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ARTIGO ORIGINAL

Isquemia e reperfusao de misculo soleo de ratos
sob aciao da pentoxifilina

Ischemia and reperfusion of the soleus muscle of rats
with pentoxifylline

José Lacerda Brasileiro!, Djalma José Fagundes2, Luciana Odashiro Nakao Miiji3,
Celina Tizuko Fujiama Oshima*, Roberto Teruyas, Guido MarksS, Celso Massaschi Inouye>,
Maldonat Azambuja Santos®

Resumo

Contexto: A reperfusao de musculo esquelético piora as lesdes ja presentes
no periodo de isquemia, pois a produgdo de espécies reativas de oxigénio,
associadas a intensa participagéo de neutrofilos, amplia a reagao inflamatoria
que induz alteragdes teciduais.

Objetivo: Avaliar as alteragdes morfoldgicas e imuno-histoquimicas de
musculo esquelético (séleo) de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo com
pentoxifilina.

Métodos: Sessenta ratos foram submetidos a isquemia do membro
pélvico, por 6 horas, pelo clampeamento da artéria iliaca comum esquerda.
Apds isquemia, os animais do grupo A (n = 30) foram observados por 4 horas,
e os do grupo B (n = 30), por 24 horas. Seis animais constituiram o grupo
simulado. Administrou-se pentoxifilina apenas no periodo de reperfusdo em
A2 (n=10)e B2 (n = 10) e nos periodos de isquemia e reperfusdo em A3 (n =
10) e B3 (n = 10). O musculo soleo foi avaliado por analise histologica
(dissociagdo de fibras, infiltrado leucocitario, necrose) e imuno-histoquimica
(apoptose pela expressio da caspase-3). Foram aplicados os testes
ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (p < 0,05).

Resultados: As alteragdes foram mais intensas no grupo B1, com médias
de escore da dissociacdo de fibras musculares de 2,16 + 0,14, infiltrado
neutrofilicode 2,05+ 0,10 e expressao da caspase-3 na area perivascular de 4,30
+0,79; e menos intensas no grupo A3, com respectivas médias de 0,76 0,16,
0,92%0,10¢0,67 0,15 (p <0,05). A caspase-3 mostrou-se mais expressiva no
grupo Bl na area perivascular, com média de 4,30 = 0,79, em comparagao com
o grupo B1 na area perinuclear, com média de 0,91 £ 0,32 (p < 0,05).

Conclusdes: As lesdes sdo mais intensas quando o tempo de observagao é
maior apos a reperfusdo, e a pentoxifilina atenua essas lesdes, sobretudo
quando usada no inicio das fases de isquemia e de reperfuséo.

Palavras-chave: Isquemia, reperfusdo, musculo esquelético, ratos,
pentoxifilina, caspases, apoptose.

Abstract

Background: Reperfusion of the skeletal muscle worsens existing lesions
during ischemia, since the production of reactive oxygen species, associated
with intense participation of neutrophils, increases the inflammatory reaction
that induces tissue changes.

Objective: To evaluate the morphological and immunohistochemical
changes of the skeletal (soleus) muscle of rats submitted to ischemia and
reperfusion with pentoxifylline.

Methods: Sixty rats were submitted to ischemia of the pelvic limb for 6
hours induced by clamping the left common iliac artery. After ischemia, group
A animals (n = 30) were observed for 4 hours and group B animals (n = 30) for
24 hours. Six animals constituted the sham group. Pentoxifylline was applied
only in the reperfusion period A2 (n = 10) and B2 (n = 10), and in ischemia and
reperfusion periods in A3 (n = 10) and B3 (n = 10). The soleus muscle was
evaluated by histological (fiber disruption, leukocyte infiltrate, necrosis) and
immunohistochemical (apoptosis through caspase-3 expression) analysis. The
non-parametric tests Kruskal-Wallis and Mann-Whitney (p < 0.05) were
applied.

Results: The changes were more intense in group B1, with fiber disruption
mean scores of 2.161+0.14; neutrophilic infiltrate of 2.05%0.10; and caspase-3
expression in the perivascular area of 4.30+0.79; and less intense in group A3,
with means of 0.76+0.16; 0.92£0.10; 0.67%0,15, respectively (p < 0.05).
Caspase-3 was more expressive in group Bl in the perivascular area, with mean
0f 4.30£0.79 when compared with group B1 in the perinuclear area, with mean
of 0.91£0.32 (p < 0.05).

Conclusions: The lesions were more intense when observation time was
longer after reperfusion, and pentoxifylline attenuated these lesions, above all
when used in the beginning of ischemia and reperfusion phases.

Keywords: Ischemia, reperfusion, skeletal muscle, rats, pentoxifylline,
caspases, apoptosis.
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Introducao

A reperfusdo de musculo esquelético, embora neces-
saria para reverter o estado isquémico, piora as lesdes ja
presentes no periodo de isquemia, pois, com a chegada
do oxigénio e a produgdo de espécies reativas de
oxigénio associadas a intensa participagdo de neutrofi-
los, amplia a reagdo inflamatoria, com conseqiientes
alteragdes morfologicas, como edema intersticial e celu-
lar, infiltrado leucocitario, trombose da microcircula-
¢io, apoptose ou necrose tecidual'™®.

O musculo soleo tem sido utilizado para estudo das
alteragdes oxidativas por predominarem, em sua cons-
tituigdo, as fibras tipo I (91%), sendo considerado um
modelo sensivel ao estresse oxidativo*’. Contudo, para
provocar a isquemia do musculo séleo, € preciso consi-
derar que a vascularizagdo do membro pélvico do rato
apresenta uma exuberante presenga de circulagdo cola-
teral no territorio da artéria iliaca externa e artéria
femoral comum; assim, esses aspectos devem ser consi-
derados na escolha do modelo a ser utilizado para
provocar a isquemia’®. No modelo de isquemia indu-
zido pelo clampeamento arterial isolado, evita-se a
compressao direta do leito venoso, assim como o
trauma muscular direto provocado pelo modelo que
utiliza o torniquete, permitindo, dessa forma, a preser-
vagdo das respostas vasomotora e venosa durante a

reperfusio”®.

A pentoxifilina tem se mostrado promissora. E uma
droga hemorreoldgica padrdo, para uso em doengas
vasculares cronicas, e vem sendo testada para modular
as alteragdes morfologicas e bioquimicas provocadas
pela isquemia e reperfusdo em varios 6rgaos e tecidos,
como: coragdo’, ovario'®, musculo'"!?, figado'?, pul-
mio'¥, medula espinhal'® ¢ intestino'®. Ela atua como
inibidor da fosfodiesterase, que induz aumento de
adenosina monofosfato ciclico, melhorando o fluxo da
microcirculagdo; diminui a migragdo de neutréfilos;
reduz a liberagao de citocinas; aumenta a produgao de
prostaciclinas; e reduz a liberagao de espécies reativas de
oxigénio. Essas propriedades tém sido responsabiliza-
das pela sua agdo de atenuagdo sobre as lesdes de

isquemia e reperfusio®®-1¢17,
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O objetivo deste estudo é criar um modelo de
isquemia e reperfusdo em ratos para avaliar as altera-
¢Oes morfoldgicas e imuno-histoquimicas do musculo

soleo sob a agdo da pentoxifilina.

Método

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMYS) e da Escola Paulista de Medi-
cina da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP-
EPM), conforme os protocolos de pesquisa com o0s
respectivos nimeros: 38/2003 e 0334/04. Todos os ani-
mais foram manipulados de acordo com os principios
éticos na experimentagdo animal da Unido Internacio-
nal Protetora dos Animais e da Lei Federal n°® 663, de 8
de maio de 1979.

Foram utilizados 66 ratos (Rattus norvegicus albinus)
da linhagem Wistar EPM-1, machos, adultos, com peso
médio de 335,6 g, provenientes do biotério da UFMS,
onde foram realizados os procedimentos operatorios.

Aleatoriamente, os animais foram distribuidos em
grupo simulado (GS), grupo A e grupo B, segundo os
tipos de procedimento experimental:

-GS (n = 6): animais que foram submetidos a aneste-
sia, laparotomia, sem isquemia de membro posterior
e coleta de musculo soleo apo6s 4 horas (n = 3) e 24
horas (n = 3) de observagao;

- Grupo A (n = 30): animais que foram submetidos a
anestesia, laparotomia, isquemia de 6 horas do
membro posterior e coleta de musculo soleo apos 4

horas de reperfusio;

- Grupo B (n = 30): animais que foram submetidos a
anestesia, laparotomia, isquemia de 6 horas do
membro posterior e coleta de musculo soleo apos 24
horas de reperfusio.

Os animais dos grupos A ¢ B foram redistribuidos
em subgrupos 1 (Al e Bl),2(A2eB2)e 3 (A3 e B3)de
acordo com a aplicagao da pentoxifilina:

- AleBl(n=10): animais que ndo receberam a droga,
quer no periodo de isquemia, quer no periodo de

reperfusao;
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- A2 e B2 (n = 10): animais que receberam a droga
somente no momento imediatamente anterior ao
inicio da reperfusao (3 minutos);

- A3 e B3 (n = 10): animais que receberam a droga
tanto no momento imediatamente anterior ao inicio
da isquemia (3 minutos) quanto no momento imedi-
atamente anterior ao inicio da reperfusdo

(3 minutos).

Os animais foram anestesiados com inje¢ao intrape-
ritoneal de solucdo de 2:1 de cloridrato de quetamina
(50 mg.mL™") e xilazina (20 mg.mL""), respectivamente,
na dose de 0,1 mL.100g™. Nalbufina (Nubain®) foi
administrada na dose de 2 mg.kg™!, por via subcutinea,
para analgesia durante o tempo que os animais ficaram
em observagao, nos periodos de isquemia ou de reper-
fusdo. A pentoxifilina (Trental®), na dose de 40 mg. kg™,
foi aplicada por via intraperitoneal, em um volume de 2
mL. Fez-se a laparotomia mediana para colocagdo de
miniclampe vascular, por um periodo de 6 horas, em

artéria iliaca comum esquerda (Figura 1).

\‘\

Aorta infra-renal

Figura 1 - Fotografia mostrando o isolamento e clampea-
mento da artéria iliaca comum esquerda do rato

O miniclampe vascular foi retirado apos 6 horas de
isquemia, para observagao de acordo com os grupos de
4 ¢ 24 horas de reperfusdo com agua e dicta a vontade.

Apos o periodo de reperfusdo desejado, foi realizada
a eutanasia por exsangiiinagdo total do animal, com
morte por hipovolemia.

O musculo foi dissecado e excisado (Figura 2) para
estudo morfoldgico e imuno-histoquimico. A pega foi
submersa em formol tamponado (para cada litro de
formol a 10%, adicionou-se 4 g de fosfato de sodio
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monobasico anidro e 6,5 g de fosfato de sodio dibasico
anidro) para avaliagio morfologica (hematoxilina-
eosina) e imuno-histoquimica (expressao da caspase-3).
O processamento ¢ a analise da microscopia Optica
foram realizados pelo patologista do Departamento de
Patologia da UNIFESP-EPM, sem o prévio conheci-
mento dos grupos experimentais. O processamento e a
quantificagdo imuno-histoquimica foram realizados no
Laboratorio de Patologia Molecular do Departamento
de Patologia.

: -
Gastrocnemio;

Figura 2 - Foto da dissec¢do da face posterior da perna do
rato, identificando-se os musculos gastrocnémio e
soleo

Na analise por microscopia dptica, em magnificacio
de 100 € 400 vezes, as laminas coradas por hematoxilina-
cosina foram observadas em relagdo aos seguintes
aspectos da morfologia das células musculares: dissoci-
agdo de fibras musculares (grau de edema tecidual),
presenca de infiltrado neutrofilico (resposta inflamato-
ria) e destruigdo do sarcolema (necrose celular).

Com a finalidade de permitir a comparagao entre os
grupos, estabeleceu-se um sistema de graduacgido dos
parametros (escores) observados (Tabela 1): para cada
parametro, foi calculada a média aritmética dos valores
encontrados nos 20 campos contados em cada lamina,
correspondendo a um animal de cada grupo.

O processamento imuno-histoquimico foi realizado
com utilizagdo do anticorpo primario cleaved anti-
caspase-3, anti-rato (DAKO® A/S, Denmark 492), reve-
lador DAB (3,3-diaminobenzidina) Sigma Co-USA-
D5632 e obtengao de expressao caspase-3 na coloragao

marrom.
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Tabela 1 - Parametros de avaliagdo da lesdo celular e graduag@o da intensidade das lesdes encontradas em campos
analisados pelo patologista na microscopia optica, pela coloragao em hematoxilina e eosina

Escore
Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3
Ausente Leve Moderado Acentuado
Dissociagao de fibras Ausente 1 espago claro 2-4 espagos claros > 5 espacos claros
musculares (edema) por campo (100x) por campo (100x) por campo (100x)
Infiltrado neutrofilico Ausente 1-10 neutrofilos 11-20 neutrofilos > 20 neutroéfilos
por campo (400x) por campo (400x) por campo (400x)
Necrose de fibras musculares ~ Ausente 1 fibra 2-3 fibras > 4 fibras
por campo (100x) por campo (100x) por campo (100x)
A quantificagdo da imuno-histoquimica foi reali- Resultados

zada por captura de 10 imagens por lamina de cada
animal, utilizando-se o microscopio 6ptico marca Ni-
kon®, em conexio com microcomputador Pentium®
11, 650 MHz, 256 MB de Ram, HD de 40 GB e sistema

operacional Microsoft Windows® 98 SE.

A quantificagdo da densidade de cor marrom foi
efetuada utilizando-se o filtro RGB, cor de fundo azul,
em intervalo de cor de zero a 147, que corresponde ao
espectro de cor marrom'®2°. A analise foi realizada com
uso de programa informatizado de analise de imagens
(ImageLAB® 2.3), baseado em principios de espectro-
fotometria'®. Para a quantificagio de cada parametro,
foram captados 10 campos microscédpicos, com locais
demarcados (tamanho padronizado em 3 cm) das areas
perinuclear e perivascular da fibra muscular, represen-
tativas de apoptose dos nucleos celulares de interesse,
em cada imagem.

Para cada lamina, correspondendo a um animal de
cada grupo, foi calculada a média aritmética dos valores
de cada area (perivascular e perinuclear), nos 10 campos
contados em relagdo a area ndo-corada pela imuno-

histoquimica, e expressa em porcentagem (Figura 3).

O estudo estatistico foi realizado pelos testes de
Kruskal-Wallis ¢ Mann-Whitney para comparar os
subgrupos entre si. Considerou-se estatisticamente sig-
nificantes valores de p < 0,05, com intervalo de confi-
anca de 95%.

Andlise morfolégica pela microscopia éptica

A dissociagdo de fibras musculares, o infiltrado
neutrofilico intersticial e a necrose de fibras musculares
foram os parametros analisados pela microscopia o6p-
tica. Apesar de ter sido investigada, a variavel necrose
ndo foi encontrada nesse modelo experimental. Apos
analise morfoldgica, foram calculadas as médias do
escore estabelecido para cada variavel analisada em

todos os subgrupos.

B N i \\
\_ < s\'*: : N '1
3 :“' - . \‘l
E '400)(‘

Figura 3 - Fotomicrografia das areas perivascular ¢ perinu-
clear da fibra muscular, selecionadas (marcadas)
com coloragdo azul expressando a caspase-3 (imu-
nocoloragdo 400x)

Nao foram encontradas alteragdes desses parame-
tros no GS e, em razdo disso, o grupo nao pode ser
comparado aos dos subgrupos experimentais.

Os resultados dos calculos das médias e os respecti-
vos desvios padrao dos escores nos diversos subgrupos
estdo demonstrados nas Tabelas 2 e 3 e nas Figuras4e 5.
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Descri¢do morfologica da dissociagdo de fibras

O afastamento das fibras musculares pode ser inter-
pretado como sendo devido a interposi¢ao de liquido
intersticial e, portanto, uma expressao de edema e

intumescimento do tecido muscular.

O musculo dos animais do GS, quer aqueles que
ficaram 4 ou 24 horas em observacdo, ndo mostrou
afastamento das fibras musculares, que apresentavam
sua caracteristica disposigdo fusiforme e com alinha-

mento uniforme em todo o campo examinado.

Os animais do grupo A3 ¢ alguns animais do grupo
B3 foram os que apresentaram os escores mais favora-
veis, com predominancia do grau leve de afastamento,
caracterizado pela presenca de um espagamento por
campo e o restante das fibras fusiformes uniformemente
alinhadas.

Os animais dos grupos Al e A2 e alguns do grupo B3
apresentaram os escores mais representativos da disso-
ciacao de fibras de grau moderado, onde dois a trés
espacamentos foram identificados em cada campo, ¢ 0
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restante das fibras manteve a caracteristica fusiforme,
porém ja apresentava certo desalinhamento com tortu-
osidade. Os animais dos grupos Bl ¢ B2 apresentaram
grau acentuado de dissociagdo de fibras, caracterizado
por numerosos espagos entre as fibras que ficaram
tortuosas e desalinhadas.

Descrig¢do morfologica do infiltrado neutrofilico

A presenga de células inflamatdrias no intersticio foi
caracterizada como um indicador de intensidade de
resposta celular inflamatéria do tecido muscular a

isquemia e reperfusao.

O musculo dos animais do GS, quer aqueles que
ficaram 4 ou 24 horas em observagdo, ndo mostrou
infiltrado leucocitario entre as fibras musculares, que
apresentavam sua caracteristica disposi¢ao fusiforme e
com alinhamento uniforme em todo o campo

examinado.

Os animais do grupo A3 e alguns do grupo B3 foram
0s que apresentaram os escores mais favoraveis, com

Tabela 2 - Médias do escore da analise da dissociagao de fibras para os subgrupos Al (sem PTX), A2 (com PTX-R) e A3
(com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusao de 4 h, e Bl (sem PTX), B2 (com PTX-R) e B3 (com
PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 24 h

Al A2 A3 Bl B2 B3
RI 1.8 1,7 0.8 2.3 2.3 1,5
R2 1.8 1,7 0,9 2.3 2 1,2
R3 1.8 1,7 0.5 2 2 0,7
R4 1,7 1.8 0.9 2,2 2.3 1,1
RS 1,7 1.8 0,7 2 2.3 0,9
R6 1,7 1,7 0.8 23 2 11
R7 1,7 1.8 0,5 2 2.3 1,2
RS 1,7 1,7 0.9 2.3 2.3 0,9
R9 1,7 1.8 0,7 2 2.2 11
R10 1,7 1,7 0.9 2.2 2.3 0,8
Média 1,73 1,74 0,76 2,16 2,20 1,05
Desvio padro 0,05 0,05 0,16 0,14 0,14 0,23

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusdo; PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.
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Dissociacdo de fibras musculares
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Figura 4 - Médias do escore da analise da dissociacao de fi-
bras para os subgrupos Al (sem PTX), A2 (com
PTX-R)e A3 (com PTX-I/R), submetidos a isque-
mia de 6 h + reperfusdo de4 h, e Bl (sem PTX), B2
(com PTX-R) ¢ B3 (com PTX-I/R), submetidos a
isquemia de 6 h + reperfusao de 24 h

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusio;
PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.

predominancia do grau leve de infiltrado neutrofilico,
caracterizado pela presenga de uma até 10 células por
campo, geralmente em posicdo proxima aos vasos

presentes nos espagos intercelulares.
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Os animais dos grupos Al e A2 e alguns do grupo B3
foram os que apresentaram os escores mais representa-
tivos da infiltragdo neutrofilica de grau moderado, onde
de 10 a 20 células inflamatorias se infiltraram no espago
intercelular e em locais mais distantes do espago

vascular.

Os animais dos grupos Bl e B2 apresentaram grau
acentuado de infiltracdo de neutroéfilos, caracterizado
por numerosas células, mais de 20 por campo, entre as

fibras musculares.

Resultados da imuno-histoquimica

A imunocoloragao foi avaliada pela expressdo da
caspase-3 ativada nas areas perivascular e perinuclear
da fibra muscular. Foi padronizada uma area de um
quadrado de 3 x 3 cm para marcar a regido escolhida
para expressdo da caspase-3 em percentual de imunoco-
loragdo das respectivas areas, pelo programa computa-

dorizado de imageLab®.

Tabela 3 - Médias do escore da analise do infiltrado neutrofilico para os subgrupos Al (sem PTX), A2 (com PTX-R) e A3
(com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusao de 4 h, e Bl (sem PTX), B2 (com PTX-R) e B3 (com
PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 24 h

Al A2 A3 Bl B2 B3
RI 1.2 1,5 1 2,1 2 1,5
R2 1.8 2 1 2 1.9 1.6
R3 2,1 1,7 0.8 2.1 2.1 1
R4 2,2 2,1 1 2.1 2,6 1.5
RS 1,7 1.8 0.8 1,9 2.1 1
R6 1,7 2 1 2,2 2,1 13
R7 1,7 1.2 0,8 2.1 2 1.6
RS 2 1,7 1 2 2 1
R9 2 2.1 0.8 1,9 2.1 1,5
R10 2 2 1 2.1 2 1
Média 1,84 1.81 0,92 2,05 2,09 1.3
Desvio padrio 0,29 0,29 0,10 0,10 0,19 0,27

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusio; PTX-R = pentoxifilina na reperfusio.
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Infiltrado neutrofilico intersticial
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Figura5 - Médias do escore da analise do infiltrado neutrofi-
lico para os subgrupos Al (sem PTX), A2 (com
PTX-R)e A3 (com PTX-I/R), submetidos a isque-
mia de 6 h + reperfusdo de 4 h, e B1 (sem PTX), B2
(com PTX-R) e B3 (com PTX-I/R), submetidos a
isquemia de 6 h + reperfusdo de 24 h

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusao;
PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.

Os resultados das médias, em percentual, da expres-
sdo da caspase-3 de todos os grupos estao demonstra-
dos nas Tabelas 4, 5 e 6 e nas Figuras 6, 7 ¢ 8.
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O emprego da pentoxifilina avaliada na area perinu-
clear no periodo de reperfusdo, quer na fase precoce
(A2=0,39 £0,11) ou na fase tardia (B2 = 0,47 £ 0,21),
nao mostrou diferencgas; contudo, em ambos os casos a
expressao foi significantemente menor nos animais que
ndo fizeram uso da droga. Quando avaliada a sua
aplicagdo em ambos os periodos (isquemia e reperfu-
sdo), na fase precoce (A3 = 0,27 = 0,12) ou tardia
(B3 = 0,37 £ 0,15), ambos os casos apresentaram
resultados significantemente inferiores aos animais que
nao receberam a droga, embora ndo tenha havido
diferengas no momento de aplicagdo da droga. Desse
modo, a pentoxifilina foi igualmente favoravel na mani-
festagdo da apoptose nos neutrofilos perinucleares
tanto na fase precoce como na tardia, mostrando uma

acao imediata e sustentada.

A comparagdo da expressio da caspase entre as
areas perinucleares ¢ perivasculares, nos diferentes peri-

odos de aplicagdo e fases da avaliagdo (Figura 8),

Tabela 4 - Médias em percentual da expressao da caspase-3 na area perivascular para os subgrupos Al (sem PTX), A2
(com PTX-R) e A3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 4 h, e Bl (sem PTX), B2 (com
PTX-R) ¢ B3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusao de 24 h

S Al A2 A3 Bl B2 B3
RI 1,02 3,57 1,44 0,76 3,63 2,93 075
R2 0,84 3,61 2,69 0,56 3,63 1,84 1,04
R3 0,82 3,13 2,06 0,72 431 2,96 1,03
R4 0,96 2,70 2,52 0,58 4,03 2,57 1,02
RS 0,92 3,31 2,04 0,68 4,11 1,86 1,44
R6 0,80 2.28 2,07 0,91 3,53 1,87 1,23
R7 3,10 1,95 0,55 4,75 1,75 1,26
RS 2,71 1,44 049 517 2,02 1,53
R9 2,14 1.85 0,57 5,176 1,88 0,96
R10 2,49 2,25 0,89 3,06 245 0,77
Média 0,89 2,90 2,03 0,67 430 2,21 1,10
Desvio padrio 0,079 0,52 0,40 015 0,79 0,47 0.26
Coeficiente de variagdo 8,88% 17.86%  19,84%  21.86%  18,50%  21,30%  23,58%

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusdo; PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.
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mostra que a pentoxifilina foi significantemente favora-
vel para diminuir a apoptose em ambas as areas e com
maior intensidade quando aplicada nos dois periodos

(isquemia e reperfusio).

Discussao

Diante de um quadro isquémico dos membros
inferiores, a prioridade ¢ restabelecer o fluxo sangiiineo.
A extensdo e gravidade das alteragdes morfologicas e
funcionais teciduais dependem fundamentalmente do

periodo de oclusio do fluxo sangiiineo arterial'*°.

Trabalhos em animais de experimentagdo tém pro-
curado estudar modelos que possam reproduzir as
condigdes de isquemia encontradas em seres humanos e,
com isso, ter um melhor entendimento da fisiopatologia

da doenga e das alternativas terapéuticas>>'=2.

Optou-se pelo modelo de obstrugdo isolada da
artéria iliaca comum por atender aos objetivos de tentar

simular a ocorréncia de isquemia resultante de obstru-
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Expressiio da caspase-3 em neutréfilos da drea
perivascular
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Figura 6 - Médias, em percentual, da expressdao da caspase-3
na area perivascular para os subgrupos Al (sem
PTX), A2 (com PTX-R) e A3 (com PTX-I/R),
submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 4 h,
e Bl (sem PTX), B2 (com PTX-R) e B3 (com PTX-
I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo
de 24 h

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusao;
PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.

¢oOes arteriais agudas, que ocorrem com freqiiéncia na
pratica médica®. Os testes do projeto-piloto mostraram

Tabela 5 - Médias, em percentual, da expressdo da caspase-3 na area perinuclear para os subgrupos Al (sem PTX), A2
(com PTX-R) e A3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 4 h, e Bl (sem PTX), B2 (com
PTX-R) ¢ B3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusao de 24 h

S Al A2 A3 Bl B2 B3
R1 0,07 1,13 0,18 0.28 0,99 0,63 0,19
R2 0,03 1,38 0,65 0,51 0.83 0,34 0,30
R3 0,07 1,05 0,37 0.36 0.49 0,35 0,24
R4 0.1 1,32 0,35 0,19 0,38 0,26 0,38
RS 0,13 133 033 0.21 0,73 0,65 0,15
R6 0,12 1,19 0,38 0.21 0,91 0,39 0,38
R7 0,90 0,42 0,27 1,10 0,24 0,50
RS 1,13 0,40 0,06 1,53 0,72 0,51
R9 0,23 0,44 0,40 1,12 0,84 0,65
R10 1,05 0,40 0,22 0,97 0,27 0,43
Média 0,09 1,07 0,39 0,27 0,91 0,47 0,37
Desvio padrio 0,0372 0,3305 0,1159 0,1260 0,3284 0,2191 0,1568
Coeficiente de variagdo 4297%  30.86%  29.57%  46,50%  36,28%  46,72%  42,03%

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusdo; PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.
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Expressdo da caspase-3 em neutrofilos da area
perinuclear
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Figura7 - Médias, em percentual, da expressao da caspase-3
na area perinuclear para os subgrupos Al (sem
PTX), A2 (com PTX-R) ¢ A3 (com PTX-I/R),
submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 4 h,
e Bl (sem PTX), B2 (com PTX-R) e B3 (com PTX-
I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusao
de24h

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusio;
PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.

que o edema e a cianose apresentados pelo membro
pélvico do animal apods o clampeamento arterial foram
parametros confiaveis para comprovar a isquemia desse

membro.

Ha consenso na literatura em relagdo ao musculo

soleo como sendo o mais adequado para o estudo das

4,7,23,24
b

lesdes decorrentes da isquemia e reperfusao uma

J Vasc Bras 2007, Vol. 6, N° 1 58

vez que o tipo de fibra e a localiza¢do dos grupamentos
musculares estdo relacionados ao grau de lesdo causado
pelo fendmeno de isquemia e reperfusdao. O musculo
soleo, por possuir 91% de fibras tipo I, torna-se mais
sensivel aos processos de isquemia. Sua maior sensibili-
dade ao estresse oxidativo, resultante da produgio de
espécies reativas de oxigénio, é explicada pela sua via
metabolica para obtengio de energia, preferencialmente
a oxidagdo de glicerideos e, em menor grau, a via

oxidativa glicogénica®’.

O musculo esquelético ¢ considerado como sendo
resistente as lesdes isquémicas, apesar da sensibilidade
especifica do musculo séleo*’**?*. A literatura revela
que o musculo esquelético suporta bem a isquemia por
periodos de até 4 horas, apesar de apresentar algumas
repercussoes locais e sistémicas.

As lesdes morfoldgicas comegam a se manifestar
cerca de 15 minutos apos a isquemia (reperfusdo) e
aumentam progressivamente a medida que aumenta a
resposta inflamatoria. Ficam mais evidentes com 4
horas e atingem o pico maximo apds 24 horas>'>>2°,
Desse modo, procurou-se estudar alteragdes tidas como

precoces (4 horas) e tardias (24 horas). Periodos anteri-

Tabela 6 - Comparagdes das médias da expressdo da caspase-3 entre as areas perinuclear e perivascular nos subgrupos Al (sem
PTX), A2 (com PTX-R) ¢ A3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 4 h, e Bl (sem PTX), B2
(com PTX-R) e B3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h + reperfusdo de 24 h

Area perinuclear

Area perivascular

Média Desvio padriao Média Desvio padrao
GS 0,09 0,0372 GS 0,45 0,04
GAl 1,07 0,3305 GAl 29 0,52
GA2 0,39 0,1159 GA2 2,03 0,4
GA3 0,27 0,126 GA3 0,67 0,15
GBI 0,91 0,3284 GBI 4,3 0,79
GB2 0,47 0,2191 GB2 2,21 0,47
GB3 0,37 0,1568 GB3 1,1 0,26

GS = grupo simulado; GA = grupo A; GB = grupo B; PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusao;

PTX-R = pentoxifilina na reperfusao.
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ores a 4 horas trazem resultados irrelevantes, e periodos

posteriores a 24 horas mostram que ha uma tendéncia a

diminuicio das lesdes?.

Expressao da caspase-3 nas areas perinuclear e
perivascular

B Area perinuclear

6 O Area perivascular

Meédias de expressdo caspase-3 (%)

S Al A2 A3 BI B2 B3
p <0,05

Figura 8 - Comparagdes das médias da expressio da
caspase-3 entre a area perinuclear e perivascular
nos subgrupos Al (sem PTX), A2 (com PTX-R) e
A3 (com PTX-I/R), submetidos a isquemia de 6 h
+ reperfusdo de 4 h, e Bl (sem PTX), B2 (com
PTX-R) e B3 (com PTX-I/R), submetidos a isque-
mia de 6 h + reperfusdo de 24 h

PTX = pentoxifilina; PTX-I/R = pentoxifilina na isquemia e na reperfusio;
PTX-R = pentoxifilina na reperfusio.

Um dos primeiros sinais que ocorre apds a desobs-
trugdo arterial é representado pelo edema intersticial. O
extravasamento de liquidos intravascular para o inters-
ticio é ocasionado por alteragdes biofisicas (mecanicas),
pelo aumento da pressdo intracapilar, e posteriormente
por alteragdes bioquimicas, pelo aumento da permeabi-
lidade capilar, que resultam em acumulo de liquidos
entre as fibras musculares, levando a dissocia¢ao dessas
fibras. Quanto maior o edema, maior a dissociagao das
fibras, havendo uma relagao temporal: quanto maior o
periodo de isquemia, maior o edema®?”-?%. A infiltragio
de liquido intersticial afasta as fibras musculares, e o
exame de campos representativos em mesmo aumento

microscopico pode caracterizar o grau dessa infiltragao.

O processo isquémico desencadeia uma esperada
reagdo inflamatoria, caracterizada pela diapedese de
leucocitos que se interpdem, a partir dos espagos
vasculares, entre a fibras musculares. Em principio, a
concentragdo leucocitaria se faz ao redor dos vasos e,
com o avangar do processo, espalha-se pelo intersticio
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das fibras musculares. Os neutrofilos sdo os mais
freqlientemente encontrados até 24 horas. Representam
uma resposta do organismo aos processos humorais
desencadeados pelo processo inflamatorio, visando ao
isolamento do fator agressor e inicio do processo de
reparagio da lesao®2"2*2%3 Além do edema e da
infiltragdo leucocitaria e em conseqiiéncia da auséncia
de oxigénio ou substrato oxidavel, progressivamente as

células musculares podem entrar em necrose”.

A expressao da caspase-3 pode ser utilizada como
um marcador de apoptose. Efetuadores pertencentes a
familia das proteases, as caspases sdo proteases cisteinas
ativadas por fatores liberados pela mitocondria no
processo de desencadeamento de morte celular e podem

ser identificadas por imuno-

3,18,27

processo
histoquimico

A marcacdo em fibras musculares (perinucleares)
teve a intengao de identificar a apoptose pela expressao
da caspase-3 especificamente sobre o tecido muscular
esquelético. A marcacgdo dos neutrofilos na area peri-
vascular foi a tentativa de expressar a magnitude da
reagdo inflamatoria. Quanto maior o sofrimento leuco-
citario, expresso pela apoptose em neutrofilos, mais
grave é a lesdio originada da isquemia e reperfusio’!827.

Tem-se buscado formas de abolir ou minimizar os
efeitos das espécies reativas de oxigénio ou radicais
livres>2!23:2431:32 Parg isso, tem-se utilizado substan-
cias inibidoras da formagdo dos radicais livres, conhe-
cidas como antioxidantes (vitamina E, acido ascérbico,
deferoxamina, estreptoquinase, alopurinol, sais de mag-
nésio, aminoesteroides, quelantes do ferro e antiinfla-
matodrios ndo-esterdides), substancias varredoras dessas
substancias (scavengers)’’ e processos de pré-
condicionamento isquémico, onde supressdes parciais e
progressivas de oxigenagdo antecedem uma supressiao
sustentada mais prolongada®?!. Cada uma dessas pro-
posigdes tém mostrado vantagens e desvantagens na
dependéncia dos modelos de isquemia e reperfusdo, nas
doses das substancias utilizadas, nos periodos em que
sdo empregadas, nos parametros que sdo usados para

avaliacdo dos resultados, entre outras variaveis®.
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A pentoxifilina tem agdo antioxidante, inibindo
diretamente o anion superoxido e, de forma indireta,
bloqueando a ag¢do da xantina oxidase. Além disso,
parece diminuir a resposta inflamatoria, pela redugdo
da migracao de neutrofilos e outros mecanismos, redu-
zindo a liberagao de citocinas, fator de necrose tumoral,
fator ativador de plaquetas e liberagao de endotelina,
que é uma potente substincia vasoconstrictora®!'%*!7.
Considerando esses suportes tedricos, propds-se a utili-
zagao dessa droga para testar sua atuagdo em isquemia

e reperfusao de musculo esquelético.

A analise e interpretagdo dos resultados histoldgi-
cos, no tocante aos parametros estudados, mostraram
algumas variagdes significativas que mereceram

atengao.

O GS mostrou que o trauma anestésico e operatorio
ndo trouxe influéncias significativas sobre o tecido
muscular e pode ser utilizado como ponto de compara-
¢do com os outros dois grupos de estudo.
Consideraram-se os achados obtidos como padrido de

normalidade.

Foi significativa a auséncia de altera¢des morfologi-
cas tipicas da necrose tecidual. As fibras musculares nos
animais submetidos a 6 horas de isquemia nao mostra-
ram reagdes necroticas evidenciaveis 4 e 24 horas apds o
restabelecimento da perfusdo tecidual. O fato pode
demonstrar a resisténcia do tecido muscular a agressao
isquémica, mas esta deve estar associada também a
capacidade ou peculiaridade da circulagao arterial co-
lateral dos membros posteriores dos ratos e ao nao-

comprometimento do retorno venoso.

Alguns autores referidos na literatura, que usaram o
mesmo tempo de clampeamento arterial em ratos,
também nao lograram identificar areas de necrose de
fibras musculares, embora tenham observado a ocor-
réncia de outras alteragdes morfologicas e aumento da
creatina  fosfoquinase, pardmetro indicado de

necrose>?!.

A dissociagao de fibras, que expressa a presenga de
edema intersticial nos animais observados apos 4 horas
de reperfusdo, mostrou que a aplicagdo da pentoxifilina

no periodo de reperfusao nao foi diferente daquela dos
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animais do grupo-controle. Porém, quando a droga foi
administrada em dois periodos (isquemia e reperfusao),
houve uma significativa diminui¢do da expressao do
edema. O perfil repetiu-se na observagao de 24 horas,
onde o grupo-controle foi semelhante ao grupo de
aplicacdo da droga na reperfusdo e significantemente
menor no grupo de aplicagdo nos dois periodos. Desse
modo, pode-se concluir que a pentoxifilina teve agao
sobre o processo, melhorando a expressao do edema.
Como o componente inicial de perda de liquido intra-
vascular € mecanico (biofisico), pelo aumento da pres-
sdo intracapilar, e posteriormente bioquimico, envol-
vendo a vitalidade celular e atividades enzimaticas que
levam ao aumento da permeabilidade vascular e relagao
de forgas de tensao osmotica dos tecidos, pode-se inferir
que a capacidade hemorreologica da pentoxifilina deva
ter interferéncia favoravel, impedindo ou dificultando a

perda intravascular de liquidos.

A relagao do edema tecidual ¢ tempo-dependente.
Com 4 horas de reperfusdo, o edema ¢ menos impor-
tante do que com 24 horas. Nas fases precoce e tardia, a
pentoxifilina mostrou-se eficaz na redu¢ao do edema.
Pode-se imaginar que, por ter reduzido o edema ja na
fase inicial, isso representaria um efeito conseqiiente
quando da observagdo da fase tardia, porém, como a
metabolizagdo da droga ¢ lenta, pode-se inferir que
ainda haja acao efetiva da droga também no periodo

tardio.

Trabalhos relatam a relagdo do aumento progressivo
das alteragdes morfologicas quando se observa um
periodo de até 24 horas apods isquemia em musculo
esquelético®>2®. Depois desse periodo, ocorre tendéncia
a normalizagao dos tecidos quanto maior for o tempo

de observagio apos a isquemia?’.

A mesma relagdo teodrica sobre o edema pode se
estabelecer para a avaliagdo da migra¢ao de neutrofilos.
Sabe-se que a pentoxifilina tem capacidade de inibir a

migragio dos leucdcitos” #1517

. Como a migragio
leucocitaria ¢ um processo ativo, que depende da
liberacao local de substancias ativas, como citocinas,
fator de necrose tumoral, fator ativador de plaquetas e

endotelina, e esses fatores humorais sio modulados
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pela droga, ¢ licito inferir que a sua agao foi favoravel
também nesse aspecto sobre a lesdo de isquemia e

reperfusao muscular.

Os resultados da pesquisa sdo concordantes com
outros da literatura biomédica. Estudo sobre o clampe-
amento da aorta abdominal de ratos por 90 minutos e
reperfusdo por 60 minutos mostrou que pentoxifilina
atenuou o edema e o infiltrado leucocitario da muscu-
latura do membro pélvico dos animais, quando utili-
zada nos periodos de isquemia e reperfusdo'>. Em outro
modelo de isquemia de musculo esquelético por 5 horas
e observagao pods-isquemia por 20 horas, conseguiu-se
estabelecer que, quanto maior for a dose da pentoxifi-
lina, melhores sdo os efeitos protetores pela redugido de
edema, infiltrado leucocitario e areas de necrose das
fibras musculares, assim como pela redu¢ao do fator
ativador de plaquetas''. Em outro modelo experimental
de isquemia de membros pélvicos de ratos pelo clampe-
amento da aorta abdominal, observou-se que a reper-
cussdo local ¢ pulmonar no grupo que se utilizou
pentoxifilina apresentou redugdo dos niveis de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e infiltrado leucocitario
no musculo e pulmao, quando comparado ao grupo-
controle e ao da dexametasona®>.

A proposi¢do de analisar a expressdo de caspase-3
nas areas perivascular e perinuclear da fibra muscular
foi baseada em trabalhos de literatura que encontraram
maior evidéncia de apoptose somente em infiltrado
neutrofilico e vasos de musculos submetidos a estresse
oxidativo, demonstrando que a fibra muscular é mais

resistente & apoptose e mais sensivel a necrose®’-**3°,

A avaliagdo da apoptose pela expressio imuno-
histoquimica da caspase-3 mostrou que ela é pouco
importante no tecido muscular normal, representado
pelos animais do GS. A expressdo em neutrofilos em
area perinuclear se mostrou muito discreta quando
comparada a da area perivascular, e ambas foram muito
inferiores aos valores dos animais submetidos a isque-
mia e reperfuso. Portanto, a expressao da apoptose em
neutrofilos nas condigdes do GS, onde houve apenas a
influéncia do trauma anestésico e operatorio, ¢ pratica-

mente inexistente.

Isquemia e reperfusdo de musculo séleo sob pentoxifilina — Brasileiro JL et al.

No entanto, a expressdo nos animais submetidos a
isquemia e reperfusdo na area perivascular, na fase
precoce ou tardia, é significantemente maior, assim
como na area perinuclear, tanto na fase precoce como
na tardia. A expressao foi tempo-dependente na area
perivascular, onde, na fase precoce, o indice foi menor
que na fase tardia. Na area perinuclear, os indices foram
equivalentes, quer na fase precoce, quer na fase tardia.
Os achados permitem inferir que os neutréfilos perinu-
cleares e nucleos da fibra muscular sdo menos suscepti-
veis de entrarem em processo de apoptose que os
neutrofilos perivasculares, revelando que os ultimos
podem estar mais diretamente envolvidos nos processos
de lesdo tecidual ou mais expostos aos fatores agresso-
res da lesao de isquemia e reperfusdo. O fator agressivo
principal de ativagao da cascata das caspases ¢ atribuido
a liberagao de espécies reativas de oxigénio durante a

fase de reperfusio!®7-3,

A pentoxifilina mostrou eficacia na diminui¢do da
expressao da caspase-3, que ¢ um monitor da apoptose
celular, quando houve a somatoéria das doses, aplicadas

nos dois periodos.

A pentoxifilina, nesse modelo experimental,
mostrou-se eficaz tanto na atenuacgio da reagdo infla-
matoria pela diminui¢do do edema e do infiltrado
leucocitario como na diminuigdo da expressdo da
caspase-3, o que a coloca de acordo com as manifesta-
¢Oes da literatura sobre os seus mecanismos de agdo

sobre o fenomeno de isquemia e reperfusao.

Os achados desta pesquisa permitem concluir que a
pentoxifilina ¢ uma droga que deve continuar fazendo
parte do arsenal de farmacos que vém sendo investiga-
dos para abolir ou atenuar as lesdes de isquemia e
reperfusdo e que o modelo ora proposto ¢ viavel e
acrescenta um novo parametro de avaliacao das lesdes
de isquemia e reperfusdo, pela expressio da caspase-3
em infiltrado leucocitario do tecido muscular.

Conclusdes

O modelo de isquemia ¢ reperfusdo em musculo
soleo de ratos produziu alteragdes morfologicas, tempo-
dependentes do periodo de reperfusdo, porém, sem

evidéncias de necrose ou apoptose muscular.
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A pentoxifilina mostrou-se favoravel na atenuacao

das alteragdes morfoldgicas em tecido muscular, pela

redu¢ao do edema e do infiltrado neutrofilico entre as

fibras musculares, quando aplicada no inicio da isque-

mia e da reperfusao.

Mostrou-se também favoravel na atenuagdo da ex-

pressao da caspase-3, no infiltrado leucocitario nas

areas perivascular e perinuclear, sendo mais significante

quando aplicada no inicio da isquemia e da reperfusao.
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