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Resumo
Fundamento: Lesões a órgãos ocorrem não apenas durante períodos de isquemia, mas paradoxalmente, também durante a 
reperfusão. Sabe-se que a reperfusão pós-isquêmica (RPI) causa lesões tanto remotas quanto locais no órgão afetado.

Objetivo: Este estudo avaliou os efeitos do tramadol no coração como órgão remoto, após RPI aguda dos membros posteriores. 

Métodos: Trinta ratos Wistar, machos, adultos e saudáveis, foram distribuídos aleatoriamente em três grupos: Grupo  I 
(controle), Grupo II (RPI) e Grupo III (RPI + tramadol). Isquemia foi induzida em ratos anestesiados através do pinçamento 
da artéria femoral esquerda por 3 horas, seguidas de 3 horas de reperfusão. Tramadol foi administrado (20 mg/kg, IV) 
imediatamente antes da reperfusão. Ao final da reperfusão, os animais foram sacrificados e seus corações coletados para 
exames histológicos e bioquímicos.

Resultados: Os níveis de superóxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase (GPx) foram maiores nos 
grupos I e III que no grupo II (p < 0,05). Em comparação aos outros grupos, os níveis tissulares de malondialdeído (MDA) 
estavam significativamente mais elevados no grupo II (p < 0,05), o que foi evitado pelo uso de tramadol. Foram pontuadas 
as alterações histopatológicas, incluindo micro-hemorragia, edema, infiltração por neutrófilos e necrose. A pontuação total 
das lesões do grupo III foi significativamente menor (p < 0,05) em comparação ao grupo II.

Conclusão: Do ponto de vista histológico e bioquímico, o tratamento com tramadol diminuiu as lesões miocárdicas induzidas 
pela RPI da musculatura esquelética neste modelo experimental. (Arq Bras Cardiol. 2015; 105(2):151-159)

Palavras-chave: Tramadol/uso terapêutico; Traumatismos Cardíacos; Coração/fisiopatolologia; Traumatismo por 
Referfusão; Ratos.

Abstract
Background: Organ injury occurs not only during periods of ischemia but also during reperfusion. It is known that ischemia reperfusion (IR) causes 
both remote organ and local injuries.

Objective: This study evaluated the effects of tramadol on the heart as a remote organ after acute hindlimb IR.

Methods: Thirty healthy mature male Wistar rats were allocated randomly into three groups: Group I (sham), Group II (IR), and Group III (IR + tramadol). 
Ischemia was induced in anesthetized rats by left femoral artery clamping for 3 h, followed by 3 h of reperfusion. Tramadol (20 mg/kg, intravenous) was 
administered immediately prior to reperfusion. At the end of the reperfusion, animals were euthanized, and hearts were harvested for histological and 
biochemical examination.

Results: The levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx) were higher in Groups I and III than those in 
Group II (p < 0.05). In comparison with other groups, tissue malondialdehyde (MDA) levels in Group II were significantly increased (p < 0.05), and 
this increase was prevented by tramadol. Histopathological changes, including microscopic bleeding, edema, neutrophil infiltration, and necrosis, were 
scored. The total injury score in Group III was significantly decreased (p < 0.05) compared with Group II.

Conclusion: From the histological and biochemical perspectives, treatment with tramadol alleviated the myocardial injuries induced by skeletal muscle 
IR in this experimental model. (Arq Bras Cardiol. 2015; 105(2):151-159)
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Introdução
O restabelecimento do fluxo sanguíneo depois de 

um período de isquemia causa lesões por reperfusão 
pós‑isquêmica (RPI). As lesões por RPI são um problema 
clínico sério, que ocorre em muitas patologias e cirurgias, 
tais como cirurgias ortopédicas em membros, transplantes de 
órgãos, circulação extracorpórea e choque hipovolêmico1,2. 
Durante a RPI, os tecidos são submetidos a citocinas 
pró‑inflamatórias destrutivas e a espécies reativas de 
oxigênio, liberadas pelas células inflamatórias, que levam a 
lesões inflamatórias e apoptose celular3,4. A RPI também afeta 
os órgãos secundários, incluindo o fígado5, o coração6, os 
rins7, os pulmões8 e chega mesmo a causar falência múltipla 
de órgãos, uma causa comum de mortalidade. Portanto, é 
urgentemente necessária a busca de agentes antioxidantes, 
anti-inflamatórios e antiapoptóticos para atenuar as lesões 
a múltiplos órgãos que a RPI induz.

Diversos pesquisadores demonstraram que a via metabólica 
opioide está envolvida na preservação dos tecidos durante 
a hipóxia ou isquemia e que essa proteção é mediada 
pelo receptor opioide delta9,10. Provou-se que a morfina 
tem efeitos cardioprotetores durante a RPI11,12. Fatores tais 
como depressão respiratória e liberação de histamina são as 
desvantagens do uso da morfina no período pós-operatório 
da cirurgia cardíaca de peito aberto13.

O tramadol é um fármaco interessante, pois tem um 
mecanismo de ação incomum que envolve os sistemas 
de analgesia opioide, da noradrenalina e da serotonina 
(5-hidroxitriptamina). Ele certamente é útil no tratamento 
de dores crônicas e agudas. Embora o tramadol não cause 
depressão respiratória, os problemas de náusea quando 
usado em doses analgésicas clinicamente eficazes contra 
dores severas, além do risco de consciência durante a 
operação, podem representar desvantagens significativas 
desse fármaco14. Pesquisas recentes revelam que o tramadol 
diminui a peroxidação de lipídios e regula a reabsorção de 
noradrenalina; portanto, essas propriedades terapêuticas são 
usadas no manejo da isquemia do miocárdio15.

Nos últimos anos, o tramadol demonstrou proteger órgãos 
locais e remotos contra lesões por RPI15–18. Entretanto, o papel 
do tramadol na redução de lesões do miocárdio após RPI de 
membros posteriores ainda não foi abordado. Neste estudo, 
foi examinado o efeito do tramadol em lesões do miocárdio 
após RPI, através da avaliação de alterações bioquímicas e 
histológicas em ratos.

Métodos
Trinta ratos Wistar machos, saudáveis e adultos, pesando 

entre 250–300 g, foram comprados do Instituto Pasteur do 
Irã. Todos os procedimentos e protocolos utilizados nesta 
pesquisa foram revisados e aprovados pelo Comitê de 
Ética em Pesquisas com Animais da Faculdade de Medicina 
Veterinária da Universidade Islâmica Azad. Os animais foram 
mantidos sob uma temperatura ambiente constante de 
20–22˚C, umidade relativa de 50–60%, ciclos claro-escuro 
de 12 h/12 h e acesso a água de torneira filtrada e ração 
comercial ad libitum. Os ratos foram colocados em gaiolas 
plásticas individuais com assoalho macio.

Grupos experimentais
Os ratos foram divididos aleatoriamente em três grupos 

experimentais de dez ratos cada um (entre os 10 de cada 
grupo, cinco foram usados para provas bioquímicas e cinco 
para análise histológica). O Grupo I (de controle) foi submetido 
a todos os procedimentos, exceto a oclusão arterial. Os animais 
receberam 2 mL de soro fisiológico a 0,9% pela veia jugular. 
O Grupo II foi submetido à RPI. 2 mL de soro fisiológico a 
0,9% foram administrados imediatamente antes do período de 
reperfusão. O Grupo III (IR + tramadol) também foi submetido à 
RPI e recebeu uma solução de 20 mg/kg de tramadol16 em soro 
fisiológico a 0,9%, com um volume total de 2 mL.

Anestesia
Os ratos foram pesados e anestesiados através de uma injeção 

intramuscular de cloridrato de cetamina a 10% e cloridrato de 
xilazina a 2% (respectivamente, 50 mg/kg e 10 mg/kg).

Cirurgia
Depois da indução da anestesia, os animais foram 

colocados numa plataforma, em decúbito dorsal, com seus 
membros torácicos e pélvicos imobilizados com fita adesiva. 
A veia jugular foi isolada e cateterizada para a administração 
de heparina, tramadol e soro fisiológico comum. O membro 
posterior esquerdo foi preparado para cirurgia estéril.  
Foi feita uma incisão cutânea na superfície medial do membro 
posterior esquerdo e a artéria femoral foi isolada e pinçada 
com uma pinça não traumática durante 3 h, seguidas de 3 h 
de reperfusão. Antes da oclusão da artéria femoral, 250 UI de 
heparina17 foram administradas pela veia jugular, para evitar 
a coagulação. Os ratos foram mantidos em decúbito dorsal e 
anestesiados (doses adicionais foram administradas quando 
necessário) por toda a duração do período de isquemia. 
A  temperatura corporal foi mantida com uma almofada 
térmica e monitorada com um termômetro retal. O fórceps 
vascular foi removido e o local da cirurgia fechado de forma 
rotineira com suturas 3‑0 de polipropileno depois do período 
de isquemia. Os indivíduos do Grupo I foram submetidos a 
um procedimento cirúrgico semelhante ao dos outros grupos, 
mas a artéria femoral não foi ocluída.

Coleta de amostras
Ao final do procedimento, os ratos foram sacrificados com a 

injeção de uma overdose de pentobarbital (300 mg/kg, i.p.), e 
os corações foram rapidamente extraídos.

Análise histológica
Para a análise histológica, os corações foram fixados com 

formol a 10%, depois incluídos em parafina, cortados em seções 
de 5 μm de espessura e corados com hematoxilina e eosina. 
As seções foram examinadas de forma semiquantitativa, usando 
ampliações de 250× e 400× num microscópio óptico por um 
patologista sem conhecimento do experimento e dos dados. 
Os parâmetros histológicos, tais como micro-hemorragia, edema, 
infiltração por neutrófilos e necrose, foram pontuados de acordo 
com a classificação de Papoutsidakis e cols.19, como mostra a 
Tabela 1. Foram examinados aproximadamente dez campos de 
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visualização em cada ampliação. A pontuação histológica 
total de cada amostra foi determinada pela soma de todas 
as pontuações parciais.

Exame bioquímico
As evidências de estresse oxidativo foram determinadas 

a partir de homogeneizados de tecido cardíaco através 
das atividades da glutationa-peroxidase (GPx), catalase 
(CAT) e superóxido-dismutase (SOD), e dos níveis de 
malondialdeído (MDA). Cada coração foi mantido num 
recipiente separado a ‑80˚C até o momento da análise. 
Os tecidos foram homogeneizados numa solução tampão 
de fosfato 0,1 M (pH 7.4) com um homogeneizador Ultra 
Turrax. Os homogeneizados foram centrifugados a 5000 rpm 
e a +4˚C por 10 min, e os sobrenadantes foram removidos 
e examinados quanto ao MDA e às atividades de GPx e 
SOD. As atividades tissulares de GPx e SOD foram medidas 
com um autoanalisador Hitachi 917, usando kits comerciais. 
As atividades de SOD e GPx foram expressas em U/mg de 
proteína nas amostras de tecido. Os níveis tissulares de MDA 
foram determinados pelo método do ácido tiobarbitúrico de 
Okhawa e cols. 20 Os níveis de MDA foram expressos como 
nmol/mg de proteína nas amostras de tecido. As atividades 
de CAT foram determinadas pela medição da diminuição 
da concentração de peróxido de hidrogênio a 230 nm, pelo 
método de Beutler21. A atividade de CAT foi expressa em  
U/mg de proteína nas amostras de tecido.

Análise estatística
Os dados foram analisados com o pacote de software 

estatístico SPSS (versão 18). A distribuição dos grupos foi analisada 
com um teste de Kolmogorov–Smirnov para uma amostra.  
Os resultados foram submetidos a uma análise de variância 
para a comparação de múltiplas médias (ANOVA), com análise 
post–hoc do teste. Os dados bioquímicos foram submetidos ao 
teste não paramétrico de diferença Kruskal–Wallis. Os dados 
são apresentados como média ± desvio-padrão e o nível de 
significância foi de 5%.

Resultados
O procedimento experimental foi bem tolerado e nenhum 

animal foi morto durante o experimento.

Resultados bioquímicos
Os níveis de SOD, CAT, GPx e MDA foram medidos nos 

tecidos cardíacos depois de 3  h de reperfusão. Os níveis 
de SOD, CAT e GPx foram significativamente menores no 
Grupo II que nos outros grupos (Figuras 1–3). Por outro lado, 
a lesão por RPI atenuou os níveis dessas moléculas e essa 
atenuação foi revertida pela injeção intravenosa de tramadol. 
Em comparação com os outros grupos, os níveis tissulares 
de MDA no Grupo II foram significativamente aumentados 
(Figura 4), o que foi evitado pelo tramadol.

Tabela 1 – Graduação histológica (Papoutsidakis e cols.)

0 1 2 3 Ampliação

Necrose

Nenhuma ou 1–3
células mortas em 

menos de 3 campos de 
visualização

≤ 3 células mortas por 
campo em pelo menos 

3 campos, ou 4–6 células 
mortas em não mais que 

3 campos

4–6 células mortas por campo 
em pelo menos 4 campos, ou 

> 6 células mortas em não 
mais que 3 campos

> 6 células mortas em pelo 
menos 4 campos 400×

Leucócitos polimorfonucleares Nenhum, ou 1–3
células em < 3 campos

≤ 3 células por campo em 
pelo menos 3 campos, ou 
4–6 células em não mais 

que 3 campos

4–6 células por campo em 
pelo menos 4 campos, ou 

> 6 células em não mais que 
3 campos

> 6 células em pelo menos 
4 campos 400×

Eosinófilos Nenhum, ou 1–3
células em < 3 campos

≤ 3 células por campo em 
pelo menos 3 campos, ou 
4–6 células em não mais 

que 3 campos

4–6 células por campo em 
pelo menos 4 campos, ou 

> 6 células em não mais que 
3 campos

> 6 células em pelo menos 
4 campos 400×

Perda de estriação Nenhuma, ou 1–5
células em < 3 campos

≤ 5 células por campo em 
pelo menos 3 campos, ou 
5–10 células em não mais 

que 3 campos

5–10 células por campo em 
pelo menos 4 campos, ou 

> 6 células em não mais que 
3 campos

> 10 células em pelo menos 
4 campos 400×

Edema Nenhum
< 10 % dos campos em 

pelo menos 3 campos, ou 
> 10 % em < 3 campos

10–30% dos campos em pelo 
menos 3 campos, ou > 30% 

em < 3 campos

> 30% dos campos em pelo 
menos 3 campos 250×

Micro-hemorragia Nenhuma

Presente em < 10% dos 
campos em pelo menos 
3 campos, ou > 10% em 

< 3 campos

Presente em 10–30% dos 
campos em pelo menos 
3 campos, ou > 30% em 

< 3 campos

Presente em > 30% dos 
campos em pelo menos 

3 campos
250×
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Figura 1 – SOD: Superóxido-dismutase (U/mg de proteína) no tecido cardíaco entre os grupos estudados. *RPI: Reperfusão pós-isquêmica; RPI+T: Reperfusão 
pós‑isquêmica + tramadol. Dados expressos como média ± desvio-padrão. * p < 0,00.
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Figura 2 – CAT: Catalase (U/mg de proteína) no tecido cardíaco entre os grupos estudados. *RPI: Reperfusão pós-isquêmica; RPI+T: Reperfusão pós-isquêmica + 
tramadol. Dados expressos como média ± desvio-padrão. * p < 0,00.
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Resultados histológicos
As alterações histopatológicas, incluindo micro-hemorragia, 

edema, infiltração por neutrófilos e necrose coagulativa, 
foram pontuadas. A pontuação total das lesões no Grupo III 
foi significativamente menor que a do Grupo  II (Figura 5).  
Imagens microscópicas representativas do miocárdio nos 
Grupos II e III, coradas por hematoxilina e eosina, são 
apresentadas nas Figuras 6 e 7, respectivamente.

Discussão
As consequências locais e remotas de lesões aos membros 

por RPI continuam sendo um problema clínico sério para 
cirurgiões gerais vasculares, radiologistas intervencionistas e 
cardiologistas. A reperfusão do músculo esquelético provoca 
ativação e adesão de neutrófilos polimorfonucleares, com 
a liberação de substâncias pró-inflamatórias e a formação 
de radicais livres, que são espécies reativas derivadas 
do nitrogênio ou do oxigênio, tais como superóxido, 
peróxido e radicais hidroxila22–24. Além disto, os fatores de 
lesão pró‑inflamatórios e tissulares, ativados em grandes 
quantidades após lesões dos músculos esqueléticos por 
RPI, circulam tanto através do sistema venoso quanto do 
linfático e induzem lesões em órgãos distantes25. Essa lesão 
de órgãos distantes às vezes pode ser um componente 
de uma síndrome de resposta inflamatória sistêmica, de 
desconforto respiratório agudo ou de disfunção de múltiplos 
órgãos, que inicialmente são desencadeadas por mediadores 
inflamatórios derivados dos músculos26.

Até onde sabemos, há apenas alguns relatos que demonstram 
lesões remotas do miocárdio em seguida a lesões de músculos 

esqueléticos por RPI.8 Os resultados de Takhtfooladi e cols.27 
indicam que a RPI de membros posteriores induz danos severos 
ao miocárdio e que a N-acetilcisteína possui efeitos protetores 
contra lesões do miocárdio após RPI de membros posteriores. 
Seus dados apoiam esta visão de que a oclusão temporária da 
artéria femoral induz lesões do miocárdio em ratos27.

Estudos anteriores demonstraram que o uso do tramadol 
depois da RPI em animais atenuou as lesões oxidativas. 
Nagakannane e cols.28 demonstraram o efeito neuroprotetor 
do tramadol contra a isquemia temporária do cérebro anterior 
em ratos. O tramadol proporciona um efeito cardioprotetor 
contra a RPI do miocárdio em corações isolados de ratos15. 
Wagner e cols.29 sugeriram que o tramadol administrado a 
seres humanos em altas doses na verdade provocava lesões 
do miocárdio, com aumento da expressão da troponina 1 
e diminuição da expressão induzível das sintases do óxido 
nítrico, possivelmente devido a um efeito serotonérgico 
sistêmico indesejável nas artérias coronárias doentes.

Um estudo recente mostrou que uma isquemia de 2 h 
era suficiente para obter um grau considerável de lesão em 
músculos esqueléticos. A injeção intravenosa de 20 mg/kg de 
tramadol evitou esse efeito deletério16. De forma semelhante, 
descobriu-se que o tramadol, numa dose semelhante, era 
benéfico em lesões pulmonares induzidas por RPI de músculos 
esqueléticos através do pinçamento da artéria femoral17.  
Além disto, determinou-se que o tramadol (20  mg/kg) 
protegia contra lesões cerebrais causadas por RPI de membros 
posteriores em ratos18. Há evidências crescentes com relação 
aos efeitos benéficos do tramadol na melhora após RPI. 
Entretanto, seu papel na redução dos danos ao coração após 
RPI de músculos esqueléticos ainda não havia sido abordado.

Figura 3 – GPx: Glutationa-peroxidase (U/mg de proteína) no tecido cardíaco entre os grupos estudados. *RPI: Reperfusão pós-isquêmica; RPI+T: Reperfusão 
pós-isquêmica + tramadol. Dados expressos como média ± desvio-padrão. * p < 0,00.
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Figura 5 – Graduação histológica entre os grupos estudados. RPI: reperfusão pós-isquêmica; RPI+T: Reperfusão pós-isquêmica + tramadol. Dados expressos como 
média ± desvio-padrão. * p < 0,00.
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Figura 4 – MDA: malondialdeído (nmol/mg de proteína) no tecido cardíaco entre os grupos estudados. RPI: Reperfusão pós-isquêmica; RPI+T: Reperfusão pós-isquêmica 
+ tramadol. Dados expressos como média ± desvio-padrão. * p < 0,00.
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No nosso estudo, o potencial antioxidante do tramadol 
foi investigado analisando os teores de MDA, GPx, CAT e 
SOD no tecido miocárdico após RPI aguda de membros 
posteriores. O nível de MDA é um marcador da peroxidação 
de lipídios nos tecidos. A quantidade de MDA acumulado 
nos tecidos é um indicador da extensão da peroxidação 
de lipídios e do estresse oxidativo15,30. A presença de níveis 
reduzidos de MDA nos grupos que receberam tramadol, 
comparados aos outros grupos que sofreram RPI, apoia a 
hipótese de que o tramadol apresenta efeitos de redução 

do estresse oxidativo, por remover radicais peroxila.  
Sabe‑se que a atividade de GPx depende de níveis reduzidos 
de glutationa, glutationa‑transferase e glutationa-redutase.  
As atividades destas enzimas desempenham um papel 
essencial na defesa celular contra os radicais livres15,30.  
Os dados quanto à SOD apoiaram a probabilidade de um 
efeito antioxidante do tramadol. Os teores diminuídos de 
MDA e os níveis aumentados de atividade da SOD nos tecidos 
podem ser uma evidência de menor peroxidação de lipídios 
e de maior capacidade antioxidante.

Figura 7 – Microfotografia representativa do miocárdio no grupo com reperfusão pós-isquêmica + tramadol, mostrando uma estrutura quase normal (coloração por 
hematoxilina e eosina; traço de referência = 100 μm).

Figura 6 – Microfotografia do miocárdio no grupo com reperfusão pós-isquêmica, mostrando necrose coagulativa. As células musculares com núcleos picnóticos foram 
coradas mais profundamente pela eosina na área de necrose coagulativa (coloração por hematoxilina e eosina; traço de referência = 100 μm).
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A análise do miocárdio sob microscopia óptica revelou 
a presença de edema, infiltração por neutrófilos e 
necrose coagulativa no Grupo II, onde a incidência dessas 
lesões foi maior que no Grupo III. Isto demonstra que o 
tramadol tende a atenuar essas lesões; essa tendência é 
estatisticamente significativa. Esta observação é apoiada 
por Takhtfooladi e cols.27, que demonstraram que a 
oclusão temporária da artéria femoral de ratos resultou em 
alterações histológicas.

Conclusão
Os resultados deste estudo confirmaram que a 

administração de tramadol diminuiu significativamente 
as lesões miocárdicas induzidas pela RPI de membros 
posteriores. Este efeito protetor do tramadol deve‑se 
provavelmente a uma atividade anti-inflamatória. 
Ressaltamos a necessidade de estudos com o tramadol em 
seres humanos, que seriam hipoteticamente benéficos na 
prevenção de lesões a órgãos remotos, em especial durante 
intervenções cirúrgicas.
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