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AVALIACAO DA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL INDUZIDA PELA
OCLUSAO DA ARTERIA CEREBRAL MEDIA E A ACAO
NEUROPROTETORA DO CETOPROFENO EM RATOS

LUIZ ANTONIO ARAUJO DIAS*, BENEDICTO OSCAR COLLI**,
JOAQUIM COUTINHO NETTO***, JOAQ JOSE LACHAT****

RESUMO - A isquemiacerebral éfendmeno eventua mente observado durante procedimentos neurocirdrgicose
em patol ogias clinicas resultando em déficits neurol 6gi cosincapacitantes ou mesmo namorte. Por tratar-se de
problemagrave ededificil solugdo, vérios estudostém sido efetuados com o objetivo de el ucidar os mecanismos
do fendmeno isquémico no sistemanervoso central (SNC) eabolir ou diminuir seus efeitos através das drogas
que protegem os neurdnios (neuroprotetoras). V arios neurotransmissores estéo envolvidos naisguemiaeentre
eleso glutamato destaca-se pelasuamaior concentragdo no SNC. O objetivo deste estudo foi avaliar aisquemia
cerebral focal em ratos através dadosagem do glutamato e dos achados morfol 6gicos em umaevol ugdo temporal

edemonstrar umapossivel acao neuroprotetorado cetoprofeno. Foram utilizados 36 ratos Wistar, subdivididos
em 4 grupos: um grupo controle e outro sham; e outros doisem que osanimaisforam submetidos aisquemiapela
oclusdo seletivadaartériacerebral médiapor um fio obstrutor durante 15, 30 € 45 minutos. Os animais deum

destesgruposforam tratados com cetoprofeno 15 minutos antes daisquemia. A isquemiafoi avaliadaatravésde
estudo histopatol 4gico e da dosagem do glutamato extracelular in vitro. A andlise morfol 6gica mostrou ndo
haver diferencas entre os animais normais e do gruposham. Nosanimais submetidos aisquemia, asalteragdes
gpareceram aos 30 minutos e acentuaram-se aos45. Os principaisachadosforam edemaintersticial, desorganizagéo
cromatinica, vacuolizagdo e desintegragao nucl ear. Os animai stratados com cetoprof eno apresentaram al teracoes
semel hantes, porém menosintensas. Redugdes nas dosagensin vitro do glutamato extracel ular no cortex parietal

dosanimaissubmetidosaisguemiainiciaram-seapartir dos 30 minutoseacentuaram-seaos45 eforam semel hantes
nos animais com ou sem tratamento com cetoprofeno, indicando que estadroga parece ndo interferir com o

metabolismo do glutamato nasinapse. Os achados histopatol gicos no cortex parietal dosanimaissubmetidosa
isquemia, tratados ou ndo previamente com cetoprofeno, sugerem que estadrogatem um efeito neuroprotetor.

PALAVRASCHAVE : isquemiacerebral focal, rato, glutamato, histopatol ogia, neuroprotegao, cetoprofeno.

Focal cerebral ischaemiainduced by midllecer ebral artery occlusion and theneur opr otective effect of
ketoprofeninrats

ABSTRACT - Cerebral ischaemiaiseventualy observed during neurosurgical proceduresandin severd clinical
entitiesthat may cause severe neurological deficitsand even death. Becauseit isasevere and complex problem,
several studies have been done aiming to el ucidate the mechani sms of theischemic phenomenon and aiming to
abolish or to diminishitseffects, using drugsthat protect the neuronsfrom ischaemia-induced damage. Several
neurotransmittersplay arolein cerebral ischaemiawith emphasisto glutamate by itshigh concentrationin the
central nervous system. The purpose of this study wasto evaluate the effect of focal cerebral ischaemiain therat
through the dosage of the glutamate and morphological findings, and to evaluate apossible protective effect of the
ketoprofentoischemic neurons. Thirty-six ratsWistar weredivided intofour groups. Thefirst wasacontrol group,
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the second asham group and theanima s of thethird and fourth groupswere submitted to induced cerebral ischaemia
through sel ective obstruction of themidlle cerebral artery during 15, 30 and 45 minutes. Animals of thefourth
group were previously treated with ketoprofen 15 minutes before theischaemia. Theischaemiawas evaluated
through the histopathol ogical examination and through dosage of the extracellular glutamatein vitro. The
histopathol ogical examination showed that therewas no difference between the animal s of the control and of the
sham groups. Intheanimalssubmitted to i schemiahi stopathol ogical alterations appeared at 30 minutesand become
moreintenseat 45 minutesof ischaemia. Themain findingswereinterstitial edema, chromatinic disorganization,

vacuolization and nuclear desintegration. The animal streated with ketoprofen showed similar dterations, but they
werelessintense. Decreasein thedosage of glutamatein the parietal cortex of theanimalssubmitted toischaemia
started at 30 minutes and became moreintense at 45 minutes of ischaemiaand wassimilar for animalspreviously

treated or not with ketoprofen, indicating that thisdrug seemsnot to interferewith the metabolism of the glutamate
at the synapses. Themorphological findingsin the parieta cortex of theanimalssubmitted toischaemia, previoudy

treated or not with ketoprofen, suggest that thisdrug hasaneuroprotective effect.

KEY WORDS focal cerebral ischaemia, rat, glutamate, histopathol ogy, neuroprotection, ketoprofen.

As |lesdes cerebrovascul ares apresentam elevados indices de morbi-mortalidade, assim como
0s neurocirurgides enfrentam situagdes semelhantes em procedimentos neurovasculares em que ha
necessi dade de oclusado temporariade um vaso, principal mente nas cirurgiados aneurismas cerebrais,
com o objetivo de prevenir ou tratar hemorragias no campo operatério®. Estas podem levar alesbes
hipéxico-isquémicas de graus variados no sistemanervoso central (SNC), com repercussdes clinicas,
as quais podem ser graves para os pacientes?. O estudo dos fendmenos ligados a entidades clinicas
que levam a hipdxia-isquemia do SNC so relevantes, pois visam a melhoria da quaidade de vida
dos pacientes®. A dta demanda metabdlica e a baixa reserva energética disponivel rendem ao SNC
susceptibilidade Unica frente as alteragdes na supléncia de sangue, apesar da rede de circulagdo
colateral muito desenvolvida neste. O SNC pode sofrer lesdes isquémicas globais e focais, e para
ambas as situagdes existem model os experimentais®. N&o trataremos das lesdes isquémicas globais
neste estudo. Nas lesBes isquémicas focais, existem trés areas distintas®: (a) uma area central, onde
o fluxo sanguineo estd acentuadamente diminuido; (b) uma préxima a esta, composta por tecido
viavel, embora com o fluxo diminuido, denominada &rea de penumbra; () uma area mais externa
com caracteristicas normais. Ha grande niimero de neurotransmissores no SNC, sendo o glutamato
0 que se apresenta em maior quantidade e € o principal excitatorio.

O glutamato esta envolvido na sintese de proteinas e oligopeptideos, na desintoxicagéo da
amonia e na sintese do &cido fdlico, e é precursor de outros neurotransmissores como o acido gama
amino butirico®. Ele é sintetizado no SNC a partir de trés precursores (glutamina, glicose e ornitina),
€ armazenado nos terminais pré-sindpticos em vesiculas e em forma livre, que sdo liberadas na
fenda sinéptica onde podem ser recaptadas, estimulam receptores pds sinapticos que permitem a
entrada de célcio parao interior das células, em especial os receptores do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato). Podem ser captadas pelas células gliais e sob a¢do das enzimas glutamina sintetase
transformam-se em glutamina, aqual possui captacdo intensa e rapida nesses terminais e sob a agéo
da enzima glutaminase transforma-se em glutamina’. O glutamato participa na lesdo neuronal
isquémica estimulando os receptores de canais de célcio principalmente os do tipo NMDAS,
permitindo a penetragdo intracelular de volumes exagerados de célcio®, o qual nestas condi¢des
desencadeia eventos de cascatas enziméticas!?, que culminam com a morte neuronal; isto sumariza
ateoriadatoxicidade excitatéria‘*. Existem vérios model os experimentais para se provocar isquemia
focal, sendo a maioria deles por oclusdo da artéria cerebral média (ACM)'2. Novas drogas as quais
seatribuem propriedades ativas na protecdo ou recuperacdo de neurdniosisquemiados e ou anoxiados,
encontram-se em diferentes estagios de avaliacdo, dentre eles o cetoprofeno®3-15,

Os objetivos deste estudo foram, em ratos submetidos a isquemia cerebral focal por oclusdo
daACM: 1. correlacionar adosagem do glutamato com aevolugdo temporal do fendmeno isquémico,
2. descrever aevolugdo temporal dos achados morfol 6gicos do fendmeno isquémico e 3. demonstrar
apossivel acdo neuroprotetora do cetoprofeno ao fendmeno isquémico.
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METODO

Foram utilizados 36 ratos Wistar, com idade igual ou altamente aproximada (30 dias), porém sem
possibilidade de possuirem doencgaaterosclerética, com peso que variou de 280 a320 g, fornecidos pelo Biotério
Central daFMRP-USP. Os animaisforam divididos em quatro grupos: grupo 1, controle; grupo 2, sham; grupo
3, subdividido em trés subgrupos , os quais foram submetidos a isquemia de 15, 30 e 45 minutos cada,
respectivamente; grupo 4, subdividido em trés subgrupos com os mesmos tempos deisquemia, porém em todos
foi injetado cetoprofeno previamente aisquemia. A realizagdo daisquemiafoi igual nosgrupos 3 e4, seguindo
Koiosumi et a.*¢, sendo os procedimentos realizados no L aboratério de TécnicaCirUrgicae Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia, Ortopediae Traumatol ogiada FMRP-USP.

Osanimaisforam anestesiados com hal otano, entubados e conectados aum respirador para pequenos
animais. A artériaventral dacaudafoi dissecadaparacontrole dapresséo arterial média(PAM), assim como a
veiacaudal ventral foi puncionadanosanimaisem quefoi injetado cetoprofeno. Os pardmetros, como pressao
endotraqueal, frequénciarespiratoria, temperatura - mantida continuamente normal (37-38°C) com o auxilio de
umalémpadade 220 watts - e PAM, foram mantidos dentro dos val ores estabel eci dos pela conex&o com um
biomonitor model o (Hewlett Packard, USA). O fluxo de O2 foi mantido através de microfluxdmetro de gases.
Andlisedegasometriaarterial eglicoseforam realizadasno setor de Bioquimicado mesmo laboratério ecorrigidas
conforme necessario. O procedimento cirdrgico iniciou-se por incisdo medianacervical, expondo-se o lado
esquerdo com mi crodissecgao auxiliadapor microscopio cirdrgico (D. F. Vasconcel os) asartérias carétidacomum
esquerda (ACC), carétidainterna (ACl) e carétidaexterna(ACE). A ACE éligada, sendo o seu coto proximal
utilizado paraintrodugao do fio obstrutor, previamente confeccionado. Coloca-seum clipetipo temporério (como
utilizado nas cirurgias dos aneurismas cerebrais) nasaidadaartéria pterigopalatina, outro naACC, introduzindo
ofio obstrutor atéimediatamente asaidada ACM, obstruindo-a.O fio obstrutor e as medidas de suaintrodugéo
foram baseados em Koiosumi et al. . Apds os tempos de i squemia, assim como isquemiaeinje¢do préviade
cetoprofeno nadose de 10 mg/kg em bolo nos animais do grupo 4, os encéfal os foram retirados igual mente nos
quatro grupos. Ambos os hemisférios eram mantidosirrigados com soro fisiol 6gico gelado em umaplacade
Petri mantidaem reci pientecom gel o picado. Osnlicleosdabaseforam retirados. Naface externadoshemisférios,
com um punch oftalmol égico de 7 mm de diametro, retirou- se um fragmento de cérebro, tendo como baseaveia
cerebral inferior ecentro aACM. O fragmento obtido do hemisfério esquerdofoi dividido em duas partes, uma
parte paraandlise histopatol 6gica e aoutra paradosagem do glutamato. O mesmo procedimento foi realizado
com o fragmento do hemisfério direito (lado especular). Osanimais do grupo 1 (control€) foram submetidosa
anestesia e estabilizagdo hemodinémicae gasométrica, apds o que, foram retirados os encéfa osigua mente aos
outrosgrupos. Nosanimaisdo grupo 2 ( sham, traduzido do ingléscomo simulagéo) o procedimento foi realizado
como nosgrupos 3 e4, exceto queo fio obstrutor foi introduzido até certo ponto daACl-E, sem obstrui-la.

Asamostras de cortex cerebral foram processadas e analisadas no L aboratério de Neuroanatomiado
Departamento de Morfol ogiadaFMRP-USP como de rotina, pelainclusio em parafina e sendo realizados cortes
de 6 micrometros de espessura, corados com o tricromico de M asson e anali sados com um microscopi o binocular
Carl Zeiss. A documentagdo fotograficafoi feitacom um fotomicroscopio Carl Zeiss (Axiophot I). Asandlises
bioguimicasforam realizadas no L aboratério de Neuroquimicado Departamento de Bioguimicada FMRP-USP.
Para andlise dos aminoécidos contidos nos fragmentos de cortex cerebral, as amostras foram submetidas a
cromatografialiquidade alto desempenho, em aparelho damarca Shimadzu, utilizando método descrito por
Lindtroth & Mopper™®.

Naandlise estatisticafoi utilizado o teste de Mann-Whitney paracomparar amostrasindependentese o
testede Kruskal Wallis, paracomparar as dosagens do glutamato entre os diferentes tempos de isquemianos
grupos3e4.

RESULTADOS

A andlise histopatolégica dos fragmentos dos cérebros dos animais dos grupos 1 e 2 ndo
mostrou diferencas morfolégicas no cortex dos animais dos grupos controle e sham (Figs 1 e 2).
Entre os animais que ndo receberam infusio de cetoprofeno (grupo 3), nenhuma alteracdo foi
observada naguel es submetidos a 15 minutos de isquemia. Nos animais submetidos a 30 minutos de
isquemia, as ateragcdes observadas foram edema intersticial focal, desorganizacdo e fragmentagdo
cromatinica, deslocamento do nucléolo e poucos nicleos desintegrados e vacuolizados (Fig 1),
principalmente nas camadas 4, 5 e 6'® do cortex cerebral. Nagueles submetidos a 45 minutos de
isquemia, aslesdes foram do mesmo tipo e nas mesmas camadas, porém maisintensas (Fig 1). Entre
osanimais que receberam ainjegdo préviade cetoprofeno (grupo 4), nenhumaalteracéo foi observada
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Fig 1. Fotomicrografiasda camada 4 do cortex pari etal esquerdo derato Wistar (aumen-
to: 125X. Coloragéo pelo TricrémicodeMasson). Emcima: animal dogrupo 1 (normal).
Centro: animal do grupo 3 submetido a 30 minutosdeisguemia mostrando focosdeedema
intersticial leve, desorganizagéo cromatinica evacuolizagdo nuclear. Embaixo: animal
do grupo 3 submetido a 45 minutos deisguemia mostrando |esdes semel hantes as anteri-
ores, porémcommaior intensidade.

naqueles submetidos a 15 minutos de isquemia e nos animais com 30 e 45 minutos de isquemia, 0s
achados foram semelhantes aos do grupo 3, porém em menor intensidade (Fig 2).

Os valores médios da dosagem do glutamato de ambos os hemisférios nos grupos controle e
sham sdo observados na Tabela 1, e ndo foram observadas diferencas significantes entre os niveis
médios do glutamato em ambos 0s hemisférios. Nos animais submetidos a isquemia sem infusdo de



Arg Neuropsiquiatr 2000;58(4)

Fig 2. Fotomicrografiada camada 4 do cortex parietal esquerdo derato Wistar (aumento:
125X. Colorag&o pelo Tricrémico de Masson). Emcima: animal do grupo 1 (normal).
Centro eembaixo: animaisdo grupo 4 (tratados previamente com cetoprofeno) submeti-
dosrespectivamente a 30 e 45 minutos de i squemia mostrando | esdes semel hantes aos
correspondentesda Figura 1, porémcommenor intensidade.
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cetoprofeno (grupo 3), foi observada diminuigdo significativa entre os niveis médios de glutamato
dos animais submetidos a 45 minutos de isgquemia em relagdo aqueles submetidos a 30 minutos e
estes apresentaram diminuic¢do em relacdo aos submetidos a 15 minutos de isquemia (45 < 30 < 15),

paraum nivel de significancia de p= 0,002 (Tabela 2). Nos animais que receberam injecdo préviade
cetoprofeno (grupo 4), os valores médios da dosagem de glutamato no cortex esgquerdo dagqueles
submetidos a 45 minutos de i squemia foram menores que aos 30 e aos 15 minutos, porém os de 30



1052 Arqg Neuropsiquiatr 2000;58(4)

Tabela 1. Val ores médios da dosagem do glutamato no cdrtex parietal dosanimais dos grupos controle e sham.

Grupos de animais Dosagem deglutamato no hemisfério Dosagem deglutamato no hemisfério
esquerdo (pmoles/mg) direito (umoles/mg)

Normais(n=3) 0,19 0,18

Sham(n=3) 0,25 0,28

Tabela 2. Valores médios da dosagem do glutamato no cértex parietal dosanimaisdo grupo 3.

Tempo deisquemia Dosagem deglutamato no hemisfério Dosagem deglutamato no hemisfério
esquerdo (umoles/mg) direito (umoles/mg)

15 minutos (n=5) 0,24 0,28

30 minutos (n=5) 0,16 0,24

45 minutos (n=5) 0,09 0,19

Tabela 3. Valores médios da dosagem do glutamato no cortex parietal dosanimaisdo grupo4.

Tempo deisquemia Dosagem deglutamato no hemisfério Dosagem deglutamato no hemisfério
esquerdo (umoles/mg) direito (umoles/mg)

15 minutos (n=5) 0,23 0,26

30 minutos (n=5) 0,16 0,22

45 minutos (n=5) 011 0,20

Tabela4. Comparagéo entreosval oresmédiosda dosagemdo glutamato no cortex parietal esquerdo (isgquemiado)
dosanimaisdosgrupos3e4.

Tempo deisquemia Dosagem de glutamato no hemi sfério esquerdo (umoles/mg)
Grupo 3 Grupo4

15 minutos (n=5) 0,24 0,23

30 minutos (n=5) 0,16 0,16

45 minutos (n=5) 0,09 011

n&o apresentaram diferencas em relagéo aosde 15 minutos (45< 30 = 15) paraum nivel designificancia
de p= 0,01 (Tabela 3). Comparando-se as dosagens médias do glutamato do hemisfério isquemiado,
dos animais do grupo 3 e 4, paracadaum dos tempos deisquemia, ndo houve diferencas significantes
(15 minutos: p=0,009; 30: p= 0,92 e 45: p= 0,14)(Tabela 4).

DISCUSSAO

A ocorréncia e a extensdo da isquemia, que ocorrem durante os procedimentos de clampagens
arteriais temporarias e os déficits neurol 6gi cos subsequentes, dependem da duracdo da clampagem eda
presencaou ausénciade circulagdo colateral. Paraque possamos atuar no processo evolutivo daisguemia
cerebral, é fundamental o conhecimento dos eventos fisiopatol gicos do fendmeno isquémico, cuja
sequéncia culmina com a morte e degenerac&o neuronal®1°2°, A consténcia do fluxo sanguineo cerebra
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€ importante para o fornecimento de glicose e O2 para 0 metabolismo aerdbico?-22. A reduco de 25 a
40% do norma em umazona de penumbraisquémicaé suportada pel o cérebro em torno de até 4 horas®.
Redugdes maiores levam a perda da homeostase idnica, que seiniciacom adeplecdo de ATP, dterando
ossistemas detransporte ativo, seguindo-se aaberturados canaisdosreceptorestipo NMDA estimulados
pelo glutamato, permitindo a penetracdo do Ca™ em grande quantidade para o interior das células, o
gue desencadeia a cascata metabdlica que culmina com amorte e lise celulart'-23, O cetoprofeno € um
antinflamatdrio ndo esterdide, neuroprotetor como um possivel antagonista para receptor de glutamato
tipo NM DA, peladiminuic&o de receptores muscarinicos™.

O estudo visou a detecgdo das alteragles precoces dos fendmenos i squémicos, pela dosagem
temporal do glutamato e mostrar sua neurotoxicidade em neurdnios?®?’, e averificacdo das ateragbes
histopatol dgicas precoces da isquemia e 0 eventual efeito neuroprotetor do cetoprofeno em um
modelo experimental de isquemia por oclusdo temporariada ACM em ratos. Este model o mostrou-
se satisfatorio, produzindo area isguemica relativamente constante, podendo ser usado em
experimentos com reperfusdo®. O periodo de isquemia utilizado, de até 45 minutos, foi adotado
com o intuito de simular situagBes de clampagem temporaria nos procedimentos neurovasculares,
0s quais geramente ndo ultrapassam este periodo. A monitorizagdo globa do animal permitiu a
manutencdo da hemodindmica em niveis comuns, impedindo os efeitos deletérios da hiper ou
hipotensdo arterial?®, assm como da hipo ou hipertermia. A técnicacirdrgicaé simples, porém exige
passos técni cos rigorosos e treinamento prévio, sendo baseados no estudo de Carlotti?®. O processo
isquémicofoi provocado no hemisfério esquerdo, sendo o direito estudado como especular, baseando-
se no estudo de Morrell*°, em que se observou a propagagdo de atividade epiléptica de um foco
primério para regifes distantes, induzindo nestas regides epileptogénese. Porém, ndo observamos
qualquer ateracdo importante na area contralateral a isquemia.

A andlise morfoldgica quditativa, pela inclusdo em parafina e coloracdo pelo tricrémio de
Masson, mostrou-se adequada por demonstrar os diferentes tipos celulares das diferentes camadas
do cértex cerebral, como também os diferentes tipos e gravidade das lesdes encontradas. N&ao
realizamos andlise morfol gicaquantitativa, por ser o periodo deisquemiadtilizado de até 45 minutos,
o qua éinsuficiente parademonstrar degeneragdo elise celular, o que é possivel apds esse periodo®.
Nenhuma alteracdo foi observada em nenhum dos grupos aos 15 minutos de isquemia, pela abertura
de colaterais alguns minutos apds a queda na supléncia do fluxo sanguinec®. As lesdes observadas
aos 30 e 45 minutos com ou sem cetoprofeno, foram esparsas em focos pela area da lesdo, em
concordancia com a literatura®2.

A diminuic¢do na dosagem do glutamato in vitro, observada em nosso estudo, sugere que o
glutamato, ao passar para 0 meio extracelular, difunde-se rapidamente, é captado pelas células ndo
isquémicas, assim como € captado e transformado em glutamina pelas células da glia. Através da
perfusdo por microdidlise, in vivo, a dosagem do glutamato esta aumentada naguele momentc?.

Os achados histopatol 6gi cos sugerem uma agéo neuroprotetora do cetoprofeno, porém, as
dosagens do glutamato, mostram que o cetoprofeno parece ndo interferir com o metabolismo do
glutamato na singpse. O efeito neuroprotetor do cetoprofeno em nossas observagdes morfol dgicas ndo
pode ser comprovado com a metodol ogia bioquimica por nés utilizada; porém, estudos da dosagem de
Ca™ intracelular, durante fendmenos isquémicos em animais tratados e n&o tratados com cetoprofeno
previamente, podem comprovar bioquimicamente a atividade neuroprotetora desta droga.

Conclusdes

A metodologia empregada foi satisfatoria para o estudo da isguemia focal permanente. Os
achados hi stopatol 6gicos tornaram-se evidentes a partir de 30 minutos, intensificando-se aos 45. Os
principaisachadosforam edemaintersticial, desorganizacao cromatinica, vacuolizago e desintegragéo
nuclear. A queda das dosagens in vitro do glutamato extracelular iniciou-se a partir dos 30 minutos,
acentuando-se aos 45. N&o se observaram diferencas significantes nas dosagens do glutamato nos
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animais que fizeram e que ndo fizeram uso de cetoprofeno, indicando que esta droga parece ndo
interferir com o metabolismo do glutamato na sinapse. Os achados histopatol 6gicos dos cortices
isquemiados etratados previamente com cetoprofeno foram parecidos com osdos corticesdosanimais
submetidos apenas a isquemia, porém em intensidade muito menor, sugerindo que esta droga tem
um efeito neuroprotetor ao fendmeno isquémico.
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