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INTRODUCAO

A leséo celular € uma das respostas celulares mais comuns da doenca, sendo
a hipoxia, provavelmente a sua maior desencadeante. A hipoOxia, perda de suprimento
sanglineo ou deplecdo da capacidade carreadora de oxigénio do sangue, pode também ser um
mecanismo final de lesdo e iniciado por uma variedade de agentes fisicos, bioldgicos e
quimicos. A causa mais comum de hipoxia é a isquemia, impedimento do fluxo sanglineo
que pode ser parcial ou total, transitorio ou definitivo e habitualmente causado por doenca
arterial primaria, tromboembolia, coagulacdo intravascular, procedimentos cirdrgicos e
outros. Destes, tém sido bastante estudada a isquemia miocardica e a cerebral por serem as
patologias mais frequentes e fatais em muitas nacGes industrializadas (ROBBINS et al.,
1986).

O musculo esquelético, apesar de ser considerado como tendo uma grande
tolerancia a isquemia, pode desenvolver edema, aumento de permeabilidade celular, perda de
funcdo contratil, acimulo de célcio, desarranjo de estrutura subcelular, liberacdo de enzimas,
perda de fosfatos de alta energia, e outras alteracdes metabdlicas, culminando inclusive com a
morte celular, ap6s periodos variados de isquemia e reperfusdo (EKLOF et al., 1981; LONG
etal., 1988; YOKOTA et al., 1989, BEYERSDORF, 1991).

A isquemia total das extremidades inferiores, seguida de revascularizacao,
evolui em grande parte para complicacdes que podem colocar em risco a vida do paciente.
Isto é, quando as inter-relacdes entre os danos musculares e o restante do organismo nédo

forem interrompidas por uma amputagdo bem indicada.



A obstrucdo arterial aguda (OAA) € a emergéncia mais comum em cirurgia
vascular, sendo em cerca de 70% dos casos devido a embolias e em 20% a tromboses. As
causas traumaticas aproximam-se de 10% e o aneurisma dissecante e a phlegmasia coerulea
dolens séo raros (HIRNER et al., 1987).

Data de 1911 a publicacdo do primeiro tratamento cirurgico bem sucedido
para OAA periférica, uma embolectomia direta realizada por Labey (BEYERSDORF et al.,
1989). Porem ainda em 1960 havia autores partidarios do tratamento conservador devido ao
mau prognoéstico da cirurgia (METCALFE, 1960). Ainda nessa época, em 1963, Fogarty
instituiu uma nova técnica cirurgica, a embolectomia indireta com catéter, que por sua
simplicidade e efetividade se tornou a terapéutica de escolha para as obstrugdes arteriais.
Paralelamente, também desenvolveu-se a  trombolise  como tratamento alternativo
(HIEMEYER et al., 1965).

Em funcdo da maior efetividade e simplicidade da embolectomia indireta, a
indicacdo cirdrgica para as OAA aumentou significativamente e, com isto, as complicagdes
decorrentes da revascularizagdo tornaram-se mais evidentes. Haimovici, em 1960, definiu
estas alteracOes, que guardavam relacdo com a reperfusdo de extremidades isquémicas, como
uma sindrome caracterizada por altas taxas de morbidade e mortalidade (HAIMOVICI, 1973).
Outros estudos, ainda nas décadas de 60 e 70, confirmaram esses achados pds embolectomias,
com relatos de media de mortalidade de 21% (10% - 43%) e amputacdes entre 5 - 47%
(BARKER et al.,1966: KRAUSE et al., 1966; BILLIG et al., 1967; INBERG et al.,1970;
LEVY & BUTCHER, 1970; THOMPSON et al.,1970; FOGARTY et al.,1971; MAC
GOWAN & MOONEERAM, 1973; GREEN et al.,1975; SATIANI et al., 1978; ERIKSSON
& HOLMBERG 1977; SILVERS et al.,1980).

Embora os fatores de pior prognostico como faixa etaria, patologias
cardiacas de base, aterosclerose, embolias anteriores, leses cerebrais (BALAS et al., 1985) e
a complexidade dos casos de OAA em jovens abaixo de 40 anos, pela auséncia de colaterais e

falsos diagndsticos (HALLETT et al., 1985), fossem considerados; buscava-se ainda um fator



responsavel pela alta morbi-mortalidade que em muitos casos manifestava-se primeiro com a
revascularizacdo de uma extremidade isquémica ainda viavel.

O consenso com relagédo a sindrome e sua severidade se manteve e esta foi
descrita por varios autores. Foi denominada de sindrome do torniquete (EIGLER et al., 1970);
sindrome mionefropatica (HAIMOVICI, 1973); sindrome de Legrain-Cormier (LARCAN,
1973); enquanto o proprio Cormier, havia se referido a sindrome das isquemias dos membros
(CORMIER & DEVIN, 1969).

A frequéncia das complicacbes pos-isquémicas como sindrome
compartimental e edema de extremidades, fendbmeno do “no-reflow”, acidose metabdlica,
hiperpotassemia, arritmias cardiacas e insuficiéncia renal aguda, o aumento das doencas
vasculares periféricas associadas a Diabetes Mellitus e aterosclerose numa populacdo mais
longeva, ao lado do desenvolvimento de técnicas microcirurgicas de reimplantacao,
transplante e reconstrucdo de 6rgaos, tornaram cada vez maior a importancia da compreenséao
dos mecanismos relacionados a sindrome de isquemia-reperfusdo (KORTHUIS et al., 1985).

Progressivamente acumularam-se estudos demonstrando ser a reperfuséo, a
responsavel por grande parte dos danos celulares nessa sindrome, naturalmente quando a
isquemia por si ndo tenha sido definitiva (HAIMOVICI, 1960, 1973; GRANGER et al., 1981;
PRESTA & RAGNOTTI, 1981; FRANCISCO JR., 1983; McCORD, 1985; ROBERTS et al.,
1985; LANGER, 1986; PERRY & FANTINI, 1987; WALKER et al., 1987; KORTHUIS et
al., 1989).

Na microcirculacdo de musculos pos-isquémicos as seguintes alteracdes
foram relatadas: 1) aumento da permeabilidade microvascular, edema intersticial e de células
endoteliais; 2) quimiotaxia, adesao e infiltracdo de leucocitos; 3) reperfusdo capilar deficiente
e heterogénea, fendmeno do ndo refluxo (MENGER & MESSMER, 1993). Ja foram referidos
como fazendo parte da iniciacdo e propagacdo desse processo citotoxico: alteragdes no pO,
celular e de fons H*, nos metabolismos de célcio, lipidios e aminoacidos, a presenca de

oxigénio molecular (O,) e suas espécies ativas, de histamina, endotelinas, citoquinas,



distdrbios na producéo de fator de relaxamento derivado do endotélio (endothelium derived
relaxing factor - EDRF), e de fator ativador plaquetario (BEYERSDORF et al., 1989;
INAUEN et al., 1989).

Em conseqiiéncia dessa vasta investigacdo, varias substancias tém sido
utilizadas na tentativa de minorar essas lesdes, entre as quais, as citadas por YOSHIDA, em
revisdo de 1996, os chamados antioxidantes enddgenos enzimaticos hidrossoliveis como a
superdxido dismutase, a catalase e glutationa peroxidase que neutralizam respectivamente o
radical superoxido, o peroxido de hidrogénio e os perdxidos de &cidos graxos. Os
lipossoluveis como tocoferdis, carotendides e quinonas que interrompem a peroxidacéo
lipidica. O alopurinol (inibidor da xantina oxidase), o manitol e o dimetilsulféxido
(neutralizadores de radical hidroxila), fazem parte dos antioxidantes exdgenos assim como 0s
bloqueadores de canais de calcio e o propranolol.

BUSHELL et al., em 1996, observou efeitos benéficos com o uso de
corticosteroides. Contudo, até 0 momento ndo ha uma droga de escolha, o que tem levado a
utilizacdo de associacOes de antioxidantes (RABL et al., 1995) e uma tendéncia a abordagem

multifatorial como a utilizacdo da reperfusdo controlada (BEYERSDORF et al., 1989).



RADICAIS LIVRES DO OXIGENIO

A utilizacdo de O, nas oxidagdes bioldgicas, indispensaveis para as funcées
normais das células, implica paradoxalmente em perigo potencial de toxicidade para o
organismo, pela producédo de radicais livres de oxigénio (RLO) (McCORD & FRIDOVICH,
1969; FRIDOVICH, 1978; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989a,b).

As espécies ativas de O, capazes de causar danos oxidativos incluem anions
superdxido radical alcoxi (RO), radical peroxi (ROO), hidroperdxidos organicos (ROOH) e
oxigénio singlet (10,). Desses, H,O, e 10, ndo sdo radicais livres, por ndo apresentarem
elétrons desemparelhados em sua Orbita externa, mas sdo importantes do ponto de vista leséo
celular. No processo de isquemia e reperfusdo, RLO seriam produzidos em grande
quantidade, através de diferentes fontes que incluem a cadeia de elétrons no transporte
mitocondrial, a enzima xantina oxidase (XO) ativada, assim como o0s leucdcitos
polimorfonucleares (granuldcitos) (GRANGER et al., 1981; WEISS et al., 1981; McCORD,
1985; ENGLER et al., 1986; GRISHAM et al., 1986; BELKIN et al., 1989; SMITH et al.,
1989a; KAWASAKI et al., 1993).

A cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria se constitui in vivo em
importante fonte de RLO nas células aerobicas. Durante a isquemia pode haver alteracdo da
funcdo mitocondrial, com acumulo de equivalentes na forma de nicotinamida-adenina,
dinucleotideos e citocromos reduzidos, que durante a reperfusdo, com o aumento subito da
oferta de O,, podem ndo sofrer reducéo tetravalente a agua, levando a formacao de radical
superdxido (O2) e peroxido de hidrogénio (H,O,) (WALKER et al., 1987; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989c).

Outra geradora biologica de RLO € a reacdo envolvendo a enzima XO
(GRISHAM et al., 1986). Em condigdes de isquemia, a xantina desidrogenase € convertida a
forma oxidase, sendo o grau dessa conversao proporcional ao tempo de isquemia e ocorrendo

de forma irreversivel. A XO catalisa a conversdo de hipoxantina a xantina somente na



presenca de O,. Portanto, quando ocorre a reperfusdo, a hipoxantina acumulada é oxidada a
xantina com reducao paralela do O,, aceptor de elétron nessa reacdo, formando o radical Oy
(BATELLI, 1980; ROY & McCORD, 1983; PARKS & GRANGER, 1986). A XO ja foi
relatada como envolvida na patogénese das lesdes de isquemia-reperfusdo em diferentes
tecidos (GRANGER et al., 1981; HANSSON et al., 1983; KORTHUIS et al., 1985; HEARSE
et al., 1986; FRIEDL et al., 1990), apesar de alguns trabalhos questionarem o seu real papel
na producéo dessas lesdes, dada a sua baixa concentracdo em alguns tecidos, como musculos
(PARKS & GRANGER 1986; McKELVEY et al., 1988; DORION et al., 1993; BUSHELL et
al., 1996). ( Fig. 1).
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Figura 1: Mecanismo de geracdo de radicais livres em tecidos isquémicos e reperfundidos.
Extraido da revisdo de KIRSCHNER & FANTINI (1994).

Os granuldcitos sdo também produtores de RLO e de outras substancias
toxicas nos tecidos pos-isquémicos. Fisiologicamente esses oxidantes reativos gerados

durante a quimiotaxia e a fagocitose, sdo primariamente antimicrobianos, essenciais para a



destruicdo intracelular de microorganismos. Contudo a atividade desses oxidantes ndo é
restrita ao meio intracelular e sua fuga para o extracelular ocorre durante a ativacao
fagocitaria. Os granulocitos ativados secretam enzimas proteoliticas (peroxidases, elastases,
proteases, etc.), sintetizam prostaglandinas, liberam radicais livres e ainda em aglomerados
ocluem a microcirculagio (BABIOR, 1978; BJORK & ARFORS, 1984).

A acdo de radicais livres ou os efeitos da prépria isquemia, podem ativar a
fosfolipase A das membranas celulares, com conseqlente formacdo de leucotrienos, dentre
eles, o leucotrieno B4 . Este se liga a receptores especificos na superficie dos granuldcitos,
gerando uma serie de respostas com formacao ainda maior de radicais livres e de proteases.

Em tecidos reperfundidos, este leucotrieno e o complemento ativado Cs,,
ativam os granuldcitos, com exposicdo de moléculas de adesdo na superficie celular, em
particular as 3, integrinas CD11 e CD18, que podem se ligar a ICAM-1 e E-selectina, no
endotélio ativado, promovendo transmigracdo de granuldcitos para este tecido (WEISS,
1989). Modelos de isquemia-reperfusdo esplancnica (KARASAWA et al., 1991) e de
extremidades (CRINNION et al., 1996) em ratos, onde se usaram antagonistas especificos de
leucotrieno B4, demonstraram reducdo de acimulo granulocitico e aumento na sobrevida dos
animais.

A interacdo de radicais livres com o endotélio vascular também pode levar a
formagdo de outros mediadores do processo inflamatério, como PAF (fator ativador
plaquetario), além de produtos de ativagdo do complemento. Em modelo experimental de
isquemia-reperfusdo de intestino, antagonistas especificos de receptores para o PAF,
demonstraram efeito positivo na diminuicdo da adesdo ao endotélio e na transmigragédo
extravascular de granulécitos (KUBES et al., 1991). Esses antagonistas protegeram também
musculos esqueléticos de coelhos das lesdes de reperfusédo (LEPORE et al., 1995) e miocardio
de ratos (STAHL et al., 1988) e de coelhnos (MONTRUCCHIO et al., 1990), submetidos a

infarto agudo.



Produtos de ativacdo do complemento, acompanhados por grande acumulo
de granulocitos, foram observados por ocasido da reperfusdo em musculos esqueléticos
isquémicos (RUBIN et al., 1990). Animais homozigotos com deficiéncia de C; e Cy,
apresentaram, em experimentos de isquemia-reperfusdo, menor grau de permeabilidade
microvascular do que animais normais (WEISER et al., 1996).

O oxido nitrico (NO), é uma substancia liberada pelo endotélio vascular que
parece desempenhar importante papel na manutencdo da homeostase vascular, pelas suas
atividades como vasodilatador (FURCHGOTT et al., 1987), inibidor de agregacao plaquetaria
(FURLONG et al., 1987), de agregacdo e adesdo neutrofilicas (McCALL et al., 1988;
KUBES et al., 1991; LEFER et al., 1993), e ainda como removedor direto de anions Oy’
(GRYGLEWSKI et al., 1986). O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina, O, e NADPH, pela
enzima oOxido nitrico sintase. Foram demonstrados efeitos protetores do uso de L-arginina
exogena, numa série de modelos de isquemia-reperfusdo de miocardio (NAKANISHI et al.,
1992; WEYRICH et al.,, 1992; SATO et al., 1995,1996). Em musculos esqueléticos de
coelhos, a concentracdo de NO, quantificada pela relacdo NO,/NO3, chegou a 89% de seu
valor inicial, logo apds a isquemia, com posterior queda para 77% ap6s uma hora de
reperfusdo, tendo havido ainda uma significativa correlacdo entre baixas concentracGes de
NO, diminuicdo de fluxo sangiineo regional e alta mortalidade, por ocasido da reperfuséo
(BLEBEA et al., 1996).

Existem evidéncias de que a estreita relacdo entre 0 NO e a endotelina,
desempenha importante efeito na isquemia e reperfusdo. A endotelina € um potente
vasoconstrictor e estimula a ades@o de granuldcitos ao endotélio vascular, interferindo nas R,-
integrinas dos mesmos. Entre outros fatores,a isquemia e niveis reduzidos de NO, podem
estimular a liberacdo de endotelina, com conseqiiente vasoconstric¢do e piora da isquemia.
Ha relatos de que na isquemia-reperfusdo ocorre aumento do nimero de receptores para a

endotelina, através de um mecanismo céalcio-dependente e de que os niveis de endotelina



aumentam em pacientes com infarto agudo do miocardio, sendo também mais elevados

quando é baixa a producdo de NO (VAAGE & VALEN, 1993).

O NO pode reagir com o radical O,", dando origem, via anion peroxinitrito
(ONOO), ao forte oxidante dioxido de nitrogénio e ao radical OH, que podem iniciar a
peroxidacdo lipidica (BECKMAN et al., 1990; MATHEIS et al., 1992).

A peroxidacéo lipidica é considerada como um dos principais mecanismos
de leséo celular em organismos submetidos a estresse oxidativo (FRIDOVICH, 1978; POLI et
al., 1987; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989d). Os lipidios das membranas contém uma
grande quantidade de cadeias laterais de &cidos graxos polinsaturados (ROUSER et al., 1968).
Sob certas condicOes, esses acidos graxos podem sofrer oxidacdo e formar perdxidos de
lipidios. Os radicais livres formados durante o processo de isquemia e reperfusdo, reagem
com as membranas celulares fosfolipidicas, iniciando uma série de reagdes denominadas

peroxidacao lipidica (reagdes 1).

CH, + OH — ‘CH- + H,0
R-CH + R-CH — R-CH-CH-R
CH + O, > CHO,

CHO,+CH, —> CHO,H +CH (1)

As reacOes de peroxidacao lipidica (reagdes 1) sdo iniciadas com a retirada
de um atomo de hidrogénio (H’) de um grupo metileno ( -CH,-) dos &cidos graxos, deixando
0 grupo metileno com um elétron ndo pareado no carbono ( -CH- ). O radical carbono tende a
se estabilizar, atraves de um rearranjo das duplas ligacdes, o que resulta na formacéo de um
dieno conjugado. No entanto, os dienos conjugados, em condicdes aerobicas, reagem com o
oxigénio molecular, formando um radical peroxil (ROO). Este, por sua vez, é capaz de retirar
um atomo de hidrogénio de um acido graxo adjacente, propagando a reacdo em cadeia da
lipoperoxidacdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1985). A menos que seja interrompida

pelos antioxidantes, esta seqiiéncia de reacdes resulta em destruicdo de membrana e morte
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celular. O radical peroxil combina-se com o hidrogénio que ele retirou da cadeia lipidica e
forma lipoidroperoxidos, e estes ddo origem aos peroxidos e endoperdxidos ciclicos. Os
hidroperdxidos sdo transformados em alcanos e aldeidos. Um dos produtos dessa degradacao
é o dialdeido malénico, cuja dosagem através do teste do acido tiobarbitdrico é amplamente
usada como indicadora da ocorréncia de liperoxidagéo (Fig. 2) (BIRD & DRAPER, 1984).

X X
L Hidrolise
o X _— y | ——
= 7 F Y
Y

OOH
PGB croméforo

Endoperéxido
(278 nm)

X
(o) (o}
Termélise ou hidrolise - W * C\(Y
H H

1. Sob condigcoes de teste TBA,
2. In vivo, nao-enzimatico, ou
3. catalizado enzimaticamente

"TBA - color” (530 nm)

Figura 2: Decomposicdo hidrolitica e termolitica de endoperoxido e producdo de PGB
cromoforo ou dialdeido malénico. Extraido do artigo de PRYOR (1978).

Resultante da reperfusdo, o radical O, reage espontanea ou enzimaticamente
(reacdo 2), formando H,O,  que atua como substrato para reacdes mais lesivas e em cadeia. O
radical livre OH', gerado via reacdo de Haber-Weiss (reacdo 3) e de Fenton (reacdo 4)
(BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1970), mediadas por quelatos de metal, é uma substancia
muito instavel que reage com os fosfolipidios das membranas celulares, resultando em grande
peroxidacdo lipidica e perda da integridade das membranas (DEL MAESTRO, 1980). O papel
do ferro na iniciacdo da peroxidacao lipidica foi descoberto por HOCHSTEIN et al., em 1964,

205+ 2H" > H,O, + O, (2)
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0;"+H;0,+H —» OH +OH" + O, (3)
Fe** + Hy0, — Fe*" + OH + OH’ (4)
O, + Fe* —» Fe* + 0, (5)

O ferro oxidado Fe** produzido, pode, por sua vez, ser novamente reduzido a
Fe?*, através da reacdo 5. Como se pode observar nesse esquema, o ferro funciona tanto como
um reagente redox, aceitando elétrons do O, quanto como um catalisador da reacdo de
Fenton, promovendo a formacgéo de OH' a partir do H,O,. Na auséncia de metal de transicé&o,
a reacdo de Haber-Weiss se da muito lentamente para ter algum significado fisiologico, o que
sugere o importante papel do ferro no mecanismo de lesdo tissular provocado por essas
reacoes (CHIAO et al., 1994).

O radical OH" tem sido usado como iniciador da reacdo de peroxidacdo
lipidica, desde quando se conheceu a sua capacidade de reducédo de atomos de hidrogénio das
cadeias laterais de aminoacidos. Contudo, enzimas removedoras de H,O; e quelantes de OH;,
raramente inibem as reacdes de peroxidacéo lipidica ferro dependentes, sugerindo que o OH
tem um pequeno envolvimento nesse processo. Enquanto isso, tem-se demonstrado que a
reducdo quimica do ferro € um importante fator na ocorréncia e velocidade da peroxidacao
lipidica. Alguns estudos sustentam a hipétese de que o complexo Fe®*...Fe** é responsével
pelo inicio da peroxidacdo lipidica ferro dependente (TANG et al., 1997). Essa iniciacdo
poderia ocorrer por reacdes em seus estados hipervalentes, tais como ions ferril e perferril, ou
por reagBes com hidroperoxidos lipidicos formados durante a lipoperoxidacdo, levando a
geracdo de radicais RO e ROO',capazes por si de propagarem as reacoes de lipoperoxidacéo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1985; CHIAO et al., 1994). Em funcdo dessas
propriedades, os mecanismos envolvidos na peroxidacdo lipidica ferro-dependente tém sido
estudados em muitos modelos experimentais in vitro, como lipossomos e microssomaos,

inclusive com o uso de quelantes de ferro.



12

Muitos estudos tém demonstrado a liberacdo de ferro na circulagéo,
seguindo-se a reperfusdo de miocardio (CHEVION et al., 1993), intestino delgado
(ROBINSON & HEDLUND, 1989), musculo esquelético (CHIAO et al., 1994; FANTINI et
al., 1996), e na urina apos isquemia renal (PALLER & HEDLUND, 1988). Outros estudos
também demonstraram deslocamento do ferro em tecido cerebral pds-isquémico (KRAUSE et
al., 1985; KOMARA et al., 1986), miocardio (HOLT et al., 1986) e rins (GOWER et al.,
1990).

As evidéncias de que a deferoxamina (DFA) e outros quelantes de ferro
atenuam lesdes pds-isquémicas numa variedade de sistemas organicos, inclusive em musculos
esqueléticos, documentam a participacdo do ferro na patogénese da lesdo tecidual pos-
isquémica (GUTTERIDGE et al., 1979; LANGER, 1986; AMBROSIO et al., 1987;
BRAUGHLER et al., 1988; PALLER & HEDLUND, 1988; OMAR et al., 1989; SMITH et
al., 1989a; BOLLI et al., 1990; FANTINI & YOSHIOKA, 1993; LE et al., 1994,
SARDINHA, 1994; SPENCER et al., 1998).

DFA é um quelante hidrofilico que se liga ao ferro tanto no espaco intra
quanto no extracelular (PETERS et al., 1966; BRIDGES & CUDKOWICZ, 1984).

AMBROSIO et al. (1987), em trabalho experimental com coelhos,
submeteram uma preparacao isolada de coracdo a 30 minutos de isquemia normotérmica total
e global, seguidos por 45 minutos de reperfusdo. Nos animais em que usaram a DFA por
ocasido da reperfusdo, observaram uma recuperacdo total do conteudo de fosfocreatina do
miocardio, do pH intracelular e da pressao ventricular esquerda, quando comparados com 0s
animais do grupo sem tratamento. Em resumo, a administracdo de DFA resultou em maior
recuperacdo funcional do miocardio e do metabolismo energético.

LE et al. (1994), em cultura de células de coracdo de rato, submetidas a
estresse oxidativo atraveés de incubacdo por 90 minutos com 80 umol/l de cumeno

hidroperdxido, concluiram que o pré-tratamento das células em cultura com DFA, previnia a
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formacéo de radicais alcoxi (RO) e peroxi (ROO), ao quelar ions de ferro, protegendo assim
0S midcitos do estresse oxidativo.

SMITH et al. (1989a) testaram os efeitos da DFA e da apotransferrina sobre
0 aumento da permeabilidade vascular produzida pela isquemia seguida de reperfusdo em
musculo esquelético de rato, tendo verificado que as mesmas protegeram o musculo contra as
lesGes na microcirculacao.

SARDINHA (1994) em trabalho experimental em que musculos soleus de
ratos eram submetidos a 4 horas de isquemia total com torniquete, seguidas de reperfusao
natural de 1, 2 e 4 horas, verificou que nos ratos que receberam DFA, a lipoperoxidacao
muscular, medida pelos niveis de dialdeido maldnico, era significativamente menor do que
naqueles que nao receberam. FANTINI & YOSHIOKA em 1993, também observaram,
dosando substancias reativas do acido tiobarbitdrico, efeito protetor do pré-tratamento com
deferoxamina sobre a peroxidacao lipidica de musculos esqueléticos pds-isquémicos.

Outros estudos relataram a auséncia de efeito da DFA na atenuacdo de lesdes
em tecidos submetidos a isquemia-reperfusdo (KOMARA et al., 1986; FLEISCHER et al.,
1987; PIGOTT et al., 1988).

WATANABE et al. (1993) estudaram o efeito da DFA na reducéo da area de
infarto produzida pela oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda de coracéo
de macaco e verificaram que nos animais tratados com DFA havia uma area 22% maior de
infarto, comparada com a de animais do grupo controle sem tratamento.

BORG & SCHAICH (1986) discutem que a DFA em altas doses
mobilizando e quelando ferro de diferentes areas, forma altas concentragdes de ferrioxamina
que inicia uma reacgdo tipo Fenton, com producédo de radicais hidroxil. BRAUGHLER et al.
(1988), demonstraram, em tecido cerebral de ratos, a capacidade da DFO de inibir ou
estimular a peroxidacdo lipidica ferro-dependente segundo o tampéo utilizado ser fosfato de

potassio ou solucdo de cloreto de sodio 0,9%.
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Um outro quelante o &cido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) foi
desenvolvido ao mesmo tempo que o EDTA para tratamento de pacientes com sobrecarga de
ferro (FAHEY et al., 1961). O DTPA atua em meio extracelular e tem grande afinidade por
ions de metais trivalentes e bivalentes, incluindo o ferro (AISEN & LISTOWSKY, 1980). Ja
foi utilizado em triagens clinicas (FAHEY et al., 1961; MULLER-EBERHARD et al., 1963),
sempre na forma de sal de calcio (CaNasDTPA), para se evitarem os efeitos calciopénicos
causados por suas mdaltiplas cargas negativas. Contudo, foram associadas ao seu uso,
deficiéncias de zinco levando a reagdes toxicas como nausea, vOmito e diarréia. Efeito

espoliador sobre 0 magnésio e zinco, também foi evidenciado por PIPPARD et al. (1986).

A eficacia do quelante depende de sua constante de estabilidade e
farmacocinética: distribuicdo e excrecdo. Devido sua alta constante de estabilidade
(CHABEREK & MARTELL,; 1959), quase total excrecdo renal (ADAMS et al., 1991) e
baixa toxicidade (CATSCH & HARMUTH-HOENE, 1975), o CaNazsDTPA tem sido muito
utilizado em forma de complexos com isotopos radioativos na medicina nuclear, como
radiofarmaco e experimentalmente como marcador de isquemia (SCHLEGEL et al., 1979;
WIENER et al., 1994; WENDLAND et al., 1993; DE JONG et al., 1998).

CLETON et al. (1963) observaram que em meio equimolecular, a capacidade
da transferrina em remover ferro dos quelantes EDDHA (&cido hidroxifenilacético), DTPA e
EDTA, foi respectivamente de 41, 21 e 78%, demonstrando ser o DTPA mais estavel nessas
condigdes.

A dose toxica em animais € 100 vezes maior que a dose clinica (CATSCH &
HARMUTH-HOENE, 1975). Para tratamento cronico usam-se doses de 20 a 25 mg/kg
(MULLER-EBERHARD et al., 1963).
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Figura 3: Estrutura quimica do CaNazDTPA. Extraido do artigo de FAHEY et al. (1961).
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O CaNa3DTPA, parece ter acdo menos deletéria ao metabolismo das células
que a quelacdo promovida pela DFA. CINATL et al. (1996) encontraram acéo inibitdria do
CaNasDTPA na replicacdo do citomegalovirus em células fibroblasticas humanas e em
células endoteliais em concentracfes que asseguravam a sintese de DNA e 0 crescimento
celular. Enguanto os outros quelantes DFA e 2,2,-bipiridina (BPD), foram efetivos somente
em concentracdes que interferiram na sintese de DNA e crescimento celular.

BRAWN & FRIDOVICH (1980), demonstraram in vitro, que o0 CaNasDTPA
previne a quebra do DNA pelo Oy e pelo H,O,. Em estudo buscando diminuir a mortalidade
de ratos submetidos a choque séptico experimental, o CaNasDTPA apresentou maior
protecdo, quando comparado a DFO (KAZMIERSKI et al., 1996).

SCHOLZ et al. (1997) compararam os efeitos da administracdo isolada de
DFA e do CaNa3sDTPA sobre cultura de células endoteliais. Estudaram as expressdes de
molécula de adesdo intercelular (intercellular adhesion molecule-1 ICAM-1), molécula de
adesdo leucdcito endotelial-1 (ELAM-1), molécula de adeséo celular vascular-1 (vascular cell
adhesion molecule- 1 VCAM-1), HLA classe | (-A, -B, -C) e HLA classe Il (DR), nestes
meios. Verificaram na cultura tratada com CaNa Fe?* + H,0, — Fe*" DTPA, expressdes
significantemente menores de HLA e de moléculas de adesé@o nas células endoteliais, assim
como menor proliferacdo linfocitaria, quando comparada a cultura tratada com DFA.

Por sua acdo como quelante de ferro e pelas demais propriedades citadas,
acrescido ao fato, segundo PIPPARD et al. (1986), de ser o quelante sintético mais viavel
economicamente, resolvemos testar o potencial efeito antioxidante do CaNa;DTPA na

atenuacdo das lesdes de isquemia-reperfusdao em musculos esqueléticos.
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OBJETIVO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do
CaNa3DTPA na atenuacéo das lesdes de reperfusdo de membro posterior de ratos, submetidos

a isquemia total.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratorio de cirurgia experimental do

hospital veterinario da Universidade de Marilia (UNIMAR).

1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 52 ratos de linhagem Wistar (Rattus Novergius Albinus,
Rodentia, Mammalia), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de Marilia. Desses
animais, 12 foram utilizados na padronizacao da técnica empregada e na experiéncia piloto, e
40 animais na experiéncia definitiva. Destes, 2 animais foram excluidos em funcéo de
problema técnico ou morte do animal, de modo a se manter o delineamento inicial. A média

dos pesos dos animais empregados na experiéncia definitiva foi de 188 + 22 gramas.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos, por sorteio, em 4 grupos: 3 controles e 1

tratamento.

GRUPO 1 (G1) - CONTROLE ANESTESIA
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Grupo constituido por 10 animais, nos quais 0s tempos cirdrgicos dos
demais grupos ndo foram executados. Os animais foram anestesiados e receberam

heparina. Os pardmetros foram medidos da mesma forma que nos demais grupos.

GRUPO 2 (G2) - CONTROLE CIRURGIA: SEM ISQUEMIA

Grupo constituido por 10 animais, nos quais 0s tempos cirdrgicos dos
demais grupos foram executados, excetuando-se a ocluséo arterial com a indugdo da
isquemia seguida por reperfusdo. A estes animais foi administrado solugdo de cloreto de
sodio 0,9%, via intramuscular, no membro anterior direito, ap6s 3 horas e 50 minutos do
isolamento e dissec¢do dos vasos femorais. O volume da solucédo de cloreto de sodio 0,9%
injetada foi correspondente aquele de CaNasDTPA para um animal do mesmo peso no

grupo isquemia- tratamento.

GRUPO 3 (G3) - CONTROLE ISQUEMIA/REPERFUSAO

Grupo constituido por 10 animais, nos quais todos os tempos cirargicos
foram realizados, incluindo-se a oclusao arterial com isquemia por 4 horas e 2 horas de
reperfusdo. Estes animais receberam solucdo de cloreto de sodio 0,9%, por via

intramuscular 10 minutos antes da reperfuséo.

GRUPO 4 (G4) - ISQUEMIA/REPERFUSAO E TRATAMENTO COM
CaNa;DTPA
Grupo constituido por 10 animais, nos quais todos os tempos cirargicos
dos demais grupos foram executados, incluindo-se a oclusdo arterial com 4 horas de
isquemia seguida por 2 horas de reperfusdo. A estes animais foi ministrado CaNazDTPA,

por via intramuscular, 10 minutos antes da reperfuséo, no membro anterior direito.
O sorteio dos animais para cada grupo, e a aplicacdo do CaNaz;DTPA e da

solucdo de cloreto de sodio 0,9%, foi realizado por um técnico de laboratorio, sendo o
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experimento realizado sem que se tivesse conhecimento do tipo de tratamento a que o animal

seria submetido.

3. FASES DA EXPERIMENTACAO

G1
M1 M2 M3
S . .
A 4 horas 2 horas

G2

M1 M2 M3
* i *
A C Sem isquemia

G3 eG4
M1 M2 M3
. : *
A C Isquemia Reperfusdo

Esquema 1: A= anestesia; C= cirurgia; M1= inicio do experimento;
M2= inicio da segunda fase do experimento;

M3= término da segunda fase.

3.1. PRIMEIRA FASE - ISQUEMIA

- Exame clinico e pesagem do rato.
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- Anestesia e heparinizacdo (150 Ul/kg peso, via subcutanea).

- Tricotomia da regido inguinal direita.

- Marcacao de pontos com caneta de retroprojetor sobre o maléolo lateral do membro
posterior direito e 1 cm distal a este, para medida da circunferéncia do pé.

- Procedimento cirargico até a exposicao da artéria femoral direita.

- Inicio da fase de isquemia, nos grupos G3 e G4, com a ocluséo da artéria femoral, sendo
a isquemia mantida por 4 horas.

- 3 horas e 50 minutos apds a ocluséo arterial, injecdo intramuscular da solucéo de cloreto
de sodio 0,9% ou do CaNazDTPA no membro anterior direito, respectivamente nos G3 e
G4. No G2, injetou-se solucdo de cloreto de sodio 0,9% no momento equivalente,
utilizando-se como referéncia o término da dissec¢éo dos vasos femorais.

- Ao final das 4 horas do procedimento anestésico no grupo G1; ap6s 4 horas do completo
isolamento vascular no grupo G2 e depois das 4 horas de isquemia nos grupos G3 e G4,
realizou-se nova medida da circunferéncia do pé do membro posterior direito nos pontos
ja marcados na primeira fase, e pesou-se novamente 0s animais.

- Retirada imediata do clampe arterial com inicio da segunda fase ou fase de reperfuséo.
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3.2. SEGUNDA FASE - REPERFUSAO

- Inicio com a retirada do clampe arterial e com a subsequente reperfusdo do membro
isquémico.

- Duas horas ap0s a reperfusdo, ou 6 horas ap6s o inicio do experimento no grupo G1 e 6
horas ap0s a disseccao vascular no grupo G2, medida da circunferéncia do pé direito.

- Pesagem do rato.

- Puncéo cardiaca para coleta de sangue (1 ml) e dosagem da CPK

- Retirada dos masculos soleus direito e esquerdo para microscopia de luz e para dosagem
de produtos da peroxidacéo lipidica; dialdeido maldnico, através do teste com o &cido
tiobarbiturico.

- Eutanasia do animal.

4. ATRIBUTOS ESTUDADOS

Foram mensurados :
- Peso corporeo;
- Circunferéncia do pé;
- Concentracao de CPK sérico;

- Quantificagéo de produtos de dialdeido malénico (MDA) nos musculos biopsiados.

Fizeram-se os seguintes estudos morfoldgicos:
- Alteracdes de coloracdo dos pés durante o periodo de isquemia e de reperfusdo, segundo
parametros clinicos: palidez, cianose e hiperemia reativa.

- Estudo histoldgico dos masculos biopsiados.

5. MOMENTOS ESTUDADOS
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M1 - ap6s a anestesia, pesagem dos animais e medida da circunferéncia do pé direito.

M2 - ao final do periodo da isquemia (grupos G3 e G4), 4 horas apés o inicio da anestesia
(grupo G1), ou ainda 4 horas ap6s dissec¢do dos vasos femorais (grupo G2 ). Nova

pesagem dos animais e medida da circunferéncia do pé direito.

M3 - ao final da fase da reperfusdo, 6 horas apds o inicio da anestesia ou 6 horas apos o
isolamento vascular, nos respectivos grupos referidos acima, foram verificados o peso,

a circunferéncia do pé direito e colhidos o sangue e as biopsias musculares.

6. TECNICAS UTILIZADAS

6.1. EXAME CLINICO

Os animais foram retirados do Biotério Central e deixados em jejum por
12 horas antes do inicio do experimento, porém com livre ingestdo de agua.
Imediatamente antes do inicio do experimento, foram submetidos a um exame clinico
sumario, verificando-se a atividade e o aspecto geral dos mesmos, incluindo uma inspecao
cuidadosa das regides inguinais e dos membros posteriores, visando afastar 0s animais que
eventualmente apresentassem sinais de comprometimento nas regides estudadas. Apds,

foram pesados, marcados e sorteados.

6.2. ANESTESIA

Os ratos foram anestesiados com o pentobarbital sddico (Hypnol®),

diluido a 3% em solucdo de cloreto de sédio 0,9% e na dose de 30 mg/kg de peso
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corporeo por via intraperitoneal. A anestesia foi complementada, com 0 mesmo
anestésico, 15 mg/kg, pela mesma via, segundo a resposta positiva ao reflexo sensitivo de

pincamento da orelha e falanges.A dose cumulativa de 75 mg/kg , ndo foi ultrapassada.

6.3. TECNICA CIRURGICA

6.3.1. SECCAO DA MUSCULATURA E OCLUSAO ARTERIAL

- Colocacéo do rato anestesiado sobre a placa de cortica, inicialmente em decubito
ventral.

- Incisdo semicircular na face postero-lateral da coxa, tendo como ponto de
referéncia , a topografia correspondente a articulacdo coxo-femoral direita,
estendendo-se deste ponto tanto a incisdo posterior quanto a anterior,
acompanhando uma linha imaginaria de transicdo do membro posterior para o
tronco.

- Seccdo semicircular dos musculos da face posterior da coxa, ao nivel da inciséo,
incluindo o nervo ciatico, até o fémur, com hemostasia por compressao.

- Desinsercéo das estruturas musculares do fémur com bisturi.

- Seccdo por via posterior, de parte da musculatura anterior.

- Fechamento da incisdo da pele com pontos separados de fio de algodéo 4-0.

- Colocacdo do animal em decubito dorsal, com fixacdo dos pés em abducéo e
colocacdo de um coxim de gazes sob o membro posterior direito na regido coxo-
femoral.

- Incisdo da pele a partir dos extremos lateral e medial da incisdo posterior, ao longo
da concavidade entre 0 abdome e 0 membro.

- Seccdo do coxim de gordura inguinal.

- Identificacdo dos vasos femorais na sua bainha perivascular.
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- Disseccéo do feixe vasculo-nervoso do tecido circundante.

- Seccdo transversa de toda a musculatura e tecidos circundantes ao feixe vasculo-
nervoso, com hemostasia cuidadosa por compressdo, até o fémur, em nivel
correspondente a exposicdo de sua face posterior.

- Desinsercéo de toda a musculatura da face anterior, lateral e medial do fémur.

- Abertura da bainha perivascular, dissec¢cdo da artéria femoral, seccdo dos nervos
femorais.

- Confirmacéo da seccédo de todas as estruturas existentes a esse nivel, com excec¢ao
da artéria e veia femoral, e do fémur.

- Reviséo da hemostasia.

- Colocacdo de um clampe microcirdrgico tipo venoso de Acland na artéria femoral
dissecada, dando-se inicio a fase de isquemia por 4 horas seguidas nos animais dos

grupos G3 e G4.

- Sutura da pele com pontos separados de fio de algodao 4-0.




Figura 4: Linha de demarcacéo da incisdo anterior.
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Figura 6: Fase de isquemia. Incisdo cirurgica suturada.

Figura 7: Fase de isquemia, artéria femoral clampeada, palidez no pé direito.
6.3.2. RETIRADA DO CLAMPE ARTERIAL
- Retirada do ponto central da incisdo na regido inguinal anterior.
- Retirada do clampe arterial.
- Observacéo dos seguintes parametros: presenca de fluxo na artéria desclampeada,
presenca de fluxo na veia femoral e presenca de hiperemia reativa no membro pds-

isquémico.



Figura 8: Fase de reperfusao, hiperemia reativa no pé direito do rato.
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Figura 9: Fase final de reperfusdo, grande edema do pé direito do rato.

6.3.3. BIOPSIA MUSCULAR PARA MICROSCOPIA DE LUZ
E DOSAGEM DO MDA

- Animal posicionado em decubito ventral.

- Fixacéo das patas posteriores, direita e esquerda em leve abducdo e hiperextensao.

- Incisdo da pele desde o calcaneo até o cavo popliteo, em linha longitudinal, mediana,
sobre 0 masculo gastrocnémio direito.

- Identificacdo do musculo soleus direito.Fixacdo de suas origens e insercdes para
evitar o encurtamento resultante da seccéo de suas fibras.

- Retirada do musculo soleus e divisdo do mesmo em dois fragmentos, um para
microscopia de luz e o outro para a dosagem de MDA.

- Realizagdo do mesmo procedimento no membro contra-lateral.

- Preparo dos fragmentos .

- Apos a retirada dos fragmentos dos musculos, sucedeu-se & eutanasia do animal.

6.4. OBSERVACAO CLINICA DA COLORACAO DO PE

Os efeitos da isquemia e da reperfusdo foram verificados clinicamente

pelo aspecto e coloracdo dos pés durante e apos a isquemia.

6.5. MEDIDA DA CIRCUNFERENCIA DO PE

Com o rato em decubito ventral e com o membro posterior direito em

hiperextensdo, foi marcado um ponto com caneta de retroprojetor, distal 1 cm do maléolo
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lateral. Nesse local, a circunferéncia foi tomada por meio de um fio de algodao 4-0 e
pincas microcirdrgicas. O comprimento do fio foi entdo medido em milimetros sobre uma

régua.

6.6. DOSAGEM DA CPK

Com o animal em decubito dorsal, puncéo cardiaca, transparietal, para a
retirada de cerca de 1 ml de sangue.

Centrifugacdo do sangue a 3.000 rotagdes por minuto, por 10 minutos.
Apbs a centrifugacdo, a dosagem da CPK foi realizada pelo CKC (NAC); Granutest 2.5,
no aparelho analisador automatico ( CLIinLINE 150 - Vitek Sytems) no Instituto de
Patologia Clinica e Hematologia de Marilia - SP.

As amostras que apresentaram hemdlise visivel foram excluidas.

6.7. MICROSCOPIA DE LUZ

Os fragmentos biopsiados dos musculos soleus direito e esquerdo foram
fixados em alcool absoluto por aproximadamente 30 horas. Apos essa fixacdo, o material
foi clivado, incluido em parafina e montado em resina (Entellan). A coloracdo usada foi
HE (hematoxilina-eosina ) segundo a técnica de Harris e o acido periodico de Schiff
(P.AS)).

Os cortes foram feitos com micrétomo rotativo numa espessura de 4 a 5

1, no laboratorio de patologia da Faculdade de Medicina de Marilia.
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Nas laminas coradas pelo P.A.S., a apreciacdo do nimero de fibras que
apresentaram material positivo no seu interior, foi feita de forma semiquantitativa,
utilizando-se como marcador de intensidade uma escala que variou de O (zero), para a

auséncia de positividade até (+++), para a positividade acentuada.

6.8. DOSAGEM DO MDA (dialdeido mal6nico)

As biopsias eram mantidas em nitrogénio liquido e encaminhadas ao
Laboratorio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, onde eram estocadas a —80°C para
posterior processamento. Para a medida da peroxidacgéo lipidica (dosagem do MDA), o

processo se iniciava ainda com os musculos congelados.

6.8.1. QUANTIFICACAO DO MDA NO MUSCULO ESQUELETICO

Foi utilizado o método do acido tiobarbiturico modificado por
CECCHINI et al., 1990. Os musculos, congelados, eram pesados e homogeneizados
na proporcdo de 1 grama de tecido para 9 mililitros de KCI 1,15% em
homogeneizador tipo Ultra-Turrax, por 30 segundos, com intervalo de 1 minuto
entre cada etapa de homogeneizagdo. Eram colocados em banho de gelo e as etapas
repetidas por 3 vezes.

Tomavam-se aliquotas de 0,2 e 0,4 ml, em duplicata, do
homogenato acima e colocavam-se em tubos de ensaio, completando-se para um
volume final de 1 ml com KCI 1,15%. Em seguida adicionava-se 1 ml de &acido
tiobarbitdrico a 1%, em 50 milimoles de NaOH e 1 ml de acido tricloroacético a
2,8%. Agitava-se entdo a mistura vigorosamente. Os tubos de ensaio eram entdo

aquecidos por 30 minutos em banho de agua a 95°C. Apds resfriamento em banho
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de gelo, adicionavam-se 2 ml de n-butanol em cada tubo, agitava-se vigorosamente
por 30 segundos, seguindo-se a centrifugacdo das amostras a 3000 rotacdes por
minuto, durante 30 minutos. A quantificacdo das substancias reativas ao teste do
acido tiobarbiturico presentes na fase organica, foi realizada em espectrofotémetro

Varian 634 S, duplo feixe, a 532 nanémetros.

6.8.2. DOSAGEM DA PROTEINA MUSCULAR
Foi utilizado o método de LOWRY et al. (1951), com algumas
modificacdes, que consta de:

Reagentes - Solu¢ao A: Carbonato de sddio a 20% em hidréxido de sédio 0,5N.

Solu¢do B: tartarato de sddio e potassio a 2% em agua destilada.
Solugdo C: sulfato de cobre a 1% em agua destilada. Solugdao D:
Reagente de Folin em agua destilada 1:11. Reativo cuprico: no
momento da dosagem misturou-se 10 ml da solucdo A, 0,5 ml da
solucédo B e 0,5 ml da solucgéo C.

Procedimento - O homogenato muscular foi diluido 1:100 em &gua destilada. A 1 ml
desta suspensdo diluida ou 1 ml da solucdo padrdo de
soroalbumina bovina (100 ug/ml) ou 1 ml de agua destilada, foi
adicionado 1 ml de reagente culprico, agitado e deixado em
repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
foram adicionados 3 ml de solucdo D, os tubos agitados
vigorosamente e incubados em banho maria, a uma temperatura
de 50°C por 10 minutos. A intensidade de cor desenvolvida na
reacdo foi estimada em espectrofotdmetro Varian 634S duplo
feixe a 660 nm, tendo o branco como referéncia em que a
suspensdo de proteina foi substituida por 1 ml de a4gua destilada.

A concentracdo de proteina muscular foi determinada
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comparando-se as absorvéncias das amostras com a absorvéncia
obtida para uma solucdo padrdo de soroalbumina bovina a 100
mg/ml conduzida nas mesmas condicdes crescentes de
soroalbumina bovina (25 a 200 mg/ml) e foram comparadas com

as absorvéncias correspondentes.

6.8.3. CALCULO DOS NIVEIS DE PEROXIDAGAO LIPIDICA
Os niveis de peroxidacéo lipidica foram expressos em nanomoles de

dialdeido maldnico/miligrama de proteina, utilizando-se a seguinte formula:

nM(dialdeidomalénico)/mg(proteina) = Absorvéncia x 1000
*156 X proteina

*156 = extingdo molar do dialdeido malénico (BUEGE & AUST, 1978)
7. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

7.1. Balanga (0-1000gr) B.Braun, Manheim, Alemanha.

7.2. Centrifuga Biofug 13, Heraeus Sepatech, Heraeus Instruments Gmbh, Alemanha.

7.3. Analisador automatico para dosagem de CPK: Clin Line 150; Vitek Systems, Estados

Unidos da América.

7.4. Espectrofotdometro Varian 634S, duplo feixe a 532 nandémetros; Zeiss PM-2A.

7.5. Homogeneizador para dosagem do dialdeido maldnico; Ultra-Turrax, Janke&Kunkel;

IKA-Labortechnik, Alemanha.
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7.6. Kit de creatinoquinase - CKC(NAC); Granutest 2.5. Fabricante: Merck KGaA,

Darmstadt, Alemanha.

7.7. Anestésicos: Hypnol 3%®, pentobarbital sédico, frascos com 50 ml de solucdo

injetavel. Laboratdrio: Fontoveter.

7.8. Anticoagulante; Heparin®,frasco 10 ml com 1000 Ul/ml , Laboratdrio: Cristalia.

7.9. CaNazDTPA, 100 mg/ml, frascos com 100 ml, Laboratorio: Astrapin, Pfaffen-

Schwabenheim, Alemanha.

7.10. Solugdo de Cloreto de Sodio 0,9%, frascos com 250 ml, Laboratério: Alcon, Sdo

Paulo, Brasil.

8. METODOS ESTATISTICOS

Para as variaveis peso e circunferéncia do pé direito, avaliadas no mesmo
conjunto de animais, em 3 momentos (M1: ap0s a anestesia; M2: ao final da isquemia ou no
tempo correspondente nos outros grupos; M3: ao final da reperfusdo ou no mesmo momento
nos outros grupos), utilizou-se Analise de Perfil , com os testes de:-

- HO1 - Similaridade dos Perfis; interacdo entre 0s grupos e momentos, para se verificar se 0s
perfis dos 4 grupos podem ser aceitos como similares ao longo do tempo.

- HO2 - Igualdade dos Perfis; sé é valido quando ha similaridade dos perfis e visa verificar se
além de similares, os perfis dos grupos podem ser aceitos como iguais.

- HO3 - Efeito de Momento, caso os perfis sejam similares e compara as médias dos
momentos considerando-se o conjunto dos 4 grupos.

- HO4 - Efeito de Grupo. Compara o0s grupos em cada um dos momentos

separadamente;
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- HO5 - Efeito de Momento.Em cada grupo, compara a média dos 3 momentos,
separadamente.

A tendéncia central foi indicada pela média (&) e a variabilidade, pelo desvio
padréo (s), calculados para cada momento e grupo.

Para a varidvel CPK , avaliada no final do experimento, a tendéncia central
foi indicada pela mediana (Md) em cada grupo. A comparacédo entre os 4 grupos foi efetuada
pela prova nao paramétrica de Kruskal-Wallis, com o calculo da estatistica H e da Diferenca
Minima Significante para contraste entre pares de grupos.

Em todas as andlises efetuadas, as estatisticas calculadas (F na Analise de
Perfil e H na prova de Kruskal Wallis) foram consideradas significantes quando p < 0,05 onde
p é o nivel de significancia associado a estatistica calculada.

Na analise da variavel, MDA, utilizamos para a comparacdo dentro dos
grupos (MPD com MPE), o “teste t pareado” e para a comparagdo apés juntar grupos (G1 e
G2; MPD+MPE), para as aliquotas de 0,2 e 0,4 ml, o “teste t para grupos independentes”.
Para realizarmos a comparacdo apos a aplicacao dos testes “t pareado” e “t independente” dos
agrupamentos permitidos, utilizou-se a “Andlise de variancia de um fator”, complementada
pelo teste de comparagfes multiplas “t de Bonferroni”. Para todos os testes adotou-se o nivel

de significancia de 5% de probabilidade para rejeicdo da hipdtese de nulidade.
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RESULTADOS

Os valores individuais dos atributos dos animais estudados e as analises

estatisticas dos resultados encontram-se no Apéndice.

1. PESO DO RATO

Tabela 1 — Peso dos animais: médias (&) e desvios padréo (s) para cada um dos grupos G1,

G2,G3e G4.
PESO

GRUPO n M1 M2 M3

Exs Exs Exs
Gl 10 186,0 + 22,5 182,0+ 214 179,0 + 18,8
G2 10 182,5+ 21,6 175,0 £ 22,0 173,0 + 20,0
G3 9 186,7 + 22,4 182,8 + 20,9 1819+ 216
G4 9 198,3 + 19,7 192,2 + 17,7 184,7+£17,0
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PESO (9)
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Figura 11 — Peso do rato: medias (&) dos grupos em cada um dos momentos.

Tabela 2 — Peso dos animais: hipoteses testadas, estatisticas calculadas e comentarios.

HIPOTESE ESTATISTICA COMENTARIO
Interag&o entre grupos F=130 N&o existe interacdo significativa.
e momentos p =0,2345 Os perfis dos grupos sdo similares.
Gl: F=0,531 M1=M2=M3
p =0,7668
Efeito do momento . P - -
em cada grupo G2: g; (2)’5375 M1=M2=M3
G3: F=0,124 M1 =M2=M3
p =0,8839
G4:. F=2,46 M1 =M2=M3
p =0,2920
M1: F=4,04 Gl1=G2=G3=G4
p=0,2574
Efeito do grupo = N e
M2: F=1,11 Gl=G2=G3=G4
em cada momento p = 03597
M3: F=0,791 Gl=G2=G4=G3
p =0,5072

Nos quatro grupos estudados ndo houve variacdo estatisticamente significante
nos pesos dos animais nem entre 0S Qgrupos, nem entre 0s trés momentos
estudados.



2. CIRCUNFERENCIA DO PE DO RATO
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Tabela 3 — Circunferéncia do pé do rato: médias (&) e desvios padrdo (s) para cada um dos

grupos G1, G2, G3 e G4.

CIRCUNFERENCIA

GRUPO n M1 M2 M3
Exs Exs Exs
Gl 10 2,10 £ 0,07 2,08 +0,10 2,08+0,11
G2 10 2,18 £ 0,06 2,23+0,13 2,23 +0,09
G3 9 2,11 £ 0,09 2,18+0,12 2,39 +0,15
G4 9 2,19+ 0,09 2,19+ 0,01 2,29+0,11
CIRCUNFERENCIA
2,45 -
2,4 -
2,35 -
2,3 4
2,25 - ——G1
2,2 G2
2,15 - G3
2,1 4 -
205 | — * 2G4
2 <
1,95 -
1,9 |
M1 M2 M3
MOMENTOS

Figura 12 — Circunferéncia do pé do rato: médias (&) dos grupos em cada um dos momentos.
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Tabela 4 - Circunferéncia do pé do rato: hipoteses testadas, estatisticas calculadas e
comentérios. (Adotou-se o nivel de significAncia de 5% para a rejeicdo da
hipbtese de nulidade).

HIPOTESE ESTATISTICA COMENTARIO
Interacdo entre grupos F=714 Existe interacdo significativa.
e momentos p <0,05 Os perfis dos grupos néo sao similares.
Gl:. F=0,25
' M1 =M2=M3
p=0,8675
Efeito do momento G2: F=155 M1 =M2=M3
em cada grupo p=0,4295
G3: F=22,74 M1=M2< M3
p <0,05
G4: F=3,38 M1=M2=M3
p = 0,0597
M1: F=1,10 Gl1=G2=G3=G4
p=0,1164
Efeito do grupo M2: F =341 G4=G3=G1<G2
em cada momento p <0,05 G2 néo difere significativamente dos
grupos G3 e G4.
M3: F=10,95 G1<G2<G4<G3
p <0,05 G4 ¢ intermediério, ndo difere

significativamente de G2 e G3.

Dentro de cada grupo; G1, G2 e G4, ndo houve variacdo estatisticamente significante da
circunferéncia dos pés dos animais nos diferentes momentos estudados. No G3, por ocasido
da reperfusdo, houve um aumento estatisticamente significante da circunferéncia dos pés dos
animais entre os momentos M2 e M3. No momento M1, verificou-se que ndo houve
diferenca na circunferéncia dos pés dos animais nos quatro grupos. No momento M2,
verificou-se G4=G3=G1<G2, G2=G3=G4, mostrando que ndo houve diferenca nos grupos
cirdrgicos entre si, mas que o grupo cirargico G2 foi maior que o controle G1, o que ndo
aconteceu entre 0s outros grupos cirdrgicos e o controle anestesia G1. No momento M3
observou-se G1 < (G2 = G3 = G4) , mostrando que houve uma diferenca estatisticamente
significante na circunferéncia dos pés dos animais com cirurgia, comparando-se com 0 grupo
controle G1. Portanto, ao longo do tempo, houve um aumento na circunferéncia dos pés dos
animais submetidos a cirurgia, sendo esse aumento superior nos animais submetidos a
isquemia-reperfusdo e tratados com solucédo de cloreto de sédio a 0,9% (G3).



41

3. DOSAGEM DE CREATINOFOSFOQUINASE (CPK)

Tabela 5 — CPK. Tamanho amostral (n), mediana (Md), médias () e desvios padrdo  (s) de

cada grupo.

GRUPO n MEDIANA (Md) Exs
Gl 10 534 576 + 401
G2 10 908 1426 + 1358
G3 8 4070 3853 + 2146
G4 9 5005 5005 + 2803

6000 -

*
5000 -
*

4000 -+
©
=
v 3000 -
o
@)

2000 A

1000 -

O v v v ]
Gl G2 G3 G4
GRUPOS

Figura 13 — CPK. Mediana (Md) de cada grupo. (* p<0,0001, significante, G1=G2<G3=G4)
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Tabela 6 — CPK. Estatistica (H de Kruskal-Wallis) calculada para a comparacdo dos grupos e

comentarios.

ESTATISTICA H P RESULTADO COMENTARIO
22,54 <0,0001 Significante Gl=G2<G3=
G4

Ao final do experimento, os valores de CPK sérico nos animais do G4 foram
superiores aos dos animais dos G1 e G2. Os valores do G3 foram também
superiores aos do G1. N&o houve entretanto diferenca significante entre os
animais do G2 e G3.

Portanto, houve um aumento significante da CPK nos animais submetidos a
isquemia-reperfusdo, comparados aos animais do grupo controle sem cirurgia.



4. DOSAGEM DO DIALDEIDO MALONICO (MDA)
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Tabela 7 — Dosagem do dialdeido mal6énico (MDA) em aliquotas de 0,2 ml: médias () e
desvios padrdo (s) das amostras referentes ao Membro submetido a
isquemia/reperfuséo (MPD) e ao Membro contralateral (MPE), nos diferentes

grupos.
GRUPO AMOSTRA n Exs
Gl MPD 7 0,1564 £ 0,0428
MPE 7 0,1680 £ 0,0690
G2 MPD 8 0,1402 = 0,0603
MPE 8 0,1494 £ 0,0329
G3 MPD 9 0,1202 £ 0,0604
MPE 9 0,2429 = 0,0900
G4 MPD 9 0,1911 +£0,1786
MPE 9 0,2774 £0,1299

MPD = Membro submetido a isquemia/reperfusédo
MPE = Membro contralateral

Tabela 8 — Dosagem do dialdeido mal6énico (MDA) em aliquotas de 0,4 ml: médias (&) e
desvios padrdo (s) das amostras referentes ao Membro submetido a
isquemia/reperfusdo (MPD) e ao Membro contralateral (MPE), nos diferentes

grupos.
GRUPO AMOSTRA n Exs
o1 MPD 7 0,2234 £ 0,0422
MPE 6 0,2378 = 0,0960
G2 MPD 8 0,2310 £ 0,1207
MPE 8 0,2178 = 0,0637
G3 MPD 9 0,1892 + 0,0822
MPE 9 0,3593 £ 0,1298
G4 MPD 9 0,2790 % 0,2449
MPE 9 0,4658 = 0,2883

MPD = Membro submetido a isquemia/reperfusédo
MPE = Membro contralateral
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Tabela 9 — Dosagem do dialdeido malénico (MDA): comparacdo entre 0s membros
posteriores direito e esquerdo (MPD e MPE) nos diferentes grupos. Resultados
dos testes t pareado e t para amostras independentes em aliquotas de 0,2 ml, no
nivel de significancia de 5% de probabilidade para rejei¢do de nulidade.

t pareado
CONTRASTES Tealculado g.l p RESULTADO
G1 (MPDXMPE) - 0,3508 6 0,7377 n.s.
G2 (MPDXMPE) - 0,5698 7 0,5866 n.s.
G3 (MPDXMPE) - 2,9985 8 0,0171 Significante
G4 (MPDXMPE) -1,0754 8 0,3136 n.s.
t independente
CONTRASTES Lcalculado g.1. p RESULTADO
[G1 (MPD+MPE) x G2 (MPD+MPE)] 0,8358 13 0,4184 n.s.
MPD = Membro submetido a isquemia/reperfusdo
MPE = Membro contralateral g.l. = grau de liberdade

Tabela 10 — Dosagem do dialdeido malénico (MDA): comparacdo entre os membros
posteriores direito e esquerdo (MPD e MPE) nos diferentes grupos. Resultados
dos testes t pareado e t para amostras independentes em aliquotas de 0,4 ml, no
nivel de significancia de 5% de probabilidade para rejei¢do de nulidade.

t pareado
CONTRASTES Tealculado a.l. p RESULTADO
G1 (MPDXMPE) - 0,9499 6 0,3788 n.s.
G2 (MPDxMPE) 0,3237 7 0,7556 n.s.
G3 (MPDXMPE) - 2,8799 8 0,0205 Significante
G4 (MPDxMPE) -1,2469 8 0,2477 n.s.
t independente
CONTRASTES Lcalculado g.1. p RESULTADO
[G1 (MPD+MPE) x G2 (MPD+MPE)] 0,6516 13 0,5260 n.s.

MPD = Membro submetido a isquemia/reperfuséo
MPE = Membro contralateral g.l. = grau de liberdade
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Figura 14 — Dialdeido mal6énico (MDA): médias (&) e desvios padrdo (s) dos valores de
MDA no membro submetido a isquemia/reperfusdo (MPD) e no membro
contralateral (MPE) de cada grupo. Aliquotas de 0,2 ml.

* (MPE > MPD; p =0,01)
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Figura 15 — Dialdeido mal6énico (MDA): médias (&) e desvios padrdo (s) dos valores de
MDA no membro submetido a isquemia/reperfusdo (MPD) e no membro

contralateral (MPE) de cada grupo. Aliquotas de 0,4 ml.
* (MPE > MPD; p = 0,02)
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A comparacao entre 0s grupos e entre os membros direito e esquerdo dos
diferentes grupos foi realizado utilizando-se o teste estatistico “t“ de Bonferroni (Apéndice,
Tabelas 7A e 8A).

Comparando os resultados da dosagem do MDA, aliquota de 0,2 ml, entre 0s
membros posteriores direito e esquerdo, apenas no grupo isquemia/reperfusdo ndo tratado
(G3) apresentou diferenca significativa. As dosagens do MDA do MPE dos animais do G3
foram significativamente maiores que aquelas dos MPD e MPE dos animais dos grupos G1 e
G2. As dosagens de MDA do MPD dos animais do grupo G3 foram significativamente
diferentes apenas do grupo G4.

Comparando os resultados da dosagem do MDA, aliquota de 0,4 ml, entre 0s
MPD e MPE, apenas o grupo isquemia/reperfusdo ndo tratado (G3) apresentou diferenca
significativa. As dosagens de MDA do MPD dos animais do grupo G3 foram
significativamente diferentes apenas do grupo G4. As dosagens do MDA do MPE dos animais
do grupo G3 foram signficativamente maiores que aquelas dos MPD e MPE dos animais dos
grupos G1 e G2. As dosagens do MDA dos MPD e MPE dos animais dos grupos G1 e G2

foram estatisticamente menores que aquelas dos MPD e MPE dos animais do grupo G4.
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DISCUSSAO

1. METODO

Escolhemos o rato como animal de experimentacdo, por ser muito
utilizado em estudos de musculatura esquelética (GOLDSPINK, 1972), susceptivel as
alteracdes da isquemia e reperfusdo (BELKIN et al., 1989; FANTINI & YOSHIOKA,
1993). Seu pequeno porte e facil manuseio sdo fatores relevantes. O seu baixo custo
favorece a aquisicédo e permite adequada representatividade.

Foi evitada medicacdo pré-anestésica ou associacbes, a fim de se
diminuir a chance de interferéncia e interacdo medicamentosas, na afericdo de nossos
parametros enzimaticos e de peroxidacdo lipidica. A ndo necessidade de recuperacédo
pos-anestésica descartou 0 uso de anestesia inalatéria. Assim, realizamos a anestesia
com pentobarbital sédico a 3% (FANTINI et al., 1987; BELKIN et al., 1989; FANTINI
& YOSHIOKA, 1993), sendo essa ainda uma droga de eleicdo para ratos e
camundongos em cirurgia experimental. A via de administracdo foi a intraperitoneal
(BELKIN et al., 1989; YOKOTA et al., 1989; FANTINI et al., 1996), apesar da
possibilidade de maior laténcia, devido a sua ampla aceitacdo e facilidade técnica.

Para se reproduzir um quadro de isquemia e reperfusdo in vivo,
optamos por um modelo de isquemia total, o que nos permitiu um confiavel controle do
afluxo de sangue para a extremidade em estudo, sem o imponderavel da circulacéo
colateral. Nesse modelo, todas as estruturas que compdem o membro foram seccionadas

na raiz da coxa, com excecdo do feixe vascular femoral e do fémur, o que possibilitou
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uma analise mais precisa dos resultados, quando comparados aos modelos de isquemia
parcial (MORENO, 1992). Esse modelo mostrou-se simples, efetivo e reprodutivo.

Nos modelos de isquemia total, as ligaduras vasculares como as
realizadas por PETRASEK et al. (1994), podem, ocasionalmente, manter algum fluxo
sanglineo. Os torniquetes (BUSHELL et al., 1996), ttm o incoveniente de néo
assegurarem uma drenagem venosa livre, enquanto que o modelo subcutaneo de
LUDATSCHER et al. (1981), mantém o risco de fluxo proveniente da rede vascular
subcutanea, muito rica em ratos. SKJELDAL et al. (1991), utilizou tubos de silicone
para proteger o fluxo vasculo-nervoso, mas ndo conseguiu evitar os artefatos de
compressdo. O modelo de reimplantacdo de membro (CONCANNON et al., 1991),
requer técnicas microcirargicas e acrescenta maior risco de complicagdes, como as
tromboses vasculares.

Os modelos com masculo gracil isolado de cdes (KORTHUIS et al.,
1985, 1988, 1989; PERRY & FANTINI, 1987; CHOUDHURY et al., 1991; LINDSAY,
1994), ndo se adequaram a animais de pequeno porte.

Ao se optar por um modelo de membro inteiro, uma maior area para
estudos foi obtida, incluindo maior massa muscular. Isso permitiu valores mais
expressivos nos parametros avaliados, assim como um ponto anatémico favoravel para
o0 isolamento do feixe vasculo-nervoso.

Varios autores ja detectaram lesGes de reperfusdo com tempos de
isquemia relativamente curtos. FORMIGLI et al. (1992) ja observaram lesdes de
reperfusdo, em pacientes submetidos a cirurgia de aneurisma de aorta, com tempo de
oclusdo adrtica variando de 45 a 60 minutos. Experimentalmente, essas lesfes ja foram
observadas seguindo diferentes periodos isquémicos, como 60 minutos (FANTINI et
al., 1987), 90 minutos (YOKOTA et al., 1989), 2 horas (SEYAMA, 1993), 2 horas e
meia (STROCK & MAJNO, 1969), 3 horas (BELKIN et al., 1989; KAWASAKI et al.,
1993; FANTINI et al., 1996), e 4 horas (RAHMER et al., 1977; BEYERSDORF et al.,
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1989; KORTHUIS et al., 1989; SMITH et al., 1989b; REIKERAS & YTREHUS, 1992;
SARDINHA, 1994; BUSHELL et al., 1996). Tempos de isquemia de 5
(CHOUDHURY et al., 1991) e 6 horas (BLEBEA et al., 1987; CONCANNON et al.,
1991), foram usados em musculo gracil de cdes, enquanto RICCI et al. (1989),
estudando sindrome compartimental, utilizaram tempo de isquemia de 8 horas.

Segundo estudos realizados por KAWASAKI et al. (1993), onde
quantificaram o nivel de ATP muscular de ratos submetidos a isquemia, o periodo de 4
horas foi longo o suficiente para que o depdsito de ATP muscular estivesse reduzido a
3,5% daquele mensurado no grupo controle, denotando grande oferta de substrato para
as reagodes de reperfusdo. BEYERSDOREF et al., 1989, também registraram queda dos
niveis de ATP (14,7% do controle) ap0s este mesmo tempo isquémico.

A queda do ATP celular durante a isquemia, foi relacionada por
CRINNION et al. (1993), com a extensdo da subsequente necrose muscular.

A porcentagem de necrose em musculo tibial anterior de ratos apos 4
horas de isquemia foi quantificada por SKJELDAL et al. em 1991, chegando a 46% da
area muscular e ndo foi observado fenémeno de ndo-refluxo com 2 horas de reperfusao,
0 que passou a ocorrer quando o periodo isquémico se estendeu a 4 horas e meia.

Em coelhos, QUINONES-BALDRICH (1989), identificou queda de
fluxo sanglineo e fenbmeno do n&o-refluxo em periodos superiores a 4 horas de
isquemia.

Desta forma, optamos por um intervalo isquémico que nos permitisse
boa quantificacdo das lesdes de peroxidacéo lipidica sem que tivéssemos o ja citado ndo
refluxo e extensa morte celular.

SANDERSON et al., em 1975, demonstraram que em musculo
esquelético, o tempo de reperfusdo de 2 horas, apos periodos de isquemia de 2 a 4 horas,

leva a intensa reacao inflamatoria aguda com notavel edema associado.
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Apesar de alguns autores terem encontrado niveis mais elevados de
produtos da peroxidacao lipidica, medidos pelo teste do TBA, nos primeiros minutos
apos iniciada a reperfusdo, outros autores encontraram valores ainda muito elevados e
estatisticamente significantes, quando comparados aos controles, apos 4 horas de
isquemia seguidas por 2 horas de reperfusdo. Tempo este, ainda necessario, para que 0S
valores adicionais de CPK, oriundos de lesbes de reperfusdo, atingissem picos
sorolégicos (MORENO, 1992).

No presente trabalho, seguindo aqueles de KORTHUIS et al. (1985),
MORENO (1992) e OREDSSON et al., (1994), utilizamos 4 horas de isquemia,
seguidas por 2 horas de reperfusao.

Optamos por injetar o CaNasDTPA 10 minutos antes da reperfusao
uma vez que FAHEY et al. em 1961, testando diferentes doses e vias, demonstraram
que sua absorcdo por via intramuscular é completa e rapida.

A dose utilizada de 50 mg/kg foi sugerida pessoalmente por Martin
Scholz, a partir de trabalho em que doses que variaram de 6,25 a 100 mg/kg, foram
utilizadas em cultura de células, sendo esta dose considerada nédo toxica (CINATL et al.,
1996).

Como atributos, mensuramos 0 peso dos animais em cada momento,
para andlise de alteracdo em seu perfil, sujeito entre outros ao efeito diurético das
drogas utilizadas.

A medida da circunferéncia do pé foi usada para avaliacdo indireta de
edema no membro em cada momento estudado, e anteriormente ja utilizada por
MORENO (1992). Este autor comparou os resultados destas medidas com os da
pletismografia de volume, demonstrando correlacdo entre as mesmas.

A dosagem de CPK plasmatica, enzima citoplasmatica que ¢é
exteriorizada com a morte celular, funciona como um marcador de lesdo celular. A CPK

¢ concentrada nas células musculares e, por esse motivo, uma indicadora de lesdo de
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isquemia-reperfusdo em musculo esquelético bastante utilizada (CHOUDHURY et al.,
1991; REIKERAS & YTREHUS, 1992; SEYAMA, 1993). As amostras de sangue que
apresentaram hemolise visivel foram excluidas, uma vez que a lise de eritrocitos resulta
em liberacdo da enzima adenilatoquinase e esta enzima pode causar uma aparente
elevacdo de CPK no soro, quando essa é testada em mistura com adenosina difosfato
(STATLAND & WINKEL, 1984). Foi encontrado por LAESSIG et al. (1976), em
estudo de soro de individuos normais, que continha em torno de 1% de hemécias lisadas
(3 g), um aumento de até 98% de CPK.

Utilizamos a dosagem do MDA, como medida indireta da peroxidacéo
lipidica apesar deste teste apresentar algumas restricbes como riscos de artefatos
(KELLOG & FRIDOVICH, 1975), porque tem sido muito utilizado em varios modelos
de isquemia-reperfusdo (FANTINI & YOSHIOKA, 1993; SEYAMA, 1993; FANTINI
et al., 1996)

Para as biopsias realizadas, escolnemos o musculo soleus, por tratar-se
de musculo de metabolismo aerdbico, rico em mitocondrias e com alto consumo de
ATP, portanto mais sensivel aos mecanismos de isquemia-reperfusdo (BEYERSDORF
etal., 1989; LOCKHART, 1972).

O estudo histologico foi realizado com microscopia de luz e com duas
coloracdes especificas: hematoxilina-eosina e Acido Periddico de Schiff. Na primeira,
buscou-se ilustrar as alteracdes no contetdo de &gua tecidual e inflamacdo. FORMIGLI
et al. (1992), em estudo com isquemia variando de 45 a 60 minutos em humanos,
verificaram grande infiltracdo granulocitica apos 30 minutos de reperfusao.

As alteracGes nos vacuolos de glicogénio, representam esgotamento
das fontes aerobicas e ativacdo do mecanismo anaerobico celular para producéo de ATP
(SARDINHA, 1994), substrato para a obtencdo de energia via hipoxantina, com
acumulo de xantina oxidase e producdo de radicais livres. A medida que ocorre a

reperfusdo, o metabolismo celular retoma as vias aerobicas de producao energética, ao
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mesmo tempo que sofre as agressdes dos radicais livres circulantes. Neste ponto, as
células ainda aptas retomam a producao e estocagem de glicogénio atraves do Ciclo de
Cori. Assim, a coloracdo pelo P.A.S. nos traduz pela intensidade de glicogénio, a
viabilidade celular, aqui representada pela integridade do reticulo sarcoplasmatico. Este

método foi utilizado por SARDINHA (1994), em modelo de isquemia-reperfusao.
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2. RESULTADOS

Embora ndo tenha havido diferenca estatistica para o peso dos animais
entre os diferentes grupos e momentos, houve uma tendéncia a diminui¢do do peso dos
animais em todos os grupos entre M1, M2 e M3 que creditamos a perda fisiologica
durante esse periodo de 6 horas, sem reposicdo hidrica. Uma perda maior, porém
também estatisticamente ndo significante, foi observada no grupo isquemia/reperfusao
com tratamento (G4), que pode ter sido devido ao possivel efeito diurético do
CaNazDTPA, administrado 10 minutos antes do término da isquemia, efeito ja referido
por MORGAN & SMITH (1974) e por ser sua excrecdo exclusivamente renal
(CATSCH & HARMUTH-HOENE, 1975; PIPPARD et al., 1986; ADAMS et al.,
1991).

Quanto as alterac6es de circunferéncia do pé ao longo do experimento,
0s animais do grupo G1 nédo apresentaram varia¢fes entre os momentos estudados. No
grupo G2, houve uma tendéncia a discreta elevacdo entre os momentos M1 e M2, que
pode ser conseqliéncia do ato cirargico, sem outras alteracdes significativas. J& nos
grupos G3 e G4, ocorreu variagdo entre os momentos M2 e M3, quando houve um
aumento de circunferéncia do pé, sendo estatisticamente significante no grupo G3. Esse
edema pode ser atribuido a lesbes de reperfusdo, tendo como causa provavel o aumento
de permeabilidade microvascular que ocorre nesse processo. No grupo G4, porém, esse
aumento de circunferéncia nao foi significativo, o que poderia ser devido ao efeito
diurético do CaNa3sDTPA, minimizando o edema de reperfusdo. Ndo podemos, porem,
afastar um eventual efeito sobre o tecido revascularizado, diminuindo a permeabilidade
vascular desde que esta permeabilidade sofre influéncia da presenca de oxido nitrico
que parece ser quelado pelo CaNasDTPA (KAZMIERSKI et al., 1996).

Nas medidas de CPK, observamos aumento significativo dessa enzima

nos animais dos grupos G3 e G4, quando comparados com o grupo G1. Os niveis
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séricos de CPK nos animais do grupo G2, guardaram valores intermediarios, sendo mais
elevados do que no grupo G1, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, e menores
do que nos grupos G3 e G4, sem significancia com relagdo ao grupo G3, mas com
valores significantemente menores quando comparados ao grupo G4. Esses resultados
refletem indiretamente o grau de necrose muscular nos animais submetidos ao processo
de isquemia e reperfusdo, com valores mais altos nos animais do grupo G4, indicando
que o CaNasDTPA ndo protegeu os animais da necrose muscular. Os valores obtidos
dos animais do grupo G2, refletem provavelmente o componente do trauma cirargico.

Acreditamos que o CaNazDTPA, por ndo atravessar membranas
celulares, pudesse apresentar vantagem sobre o DFA no tratamento de lesdo de
isquemia-reperfusdo, sendo menos deletérico para 0 metabolismo celular do que a DFA
(CINATL et al. 1996), entretanto, essa propriedade talvez o impeca de atuar a nivel
mitocondrial e de cadeia transportadora de elétrons, que como se sabe é importante
fonte de RLO in vivo na maioria das células aerébicas (HALLIWEL & GUTTERIDGE,
1989c).

Os resultados das medidas de MDA revelaram valores estatisticamente
semelhantes entre os grupos, tanto para as aliquotas 0,2 como 0,4 ml. Porém, valores
estatisticamente mais elevados, foram encontrados no masculo do membro posterior
esquerdo (MPE) dos animais do grupo G3, onde a isquemia néo foi provocada, quando
comparados com o musculo do membro posterior direito (MPD) dos mesmos animais
do grupo G3. O musculo do membro posterior esquerdo (MPE) dos animais do grupo
G4, também apresentou valores de MDA mais elevados, porém devido a uma maior
variacdo individual dos valores entre os animais do préprio grupo, nao houve diferenca
estatisticamente significante com o musculo do membro posterior direito (MPD). Esses
resultados podem estar refletindo lesbes resultantes de agressdo secundaria, ja

disseminada, causadas por produtos gerados no processo de isquemia e reperfusdo
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(MUKAI & GOLDSTEIN, 1976; PRYOR, 1978). Valores tambem altos no membro
contralateral foram encontrados por SARDINHA (1994).

Importante  considerar que o0 comportamento das medidas
cromatograficas responde a reacOes sequénciais que aparecem em forma de picos
(LINDSAY et al., 1988) e ndo como um resultado somatorio. Assim, 0 momento da
medida passa a ter grande importancia na quantificacdo da biopsia Unica, uma vez que
reflete apenas aquele momento, que eventualmente pode estar entre 0s picos ou na
descendente. LINDSAY et al. (1988), encontraram, em biopsias musculares de caes
submetidos a 3 e 5 horas de isquemia, que 0s niveis mais altos de dienes conjugados
ocorreram nos primeiros minutos de reperfuséo.

No presente trabalho poderiamos levantar a hipotese de ja haver
passado o pico de resposta primaria no lado da lesdo e estar ocorrendo mais
tardiamente a resposta secundaria no membro contralateral.

LINDSAY et al. (1988), observaram também, que o tempo de
aparecimento de picos desses produtos de peroxidacao variava de uma preparagédo para
outra e que parecia ser dependente de muitos fatores: (1) durante a reperfuséo, ocorreria
uma variacdo, dentro do proprio muasculo, na quantidade e distribuicdo do fluxo
sanglineo, variando assim a distribuicdo e oferta local de oxigénio, de forma que a
formacéo de radicais livres lesivos ndo transcorreria de forma simultdnea em todas as
partes do musculo, e a consequiéncia disso seria que a extensdo da reperfusdo poderia
variar de um musculo para outro, ou de um animal para outro; (2) poderia também
ocorrer uma resposta bifasica, envolvendo inicialmente a lesdo mediada por radicais
livres, seguida por um influxo secundario de neutréfilos, explicando o aparecimento de
outros picos mais tardios de dienos conjugados; e (3) outro fator de variabilidade nas
respostas, segundo os autores, seria a diferenca na localiza¢ao do sitio de bidpsia dentro
do préprio masculo, no sentido de que seria impossivel prever a priori quais locais de

bidpsias, que apresentariam os sitios de lesdes mais extensas.
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Por outro lado, as lesdes musculares pos-isquémicas parecem ser de
natureza multifatorial e os radicais livres participam como componentes de um processo
maior.  Além disso, os produtos de peroxidacdo lipidica por nds mensurados,
representam s0 um estagio parcial num espectro mais amplo de produtos de oxidacéo
dos lipidios gerados pela acdo de radicais livres em membranas, sendo talvez necessaria
a mensuracdo dos demais produtos, para se ter uma nocdo mais exata do grau de
peroxidacdo lipidica.

A observacao de que alguns animais do grupo G1 apresentaram valores
altos de MDA, que o aproximaram estatisticamente dos demais grupos, chamou-nos a
atencdo para a possibilidade de interacdo do anestesico utilizado, pentobarbital sédico,
com a reagdo do acido tiobarbitarico, uma vez que a semelhanca do fenobarbital, o
pentobarbital sodico, durante sua metabolizacdo sofre desulfuracdo e abre o anel do
acido barbitdrico (RALL, 1990).

As medias dos produtos de peroxidacao lipidica do grupo G4, apesar
de estatisticamente semelhantes aos demais grupos, foram elevadas, principalmente no
musculo contralateral, podendo refletir até uma maior severidade das reacdes de
peroxidacao, ndo fosse a grande variacdo individual, desvio padrdo, na resposta ao teste.
De qualquer forma os valores individuais mais altos foram encontrados nos animais do
grupo G4, que apresentaram também os valores mais altos de CPK, o que pode
significar auséncia de protecdo do CaNazDTPA as lesdes de necrose muscular e de
peroxidacdo lipidica.

Outro ponto a ser discutido, uma possivel toxicidade do CaNa;DTPA.

CINATL et al. (1996), observaram uma maior afinidade de
CaNasDTPA pelo Fe®*. Comparando vérios quelantes de ferro, BAKER & GEBICKI
(1984), demonstraram a geracdo de OH' & partir de O, na presenca de Fe*’~DTPA.

HAMAZAKI et al. (1989), também observaram os efeitos de quelantes de ferro na auto-
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oxidacdo de Fe?* e verificaram in vitro que o DTPA era capaz de iniciar importante
auto-oxidacdo, com continuada reacao de peroxidacao lipidica.

O efeito espoliador do magnésio provocado pelo CaNasDTPA, também
pode levar a inibicdo de formacédo do oxido nitrico, segundo PEARSON et al. (1998),
em experimento com artérias coronarias de caes.

Esses efeitos toxicos parecem também ser dependentes da dosagem
empregada, desde que experiéncias anteriores ja apontaram para uma provavel resposta
bifasica de quelantes de ferro, ou seja, em doses pequenas podem atuar como agentes
quelantes. Em altas doses, entretanto, mais ferro € mobilizado e quelado de diferentes
areas, 0 que pode resultar em grande quantidade de ferro na forma de ferrioxamina,
disponivel para reacGes redox (BORG & SCHAICH, 1986). Desde que ndo havia
experiéncia anterior de uso de CaNas;DTPA em modelos de isquemia-reperfusdo em
musculos esqueléticos, talvez tenhamos usado doses suficientemente altas para produzir
um efeito tdxico direto sobre as células (PIGOTT et al., 1988; WATANABE et al.,
1993).

Outros estudos também relataram auséncia de efeito ou até presenca de
efeito toxico paradoxal da DFA em trabalhos de isquemia-reperfusdo (BORG &
SCHAICH, 1986; FLEISCHER et al., 1987; BRAUGHLER et al., 1988; PIGOTT et
al., 1988). In vitro, GRAF et al., 1984, estudando outros quelantes como EDTA ou
ADP, com afinidade menor pelo ferro, observaram que estes ndo impediram a formacao
de OH' . Esses quelantes podem inclusive promover a formagdo de OH', por disporem
temporariamente o ferro durante a transicdo entre os estados de ligacdo e ndo-ligacao,
ou por impedirem a hidrolizacdo de ion férrico em condigdes de pH e de tensdo de
oxigénio fisioldgicos (McCORD & DAY, 1978).

No estudo da microscopia de luz, corada pelo HE, ndo observamos
alteracdes significativas no grupo G1 enquanto no grupo G2 houve presenca de edema
intersticial nos cortes do tecido muscular mas sem infiltrado inflamatério expressivo

quando comparado aos grupos G3 e G4. No G3, a presenca de edema intersticial foi
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mais notavel que nos outros grupos e o infiltrado inflamatdrio foi mais intenso no grupo
G4. Nao observamos alteracOes representativas nos membros contralaterais em nenhum
dos grupos.

Na avaliacdo do P.A.S., positividade moderada foi observada nos
grupos G1 e G2 , tendo sido um pouco maior no membro posterior direito o que foi
compativel com o seu grau de integridade muscular, uma vez que ndo foram submetidas
a isquemia ou reperfusdo.Tanto no grupo G3 quanto no grupo G4, observou-se
positividade discreta em ambos os membros estudados.

Ao analisarmos a presenca de glicogénio nestes cortes, ndo podemos
aferir sobre um efeito atenuante do CaNasDTPA sobre as lesbes de isquemia e
reperfusdo, mas a semelhanca de resultados entre os grupos G3 e G4, nos leva a pensar
na ndo ocorréncia de um efeito toxico deste.

Apesar de indicios positivos, a utilizacdo de drogas requer muita
perspicacia, cautela e experimentacgdo cientifica, até que suas interacdes e efeitos sejam
conhecidos. Nossos resultados nos levaram a acreditar em interagcdes outras, que podem
contra-indicar a utilizacdo deste quelante como atenuador de lesdes de isquemia e

reperfuséo, contudo fica um grande terreno para especulacdes.



60

CONCLUSAO

No modelo utilizado de isquemia-reperfusdo em membro posterior de
rato, 0 CaNaz;DTPA, na dosagem empregada, levou a menor edema do pé lesado,
avaliado pela medida de sua circunferéncia, entretanto néo interferiu nas medidas de
CPK sérico e de MDA muscular, nem nas alteracdes morfoldgicas do musculo soleus
observadas a microscopia de luz, utilizando as colora¢bes com hematoxilina-eosina e

acido periodico de Schiff.
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RESUMO

A reperfusdo de membros submetidos a isquemia pode provocar graves
alteragdes estruturais e de metabolismo tecidual, que se acompanham de altas taxas de
mortalidade e de morbidade.

A peroxidacdo lipidica € considerada como sendo um dos principais
mecanismos de leséo celular em tecidos pos-isquémicos e o ferro tem sido reconhecido
como potenciador nas reacdes de Fenton e Haber Weiss, que resultam na producéo entre
outros do radical OH-, altamente lesivo para as membranas celulares.

As evidéncias de que a deferoxamina (DFA) e outros quelantes de
ferro atenuaram lesbes pos-isquémicas numa variedade de sistemas organicos
documentam a participacao do ferro na patogénese da lesdo tecidual pos-isquémica.

O é&cido trissddio-calcio-dietilenotriaminopentaacético (CaNasDTPA),
outro quelante de ferro com habilidade de quelar ions somente do espaco extracelular,
parece ter acdo menos deletéria ao metabolismo das células, que a quelagcdo promovida
pela DFA. Experimentos também relataram a sua potente acdo anti-viral e propriedades
antiinflamatdrias e imunoldgicas.

Tendo em vista sua acdo como quelante de ferro e seu provavel papel
na resposta inflamatoria, ja que crescem as evidéncias da participacéo lesiva de agentes
pro-inflamatoérios em tecidos pos-isquémicos, foi realizado o presente trabalho com o
objetivo de testar o efeito de CaNasDTPA na atenuacdo das lesdes de isquemia-

reperfusdo em masculos esqueléticos.
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Utilizamos 52 ratos, raga Wistar, pesando 188 = 22 g, que foram
anestesiados com pentobarbital intraperitoneal e submetidos a procedimento cirdrgico
onde pele, tecido subcutdneo e musculos foram incisados, ficando intactos apenas
femur, artéria e veia femorais.

Esses animais foram distribuidos de forma randomizada nos seguintes
grupos: Grupo G1 — grupo controle anestesia, sem cirurgia e sem isquemia; Grupo G2 —
grupo controle cirurgia, sem isquemia; Grupos G3 e G4 — com isquemia-reperfusdao em
que a artéria femoral foi clampeada por 4 horas. Apds esse periodo, o clampe foi
retirado, iniciando-se a fase de reperfusdo por 2 horas, quando os animais foram
submetidos a eutanasia. Os animais do grupo G3 foram tratados, ao final da isquemia,
com solucéo de cloreto de sddio 0,9% e os do grupo G4 com CaNazDTPA.

Os parametros utilizados foram: peso; circunferéncia do pé, com o
objetivo de se medir indiretamente o desenvolvimento de edema ao longo do
experimento; dosagem sérica de CPK; dosagem muscular de malonaldeido e avaliacéo
histoldgica de tecido muscular por microscopia de luz utilizando as coloracdes HE e
PAS.

Resultados: observou-se aumento da medida da circunferéncia do pé
nos grupos G3 e G4, estatisticamente significante no grupo G3 quando comparado ao
grupo controle G1. As dosagens de CPK apresentaram-se elevadas nos grupos G3 e G4,
submetidos a isquemia/reperfusdo, com relacéo aos grupos controles. Nos resultados da
dosagem de MDA, observaram-se valores mais altos no membro contralateral do grupo
G4, quando comparados ao musculo reperfundido deste grupo e aos musculos do grupo
G1. O estudo histolégico (HE) constatou presenca de edema intersticial maior no grupo
G3 e infiltrado inflamatdrio significativo no grupo G4 e ao PAS, a recuperacdo dos

niveis de glicogénio foram semelhantes nos grupos G3 e G4. Em conclusdo, apesar do
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menor aumento do edema no grupo G4, ndo houve influéncia do CaNasDTPA sobre as
dosagens de CPK sérico, MDA muscular e alteracbes morfoldgicas da musculatura

esquelética dos animais submetidos a isquemia/reperfusao.
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SUMMARY

Acute ischemia and reperfusion of a limb, specially if revascularization
is delayed, can induce tissue metabolic and structural changes that can lead to
significant morbidity, mortality and amputation rates.

It has become increasingly apparent that the central events resulting in
cellular injury occur primarily during reperfusion. On reestablishment of reperfusion to
postischemic skeletal muscle, reactive oxygen metabolites are liberated, resulting in
accelerated oxidative parenchymal injury, much of which is focused at the cellular
membrane

Hydroxyl radicals generated from a reaction involving O," and H,0,
via the superoxide-driven Fenton reaction, which is catalyzed by iron, readily attacks
membrane-associated polyunsaturated fatty acids in a free radical process and is
believed to be responsible for much of the resulting phospholipid peroxidation and loss
of membrane integrity. This reactions suggests that oxygen-mediated damage could be
blunted by limiting the availability of iron during reperfusion. Several reports have
demonstrated that iron chelators may interfere with the iron-dependent formation of
hydroxyl radicals and interrupt this process on reoxygenation in postiischemic skeletal
muscle.

CaNa3DTPA, a hydrophilic extracelular chelator, binds iron and other
ions from the extracellular spaces with extremely high affinity. Experiments have

suggested that it could be less deleterious for cell metabolism than chelation from
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intracellular compartments with others chelators, and that is a more potent anti-viral
agent than DFO or BPD, with some imunological and anti-inflammatory properties.

In the present study we tested the hypothesis that administration of the
iron chelator CaNa3sDTPA at the time of reflow after a period of global ischemia in a rat
model of high-grade total acute hindlimb ischemia results in improved protection of
skeletal muscle.

Fifty two male Wistar rats weigthing 188 + 22 were anesthetized with
intraperitoneal pentobarbital, and the skin, subcutaneous tissue and muscles around the
hip joint of the right hindlimb were incised. The femur and the femoral artery and vein
were left intact.

The animals were randomly allocated in one of the following groups:
Group G1- control anesthesia group, in which no surgery and no ischemia was induced.
Group G2- control surgery group, in which no ischemia was produced. Groups G3 and
G4, with ischemia/reperfusion, in which the femoral artery was closed by a
microvascular clamp for four hours. After this period the clamp was withdrawn, and
reperfusion of the limb was allowed for two hours, when the animals were killed. The
animals of group G3 were treated with saline, 10 minutes before clamp release and
those of the group G4, treated with CaNazDTPA.

Alterations were evaluated by the measurement of foot circumference
to evaluate the presence and intensity of edema before the induction of ischemia, four
hours later, and two hours after reperfusion. Muscle cells alterations were evaluated by
the measurement of creatine-phosphokinase. Lipid peroxidation in skeletal muscle was
assessed by determination of malondialdehyde by the thiobarbituric acid method.

Results: There was a significant post-ischemic increase in foot
circumference of the animals treated with saline. CPK measurements were significantly
increased in the animals with ischemia/reperfusion when compared to the animals of the

controls groups, but there were no differences between the ischemic groups. MDA



66

measurements were increased in the left no-ischemic muscles of the animals treated
with saline, when compared to contralateral muscles of this group and of control
anesthesia group.The histological evaluation showed at H and E, inflammatory cell
infiltrate in G4 and edema in G3. With PAS, the glycogen recovery was similar in both
groups (G3 and G4).

In conclusion, there was less edema in the animals with ischemia-
reperfusion treated group and there were no differences between the ischemia-
reperfusion group and the controls groups in relations with CPK, MDA managements

and histological alterations.
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Tabela 1A - Controle Anestesia

Valores individuais dos atributos dos animais dos grupos estudados.

A?2

No. Data Cl1 C2 C3 P1 P2 P3 CPK MDA MDA MDA MDA
e e d d
02ml 04ml 02ml 0,4 ml
1 805 21 21 21 175 160 155 231 0,1153 0,1833 0,2842 *
2 805 21 21 21 210 200 190 1606 0,2084 0,2677 0,1599 0,2277
3 11056 22 21 22 235 230 220 352 0,1270 0,1930 0,1399 0,1994
4 1605 21 21 20 160 160 160 572 10,1873 0,2401 0,0767 0,1061
5 2205 20 21 21 18 185 185 308 0,1270 0,2073 0,1864 0,3404
6 2205 21 21 21 180 180 175 759 0,1216 0,1847 0,1120 0,1939
7 2305 21 21 21 160 160 160 572 0,2084 0,2878 0,2172 0,3592
8 1605 22 22 22 180 180 180 253 * * * *
9 1105 20 18 18 190 185 185 616 * * * *
10 2305 21 21 21 185 180 180 495 * * * *
* = amostras insuficientes para MDA
Tabela 2A - Controle Cirurgia
No. Data C1 C2 C3 P1 P2 P3 CPK MDA MDA MDA MDA
e e d d
02ml 04ml 0,2ml 0,4 ml
1 1105 21 20 20 170 160 160 1166 0,0862 0,1216 0,1184 0,1744
2 1205 22 24 22 18 165 165 3355 0,0732 0,1180 0,1176 0,1620
3 805 22 24 22 210 200 190 1881 0,2556 0,3858 0,1928 0,2412
4 2205 23 23 23 160 155 155 407 0,1800 0,2412 0,1772 0,1167
5 2205 22 22 23 180 170 170 484 0,0903 0,1221 0,1737 0,2935
6 11,06 22 22 23 165 160 155 484 0,1581 0,2809 0,1748 0,2809
7 1605 21 21 22 170 160 160 4279 0,1512 0,4156 0,1180 0,2700
8 1205 22 23 23 230 225 220 770 0,1270 0,1625 0,1228 0,2040
9 2305 22 22 23 180 180 180 1045 * * * *
10 2305 21 22 22 175 175 175 385 * * * *




* = amostras insuficientes para MDA
Tabela 3A - Isquemia/Reperfusdo com solucéo fisioldgica

A3

No. Data Cl1 C2 C3 P1 P2 P3 CPK MDA MDA MDA MDA
e e d d
02ml 04ml 02ml 0,4 ml
1 1205 21 21 24 230 220 220 5280 0,0794 0,1164 0,4239 0,6413
2 1205 21 23 22 180 180 180 1166 0,1104 0,1841 0,2381 0,3541
3 1605 20 21 25 160 160 160 4147 0,1270 0,1702 0,3271 0,3772
4 1605 22 24 26 170 165 165 1199 0,0836 0,1697 0,1878 0,3174
5 2205 22 22 26 200 200 200 7755 0,1529 0,2730 0,1318 0,1909
6 2205 22 22 24 200 195 192 0,0928 0,1684 0,2433 0,3982
7 11,06 20 20 23 190 180 180 4015 0,0635 0,1015 0,2679 0,4057
8 2305 22 21 23 160 155 150 4125 0,1077 0,1527 0,1521 0,2090
9 805 20 22 22 190 190 190 3135 0,2646 0,3667 0,2128 0,3696
Obs.: 01 animal convulsionou — hemdlise CPK
Tabela 4A - Isquemia/Reperfusdo com Tratamento
No. Data C1 C2 C3 P1 P2 P3 CPK MDA MDA MDA MDA
e e d d
02ml 04ml 02ml 0,4 ml
1 805 23 23 21 190 190 170 5357 0,2602 0,3514 0,2531 0,3328
2 805 23 23 25 240 240 230 3135 0,1066 0,1270 0,3879 0,6543
3 1105 22 22 23 220 200 195 4444 0,0874 0,1430 0,1017 0,2019
4 1105 23 21 22 240 230 220 1859 0,2401 0,4181 0,1084 0,2092
5 1205 21 22 23 170 170 170 3179 0,0683 0,1593 0,4724 0,9288
6 1605 21 22 24 190 180 170 5005 0,6308 0,8615 0,2757 0,3367
7 1605 21 21 23 180 180 170 6512 0,1415 0,2197 0,1968 0,1909
8 2205 21 21 22 190 175 175 5709 0,0920 0,7590 0,4124 0,8776
9 2305 22 22 23 200 200 195 11583 0,0934 0,1550 0,2878 0,4597

Obs.: 01 animal com trombose da artéria femoral
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Tabela 5A — Peso dos animais: comparacdes entre 0s momentos sem considerar 0S grupos,
entre 0s grupos sem considerar os momentos e dentro de cada grupo entre

momentos, utilizando analise de variancia um fator.

Entre os momentos sem considerar grupos

Momentos Média S n F p Resultado
M1 188,2 21,5 38 1,7489 0,1787 n.s.
M2 182,2 20,7 38
M3 179,4 19,1 38

Entre os grupos sem considerar momentos
Grupos Média S n F p Resultado
Gl 182,3 20,4 30 1,7489 0,1787 n.s.
G2 176,8 20,9 30 2,6224 0,0542
G3 183,8 20,9 27
G4 191,7 18,4 27
Dentro de cada grupo sem considerar 0s momentos
Grupo/Momentos  Média S n F p Resultado
GiM1 186,0 22,5 10 0,2813 0,7570 n.s.
G1M2 182,0 214 10
G1M3 179,0 18,8 10
G2M1 182,5 21,6 10 0,5564 0,5794 n.s.
G2M2 175,0 22,0 10
G2M3 173,0 20,0 10
G3M1 186,7 22,4 9 0,1241 0,8839 n.s.
G3M2 182,8 20,9 9
G3M3 1819 21,6 9
G4M1 198,3 19,7 9 1,2793 0,2965 n.s.
G4M2 192,2 17,7 9
G4M3 184,7 17,0 9
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Tabela 6A — Resultado da andlise de variancia um fator e complementacdo das comparacdes
multiplas por meio do teste t de Bonferroni dos grupos em estudo G (1+2)
(MPD+MPE), G3 (MPD), G3 (MPE) e G4 (MPD+MPE), segundo 0 MDA,
para as aliquotas de 0,2 ml, adotando-se o nivel de significancia de 5% de

probabilidade para a rejeicao da hipdtese de nulidade.

Andlise de variancia

Causa S.Q. g.l. Q.M. F p Resultado
variacao

Tratamento 0,1048 3 0,0349 6,7739 0,0009  Significante
Residuo 0,1960 38 0,052

Total 0,3008 41

S.Q. = Somas de Quadrados Q.M. = Quadrados Médios g.l. = grau de liberdade

Teste t de Bonferroni: 6 grupos em comparagao: dritico = 0,0083; g.1. = 38

Contraste Diferenca médias tcaculado p Resultado
G (1+2) (MPD+MPE) x G3 0,0327 1,0809  0,1433 n.s.
(MPD)
G (1+2) (MPD+MPE) x G3 -0,0898 -2,9662 0,0026  Significante
(MPE)
G (1+2) (MPD+MPE) x G4 -0,0813 -2,6853  0,0053 n.s.
(MPD+MPE)
G3 (MPD) x G3 (MPE) -0,1225 -3,6198 0,0004  Significante
G3 (MPD) x G4 (MPD+MPE) -0,1140 -3,3686 0,0009  Significante
G3 (MPE) x G4 (MPD+MPE) 0,0085 0,2512  0,4015 n.s.

MPD = Membro submetido a isquemia/reperfuséo
MPE = Membro contralateral
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Tabela 7A — Resultado da andlise de variancia um fator e complementacdo das comparacdes
multiplas por meio do teste t de Bonferroni dos grupos em estudo G (1+2)
(MPD+MPE), G3 (MPD), G3 (MPE) e G4 (MPD+MPE), segundo 0 MDA,
para as aliquotas de 0,4 ml, adotando-se o nivel de significancia de 5% de
probabilidade para a rejeicao da hipdtese de nulidade.

Andlise de variancia

Causa S.Q. g.l Q.M. F p Resultado
variacao

Tratamento 0,2368 3 0,789 7,0035 0,0007  Significante
Residuo 0,4282 38 0,0113

Total 0,6650 41

S.Q. = Somas de Quadrados Q.M. = Quadrados Médios g.l. = grau de liberdade

Teste t de Bonferoni — 6 grupos em comparagao: d.ritico = 0,0083; g.1. = 38

Contraste Diferenca médias tcarculado p Resultado
G (1+2) (MPD+MPE) x G3 0,0466 1,0418  0,1520 n.s.
(MPD)
G (1+2) (MPD+MPE) x G3 -0,1235 -2,7582 0,0044  Significante
(MPE)
G (1+2) (MPD+MPE) x G4 - 0,1366 -3,0611 0,0021  Significante
(MPD+MPE)
G3 (MPD) x G3 (MPE) -0,1701 -3,988 0,0008  Significante
G3 (MPD) x G4 (MPD+MPE) -0,1832 -3,6608 0,0004  Significante
G3 (MPE) x G4 (MPD+MPE) -0,0131 -0,2620 0,3974 n.s.

MPD = Membro submetido a isquemia/reperfusdo
MPE = Membro contralateral
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