds-operatoria. Em segundo lugar, apesar do periodo pos-operatorio de 12
semanas ser comumente utilizado e teoricamente abranger todas as fases do processo
cicatricial do LCA no modelo em coelhos, sabe-se que a fase de ligamentizagdo pode ser

mais prolongada, o que impossibilita a avaliagdo de outros eventos mais tardios relacionados

a esse processo>2. Além disso, os mecanismos biologicos especificos relacionados aos efeitos
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da OHB durante a cicatrizagdo do enxerto ap6s a reconstru¢do do LCA ndo foram explorados.
Por fim, embora o protocolo de OHB usado neste estudo tenha sido baseado em protocolos
reportados previamente, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o momento ideal, a
frequéncia e as condi¢des de exposicao a OHB apds a reconstru¢do ligamentar.

Apesar dessas limitagdes, este estudo € pioneiro na exploracao do efeito da OHB na
osteointegracdo ¢ maturacdo do enxerto, e fornece informagdes relevantes sobre o uso
adjuvante do oxigénio hiperbarico na reconstrugdo do LCA, com interessante potencial
terapéutico. Em particular, a OHB parece aprimorar substancialmente a osteointegra¢do do
enxerto a caracteristicas biomecanicas similares ao LCA nativo. Ademais, o achado
secundario benéfico em reduzir a degeneracdo da cartilagem articular apds o uso da OHB
pode abrir novas perspectivas na prevencao da osteoartrite pos-traumatica. Considerando a
seguranga e as vantagens potenciais, a OHB parece ser uma modalidade adjuvante
promissora no tratamento personalizado das lesdes ligamentares do joelho. Além disso, o uso
adjuvante da OHB ndo altera em nenhum sentido a técnica cirurgica da reconstrucao do LCA,
que poderia ser acompanhado de potenciais complicagdes. Os resultados deste estudo
fornecem informagdes importantes sobre a aplicagdo clinica da OHB como uma intervengao
terapéutica para melhorar a cicatrizacdo e maturag¢ao do enxerto apds a reconstrugdo do LCA,

e encorajam a realizagdo de pesquisas adicionais nessa e em outras areas da ortopedia.
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7. CONCLUSAO

O uso adjuvante da OHB apds a reconstru¢do do LCA resultou em maturagdo mais
avancada do enxerto e da interface osso-enxerto, evidenciada pela redu¢do do sinal do
enxerto e estreitamento dos tineis 6sseos nas avaliacdes por imagem. Adicionalmente, a

OHB aumentou a forga e resisténcia biomecanica do enxerto no modelo animal em coelhos.
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8. ANEXOS

ANEXO A - Indicagdes e contraindicagdes para realizagdo da oxigenoterapia hiperbarica,

de acordo com a Undersea and Hyperbaric Medical Society e o European Committee on

Hyperbaric Medicine.
Indicacoes Contraindicac¢oes

Embolia gasosa ou aérea Pneumotorax ndo tratado*

Doenga de descompressao Uso de drogas: doxorubicina,
adriamicina*, bleomicina e disulfiram

Intoxicag¢do por monoxido de carbono Infeccdes do trato respiratério superior

Insuficiéncias arteriais Lesao pulmonar assintomatica evidenciada
na radiografia ou tomografica
computadorizada

Enxertos ou retalhos comprometidos Enfisema pulmonar com retengdo de
dioxido de carbono

Anemia grave Antecedente de cirurgia na orelha ou

toracica

Sindrome  compartimental, lesdo  por | Hipertermia ndo controlada
esmagamento ou outras lesdes traumaticas
agudas isquémicas

Queimaduras térmicas agudas Transtornos convulsivos

Lesdes pos-radiagdo (necrose Ossea ou de | Gravidez
tecidos moles)

Miosite ou mionecrose clostridial (gangrena | Claustrofobia
gasosa)
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Infeccdo necrotizante de tecidos moles

Abscesso intracraniano

Osteomielite refrataria

Perda auditiva neurossensorial subita

Osteoradionecrose

Osteomielite da mandibula

Periodontite agressiva




78

ANEXO B - Imagens de ressonancia magnética ponderada em T2 do joelho dos animais
submetidos a reconstru¢do do ligamento cruzado anterior. As linhas amarelas tracejadas

delimitam o enxerto e o tinel tibial. Painel acima, grupo OHB; painel abaixo, grupo ar

ambiente.




Grupo ar ambiente
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Anexo C - Avaliagdo histomorfométrica 6ssea do fémur distal na regido do tinel femoral.
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Tb.vBMD: Densidade mineral 6ssea volumétrica trabecular.
Ct.vBMD: Densidade mineral 6ssea volumétrica cortical.
Ct.Th: Espessura cortical.

Tb.Th: Espessura trabecular

Tb.Sp: Separacao trabecular

Tb.N: Numero de trabéculas
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ANEXO D - Imagem macroscopica do joelho dos animais estudados mostrando o aspecto

da cartilagem articular. Painel acima, grupo OHB; painel abaixo, grupo ar ambiente.

Grupo OHB
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Grupo ar ambiente
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Anexo E — Aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sdo Paulo

MEDICI
ISP

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Avenida Dr. Arnaldo, 455
Pacaembu — S&o Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da oxigenoterapia

hiperbarica como tratamento adjuvante na reconstrucio do ligamento

cruzado anterior”,

registrada com o n® 1336/2019, sob a responsabilidade de

Marco Kawamura Demange e Chilan Bou Ghosson Leite, apresentada pelo

Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que envolve a producdo, manutencao

e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto

humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com

os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de

julho de 2009, e com

as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 23.10.19

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio Inicio: 05-08-2019 Término: 05-08-2020
Espécie/linhagem/raca Coelho New Zeland
N© de animais 10
Peso/Idade 3-4 kilos
Sexo machos
Origem Biotério FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas

as atividades.

CEUA-FMUSP, 23 de Outubro de 2019

e ——— -
Dr. Eduardo Pompeu
qurdenador
Comissao de Etica no Uso de Animais

Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Anexo F — Ficha do aluno de doutorado na Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.

10/26/23,9:32 AM about:blank

Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina

FICHA DO ALUNO
5140 - 5725582/1 - Chilan Bou Ghosson Leite
Email: chilan@usp.br
Data de Nascimento: 12/10/1988
Cédula de Identidade: RG - 45.984.301-1 - SP
Local de Nascimento: Estado de Sao Paulo
Nacionalidade: Brasileira
Graduacgio: Médico - Universidade Estadual de Campinas - Sdo Paulo - Brasil - 2014
Curso: Doutorado Direto
Programa: Ciéncias do Sistema Musculoesquelético
Data de Matricula: 21/11/2019
Inicio da Contagem de Prazo: 21/11/2019
Data Limite para o Depésito: 20/05/2024
Orientador: Prof(a). Dr(a). Marco Kawamura Demange - 21/11/2019 até o presente. Email:
demange@usp.br
Co-orientador: Prof(a). Dr(a). Christian Lattermann - 27/10/2022 até o presente. Email:

CLATTERMANN@BWH.HARVARD.EDU
Proficiéncia em Linguas: Inglés, 21/11/2019

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificago: Aprovado em 11/01/2022

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 21/11/2019

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagé@o USP (Resolugéo n° 7493 em vigor a partir de 29/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2023
Impresso em: 26/10/2023 10:31:54

about:blank 172
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