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Ischemia and reperfusion of tissues
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RESUMO

A viabilidade dos tecidos apds uma agressdo cirlrgica € um
grande desafio para os cirurgies. A isquemia leva a obstrugao
do fluxo sanguineo para os tecidos periféricos, o que é conhe-
cido pelo fendbmeno de ndo reperfusdo. Esta obstrucao tem
carater progressivo, com a formagéo de trombos na microcir-
culacédo, agregacao plaquetaria, edema celular e tecidual. A
progressdo deste fendmeno leva a irreversibilidade das lesées
e morte do tecido. O presente trabalho faz uma revisédo dos
principais fatores responsaveis por este fendmeno, sua fisiopa-
tologia e possibilidades de tratamento.

Descritores: Isquemia. Reperfusdo. Traumatismo por reperfusao.

SUMMARY

The viability of tissues after a surgical aggression is a great
challenge for surgeons. The ischemia leads to the blockage
of blood flow in peripherical tissues, which is known as no-
reflow phenomenon. This vascular event is progressive,
leading to formation of thrombus in microcirculation, platelet
aggregation and cell and tissue swelling. The progression of
this phenomenon leads to irreversibility of the injuries and
necrosis of tissue. The present paper reviewed the main
factors responsible for this phenomenon, its physiopathology
and therapeutic possibilities.

Descriptors: Ischemia. Reperfusion. Reperfusion injury.
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INTRODUCAO

O tempo de isquemia a que um retalho é submetido é
inversamente proporcional a sua sobrevivéncia e a probabili-
dade de reversédo do quadro desfavoravel.

A sobrevivéncia de retalhos ou segmentos reimplantados
depende da prevengdo dos efeitos deletérios da isquemia. A
isquemia pode ser definida como situacéo de fluxo sangliineo
arterial insuficiente as necessidades metabdlicas teciduais. Os
tecidos de retalhos transplantados ou membros reimplantados tém
diferentes resisténcias a isquemia ao tempo submetido, excluindo-
se 0 tecido nervoso, o tecido muscular esquelético € o menos
tolerante a isquemia, sendo o primeiro tecido a apresentar sofri-
mento. As conseqiiéncias anatdémicas, metabdlicas e fisiopato-
l6gicas da isquemia foram intensamente investigadas desde a
década de setenta, e permanecem em foco até os dias de hoje.
Quanto maior o tempo de isquemia, pior o prognostico. Um tecido
pode tolerar até um periodo maximo de isquemia e ainda sobre-
viver, 0 que é caracterizado como tempo critico de isquemia.

MODELOSEXPERIMENTAIS

Da década de 70 até os dias atuais, este tema vem
despertando o interesse de varios pesquisadores nacionais que
por meio do desenvolvimento de modelos experimentais
procuram entender melhor a fisiopatologia do processo
isqguémico em 6rgdos e tecidos.

O interesse pelos aspectos limitantes da isquemia e
reperfusdo levou Ferreira e Ledo, em 1977, a proporem um
modelo experimental de reimplante de membro apds ampu-
tacdo completa em ratos. Estudaram a perfusdo do membro
com solugdo salina, dextran, heparina e solugdo de Collins
(solugdo balanceada utilizada no transplante renal) ap6s um
periodo de isquemia de 1 a 2 horas, ndo sendo observadas
diferencas na vitalidade dos membros reimplantados. A
isquemia e reperfusdo do revestimento cutaneo foram estu-
dadas nas décadas de 80 e 90. Gemperli, em 1985, estudou
a sobrevivéncia de retalhos epigastricos em ratos ap6s ligadura
dos elementos do pediculo vascular (artéria ou veia) e obser-
vou que o aporte sanguineo arterial e a drenagem venosa sao
indispenséveis para a sobrevivéncia do retalho até o quinto dia
de pés-operatério. Fontana, em 1992, estudou o efeito da N2-
mercaptopropionilglicina (antioxidante) em modelo de oclu-
sdo arterial e venosa de retalhos epigéstricos e observou efeito
protetor deste farmaco nestas situacdes. Prada, em 1998,
utilizou o mesmo modelo de isquemia de retalho epigéastrico em
ratos para estudar o efeito do alopurinol, superéxido dismutase
e terapia com oxigénio hiperbarico. Obteve aumento da
sobrevivéncia dos retalhos, sugerindo um efeito protetor com
estes tratamentos:.

Em 2000, Cunha et al. estudaram modelo de amputacgéo
subtotal, com preservacdo de vasos e nervos para o estudo
da isquemia e reperfusdo de membros (Figuras 1 a 5). O efeito
dos farmacos tromboliticos (estreptoquinase e rt-PA),

Figura 1 - Modelo de amputagéo subtotal do membro posterior direito de rato com preservagdo de vasos e nervos.
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Figura 2 - Representacdo da aplicacé@o do clipe vascular no
feixe vascular femoral evitando o nervo femoral.

Figura 4 - Evolugdo para membro vidvel sem areas de necrose
de pele e com crescimento de pelos no 7° dia de pés-operatdrio.

Figura 3 - Modelo de isquemia do membro. Clipe vascular
aplicado em vasos femorais.

Figura 5 - Evolugdo para membro nado viavel no 7° dia de
poés-operatério do modelo de isquemia.

anticoagulantes (heparina), antioxidantes (alopurinol e
superdxido dismutase) e antiagregantes plaquetérios (dipiri-
damol e inibidores da glicoproteina lib-llla) foi testado ap6s
6h de isquemia de membro e observou-se um papel protetor
com aumento da sobrevivéncia dos membros para todos o0s
tratamentos?®.

FENOMENO DE NAO REPERFUSAO
(“NO-REFLOWPHENOMENON”)

O tecido isquémico continua sendo um verdadeiro desafio
para o cirurgido. Além da permeabilidade das anastomoses
microcirirgicas, a circulagdo distal e periférica é igualmente
importante para a viabilidade dos retalhos microcirirgicos e

membros amputados. A isquemia leva a obstrugdo do fluxo
sanguineo para os tecidos periféricos, o que é conhecido
como fendmeno de néo reperfusdo. Esta obstrugéo tem cara-
ter progressivo, com formacéo de trombos na microcircu-
lacdo, agregacdo plaquetéria, edema celular e tecidual. A
progressdo deste fendmeno leva a ireversibilidade das les6es
teciduais e morte do membro ou retalho microcirirgico®®.
Ames et al., em 1968, descreveram o fendmeno de néo
reperfusdo pela primeira vez. Eles observaram que o fluxo
cerebral em coelhos néo se restabelecia ap6s longos periodos
de isquemia, porque se seguiam alteracdes significativas na
microcirculagdo com interferéncia no fluxo sanguineo normal
para as células cerebraist. O fendmeno foi posteriormente
confirmado em outros modelos de isquemia cerebral e de-
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monstrado em outros 6rgaos, incluindo o revestimento
cutaneo, musculo esquelético, rim e coragdo. Embora pareca
claro que as anormalidades ocorrem em nivel de micro-
circulacdo, o mecanismo exato do fendbmeno da néo
reperfusdo ainda ndo estd completamente esclarecido’.

O fenébmeno de nédo reperfusdo inclui alteracdes na
motricidade vascular, edema celular e intersticial, trombose
vascular, infiltracao leucocitaria, producéo de radicais livres do
oxigénio, agregacdo plaquetaria e atividade metabolica.

MOTRICIDADE VASCULAR

As vasoconstriccOes arteriolares e aberturas de “shuntings”
artério-venosos ocorrem em extremidades reimplantadas e
podem contribuir para a formacao de areas com pouco ou
nenhum fluxo sanguineo apds reperfusdo. A vasoconstriccdo
arteriolar ocorre imediatamente apdés isquemia, seguida de
abertura de “shuntings” arterio-venosos. O bloqueio simpatico
apos isquemia em modelo de membro isolado leva ao aumen-
to do fluxo arterial e perfusdo do membro. Este efeito é prova-
velmente secundario a diminuicdo do espasmo arteriolar, pois
nédo foi observada diferenca no nimero de “shuntings” artério-
venosos apds o bloqueio.

EDEMA CELULARE INTERSTICIAL

O exame microscopico de células cardiacas em areas de
nédo reperfusdo demonstra edema celular e intersticial intensos
com compressao vascular que, por vezes, obstruem a luz do
vaso. Este fato explica o beneficio obtido com a utilizac&o de
drogas que reduzem o edema tecidual, como a dexame-
tasona e manitol, no fendmeno de néo reperfusdo. Whitney et
al., em 1997, testaram a administracdo do fator liberador de
corticotropina (“CRF”) em um modelo de isquemia e reperfusdo
em reimplante de membro em ratos e evidenciaram reducéo
do edema tecidual do membro ap0s isquemia?.

TROMBOSE DAMICROCIRCULACAO

Chaint et al.,, em 1978, sugeriram que estase, perda de
fluido intravascular, meio acido e exposicdo de colageno
da subintima conseqiiente a leséo endotelial poderiam resul-
tar em trombose ap0s o reimplante. A presenca de micro-
trombos e a alteracdo do sistema fibrinolitico em vasos
submetidos a isquemia prolongada sao fatores contribuintes
no processo de ndo reperfusdo? Drogas fibrinoliticas sao
utilizadas na microcirurgia para a prevencédo de trombose
em anastomoses. Dentre elas, podemos citar a uroquinase,
heparina, prostaglandina E1, estreptoquinase, heparina de
baixo peso molecular, “recombinant tissue plasminogen
activator (rt-PA)” e fondaparinux, fazendo parte de varios
protocolos de estudos. Chung et al., em 2006, mostraram em

seu estudo as vantagens do uso da fondaparinux em relagao
ao uso da heparina de baixo peso molecular em tecidos
congestos. A fondaparinux é uma das primeiras drogas
anticoagulantes sintéticas que se liga seletivamente e
potencializa a acdo da antitrombina lll, que inibe especifica-
mente o fator X ativado na cascata da coagulacdo, ao
passo que outros anticoagulantes (heparina) se ligam a
varios fatores da cascata da coagulacgéo. Isto faz com que
a fondaparinux potencialmente elimine o risco da trombo-

citopenia induzida por anticorpos.

INFILTRACAO LEUCOCITARIA

A adesdo leucocitaria parece desempenhar importante
funcdo no fendmeno de nao reperfusdo. O acumulo de
leucocitos pode desempenhar um papel no fenémeno de
ndo reperfusdo por meio da formacédo de obstrucGes meca-
nicas por acumulo intravascular ou producao de radicais livres
de oxigénio. A interacdo entre leucocitos e células endoteliais
€ mediada por um grupo de glicoproteinas: P-selectina,
E-selectina e L-selectina. Em fases precoces da lesdo por
isquemia, a P-selectina esta expressa na superficie das células
endoteliais. Em fases mais tardias, a P-selectina é substituida
pela E-selectina e esta passa a interagir com as plaquetas que
expressam a L-selectina. A administracao de anticorpos
monoclonais EL-246, que bloqueiam as E-selectinas e L-
selectinas, aumenta a sobrevivéncia tecidual ap6ds isquemia
e reperfusdo. A fucoidina, inibidora do acumulo de leucé-
citos, foi testada em modelo de retalho epigastrico em ratos
apos 6 horas de isquemia, sendo observado um aumento da
sobrevivéncia dos retalhos?

Estudos mais recentes mostram o beneficio do uso do
propofol como um potencial inibidor da ativagao leucocitaria,
propriedade antioxidante e modulador de neutréfilos, aumen-
tado a sobrevida de retalhos em ratos®.

RADICAISLIVRES DE OXIGENIO

Os radicais livres de oxigénio também desempenham im-
portante papel na patogénese da lesdo tecidual apoés
reperfusdo. Resultados promissores na lesdo tecidual apos
isquemia foram obtidos com o uso de agentes antioxidantes e
similares em diferentes tecidos. Estes resultados sugerem possi-
vel beneficio na prevencéo dos efeitos da isquemia tecidual.
Os radicais superoxido e hidroxila, metabolitos do oxigénio
extremamente reativos, sdo formados em situacdes de isque-
mia e reperfusdo. Podem causar leséo na membrana celular
diretamente, por meio da peroxidagao lipidica ou da degrada-
¢édo do colageno intracelular. Estes radicais livres derivados do
oxigénio podem desempenhar um importante papel na
etiologia microvascular do fenbmeno de néo reperfusdo, por
meio da leséo citotoxica direta no endotélio vascular.
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A enzima superdxido dismutase € um agente antioxidante
enddgeno que converte radicais livres do oxigénio em perd-
xido de hidrogénio. A utilizacdo de camundongos transgénicos
com producdo aumentada de superdxido dismutase aumenta
a sobrevivéncia de retalhos epigastricos submetidos a isquemia
e, em camundongos com supressdo do gene da superéxido
dismutase, a sobrevivéncia é reduzida®.

O farmaco alopurinol atua como inibidor da enzima
xantina oxidase, que exerce importante papel na formagao
de radicais livres durante a reperfusdo. O alopurinol ndo
permite a conversdo das hipoxantinas derivadas do ATP em
acido Urico, reagdo onde o O? é transformado em O% Os
efeitos benéficos do alopurinol, superdxido dismutase®, oxigé-
nio hiperbérico!** e outros agentes antioxidantes (glutationa®),
em modelos de isquemia e reperfusdo, foram descritos. O
oxigénio hiperbarico aumenta a tolerancia de retalhos cuta-
neos a isquemia, por meio do aumento da oxigenacao
tecidual, reducdo da agregacao plaquetdria, estimulo a
angiogénese e crescimento capilar.

A terapia com oxigénio hiperbéarico foi estudada por Cunha
et al.4, em 2002, em modelo de amputagéo subtotal de mem-
bro (musculo) submetido a isquemia de 6 horas. Observaram
piora na taxa de sobrevivéncia dos membros isquémicos apds
o tratamento com o oxigénio hiperbarico, sugerindo néo possuir
0 mesmo papel protetor evidenciado na isquemia do revesti-
mento cutaneo como citado anteriormente e na oclusdo
venosa de membros, como observado por Cunha et al*. O
tempo de 6 horas é critico para a sobrevivéncia muscular e a
terapia com oxigénio hiperbarico poderia aumentar a isquemia
por vasoconstriccao e favorecer a producao de radicais livres
do oxigénio, aumentando a leséo tecidual*3®.

AGREGACAOPLAQUETARIA

Evidéncias sugerem a participacdo das plaquetas na
patogénese do fendmeno da reperfusdo. A isquemia leva a
ativacao e ao acumulo de plaquetas na parede vascular da
microcirculagdo, minutos ap6s a reperfusdo, indicando que a
plaqueta é uma das primeiras células a surgir no sitio da lesao.
As plaquetas ativadas geram radicais livres e liberam mediado-
res pré-inflamatérios, como tromboxano A2, leucotrienos,
serotonina e fator de crescimento derivado do endotélio.
Estudos recentes tém mostrado beneficios com o uso do fator
de crescimento de endotélio, ativando a angiogénese e assim
promovendo melhora na microcirculagéo tecidual’®®.

Algumas substancias secretadas pelas plaquetas podem
levar a vasoconstrigdo e redugéo do fluxo sanguineo capilar.
As plaquetas tém o potencial de modular as respostas leuco-
citérias e, de certa forma, uma vez ativadas, quando aderidas
as células endoteliais ap6s isquemia, podendo agravar a lesao
endotelial ao contribuir para a ativagéo e recrutamento de
leucécitos para o sitio da leséo.

N&o se conhece a exata funcéo das plaquetas no fenéme-
no de nao reperfusdo, em particular o seu comportamento in
vivo e 0s mecanismos moleculares envolvidos. As plaquetas
carregam varias moléculas de adesdo necessarias para as
interacdes intercelulares, como P-selectina e varias integrinas,
como as glicoproteinas Ib e lib/llla. As glicoproteinas Ib sao
essenciais para a adesdo plaquetaria a matriz subendotelial,
formando ligacdes com o fator de von Wilebrand (fvW). As
glicoproteinas lib/llla, por meio de ligagbes com o fibrinogénio,
formam as adesdes entre as plaquetas, promovendo a agrega-
¢do plaquetaria. A P-selectina parece desempenhar impor-
tante papel no acumulo das plaquetas na microcirculagéo
apos isquemia. O efeito deletério das plaquetas na reperfuséo
depende diretamente da sua ativagdo com a expressdo da
P-selectina.

Os antiagregantes tém sido utilizados clinicamente em
sindromes tromboticas e na microcirurgia. O dextran, inicial-
mente introduzido em 1944 como expansor plasmatico, tem
efeito antiagregante plaquetario muito bem documentado e
tem sido amplamente utilizado na pratica clinica. A sua utiliza-
¢do, em modelo de trombose vascular com inversdo de
segmento de artéria femoral em coelhos, aumentou a taxa de
permeabilidade vascular, reduziu a agregagao plaquetéria e
depositos de fibrina @ microscopia eletrénicat.

Os antagonistas da glicoproteina lib/llla sdo mais potentes
que a aspirina na inibicao da funcéo plaquetaria e reducéo dos
eventos vasculares trombaticos, em modelos animais e estudos
clinicos em angioplastia coronariana. Kuo et al.’®, em 2002,
estudaram o efeito do abciximab, anticorpos monoclonais
murinos anti-glicoproteina lib/llla, em modelo de isquemia no
retalho cutaneo epigastrico em ratos. Observaram reducéo da
agregacao plaquetaria induzida por adenosina-difosfato (ADP)
e aumento da viabilidade final dos retalhos com reducédo da
expressao da P-selectina nas plaquetas sanguineas, indicando
reducdo da ativacao e adesdo plaquetaria.

Cunhal, em 2003, avaliou o efeito dos inibidores da glico-
proteina lib/llla (abciximab e tirofiban) na viabilidade dos mem-
bros, num modelo experimental de amputacdo subtotal de
membro em ratos submetidos a isquemia quente e verificou que
estas drogas elevaram a taxa de viabilidade dos membros
submetidos a isquemia de 6 horas de 30% (grupo sem tratamen-
to) para 77,78% (grupo tratado com abciximab) e 80,95%
(grupo tratado com tirofiban).

ATIVIDADE METABOLICA

A hipotermia tem sido considerada fator fundamental na
manutengao da viabilidade do tecido isquémico. Varios auto-
res ttm demonstrado que a preservagdo de membros isqué-
micos em hipotermia prolonga a viabilidade do mdsculo esque-
lético isquémico e diminui a incidéncia da sindrome de reper-
fusdo pos-operatéria. O mecanismo proposto para os efeitos
benéficos da hipotermia no tecido em anéxia é a reducao da
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atividade metabdlica celular, conservando as reservas ener-
géticas criticas e mantendo o minimo de substancias toxicas. A
hipotermia também desempenha funcbes benéficas durante a
fase de reperfusédo. Quando aplicada ao tecido muscular na
fase inicial da reperfusdo, leva ao aumento da viabilidade
tecidual com reducao do infiltrado neutrofilico e possivel redu-
¢do do potencial oxidativo?.

CONCLUSAO

A isquemia e reperfus@o envolvem a ativacao de diversos
mecanismos, compondo uma complexa rede de aconteci-
mentos que constituem o fendbmeno de ndo reperfusdo. A
atuacdo em diversas etapas destes acontecimentos poderia
reduzir a lesdo tecidual e evitar a perda do membro ou retalho
isquémico.
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