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RESUMO

OBJETIVO: Caracterizar as alteraces no metabolismo energético apds isquemia/reperfusdo cerebral através
de um modelo experimental de isquemia global reversivel por simples oclusdo das artérias carétidas comuns
(ACCs) em ratos da linhagem Wistar.

METODOS: Quarenta e oito ratos Wistar machos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (C —
Controle; T—Teste) e cada um deles redistribuidos em quatro tempos de estudos. Ap6s ocluséo bilateral das
ACCs por 30min, permitiu-se reperfuséo aos animais do grupo T nos tempos 0, 5, 10 e 15min. Foram
coletadas amostras de tecido cerebral e sangue arterial sisttmico e quantificados os metabdlitos D-glicose
(GLI), piruvato (PRV), lactato (LCT) e adenosina trifosfato (ATP).

RESULTADOQOS: Observou-se aumento nos niveis sangtiineos de GLI e PRV de, respectivamente, 85,00%
(p<0,05) e 51,72% (p<0,01) aos 5min de reperfusdo, refletindo uma resposta sistémica a lesao isquémica
cerebral. O LCT cerebral manteve-se estavel, apesar da redugéo de 52,66% (p<0,05) na concentragdo
sanguinea aos 15min de reperfusdo. As concentragdes cerebrais de ATP cairam 85,40% (p<0,05) apds
isquemia, seguindo-se aumento de 3.033,40% (p<0,05) aos 5min de reperfuséo, evidenciando a retomada
darespiracéo celular via cadeia fosforilativa.

CONCLUSOES: O modelo experimental proposto produziu isquemia global transitdria parcial, com reper-
cussdo sistémica. As maiores alteracdes metabolicas foram verificadas apds os primeiros minutos de reperfuséo,
tipificando a les@o de reperfuséo. Tais constatacfes mostram sua utilidade como ferramenta no estudo da
fisiopatologia e de recursos terapéuticos da doenga cerebrovascular isquémica.

DESCRITORES: Isquemia cerebral. Reperfusdo. Metabolismo. Ratos.

ABSTRACT

PURPOSE: To describe alterations on the energy metabolism after cerebral ischemia/reperfusion, through
an experimental model of reversible global ischemia, by simple occlusion of common carotid arteries (CCAS)
in rats of Wistar lineage.
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METHODS: Forty-eight male Wistar rats were randomly distributed on two groups (C — Control; T — Test)
and further redistributed into four times sets of study. After bilateral occlusion of CCAs for 30min, the animals
of group T were allowed reperfusion for 0, 5, 10 and 15min. Samples of cerebral tissue and systemic arterial
blood were collected and the metabolites D-glucose (GLI), pyruvate (PRV), lactate (LCT) and adenosine
triphosphate (ATP) quantified.

RESULTS: Increases of GLI and PRV blood values of, respectively, 85,00% (p<0,05) and 51,72% (p<0,01)
were observed at 5min of reperfusion, which reflect a systemic response to the cerebral ischemia. The brain’s
LCT remained stable despite a reduction of 52,66% (p<0,05) in its blood concentration at 15min of reperfusion.
The cerebral concentrations of ATP decreased 85,40% (p<0,05) after ischemia, followed by an augmentation
of 3.033,40% (p<0,05) at 5min of reperfusion, becoming evident the recovery of cell respiration by fosforilation
pathway.

CONCLUSIONS: The proposed experimental model produced partial transitory global ischemia, with
systemic repercussions. The greatest metabolic alterations were verified in the initial minutes of reperfusion,
typifying reperfusion injury. Such observations prove its value as an important instrument in the study of

physiopathology and therapeutic sources of ischemic cerebrovascular disease.

KEY WORDS: Brain ischemia. Reperfusion. Metabolism. Rats.

Introducéo

As doengas vasculares cerebrais constituem
atualmente a terceira causa de morte, sendo ainda
responsaveis por consideraveis indices de
morbidade.'? Dentre estas, 85 a 90% ocorrem por
mecanismo isquémico.’

No Brasil, para 0 ano de 2004, estao previstos
cerca de 21.000 novos casos de “acidentes”
vasculares cerebrais (AVCs) isquémicos, calculando-
se 0s gastos diretos, somente com internagdes, em
torno de 13 milhdes de reais.* Nos EUA, 600.000
pessoas sao atendidas por ano vitimas de episédio
novo ou recorrente de AVC isquémico, com custo
médio anual de 43,3 bilhdes de dolares.®

Dessa forma, percebe-se a importancia do
estudo sistematico da fisiopatologia dos mecanismos
envolvidos na leséo neuronal isquémica e de seu
tratamento com o objetivo de formular estratégias que
reduzam tanto a mortalidade como as diversas
sequelas neuroldgicas advindas de tal patologia.

Neste contexto, os modelos experimentais para
estudo dos eventos isquémicos e de reperfuséo
cerebral in vivo mostram-se fundamentais. Para
tanto, mamiferos roedores como ratos constituem
promissor recurso experimental por apresentarem
semelhancas anatomo-fisiol6gicas com a espécie
humana e relativa homogeneidade interespécie.®

Variados modelos de isquemia/reperfusdo
cerebral através da ligadura bilateral das artérias
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cardtidas comuns (ACCs) utilizando ratos j& foram
propostos. Todavia, 0s mesmos relatam insucesso na
obtenc&o do evento isquémico, justificado pelarica
e extensa circulacdo colateral evidenciada nestes
animais através do poligono de Willis, das
anastomoses término-terminais e dos ramos corticais
provindos do sistema carotideo interno e externo.”®
° Baseando-se nestes argumentos, manobras
sofisticadas de hipotens&o arterial sistémica, elevagao
da pressao liquorica, selecdo genética de ratos
hipertensos e exposicdo aambiente hipdxico tém sido
impostas para a efetivacdo do evento isquémico,
dificultando e elevando os custos dos experimentos.

O presente estudo objetivou caracterizar as
alteracGes metabdlicas seguintes a isquemia/
reperfusdo cerebral através de um modelo
experimental de isquemia global reversivel do
prosencéfalo por oclusdo de dois vasos (ACCs), sem
manobras ou recursos acessorios, em ratos da
linhagem Wistar.

Métodos

O estudo foi realizado de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédicaem Animais
(1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638, de
08 de maio de 1979.1° Foram utilizados 48 ratos
machos da linhagem Wistar (Ratus norvegicus,
Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceard, com peso
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corporal médio de 406,23 + 52,21g. Estes animais
permaneceram abrigados a 24°C em ciclos luz/escuro
de 12 horas, sendo observados quanto as condi¢des
gerais de saude durante vinte dias, recebendo ragéo
padrdo e &gua ad libitum no Biotério do Laboratorio
de Cirurgia Experimental - LABCEX.

Os animais foram aleatoria e eqiitativamente
distribuidos em dois grupos: Grupo C (controle) e
Grupo T (teste). Cada grupo foi redistribuido em 04
tempos de estudos. Os animais do Grupo T foram
submetidos as manobras cirtrgicas com ocluséo das
ACCs por 30 minutos e estudados no tempo final do
processo isquémico ou Omin de reperfuséo, e aos 5,
10 e 15 minutos de reperfusdo. J& os animais do
Grupo C foram submetidos a todos os procedimentos
cirrgicos, exceto a oclusdo bilateral das ACCs, e
estudados nos mesmos tempos do Grupo T.

Os ratos foram anestesiados através de uma
associacéo de cloridrato de cetamina (90mg/kg) e
cloridrato de xilasina (10mg/kg) administrada
simultaneamente por via intraperitoneal. Apos
anestesia, procedeu-se cervicotomia mediana
longitudinal anterior com individualizacéo e reparo
bilateral das ACCs a 0,5cm de sua bifurcacdo em
artérias cardtidas externa e interna (ponto de ocluséo).
De acordo com as manobras cirdrgico-experimentais
previstas para cada grupo, realizou-se ocluséo
bilateral e concomitante das ACCs com clipes
vasculares tipo bulldog (Figura 1). Na seqtiéncia,
realizou-se laparotomia mediana longitudinal anterior,
dissecando e reparando a artéria aorta abdominal
abaixo das artérias renais e acima das artérias iliacas
comuns, objetivando posterior puncdo arterial.
Seguiu-se craniectomia, utilizando-se rebolo flexivel
dupla face acoplada a um micromotor elétrico a
20.000rpm para osteotomia, procedendo-se
posterior abertura dural para acesso aos hemisférios
cerebrais (Figura 2).

Realizadas todas as manobras cirurgicas
planejadas e passados os tempos estabelecidos,
foram retirados o hemisfério cerebral esquerdo
(aleatoriamente definido) e amostras de sangue da
artéria aorta abdominal de cada animal.

O hemisfério cerebral foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e pulverizado com
uso de gral e pistilo. O material obtido, assim como
as amostras sangliineas, foi acondicionado em &cido
perclorico a 10%, estocado a—4°C e destinado aos
estudos enzimaticos: dosagens de D-glicose (GLI),
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FIGURA 1 - Cervicotomia mediana longitudinal anterior. (A)
Visdo geral; (B) Detalhe: (a) traquéia, (b) artéria carétida
comum esquerda reparada com fio cirdrgico, (c) artéria
car6tida comum direita ocluida por clipe vascular e (d) nervo
vago.

FIGURA 2 - Craniectomia. (A) Exposi¢do do créanio; (B)
Seccgdo da dura-mater e exposicdo do encéfalo; (a) lobo
olfatério, (b) fissura mediana, (c) hemisfério cerebral e (d)
dura-méter.

piruvato (PRV), lactato (LCT) e adenosina trifosfato
(ATP). As concentragdes destes metabdlitos, in vivo,
foram calculadas em imol/g de tecido e em imol/mL
de sangue.™
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Os resultados foram expressos como Média +
Desvio Padrdo da Média, sendo utilizados os testes
U de Mann-Whitney e t de Student para as analises
estatisticas. *2 Foram considerados estatisticamente
significantes os valores com p<0,05.

Resultados

Observou-se significante aumento dos niveis
glicémicos no Grupo T ap6s 5min de reperfuséo,
quando comparado ao tempo Omin (85,0%). JA no
tecido cerebral, as concentracdes de glicose no Grupo
T apresentaram uma elevacéo de aproximadamente
41,5%, tanto em relagdo aos tempos anteriores
quanto ao Grupo C, aos 15min de reperfuséo
(Figura 3).

O mesmo comportamento ocorreu com 0
piruvato, que demonstrou significante elevacéo de
51,72% em suas concentragdes sangiiineas, apds
5min de reperfuséo, em relacdo ao Grupo anterior
(Grupo T no tempo Omin) e de 29,02% em relagéo
ao grupo controle (Grupo C no tempo 5min),
seguindo-se de queda significante de suas
concentragdes sistémicas (30,44%) aos niveis iniciais
(tempo Omin) logo aos 10min de reperfusao.
Contudo, o piruvato apresentou significante aumento
de suas concentracdes a nivel cerebral no grupo T ja
aos 5min de reperfuséo, permanecendo elevadas. Aos
15min houve decréscimo de significancia estatistica
em relacdo as concentragfes determinadas nos
tempos anteriores (5 e 10min). Observa-se ainda
significante elevacdo dos niveis cerebrais desse
metabolito, no grupo controle, aos 10 minutos
(Figura4).

Quanto a lactacemia, percebeu-se queda
significante (52,66%) em sua concentracdo no tempo
15min no Grupo T em relagdo a0 mesmo grupo no
tempo anterior. N&o foram observadas diferencas
significantes nas concentracgdes cerebrais de lactato
nos diferentes grupos estudados (Figura 5).

Houve decréscimo de 85,11% nas
concentragdes de adenosina trifosfato cerebral no
Grupo T em relagdo ao C no tempo Omin. Expressivo
aumento de 1.660,78% e de 3.033,40% ocorreu nas
concentracfes desse metabdlito aos 5min de
reperfuséo, quando analisado comparativamente ao
grupo teste no tempo Omin e ao controle no tempo
5min, respectivamente. Seguiu-se reducdo em
semelhante intensidade, logo aos 10min, para os niveis
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A p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste U de Mann-Whitney)
¢ p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste t de Student)
* p<0,01 em relagdo ao grupo anterior (teste t de Student)

FIGURA 3 - Concentragdes sangiiineas e cerebrais de
glicose mensuradas nos diferentes tempos de reperfusdo
entre os grupos controle e teste.

A p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste U de Mann-Whitney)
¢ p<0,05 em relacdo ao grupo anterior (teste t de Student)

* p<0,01 em relagdo ao grupo anterior (teste t de Student)

e p<0,005 em relacdo ao grupo anterior (teste t de Student)

FIGURA 4 - ConcentragBes sangiineas e cerebrais de
piruvato mensuradas nos diferentes tempos de reperfuséo
entre os grupos controle e teste.
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¢ p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste t de Student)

FIGURASS - Concentragdes sistémicas e cerebrais de lactato
mensuradas nos diferentes tempos de reperfusdo entre os
grupos controle e teste.
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do controle. Neste Ultimo tempo, as concentracdes
de ATP no grupo controle mostraram elevagéo
significante em relagédo ao tempo anterior (5min)
(Figura6).
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A p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste U de Mann-Whitney)
¢ p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste t de Student)

FIGURA 6 - ConcentragGes cerebrais de ATP mensuradas
nos diferentes tempos de reperfusdo entre 0s grupos con-
trole e teste.

Discussao

O significante aumento da glicemia apds 5min
de reperfusdo no Grupo T apresenta-se como uma
resposta conjuntural a lesdo cerebral isquémica
recente, desencadeando uma maior oferta
compensatdria desse metabdlito, principal combustivel
energético neuronal, possivelmente através da
disponibilizagdo de suas reservas hepaticas e
musculares pela via da glicogendlise.?>

Nesse contexto de maior oferta energética
observa-se, no mesmo tempo, elevagéo sanguinea
do piruvato, produto oriundo da glicélise. O aumento
concomitante das concentragdes cerebrais de
piruvato demonstra a avidez do encefalo pos-
isquémico em realizar a glicolise utilizando-se da
suplementacdo de glicose sangliinea, ofertada ao
cérebro apo6s a reperfusdo.®

Percebe-se reducdo da lactacemia nos animais
do Grupo T, atingindo concentragdes inferiores
aquelas verificadas no Grupo C, no tempo 15min.
Tal comportamento indica redugéo da oferta de
lactato com o decorrer da reperfuséo, representando
a provavel retomada do metabolismo aerdbico em
tecidos periféricos.*** J4 no tecido cerebral, a lesdo
iIsquémica ndo induziu alteracdes nas concentragdes
de lactato.
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H4 significante queda das concentragfes
cerebrais de ATP ap6s 30 minutos de oclusao das
artérias carotidas comuns (Omin de reperfuséo),
comprovando o0 sucesso na indugdo da isquemia
cerebral pelo modelo proposto. O significante
incremento das concentragdes de ATP no tecido
cerebral aos 5min de reperfuséo reflete proporcional
aumento da respiracao celular via cadeia fosforilativa,
decorrente da restauracao da circulagdo sanguinea,
caracterizando a lesdo de reperfuséo. Aos 10 minutos
de reperfuséo, houve reducéo das concentracoes de
ATP no tecido cerebral para niveis semelhantes aos
aferidos nos animais do grupo controle. Isto sugere
uma adaptacdo a lesdo de reperfusdo em tempos
“tardios” pds-isquemia.®

Apos intensa atividade glicolitica, observa-se
tendéncia ao restabelecimento do perfil energético
cerebral aos 15 minutos de reperfusdo. Nota-se
diminuic&o da glicdlise pela queda nos niveis cerebrais
de piruvato, consequente aumento nas dosagens
cerebrais de glicose e reducéo de ATP aos niveis do
grupo controle. Além de reafirmar a mobilizagdo
sistémica da glicose para o tecido cerebral recém-
injuriado, demonstra-se o carater reversivel do
processo isquémico desencadeado, com propenséo
ahomeostase.*

De um modo geral, confirma-se o
estabelecimento de isquemia cerebral, *> embora sem
evidente anaerobiose, com alteragdes metabolicas
desencadeadas principalmente durante a reperfuséo
sanguinea cerebral, caracterizando o chamado
“complexo de lesdo de reperfusdo”: alteracdes
funcionais metabolicas e reducéo local da perfuséo
pelos fendmenos de “ndo-refluxo”.>°

Conclusdes

* Aoclusdo bilateral das artérias carétidas comuns
em ratos Wistar produziu isquemia global transitoria
parcial, comprovada pela reducéo de ATP no tecido
cerebral, com repercussao sistémica;

* As alteracfes metabdlicas mais significativas
foram verificadas nos primeiros minutos de
reperfusdo, caracterizadas pela mobilizagdo e
consumo de substratos energéticos sistémicos e
consequente superproducéo de ATP, tipificando a
“lesdo de reperfusao”;

» O modelo experimental mostrou-se simplese
reprodutivel, podendo ser utilizado como ferramenta
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para estudos sobre a fisiopatologia da isquemia e
reperfusdo cerebrais, bem como para o
desenvolvimento de propostas e recursos terapéuticos
paratais lesdes.
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