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Resumo

Apesar dos avancos da medicina, persiste alta a incidéncia da oclu-
sdo arterial aguda dos membros, decorrente do aumento da longevidade
e, conseqiientemente, da aterosclerose. E uma doenca grave que apre-
senta, inclusive, freqiiéncia elevada de amputagdes dos membros e de
oObito. A isquemia leva a faléncia energética da célula muscular, a rea-
cdo inflamatoria e a alteragGes bioquimicas. Essas lesdes sdo agravadas
pela reperfusdo, que desencadeia grande produgdo de radicais livres
do oxigénio e ativagdo de neutréfilos, que acentuam as lesdes locais e
sistémicas. Muitas pesquisas tém sido feitas no sentido de se esclarece-
rem os pormenores das alterages decorrentes da isquemia-reperfuséo
e também de se buscarem alternativas terapéuticas mais eficientes para
essa doenga. O objetivo do presente artigo é rever o conhecimento
atual da fisiopatologia e as perspectivas terapéuticas de atenuagdo das
lesOes decorrentes da isquemia e reperfusdo da musculatura esquelética,
na oclusdo arterial aguda dos membros, bem como rever os modelos
experimentais usados para estudar essas alteragdes.

Palavras-chave: isquemia, reperfuséo, radicais livres, masculo
esquelético.

Dentre as urgéncias vasculares, a oclusdo arterial
aguda (OAA) é amais comum, correspondendo a cerca
de 10 a 16% de todos os atendimentos. Estima-se que
a incidéncia da OAA ndo traumatica seja em torno de
14/100.000 habitantes, e esse nmero tende a elevar-se
devido ao aumento da longevidade da populagéo e a
crescente incidéncia da doenca aterosclerétical™3.
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Abstract

In spite of the advances in medicine, the incidence of acute
limb arterial occlusion and consequent atherosclerosis remains high
due to increased longevity. This disease causes serious problems
including many limb amputations and death. Ischemia leads to
muscle cell energy failure, inflammatory reaction, and biochemical
alterations. These are worsened by reperfusion, which triggers high
free radical production and neutrophil activation, making local
and systemic lesions more severe. There have been many studies
trying to better understand alterations caused by ischemia and
reperfusion, and to search for more efficient therapeutic
alternatives. The objective of this study is to review current
knowledge on the physiopathology and the different therapies used
to reduce injuries caused by skeletal muscle ischemia and
reperfusion in acute limb arterial occlusion as well as to review the
experimental models used to study these alterations.

Key words: ischemia, reperfusion, free radicals, skeletal muscle.

Trata-se de uma condicdo grave, que acomete pre-
ferencialmente o idoso, o qual pode ser também porta-
dor de diabetes, hipertenséo, coronariopatia ou doenca
pulmonar, aumentando a morbidade da doenca. Os
riscos de amputacdo do membro sdo de 10 a 30%, e 0s
de 6bito sdo de 15% dos pacientes, aproximadamente?.

A OAA ¢ importante causa de prolongamento de
internacdo, 0 que aumenta o gasto dos escassos recursos
da satde publica; o custo social é elevado, pois o
paciente amputado fica extremamente dependente dos
familiares e da assisténcia social.

Os fendmenos fisiopatoldgicos envolvidos na OAA
estdo intimamente relacionados aos da isquemia e re-
perfusdo da musculatura esquelética, dai nossa preocu-
pacdo em revisar extensivamente a literatura sobre esse
tema, bem como investigar a progressdo de novas
opcBes terapéuticas para essa grave doenca.
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Fisiopatologia
Isquemia

A oclusdo de uma artéria desencadeia, de imediato,
intenso vasoespasmo distal, seguido de trombose se-
cundaria proximal e distal que, em funcdo da estase e
perda da funcéo endotelial, se estende e oclui a circula-
¢do colateral, agravando a isquemia. Paralelamente,
pode ocorrer trombose venosa profunda, em decorrén-
cia do fluxo venoso lento e da hipoxia, 0 que piora a
perfusio teciduall-3.

A intensidade da isquemia dependera do nivel da
oclusdo, dacirculacdo colateral e do grau de demandade
oxigénio dos tecidos envolvidosl-3. Nesse sentido, 0
tempo de isquemia é um fator crucial na determinacao
da intensidade das lesdes e na viabilidade do mem-
brol-3. O tecido muscular responde por, aproximada-
mente, 80% da massa do membro inferior e tem resis-
téncia intermediariaa isquemia; enquanto 0s nervos sao
0s mais sensiveis, os tenddes, 0ssos e pele sdo 0s mais
resistentes?-3, A baixaatividade metabélicaem repouso,
a grande reserva de glicogénio e fosfatos de alta energia
na forma de creatina e a capacidade de manter funcgdes
celulares basicas por meio da glicélise anaérobica justi-
ficam essa maior resisténcia do tecido muscular a isque-
mia em relagdo aos nervos*°.

No inicio do periodo de isquemia, as alterages
bioquimicas das funcdes celulares basicas sao reversi-
veis, no entanto, quando essa isquemia se prolonga,
outra seqiiéncia de reages ocorre como conseqiiéncia
da faléncia energética da célula®°>. Em até 2 horas de
isquemia, 0 metabolismo anaerdbio prevalece, levando
a0 aumento do lactato e fosfato inorganico e a reducao
do pH, do trifosfato de adenosina (ATP) e da creatina
em 40% do normal. Ap6s 3 horas de isquemia, 0s niveis
de ATP reduzem-se drasticamente e ha piora daacidose.
Acredita-se que a reperfusao feita até esse periodo (em
até 3 horas de isquemia) seja capaz de restabelecer os
niveisde ATP, sem gerar lesdes teciduais®-8. O intervalo
de tempo para que esgotem os estoques de ATP é
impreciso, mas esta demonstrado que periodos de is-
guemia superiores a 5 horas, geralmente, produzem
leses irreversiveis®-11,

O ATP sintetizado pelo metabolismo anaerdbio
mantém as bombas ibnicas, o potencial de membrana e
a funcdo contratil, apesar da producéo de &cido lactico,
que se difunde para o intersticio, causando edema e
acidemial?-14, Com o esgotamento dessa fonte energé-
tica, ha faléncia das bombas e, conseqlientemente, o
gradiente ibnico das células altera-se, com saida de
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potassio e magnésio e entrada de sédio e calcio para o
meio intracelular, causando edema celular, da matriz e
das cristas mitocondriais®13:15, A maior oferta de cél-
cio intracelular ativa as proteases citoplasmaticas (cal-
paina) que, combinadas com a grande concentracdo de
hipoxantina, resultante da degradacdo ininterrupta do
ATP, convertem a enzima xantina desidrogenase paraa
forma oxidase, enzima essa que, como se vera adiante,
tem importancia nas lesdes de reperfusdo. O célcio ativa
também as enzimas lisossdémicas, que lesam diretamen-
te as organelas, e a enzima fosfolipase A2, que degrada
0 4cido aracdonico, dando origem aos mediadores da
inflamacéo: leucotrienos, prostaglandinas, prostacicli-
nas e tromboxanos®8:13.14 (Figura 1a). O leucotrieno
B4, gerado pelavia lipooxigenase, liga-se a receptores
especificos, na superficie dos neutrdfilos, o que leva
a sua adesdo e ativagdo, por meio do complexo
CD11/CD18 (clusters of differentiation). De outro
lado, os leucotrienos C4 e D4 causam vasoconstric-
¢do, piorando a perfusdo®.12-14, A via ciclooxigenase
produz prostaciclina (PGI-2) no endotélio e possui
acdo antiagregante plaquetaria e vasodilatadora. Por
essa via, nas plaquetas, ¢ produzido, em grande
quantidade, o tromboxano A2, potente vasocons-
trictor, agregador e ativador das plaquetas e dos
neutrdfilos, comprometendo a microcirculagio®12-
14 Nao obstante, dos efeitos antagdnicos de alguns
dos mediadores endoteliais e teciduais, prevalecem,
na isquemia, a vasoconstricgdo, a lesdo endotelial, a
agregacdo plaquetaria, a quimiotaxia e a ativagdo de
neutrdfilos®12-14 (Figura 1b).

Reperfusdo

Paradoxalmente, a reperfusdo, embora necessaria
para reverter o estado isquémico, piora as lesdes ja
presentes no periodo de isquemia. A formacdo de
quantidades excessivas de radicais livres (RL), princi-
palmente pelo sistema xantina oxidase, associada a
intensa participagéo dos neutrdfilos, amplifica a reacdo
inflamatdria, com conseqliente edema muscular, ne-
crose tecidual, agravamento das condig0es clinicas sis-
témicas e, por vezes, levando a inviabilizagdo do mem-
bro e até a mortel3.16:17 (Figura 2).

Em situacdes fisioldgicas, a nicotinamida adeni-
na fosfato (NADPH) € o aceptor final de elétrons na
cadeiarespiratoria, onde se terd a agua como produto
e a participacdo da enzima xantina desidrogenase
catalisando essa reacdo. Nos tecidos p6s-isquemia,
ha o acimulo da enzima xantina oxidase, demonstra-
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Figura 1b - Eventos bioquimicos, interagdo de neutréfilos ativados com o endotélio e
mecanismos de lesdo na isquemia e reperfuséo.

do anteriormente. Essa enzima utiliza o oxigénio
molecular, agora disponivel como aceptor final de
elétrons. Nessa reacdo, hd producéo de moléculas de
oxigénio singlet (univalente), que é uma forma qui-
mica extremamente instavel. A partir do oxigénio
singlet, por meio de reagdes quimicas secundarias,
sdo produzidos os radicais superoxido, peroxido de

hidrogénio e hidroxila; esses, por sua vez, sdo 0S
principais RL responsaveis por iniciar a peroxidacgéo
lipidica (Figura 3), culminando com a desintegracéo
das membranas e consequiente rotura e morte celular.
Outras vias de producdo de RL conhecidas séo a
autoxidacéo de catecolaminas e a enzima NADPH-
oxidase neutrofilica®12-14.16-20 (Figura 1a).
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Figura 2 - Esquema resumido das vias de atuagéo direta e indireta dos radicais livres.

Os RL e os produtos da reacdo inflamatoria
atraem os neutrofilos, que se aderem ao endotélio por
meio da interacdo das proteinas de adesdo nele pre-
sentes, como as selectinas (ELAM-1 e GMP-140) e
imunoglobulinas (ICAM-1 e VCAM-1), e daquelas
presentes na superficie do neutrofilo, chamadas de
integrinas leucocitarias (CD11 e CD18). As protei-
nas de adesdo endotelial tém sua funcdo modulada
por citocinas, principalmente a interleucina e o fator
de necrose tumoral (TNF), enquanto as integrinas
leucocitarias sao moduladas pelos leucotrienos LTB4,
pelo sistema complemento Cb5a e pelo fator de ativa-
cdo plaquetéario (PAF)12.13.19 (Figura 1b).

Os neutrdfilos, uma vez aderidos ao endotélio, sdo
ativados e liberam vérias enzimas proteoliticas, tais
como mieloperoxidase, proteases, colagenases e elasta-
ses, que causam destruicdo tecidual e descamacdo do
endotélio. Dentre essas enzimas, destaca-se a mielope-
roxidase, que pode catalisar a reagdo entre o peroxido de

hidrogénio e o ion cloreto, formando hipoclorito, po-
tente agente oxidante12.13.16.21-24 (Figyras 1a e 1b).

Citocinas de acdo sistémica, como o TNF e a
interleucina-1, e metabolitos do &cido aracd6nico tam-
bém sdo liberados pelos neutrdfilos ativados e acabam
amplificando a resposta inflamatdria, recrutando ou-
tras células. Desse modo, 0s mastdcitos, presentes no
intersticio, sdo ativados e liberam seus granulos conten-
do histamina, proteases, proteoglicanos, prostaciclinas,
leucotrienos e cininas. Essas substancias alteram a per-
meabilidade capilar, acentuando o edema muscular e
intersticial. Nos pulmdes, os mastocitos, ativados pela
circulagdo sistémica dos mediadores inflamatorios, sdo
responsaveis pelo edema e comprometimento da he-
matose, contribuindo para a insuficiéncia respiratoria
observada nos casos graves de sindrome pds isquemia-
reperfusdo (IR)226. O mastdcito sintetiza e libera o
oxido nitrico (NO), gés radical livre com acdo vasodi-
latadora, antiagregante plaquetario e toxico para bacté-
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rias. Paradoxalmente, 0 NO pode causar dano tecidual,
pois, em contato com o superoxido, gera uma reagao
que produz peroxinitrito e dioxido de nitrogénio, po-
dendo, assim, iniciar a peroxidacdo lipidica e potenci-
alizar as lesBes inflamatorias das células endoteliais?>-27.

A propagacdo da resposta inflamatéria, com a
liberacdo de grandes quantidades de mediadores com
efeito quimiotatico, causa uma intensa migragao
leucocitaria para os vasos sanguineos dos tecidos
isquémicos e conseqliente adesdo endotelial e ativa-
¢do, podendo levar & obstrucéo da microcirculagdo,
piorando a isquemia.

Concluindo, as lesdes da isquemia sequida de reper-
fusdo sdo decorrentes da falénciaenergética dacélula, da
producdo de RL e da reacdo inflamatdria, com a parti-
cipagdo de mediadores teciduais, dos neutrdfilos e dos

mastacitos, atuando interdependentemente e potenci-
alizando as lesdes (Figura 2).

Tratamento — modelos experimentais

Varios modelos experimentais de IR do mdsculo
esquelético estdo descritos na literatura: musculo gracil
de cdes?8, musculo cremaster de ratos?®, musculo da
pata traseira do c4030, musculo da pata traseira isolada
do rato3132, e modelo do torniquete aplicado  raiz da
pata posterior33. Nesses modelos, foram avaliados
musculos de caracteristicas metabolicas diferentes, ou
seja, musculos aerébicos de contracio lenta e anaerdbi-
cos de contracdo rdpida, os quais, submetidos a IR,
apresentaram resultados conflitantes em relacdo a resis-
téncia, embora essas lesdes fossem sempre agravadas
pela reperfusdo, independentemente das caracteristicas
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metabolicas do musculo®18:34-41  Assim sendo, no
estudo da IR da musculatura esquelética, varios fatores
devem ser considerados, tais como: animal estudado,
tipo de musculo, método de avaliacdo, tempo de isque-
mia e tempo de reperfusiol841,

Nesses trabalhos experimentais, estudaram-se di-
ferentes drogas e métodos, usados com o objetivo de
atenuar os mecanismos de lesdo da IR. De certa
forma, esses estudos permitiram melhor compreen-
sdo da fisiopatologia da IR e do potencial dos possi-
veis tratamentos.

Foram estudadas varias substancias capazes de
neutralizar os RL. Assim, Morenol2, em modelo
murino de IR de membro com 4 horas de isquemia
seguidas de 2 horas de reperfusdo, constatou que o
alfa-tocoferol impediu a formacdo de edema, mas
ndo evitou o aparecimento de lesdes histoldgicas na
musculatura. Contudo, em outro estudo, o tocofe-
rol, usado previamente a isquemia, aumentou a con-
centracdo de fosfatos de alta energia, aumentou a
resisténcia a isquemia e amenizou as lesdes tecidu-
ais*2. Na mesma linha de neutralizadores, a solugdo
polivitaminica (tocoferol, acido ascorbico, retinol e
complexo B), testada em IR de membro posterior de
coelhos, mostrou resultados favoraveis apenas quan-
do usada antes da isquemia, com reducdo do edema
e do malondialdeido (MDA) e melhora da microcir-
culacéo. Esses efeitos ndo foram observados quando
a solucgéo foi administrada antes da reperfusio®3.

A enzima superoxido dismutase, que age sobre os
radicais superoxidos, convertendo-0s em agua e oxigé-
nio, foi 0 agente neutralizador endégeno mais estudado
experimentalmente. Lu et al., trabalhando com ratos
transgénicos hiperprodutores de superdxido dismutase
e submetendo-os a IR do membro posterior, verifica-
ram reducdo das lesdes, provavelmente em funcgdo da
neutralizacdo do radical superdxido, e, assim, a inibicdo
das moléculas de adesio CD11b/CD18, ICAM-144.
Por outro lado, Bowler & McLaughlin testaram o uso
de superoxido dismutase recombinante, em modelo de
IR de musculo cremaster de ratos, observando funcédo
muscular preservada (testada por estimulos elétricos),
nas primeiras 48 horas. Contudo, apds 7 dias de reper-
fusdo, os resultados apresentaram-se semelhantes ao
controle®®.

Diversas drogas de uso rotineiro para tratamento
clinico de vérias doencas foram também testa-
das?1:42:43:46-56 Dentre elas, destaca-se a pentoxifilina,
uma xantina inibidora da fosfodiesterase que, aumen-
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tando a disponibilidade da AMP-c (adenosina mono-
fosfato ciclico), diminui a liberacdo de citoquinas,
aumenta a liberacdo de prostaciclinas e diminui a pro-
ducdo de RL, atenuando, assim, as lesdes decorrentes da
IR. Em modelo de IR da musculatura esquelética de
ratos e caes, a AMP-c melhorou o potencial transmem-
brana e a microcirculagdo, reduziu o edema e a adesdo
leucocitaria®®4’ e diminuiu a area de necrose e a
producio do PAF48,

O carvedilol ¢ um bloqueador ndo seletivo de
receptores beta-adrenérgicos, com propriedades antio-
xidantes, empregado na clinica cardioldgica para trata-
mento da insuficiéncia cardiaca. Sua utilizacdo, em IR
do membro posterior de ratos, reduziu areas de necrose
ap6s 3 horas e 15 minutos de isquemia e 72 horas de
reperfusdo®®. O verapamil, um antiarritmico de uso
rotineiro em cardiologia, foi comparado a desferoxami-
na, um quelante do ferro, melhorando a fungdo muscu-
lar (forca e tempo de contragdo), em modelo de IR de
membros em ratos®0, sem superioridade em relacéo &
desferoxamina®1:52,

Outra vertente de experimentos enfocando o trata-
mento da IR muscular analisou os aminoacidos essen-
ciais, dentre os quais a glicina, um aminoacido neutro
com caracteristicas citoprotetoras, demonstradas no
rim, intestino delgado e figado. Ascher et al., trabalhan-
do com musculo gracil isolado de cdes submetidosa IR,
demonstraram que, no grupo tratado com glicina,
houve reducdo do edema (peso antes e apds 48 horas de
reperfusdo) e das &reas de necrose, com preservacéo da
contractilidade e da forca muscular em relacdo ao
controle, medidas por meio de transdutores de tensao
ligados aos tenddes e de analise a resposta a estimulos
elétricos®3. Os bons resultados foram atribuidos & mai-
or oferta de ATP, em decorréncia dos maiores estoques
de energia na forma de creatina-fosfato, preservando a
integridade mitocondrial e mantendo 0s mecanismos
de defesa celular mais efetivos.

Brigitte & Brisson®? utilizaram o pré-tratamento
com adenosina para estudar seus efeitos na IR do
musculo grécil de cdes, avaliando a produgdo de RL
por meio da ressonancia paramagnética de elétron. A
adenosina é um inibidor da transformacéo da xanti-
na desidrogenase em xantina oxidase, com conse-
quente reducdo na produgdo de RL. Apds provocar 4
horas de isquemia e 15 minutos de reperfusdo, o0s
autores constataram que o pré-tratamento com ade-
nosina foi capaz de reduzir sensivelmente a producéo
dos RL, mas sem atenuar as alteracdes histoldgicas.
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Nessa linha de pesquisa, testou-se também a inosi-
na, um metabolito da quebra da adenosina pela enzima
adenosina-diaminase, que, em relagdo a adenosina,
possui maior atividade, estabilidade e meia vida mais
longa°®. A inosina se acumula nos mésculos esqueléti-
cos, guando injetada por viaendovenosa. Em condi¢des
normais, quase nao é detectavel e aumenta em inflama-
¢Oes, possui acdo antiinflamatdria e inibe a producéo de
citocinas, atuando nos mesmos receptores da adenosi-
na. No membro posterior de ratos submetidos a 2 horas
de isquemia e 3 horas de reperfuséo, a inosina reduziu
determinadas citocinas (TNF-alfa; MIP-2), a mielope-
roxidase e a intensidade do edema tecidual, em relacdo
a0 grupo controle®,

Inameros relatos tém ressaltado a importancia
do NO na func¢do endotelial, na protecdo da micro-
circulacdo e na angiogenese. Dentro desse conceito,
0 aumento da producdo de NO reduziria as lesGes
teciduais da IR. A quercetina, um bioflavondide
neutralizador de superoxido e gerador de NO, usada
em modelo de IR, na musculatura esquelética de
coelhos, melhorou a microcirculagéo analisada pela
morfometria, reduziu a produgdo de RL (dosagem de
superoxido) e manteve os niveis de NO mais elevados
em relagdo ao controle®®,

Ratos transgénicos com superexpressdo do gene
NO-sintetase endotelial foram submetidos a IR de
membro, mas, devido a superproducédo do NO, néo
houve aumento do radical superdxido. Constatou-se,
ainda, a reducdo da expressdo das proteinas de adesdo
leucocitaria (ICAM1 e VCAML). Houve, também,
incremento da coesdo entre as células endoteliais e
diminuicdo da invasdo tecidual de neutrdfilos e do
extravasamento de liquidos para o intersticio, conse-
qlente da redugdo da permeabilidade vascular. A ana-
lise de viabilidade tecidual (sais tetrazolium) mostrou-
se consideravelmente melhor nos ratos transgénicos que
em ratos controle®’. Essa técnica de avaliagio da viabi-
lidade tecidual foi baseada no fato dos sais tetrazolium
corarem diferentemente tecidos viaveis e tecidos necro-
ticos, podendo ser avaliados quantitativamente pela
microscopia ou morfometria e pelo método colorimé-
trico em espectrofotdmetro (lisado tecidual); por isso
ela vem sendo usada largamente nos protocolos de
pesquisa da IR.

A utilizagdo de prostaglandina E1, outro potente
agente vasodilatador, antes ou durante a reperfusdo de
musculo esquelético de coelhos submetidos a 2 horas e
30 minutos de isquemia seguidas de 2 horas de reperfu-
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sd0, mostrou reduzir as concentragdes de superoxido e
peroxinitrito, em relagdo ao controle, e manteve as
concentraces do NO préximas aos valores pré-isqué-
micos. A prostaglandina E1 atuaria no endotélio, pre-
servando a funcéo da enzima NO-sintetase e mantendo
niveis adequados do NO para a prote¢do celular, sem
gerar dano adicional®®. A L-Arginina, aminoacido pre-
cursordo NO, foi testadaem modelo murino de 4 horas
de isquemia e 24 horas de reperfusdo, em relacdo a um
conhecido inibidor da enzima NO-sintetase, 0 L-
NAME. Os resultados confirmaram a citoprotecdo do
NO nos testes de viabilidade tecidual®®.

Outra abordagem visando a reducdo de lesdes
decorrentes da IR diz respeito ao precondicionamen-
to dos tecidos. Em alguns estudos, foi observado que
o0 tecido muscular, quando submetido a ciclos repe-
titivos de IR de curta duragdo e seguidos de longos
periodos de IR, apresentava menor intensidade de
lesdes, quando comparado ao grupo sem precondici-
onamento®0.61. Saijta et al.59 mostraram que trés a
cinco ciclos de IR de 10 minutos cada geravam maior
protecdo que um ou dois ciclos precedendo um
periodo longo de 4 horas de isquemia e 24 horas de
reperfusdo da extremidade posterior de ratos Wistar,
guando avaliada a viabilidade da musculatura, pela
técnica dos sais tetrazolium. O precondicionamento
aumentaria a disponibilidade de adenosina, um pro-
duto da degradacdo do ATP, mediador da ativacéo
do receptor Al, que estimularia a abertura dos canais
de potéssio ATP sensiveis, favorecendo a entrada do
potassio na célula e hiperpolarizando a membrana.
Outros possiveis beneficios seriam: aumento do flu-
x0 sanglineo colateral, reducdo dos RL dos neutro-
filos, aumento da producéo endotelial de NO%2 ¢
prostaciclina, intensificacdo da producéo e liberagdo
de proteinas de estresse, que aumentariam a resistén-
cia ao infarto, além do provavel envolvimento de
uma proteina C quinase (PKC)®. Downey & Co-
hen®3 propuseram um outro esquema para explicar o
mecanismo protetor desencadeado pelo precondici-
onamento. Nele, os receptores de superficie das célu-
las seriam ativados e juntariam uma proteina G a
fosfolipase C, formando diacilglicerol, que ativaria a
PKC, a qual conferiria efeito antiinflamatério local
e sistémico e protegeria também o pulmao.

Os neutrofilos tém grande importancia nos meca-
nismos de lesdo da IR. Os anticorpos neutralizadores da
proteina de adesdo e ativacdo CD 18 foram testados com
sucesso, em periodos curtos de isquemia muscular. No
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entanto, em periodos longos, superiores a 45 minutos
de pingamento da aorta terminal, em ratos, a ativacdo
dos neutrdfilos ocorreu independentemente do com-
plexo CD1864.65,

Um dos mecanismos pelos quais a IR induz a morte
celular é a ativacdo da cascata da caspase (proteases
derivadas da cisteina), determinando lesdes celulares
irreversiveis pela quebra do DNA. Nesse contexto, foi
testado um inibidor de protease z-VAD (Z-Val-Ala-
DL-Asp-fluorometilquetone), em modelo de IR de
ratos, por clampeamento da aorta infra-renal. Foram
comparados grupos tratados com bloqueadores CD18
e z-VAD, constatando-se que o inibidor de proteases,
medido pela intensidade de lesio do DNA e pelas
dosagens de creatinofosfoquinase, foi mais eficaz na
protecéo celular, independentemente do tempo de is-
guemia, que variou de 15 a 120 minutos. Esse experi-
mento deve abrir novas frentes de pesquisa quanto a
utilizagdo clinica dessas proteases®?.

Outrapossivel alternativa de tratamento é aimuno-
globulina G-anti-Pecaml, que diminuiu a migracdo
transendotelial do neutrdfilo, reduzindo a producdo do
peroxinitrito neutrofilico e suas lesdes. Essa droga foi
testada em modelo experimental de IR de membro
posterior de coelhos submetidos a 3 horas de isquemia
por pingamento da artéria iliaca e 2 horas de reperfusdo.
A metodologia de avaliagdo dos resultados baseia-se na
guantidade da nitrotirosina tecidual. Essa substancia é
um precursor do peroxinitrito, assim, indiretamente,
pode-se quantificar a reducéo do peroxinitrito e suas
lesBes, uma vez que esse anion é significativamente
produzido a partir do superdxido neutrofilico e do
oxido nitrico. Tratando o tecido muscular com anticor-
pos monoclonais antitirosina e usando a morfometria
computadorizada, foi possivel a comparagdo entre 0s
grupos tratados e o controle, entretanto, a utilizacio
clinica desta droga dependera de mais estudos®®.

A reperfusdo gradual controlada constitui uma
técnica alternativa desenvolvida com a finalidade de
oxigenar lentamente os tecidos isquémicos, diminuin-
do, assim, as lesdes de reperfusdo, com custo reduzido
e facil execucdo®7-70. Unal & Ozmen®’ produziram
isguemia no membro posterior de ratos, por 150 minu-
tos, pelo pingamento da artéria femoral. Os autores
compararam grupos com reperfusdo rapida a grupos
com reperfusédo gradual, liberando, a cada 30 segundos,
25% do fluxo sangliineo arterial inicial. Avaliando
MDA, mieloperoxidase e histologia. Nesse estudo, foi
concluido que essa técnica atenuou os efeitos da IR, por
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reduzir a ativacdo leucocitaria e a producdo de radicais
superdxidos®”’.

Partindo de um principio semelhante, a reperfu-
sdo controlada tem sido empregada para prevenir a
amputacdo do membro e reduzir as alteragdes sisté-
micas. Consiste em iniciar a reperfusdo com fluxo
sanglineo reduzido e uso de solugdes de reperfusdo
que contemplem a abordagem multifatorial da agres-
sao da IR. A composicao dessas solucdes visa limitar
o influxo de calcio, controlar a hiperosmolaridade,
diminuir a producdo de RL, aumentar a concentra-
cdo de glicose, restabelecer os aminoacidos precurso-
res de intermediarios do ciclo do acido citrico (aspar-
tato e glutamato) e reverter a acidose tecidual com
uma solugdo tampdo [tris(hidroximetil) metilami-
na]’l. Além dessas, outras drogas foram testadas na
solucdo de reperfusdo, como a prostaglandina
E1(vasodilator) ou o oxipurinol (inibidor da xantina
oxidase), em trabalho experimental com ratos, mos-
trando atenuacgdo da lipoperoxidacéo tecidual, avali-
ada pela dosagem de MDA, e alteragdes histoldgicas
em relagéo ao grupo controle’2. Um antagonista do
receptor da endotelina, o bosentan, foi utilizado,
com bons resultados, na reperfusdo controlada de
membros, reduzindo a necrose tecidual por aumen-
tar o numero de capilares pérvios, ou seja, reduzindo
0 espasmo gerado pela endotelina’3.

Além do tipo de solucgdo a ser misturada, durante a
reperfusdo controlada, propde-se o controle das condi-
¢Oes da pressdo de reperfusdo (menor que 50 mmHg),
temperatura controlada a 37 °C e tempo prolongado
(30 minutos), antes de atingir fluxo sangiiineo normal
para a extremidade operada®%71.

Em varios artigos cientificos, relata-se 0 uso
experimental de muitas outras substancias, com a
finalidade de atenuar as lesdes da IR: reperfusdo com
sangue pobre em leucécitos’4; fator acido de cresci-
mento de fibroblastos (aFGF), pela sua agdo na
regulacdo do influxo de calcio’®; ciclosporina A, pelo
efeito imunodepressor?!; alopurinol, usado por ini-
bir a xantina oxidase’877: inibidor do TNF-alfa’8:
inibidor de tromboxane sintetase, que reduz a ativa-
céo leucocitaria’®; albumina sérica humana-s-nitro-
S0 e s-nitroso-n-acetilcisteina, substancias sintéticas
gue aumentam a disponibilidade de NO e com agéo
antioxidante80-82. Além disso, paradoxalmente, até
mesmo a oxigenioterapia hiperbarica foi testada,
apresentando bons resultados por reduzir as lesdes a
histologia e melhorar a microcirculagio®83.84,
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Tratamento — trabalhos clinicos

Apesar da grande quantidade de trabalhos experi-
mentais mostrando enorme potencial de diversas dro-
gas e/ou técnicas na atenuacao das lesdes de reperfuséo,
apds isquemia dos membros, poucos sdo 0s estudos
clinicos nessa area.

O manitol talvez tenha sido a droga mais utilizada,
ao longo dos anos, devido a sua agdo benéfica na
microcirculacdo, e neutralizadora de radicais hidroxila,
porém, varios trabalhos experimentais demonstraram
que ele ndo é capaz de reduzir as lesdes teciduais ou a
aderéncia e infiltracdo de neutrdfilos, e a melhora da
perfusdo tecidual se d& apenas até 60 minutos de
reperfusdo. Assim, foi praticamente abandonado para
essa finalidade8.

O propofol, um anestésico endovenoso com agéo
antioxidante, foi usado com a intencdo de atenuar as
lesBes decorrentes de 60 minutos de isquemia seguidos
de 20 minutos de reperfuséo, em pacientes submetidos
a cirurgia ortopédica. A droga era injetada em bolus
durante a isquemia, na dose de 5 mg/kg de peso®.
Nesse estudo, compararam-se asconcentracdesde MDA,
acido Urico e catalase, no tecido muscular, detectando-
se reducdo dos dois primeiros, no grupo tratado, em
relacdo ao controle; as dosagens de catalase nédo se
alteraram entre 0s grupos com isquemia, mostrando
que o propofol é eficaz na redugdo dos produtos da
peroxidacdo lipidica®®.

Ihnken et al.87 relataram caso clinico, empregando
solucdo e técnica de reperfusdo controlada em um
paciente de 16 anos, que apresentava, como complica-
¢do de procedimento cirdrgico (plastia valvar), isque-
mia de 6 horas do membro inferior direito, obtendo
restabelecimento total da fungcdo do membro e sem
alteracOes sistémicas.

Vogt et al.88 também relataram caso clinico em que
um paciente idoso, com oclusdo da aorta terminal por
24 horas, foi submetido a revascularizagdo aorto-femo-
ral concomitante & reperfusdo com solucdo pobre em
potéssio, semelhante a solugéo de cardioplegia. Obteve
bom resultado, com recuperagédo total da funcéo do
membro, sem necessidade de fasciotomia e sem compli-
cagBes sistémicas.

Bayersdorf et al.58:70 publicaram casuistica mai-
or em que 19 pacientes com isquemia grave e prolon-
gada dos membros inferiores, apds cirurgia cardiaca,
que foram tratados por reperfusdo controlada. O
autor relata sucesso em 84% dos casos, preservando

J Vasc Br 2004, Vol. 3, N°4 375

0 membro com fungdo normal e sem complicacdes
sistémicas ou sindrome compartimental, indicando,
talvez, um caminho a ser seguido, na tentativa de
melhor evolugdo desses casos graves.

Conclusdo

A fisiopatologia da IR é multifatorial e interde-
pendente e, por isso, o tratamento ideal deve con-
templar o0 maior nimero possivel de mecanismos de
lesdo, ou seja, melhorar a resisténcia dos tecidos a
isquemia, ser capaz de reduzir a producdo de RL e
neutraliza-los, inibir a ativacdo dos neutrofilos e suas
citocinas, bem como dos mediadores inflamatérios
teciduais, ser neutralizador de toxinas geradas pelo
metabolismo anaerdbio e, ainda, realizar todas essas
acdes no inicio da reperfuséo, pois é nesse momento
gue o paciente recebe o tratamento.

Na extensa revisdo dos artigos experimentais sobre
esse tema, chama atencdo a auséncia de um padréo em
relacdo ao animal estudado, técnica de produgdo da
isquemia, tempos de IR e métodos de avaliagdo dos
resultados obtidos, o que torna muito dificil a compa-
racdo dos trabalhos e a elei¢do de drogas ou métodos a
serem utilizados na clinica ou em grandes trabalhos
multicéntricos.

Conclui-se que se deve adotar uma metodologia
padrdo do estudo da IR dos membros, para que se
teste e compare, objetivamente, a verdadeira utilida-
de de cada droga ou método, pois é importante que
tratamentos com maior eficacia sejam desenvolvidos
para as complicages cirdrgicas dessa doenca grave e
mutilante.
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