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AVALIAÇÃO DA ISQUEMIA CEREBRAL PELA
RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL

Modelo experimental

Carlos Gilberto Carlotti Junior1, Benedicto Oscar Colli2, João Yano Kazuo3

RESUMO - A isquemia cerebral acontece em várias doenças. Um dos fatores críticos para a recuperação de um
paciente é a duração do processo isquêmico. A atividade cerebral depende do suprimento de energia, isto
sugere que o estudo da função mitocondrial pode ser utilizado para a avaliação do dano neuronal. O objetivo
deste trabalho foi o de estudar a respiração mitocondrial pela oclusão da artéria cerebral média esquerda pela
técnica do fio intraluminal. Ratos da raça Wistar foram subdivididos em 4 grupos: controle e 15, 30 e 60
minutos de oclusão. Os resultados mostraram que não há diferença estatisticamente significativa entre o
grupo de 15 minutos e o grupo controle. O grupo de 30 minutos teve diminuição do estado III da respiração
mitocondrial comparado com o grupo controle. O grupo de 60 minutos teve diminuição dos estados III e IV
comparados com o grupo controle. A respiração mitocondrial permitiu uma avaliação efetiva e precoce do
processo isquêmico focal no cérebro do rato.

PALAVRAS-CHAVE: respiração mitocondrial, isquemia cerebral focal.

Study of brain ischemia by mitochondrial respiration: experimental model

ABSTRACT - Brain ischemia occurs in several diseases. One of the critical factors for recovery of patients is the
duration of the ischemic process. Brain activity depends on the energetic supply, it suggests that the study of
mitochondrial function can be useful for evaluation of neuronal damage. The purpose of the present research
was to study the mitochondrial respiration by occlusion of the left middle cerebral artery by intraluminal
suture technique.  Adults Wistar rats were subdivided in 4 groups: control, 15, 30 and 60 minutes of occlusion.
Results showed that there was no significant difference between the group of 15 minutes and the control
group. The group of 30 minutes had significant decrease of state III of mitochondrial respiration compared
with control group. The group of 60 minutes had significant decrease in state III and IV of mitochondrial
respiration compared with control group. Mitochondrial respiration allowed an early and effective evaluation
of focal ischemic process of the rat brain.

KEY WORDS: mitochondrial respiration, focal brain ischemia.

magnésio3, hipotermia4-7, bloqueadores de canal de
cálcio8, agentes anestésicos9, hemodiluição10, mani-
tol11,12 e outros13, porém o campo de pesquisa conti-
nua amplo. Para a avaliação da isquemia cerebral
experimental vários métodos podem ser utilizados,
sendo os mais importantes os métodos clínicos, mor-
fológicos e funcionais. Os testes clínicos consistem
em um exame simples e rápido, geralmente com ava-
liação da simetria motora, que permite classificar os
animais em diversos graus de lesão14,15.

A avaliação morfológica da isquemia cerebral é
possível quando o fenômeno isquêmico foi de in-
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A isquemia cerebral é um problema médico ain-
da de difícil solução e que pode ocorrer em diferen-
tes situações clínicas. O tratamento atual da isquemia
cerebral muitas vezes não é eficaz, devido a este fato
vários pesquisadores têm procurado maior esclare-
cimento de sua fisiopatologia com o objetivo de
encontrar um tratamento eficaz1, 2.

Vários estudos têm sidos realizados com diver-
sos modelos experimentais de isquemia cerebral,
usando diferentes métodos de avaliação da isquemia
e testando vários esquemas terapêuticos para ob-
tenção de proteção cerebral efetiva, como o uso do
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tensidade suficiente para provocar edema e/ou morte
celular, ocorrendo nos tempos mais prolongados de
isquemia16,17. Corantes supravitais, como o cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazolium (tetrazolium), também
podem ser usados para melhor delimitar a área de
necrose celular14.  A avaliação funcional da isquemia
cerebral pode ser feita por diferentes métodos tais
como: medida do fluxo sangüíneo regional, de ima-
gem e bioquímicos. A medida do fluxo sangüíneo
cerebral regional  (FSCR)  possibilita uma avaliação
indireta muito importante da função celular cere-
bral, permitindo a análise dinâmica do processo de
isquemia, porém são metodologias complexas18-20.
Os métodos de imagem passaram a ter importância
após a introdução da ressonância nuclear magnéti-
ca. Usando-se a seqüência para estudo da difusão
de água pode-se definir dinamicamente os fenôme-
nos que ocorrem na isquemia cerebral21.

A avaliação da função cerebral através de méto-
dos bioquímicos fornece  dados mais fiéis com rela-
ção ao metabolismo celular e permite avaliação pre-
coce das alterações causadas pelo fenômeno isquê-
mico. Estes métodos permitem quantificar reações
metabólicas que ocorrem normalmente nos tecidos,
como por exemplo a atividade de diferentes enzi-
mas22-26, a dosagem e o estudo da cinética da libera-
ção dos neurotransmissores do tecido27 e alterações
moleculares das mitocondrias28. A possibilidade de
estudo das alterações que ocorrem na área de pe-
numbra é de grande interesse, pois esta é a área a
ser preservada no tratamento do infarto cerebral.
Considerando a importante utilização de energia
pelo cérebro para executar as suas funções, o estu-
do da organela geradora desta energia durante o
processo de isquemia pode permitir uma melhor
compreensão do fenômeno isquêmico. O dano que
a mitôcondria sofreu durante o período de insulto
celular pode ser avaliado através da respiração mito-
condrial

A respiração mitocondrial é a medida do consu-
mo de O2, utilizando-se um oxígrafo. A respiração
mitocondrial é dividida em duas fases, o estado III e
o estado IV. O estado III é a velocidade de consumo
de oxigênio quando a mitocôndria é colocada em
um meio com substrato oxidável e com ADP, produ-
zindo assim o ATP, e o estado IV é a velocidade do
consumo de O2 após a mitocôndria já ter consumi-
do todo o ADP disponível. Estes dois estados tam-
bém podem ser estudados através da razão de con-
trole respiratório (RCR), que é a divisão do estado 3
pelo estado 4, obtendo-se assim um outro parâmetro
também utilizado para a avaliação da função da
mitocôndria29. Um conceito importante a ser anali-

sado é o de acoplamento da respiração mitocondrial,
que é a capacidade da mitocôndria desencadear seu
processo energético quando exposta ao ADP, ou seja,
o acoplamento entre os processos oxidativo e o de
fosforilação. Quando ocorre o desacoplamento da
organela em situações lesivas, significa que suas
membranas internas foram afetadas, indicando o
comprometimento do tecido29.

Este estudo tem por finalidade avaliar a isquemia
cerebral pelo estudo da respiração mitocondrial em
modelo experimental, procurando estabelecer a crono-
logia das alterações provocadas por este processo.

MÉTODO
Foram utilizados no estudo definitivo 32 ratos machos

da raça Wistar com peso variando entre 280 e 307 gra-
mas. Os ratos foram mantidos no período pré-operatório
com livre acesso à ração balanceada e água.

Técnica de oclusão
Os ratos foram anestesiados pela vaporização de halo-

tano, atropinizados e mantidos com ventilação controla-
da em ventilador artesanal (pressão endotraqueal de 10
mmHg). A pressão arterial sistêmica foi monitorizada na
artéria ventral da cauda pela introdução de um cateter PE
50 e a temperatura monitorizada no reto do animal
(Monitor HP - Hewlett Packard Company - USA).

A manutenção da vaporização foi controlada de acor-
do com a pressão arterial média, com o objetivo de mantê-
la entre 80 e 100 mmHg.

Uma fonte de calor radiante, obtida através de uma
lâmpada de 220 V, era acesa sobre o animal, quando ne-
cessário, para a manutenção da temperatura entre 37oC e
38oC.

Após 15 minutos de ventilação artificial uma amostra
de sangue arterial era colhida para dosagem da paCO2,
da paO2 e do pH em um gasômetro modelo AGS-21
(Drake), e de glicemia, pelo método enzimático de Trinder.

A tecnica utilizada para a oclusão da ACM foi a do fio
intraluminal30. Resumidamente consta da introdução de
um fio mononylon 4.0, com a extremidade recoberta com
uma camada de silicone de 5 mm de extensão e 0,28 mm
de diâmetro, na artéria carótida externa (ACE) com pro-
gressão até a oclusão do óstio da artéria cerebral média
(ACM) esquerda. A adequação dos fios foi testada previa-
mente em animais com o mesmo peso, verificando-se a
sua posição adequada no polígono de Willis após
visualização direta do polígono de Willis em animais sa-
crificados. Os fios que não atendiam a condição de ocluir
perfeitamente o óstio da ACM eram desprezados para os
experimentos definitivos.

Determinação da área de estudo
Para a determinação da área do cortex a ser estudada

quatro animais foram submetidos a isquemia definitiva.
Os animais foram sacrificados após 24 horas e os cére-
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bros corados com tetrazolium. Dois animais foram estu-
dados com a retirada de todo o encéfalo e em outros dois
somente a camada cortical. Encontrou-se a área de isque-
mia com limite inferior na veia cerebral inferior e circular
em relação a ACM com diâmetro variando de 9,5 a 11
mm. Com este resultado, optou-se pelo estudo da área
isquêmica de forma circular com 7 mm de diâmetro, com
limite inferior na veia cerebral inferior e com a ACM ocu-
pando posição mediana neste círculo.

Estudo da fosforilação oxidativa
Foram estudados 28 animais, subdividos segundo os

diferentes tempos de isquemia: controle, 15, 30 e 60 mi-
nutos.

Após a isquemia, o cérebro era retirado e os dois córtex
isolados. Com um lâmina circular (“punch”) para retirada
de córnea de 7 mm de diâmetro, uma amostra da área
central pré-determinada era retirada de cada lado, resul-
tando em quatro amostras de cada animal (duas áreas
centrais ao redor da ACM e duas áreas periféricas).

As amostras eram fragmentadas, colocadas em meio
de homogeneização, com temperatura variando de 0 a
4oC, constituído de: Manitol - 210 mM, Sacarose - 70 mM,
Hepes - 10 mM, EGTA - 0,5 mM, EDTA - 0,1 mM e BSA -
2%, com o pH de 7,4, obtido pela adição de  KOH.

As amostras corticais fragmentadas eram homogenei-
zadas e centrifugadas a 750 G durante 5 minutos e o
sobrenadante isolado e centrifugado a 12.000 G por 10
minutos. O sobrenadante desprezado e o “pellet” ressus-
penso em 0,5 ml de meio de homogeneização, porém sem
a Soroalbumina Bovina (BSA). Novamente a solução era
centrifugada a 12.000 G por 10 minutos. O sobrenadante
era desprezado e o “pellet” ressuspenso em 0,5 ml de
meio de homogeneização, também isento de BSA.

Da solução eram retirados 20 µl para realizar a dosa-
gem de proteína pelo método de Murphy (MURPHY & KIES,
1960).

Com a solução final, rica em mitocôndrias, realizou-se
a medida da respiração mitocondrial no oxígrafo de Gilson
(Medical Eletronics-USA), acoplado a um eletrodo de
Clarck, a 30oC. O substrato utilizado foi o Piruvato/Malato
a 5 mM e a quantidade de tecido de 0,5 mg. O estado III
iniciou-se pelo acréscimo de 400 nM de MgADP, e o esta-
do IV após o consumo do MgADP.

A velocidade da fosforilação oxidativa foi expressa em

nanoátomos de O2/minuto/mg de mitocôndria.

Análise estatística
As variáveis de controle dos animais: pressão arterial

média (PAM), pH, paO2, paCO2, glicemia, peso e tempera-
tura foram comparadas utilizando-se o teste não paramé-
trico de Kruskal-Wallis, adotando-se como nível de signifi-
cância p< 0,05.

Para a comparação dos resultados em relação aos
parâmetros da respiração mitocondrial (estado III, estado
IV e RCR) foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon
para amostras pareadas (amostras do mesmo animal),
adotando como nível de significância p < 0,05. Para a
comparação das áreas isquêmicas (área central esquerda)
nos diferentes grupos, foi utilizado o teste não paramétrico
de Kruskal-Wallis e, ocorrendo diferença significativa, o
teste de Duncan para verificar-se quais os grupos que se
mostravam diferentes, com nível de significância p < 0,05.

RESULTADOS
Não houve diferença estatisticamente significa-

tiva dos parâmetros biológicos analisados entre os
animais (Tabela 1).

Os resultados obtidos em relação ao estado III,
estado IV e RCR estão mostrados nas Tabelas 2 a 5.

Foram comparados os resultados obtidos nas áre-
as centrais e periféricas do grupo controle (III,IV e
RCR) e os das áreas centrais (isquêmicas e não
isquêmicas) do grupo controle e com isquemia (15,
30 e 60 minutos)

Grupo controle
Os valores das áreas centrais direita e esquerda

foram semelhantes considerando-se o estado III, IV
e RCR (p>0,05). O resultado do estado III das áreas
centrais (D e E) foram significativamente menores
que os das áreas periféricas  com p=0,02 (Fig 1) e
semelhantes em relação ao estado IV e RCR.

Grupo com isquemia de 15 minutos
As áreas centrais direita e esquerda foram seme-

lhantes considerando-se os resultados dos estado
III, IV e RCR (p>0,05). Os resultados (III, IV e RCR)

Tabela 1. Variáveis biológicas que foram controladas durante o experimento nos animais dos diferentes grupos.

Grupos PAM (mmHg) pH paO2 (mmHg) PaCO2 (mmHg) Glicose(mg/dl) Peso (g) Temperatura(oC)

60 (min) 91,5 ± 2,5 7,36 ± 0,08 342,5 ± 107,1 36,8 ± 2,7 173,5 ± 76,3 291,5 ± 8,7 37,3 ± 0,17

30 (min) 91,7 ± 4,0 7,37 ± 0,03 368,7 ± 101,4 37,4 ± 2,2 208,7 ± 73,4 291,1 ± 9,7 37,2 ± 0,14

15 (min) 91,1 ± 3,5 7,37 ± 0,04 394,5 ± 123,9 37,4 ± 2,8 204,0 ± 93,4 291,7 ± 9,1 37,4 ± 0,22

Controle 89,3 ± 1,5 7,35 ± 0,04 354,1 ± 107,6 37,2 ± 1,2 128,5 ± 34,7 291,0 ± 4,5 37,4 ± 0,17

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (p> 0,05).
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Tabela 2. Resultados do  Grupo controle em relação ao estados III
e IV (nanoátomos de O2/min/mg)e a RCR.

Estado III Estado IV RCR

Área Central Esquerda 43,52 17,80 2,44

45,50 19,78 2,30

40,43 20,21 2,00

71,22 33,72 2,11

51,44 19,78 2,60

67,20 27,69 2,42

55,39 31,65 1,75

Área Periférica Esquerda 76,43 24,06 3,17

53,78 25,06 2,14

45,29 23,81 1,90

74,92 26,80 2,79

80,67 28,30 2,85

80,58 26,06 3,09

80,67 31,93 2,52

Área Central Direita 55,20 27,60 2,00

50,60 22,30 2,26

42,65 21,75 1,96

60,65 28,30 2,14

57,88 24,80 2,33

71,30 26,80 2,66

51,68 28,94 1,78

Área Periférica Direita 56,73 23,00 2,60

64,00 35,20 1,81

47,07 32,80 1,43

53,22 25,20 2,11

78,61 26,76 2,93

83,23 35,04 2,37

71,72 28,06 2,55

Tabela 3. Resultados do  Grupo de 15 minutos de isquemia em
relação ao estados III e IV (nanoátomos de O2/min/mg) e a RCR.

Estado III Estado IV RCR

Área Central Esquerda 43,52 17,80 2,44

45,50 19,78 2,30

40,43 20,21 2,00

71,22 33,72 2,11

51,44 19,78 2,60

67,20 27,69 2,42

55,39 31,65 1,75

Área Periférica Esquerda 76,43 24,06 3,17

53,78 25,06 2,14

45,29 23,81 1,90

74,92 26,80 2,79

80,67 28,30 2,85

80,58 26,06 3,09

80,67 31,93 2,52

Área Central Direita 55,20 27,60 2,00

50,60 22,30 2,26

42,65 21,75 1,96

60,65 28,30 2,14

57,88 24,80 2,33

71,30 26,80 2,66

51,68 28,94 1,78

Área Periférica Direita 56,73 23,00 2,60

64,00 35,20 1,81

47,07 32,80 1,43

53,22 25,20 2,11

78,61 26,76 2,93

83,23 35,04 2,37

71,72 28,06 2,55

das áreas centrais (D e E) foram significativamente
menores que os das áreas periféricas (p=0,02).

Grupo com isquemia de 30 minutos
Os resultados da área central esquerda foram sig-

nificativamente menores que os da área central di-
reita no estado III com p=0,02 (Fig 2) e iguais no
estado IV e na RCR.

Grupo com isquemia de 60 minutos
Os resultados da área central esquerda foram signi-

ficativamente menores que os da área central direita
no estado III e estado IV (p=0,02) e igual na RCR.

Comparação entre as áreas centrais esquerdas dos
diversos grupos
Os resultados do estado III das áreas de 30 e 60

minutos foram significativamente inferiores aos de
15 minutos e aos do grupo controle. (Fig 3). Os re-
sultados do Estado IV e a RCR não mostraram dife-
renças estatisticamente significativas.

Fig 1. Estado III do grupo controle. Os valores no eixo y estão
expressos em nanoátomos de O2/min/mg.
central esquerda < periférica esquerda     p = 0,02 (Wilcoxon)
central direita      < periférica esquerda     p = 0,02 (Wilcoxon)
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Tabela 4. Resultados do  Grupo de 30 minutos de isquemia em
relação ao estados III e IV (nanoátomos de O2/min/mg) e a RCR.

Estado III Estado IV RCR

Área Central Esquerda 43,58 25,41 1,71

41,10 19,57 2,10

42,93 16,35 2,62

34,98 17,43 2,00

38,84 14,31 2,71

42,61 21,30 2,00

44,54 23,24 1,91

Área Periférica Esquerda 61,33 24,00 2,55

61,33 23,16 2,64

51,79 23,17 2,23

51,79 20,44 2,53

58,60 19,08 3,07

58,60 27,25 2,15

69,51 32,07 2,16

Área Central Direita 56,16 25,17 2,23

44,54 17,43 2,55

46,48 26,80 1,73

43,79 12,86 3,40

46,48 13,55 3,43

65,29 27,69 2,35

61,33 31,72 1,93

Área Periférica Direita 58,60 26,53 2,20

63,29 22,08 2,86

54,80 22,00 2,49

52,99 16,19 3,27

62,25 15,21 4,09

57,05 17,11 3,33

68,77 31,19 2,20

Tabela 5. Resultados do  Grupo com 60 minutos de isquemia em
relação ao estados III e IV (nanoátomos de O2/min/mg) e a RCR.

Estado III Estado IV RCR

Área Central Esquerda 46,00 27,60 1,66

37,86 22,71 1,66

48,50 25,66 1,89

31,20 14,34 2,17

26,47 13,34 1,98

49,50 21,74 2,25

45,70 21,93 2,08

Área Periférica Esquerda 69,19 31,06 2,22

49,53 23,30 2,12

77,66 33,89 2,29

47,55 18,93 2,51

53,66 20,80 2,57

70,60 18,35 3,84

80,14 39,42 2,03

Área Central Direita 56,79 31,23 1,81

43,53 23,66 1,83

74,53 36,10 2,06

53,74 25,90 2,07

55,06 19,88 2,76

53,03 22,72 2,33

62,00 33,41 1,85

Área Periférica Direita 76,25 32,47 2,34

92,00 26,06 3,53

83,63 35,47 2,35

60,72 25,06 2,42

57,05 25,23 2,26

69,19 27,53 2,51

75,65 31,21 2,42

Fig 2. Estado III do Grupo de 30 minutos. Os valores no eixo y
estão expressos em nanoátomos de O2/min/mg.
central esquerda < central direita     p = 0,02 (Wilcoxon)

Fig 3. Estado III nas áreas centrais esquerdas dos diferentes grupos. Os
valores no eixo y estão expressos em nanoátomos de O2/min/mg.
30 minutos e 60 minutos < 15 minutos e controle
(Kruskal-Wallis e Duncan, p = 0,005)
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DISCUSSÃO

A falta de terapêutica eficaz para a isquemia ce-
rebral estimula a investigação dos fatores envolvi-
dos neste fenômeno e o desenvolvimento de novas
técnicas para a avaliação de novas modalidades ex-
perimentais de tratamento 31.

O cérebro é um órgão que utiliza muita energia
em relação aos outros órgãos no corpo humano e
suporta isquemia apenas por curto período de tem-
po32. Como a produção celular de energia está con-
centrada na mitocôndria, a avaliação da integrida-
de desta organela pode ser importante na avaliação
do dano que a isquemia causa na célula, pois se a
mitocôndria mantiver a sua função, haveria condi-
ções de recuperação da função celular. Outro dado
interessante é o fato da lesão mitocondrial ocorrer
tardiamente dentre os fenômenos envolvidos na le-
são celular após a isquemia 32, de maneira que a in-
tegridade da mitocôndria seria um bom parâmetro
para avaliar uma nova proposta de tratamento para
a isquemia. Outra vantagem de haver vários fenô-
menos lesivos a nível celular antes da lesão mito-
condrial durante a isquemia é que esquemas tera-
pêuticos utilizando a combinação de vários fatores
protetores poderiam ser testados através da avalia-
ção da função mitocondrial.

No trabalho apresentado, a escolha da área isquê-
mica a ser estudada foi baseada nas observações
efetuadas com a coloração do cérebro com o tetrazo-
lium, que delimita a área comprometida pela isque-
mia14. O local definido foi ao redor da artéria cere-
bral média, com limite inferior na veia cerebral infe-
rior e com diâmetro de 7 mm. Com estas dimensões
podemos ter uma amostra da parte central da área
isquêmica e com uma quantidade de córtex que con-
tém mitocôndrias suficientes para serem estudadas
pelo método que foi empregado.

Para a análise dos resultados estudamos quatro
amostras do cérebro de cada animal, sendo a área
central esquerda a que sofreu isquemia nos grupos
de 15, 30 e 60 minutos, e as restantes são áreas
controles no mesmo animal. A principal compara-
ção deve ser feita entre a área central esquerda (com
isquemia) e a área central direita (sem isquemia).

Em relação aos resultados da respiração mitocon-
drial inicialmente devemos interpretar quais foram
os achados nos animais controles em relação aos
três parâmetros analisados (estado III, estado IV e
RCR). Nestes animais foram encontrados em relação
ao estado III, valores menores nas áreas centrais em
relação às periféricas. Em relação ao estado IV não
foi encontrada diferença significativa entre as regiões

analisadas. O mesmo aconteceu em relação ao RCR,
apesar de parecer haver uma tendência para um
comportamento semelhante ao estado III nestes
parâmetros, porém sem significado estatístico.

Neste grupo, as áreas centrais apresentaram va-
lores menores de consumo de O2 em relação as áre-
as periféricas. Especulamos que isto se deva ao mai-
or número de fibras nervosas em relação ao número
de corpos celulares na área central resultando
consequentemente numa quantidade menor de
mitocôndrias para a mesma massa de proteínas es-
tudadas.

No grupo de isquemia de 15 minutos, em rela-
ção aos estado III, IV e RCR, os resultados das áreas
centrais D e E foram inferiores aos das áreas perifé-
ricas, porém não houve diferença entre as duas áre-
as centrais.

No grupo de 30 minutos houve diferença em re-
lação ao estado III, pois a área central esquerda teve
um valor significativamente inferior à área central
contralateral. Em relação ao estado IV e à RCR hou-
ve semelhança no consumo de O2.

No grupo de 60 minutos houve diferença em re-
lação ao estado III e estado IV quando comparados
os valores das áreas centrais esquerdas e direitas e
ausência de diferença em relação ao RCR.

Foram comparadas também todos os valores das
áreas centrais esquerdas dos diferentes grupos. Em
relação ao estado III, aqueles dos grupos de isquemia
de 30 e 60 minutos foram inferiores aos de isquemia
de 15 minutos e do grupo controle. Quando anali-
sados o estado IV e o RCR não houve diferenças sig-
nificativas.

A interpretação destes dados nos mostra que a
isquemia, quando analisada pelo método da avalia-
ção da respiração mitocondrial, pode ser detectada
a partir de 30 minutos, quando ocorre diminuição
dos valores do estado III. Quando realizada por 60
minutos, a alteração também pode ser detectada
no estado IV. Portanto, ocorre inicialmente prejuízo
no mecanismo de acoplamento da respiração mito-
condrial e posteriormente da respiração mesmo em
condições de repouso.

Comparando-se o método empregado em rela-
ção aos previamente descritos na literatura, a análi-
se da respiração mitocondrial tem vantagem de ser
um método mensurável com precisão, sendo por-
tanto superior ao método de avaliação clínica14,15,
pode ser realizado com controle rigoroso dos parâ-
metros de homeostase do animal, sendo isto uma
vantagem em relação aos métodos morfológi-



Arq Neuropsiquiatr 2001;59(2-B) 371

cos14,16,17. O método empregado apresenta resulta-
dos semelhantes em relação a outros que utilizam
parâmetros bioquímicos, apesar destes últimos se-
rem superiores em relação à contribuição ao conhe-
cimento da fisiopatologia da isquemia22-28, assim
como os métodos de fluxo sangüíneo cerebral que
nos trazem informações da dinâmica do processo
isquêmico.

A análise da respiração mitocondrial mostrou ser
um bom parâmetro para a análise precoce da
isquemia cerebral, permitindo uma melhor compre-
ensão do fenômeno isquêmico e pode ser utilizada
na avaliação de medidas terapêuticas que poderão
contribuir para a solução deste problema clínico.

Nossos estudos mostraram que existe um tempo
(entre 15 a 30 minutos de isquemia) em que as
mitocondrias permanecem funcionando adequada-
mente, o que pode ser considerado uma janela tera-
pêutica para futuros estudos.

Agradecimentos - Agradecemos o Prof. Joaquim Cou-
tinho Netto pelas valiosas sugestões durante a execução
do projeto e aos técnicos José Carlos Vanni, Sebastião Assis
Mazzetto, Paulo Alves Junior e biólogas Maria Eliza Jordani
de Souza, Clarice Fleury Fina Franco e Maria Aparecida
Neves Cardoso Piccinato pela ajuda nos experimentos.

REFERÊNCIAS
1. Kimura C, Oike M, Ito Y. Hypoxia-induced alterations in Ca(2+)

mobilization in brain microvascular endothelial cells. Am J Physiol
Heart Circ Physiol. 2000;279:2310-2318.

2. Aizenman E, Sinor JD, Brimecombe JC, Herin GA. Alterations of N-
Methyl-D-aspartate receptor properties after chemical ischemia. J
Pharmacol Exp Ther. 2000;295:572-577.

3. Marinov MB, Harbaugh KS, Hoopes PJ, Pikus HJ, Harbaugh RE.
Neuroprotective effects of preischemia intraarterial magnesium sulfate
in reversible focal cerebral ischemia. J Neurosurg. 1996;85:117-124.

4. Kader A, Brisman MH, Maraire N, Huh JT, Solomon RA. The effect of
mild hypothermia on permanent focal ischemia in the rat. Neurosur-
gery. 1992;31:1056-1060.

5. Karibe H, Zarow GJ, Graham SH, Weinstein PR. Mild intraischemic
hypothermia reduces postischemic hyperperfusion, delayed postische-
mic hypoperfusion, blood-brain barrier disruption, brain edema, and
neuronal damage volume after temporary focal cerebral ischemia in
rats. J Cereb Blood Flow Metab. 1994;14:620-627.

6. Markarian GZ, Lee JH, Stein DJ, Hong SC. Mild hypothermia:
therapeutic window after experimental cerebral ischemia. Neurosur-
gery. 1996;38:542-550.

7. Winfree CJ, Baker CJ, Connolly ES, Jr., Fiore AJ, Solomon RA. Mild
hypothermia reduces penumbral glutamate levels in the rat permanent
focal cerebral ischemia model. Neurosurgery. 1996;38:1216-1222.

8. Nakayama H, Ginsberg MD, Dietrich WD. (S)-emopamil, a novel
calcium channel blocker and serotonin S2 antagonist, markedly reduces
infarct size following middle cerebral artery occlusion in the rat [see
comments]. Neurology. 1988;38:1667-1673.

9. Drummond JC, Cole DJ, Patel PM, Reynolds LW. Focal cerebral
ischemia during anesthesia with etomidate, isoflurane, or thiopental:
a comparison of the extent of cerebral injury. Neurosurgery. 1995;37:742-
748.

10. Matsui T, Sinyama H, Asano T. Beneficial effect of prolonged
administration of albumin on ischemic cerebral edema and infarction
after occlusion of middle cerebral artery in rats. Neurosurgery.
1993;33:293-300.

11. Luvisotto TL, Auer RN, Sutherland GR. The effect of mannitol on ex-
perimental cerebral ischemia, revisited. Neurosurgery. 1996;38:131-138.

12. Ogilvy CS, Chu D, Kaplan S. Mild hypothermia, hypertension, and
mannitol are protective against infarction during experimental intra-
cranial temporary vessel occlusion. Neurosurgery. 1996;38:1202-1209.

13. Fisher M, Meadows ME, Do T et al. Delayed treatment with intravenous
basic fibroblast growth factor reduces infarct size following permanent focal
cerebral ischemia in rats. J Cereb Blood Flow Metab. 1995;15:953-959.

14. Bederson JB, Pitts LH, Germano SM, Nishimura MC, Davis RL,
Bartkowski HM. Evaluation of 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride as
a stain for detection and quantification of experimental cerebral
infarction in rats. Stroke. 1986;17:1304-1308.

15. Menzies SA, Hoff JT, Betz AL. Middle cerebral artery occlusion in rats:
a neurological and pathological evaluation of a reproducible model
[see comments]. Neurosurgery. 1992;31:100-6; discussion 106-107.

16. Garcia JH, Yoshida Y, Chen H, et al. Progression from ischemic injury
to infarct following middle cerebral artery occlusion in the rat. Am J
Pathol. 1993;142:623-635.

17. Chen Q, Chopp M, Bodzin G, Chen H. Temperature modulation of
cerebral depolarization during focal cerebral ischemia in rats: correla-
tion with ischemic injury. J Cereb Blood Flow Metab. 1993;13:389-394.

18. Chen J, Graham SH, Zhu RL, Simon RP. Stress proteins and tolerance
to focal cerebral ischemia. J Cereb Blood Flow Metab. 1996;16:566-577.

19. Cole DJ, Schell RM, Przybelski RJ, Drummond JC, Bradley K. Focal cerebral
ischemia in rats: effect of hemodilution with alpha-alpha cross-linked
hemoglobin on CBF. J Cereb Blood Flow Metab. 1992;12:971-976.

20. Nagasawa H, Kogure K. Correlation between cerebral blood flow and
histologic changes in a new rat model of middle cerebral artery
occlusion. Stroke. 1989;20:1037-1043.

21. Hoehn-Berlage M, Norris DG, Kohno K, Mies G, Leibfritz D, Hossmann
KA. Evolution of regional changes in apparent diffusion coefficient
during focal ischemia of rat brain: the relationship of quantitative
diffusion NMR imaging to reduction in cerebral blood flow and
metabolic disturbances. J Cereb Blood Flow Metab. 1995;15:1002-1011.

22. Folbergrova J, Kiyota Y, Pahlmark K, Memezawa H, Smith ML, Siesjo
BK. Does ischemia with reperfusion lead to oxidative damage to
proteins in the brain? J Cereb Blood Flow Metab. 1993;13:145-152.

23. Matsuo Y, Onodera H, Shiga Y et al. Correlation between myelopero-
xidase-quantified neutrophil accumulation and ischemic brain injury
in the rat. Effects of neutrophil depletion. Stroke. 1994;25:1469-1475.

24. Matsuo Y, Kihara T, Ikeda M, Ninomiya M, Onodera H, Kogure K.
Role of neutrophils in radical production during ischemia and reper-
fusion of the rat brain: effect of neutrophil depletion on extracellular
ascorbyl radical formation. J Cereb Blood Flow Metab. 1995;15:941-947.

25. Yanaka K, Camarata PJ, Spellman SR et al. Synthetic fibronectin
peptides and ischemic brain injury after transient middle cerebral artery
occlusion in rats. J Neurosurg. 1996;85:125-130.

26. Bartus RT, Dean RL, Cavanaugh K, Eveleth D, Carriero DL, Lynch G.
Time-related neuronal changes following middle cerebral artery
occlusion: implications for therapeutic intervention and the role of
calpain. J Cereb Blood Flow Metab. 1995;15:969-979.

27. Malinski T, Bailey F, Zhang ZG, Chopp M. Nitric oxide measured by a
porphyrinic microsensor in rat brain after transient middle cerebral
artery occlusion. J Cereb Blood Flow Metab. 1993;13:355-358.

28. Piantadosi CA, Zhang J. Mitochondrial generation of reactive oxygen
species after brain ischemia in the rat. Stroke. 1996;27:327-331.

29. Lai JC, Clark JB. Preparation of synaptic and nonsynaptic mitochondria
from mammalian brain. Methods Enzymol. 1979;55:51-60.

30. Koiosumi J, Yoshida Y, Nakasawa T, Ooneda G. Experimental studies
of ischemic brain edema: a new experimental model of cerebral
embolism in rats in which recirculation can be introduced in the
ischemic area. Jpn. J. Stroke. 1986;8:1-8.

31. Blecic S, Bogousslavsky J. General management of patients with
ischemic stroke: clinical features and epidemiology. Curr Opin Neurol.
1995;8:30-37.

32. Selman WR, Bhatti SU, Lust WD, Ratcheson RA. Pathophysiology of
cerebral ischemia. In: Carter LP, Spetzler RF, eds. Neurovascular
Surgery. New York: McGraw-Hill; 1995:233-248.


