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[...] acho que s6 ha um caminho para a ciéncia — ou para a
filosofia: encontrar um problema, ver a sua beleza e
apaixonarmo-nos por ele; casarmo-nos com ele, até que a
morte nos separe — a nao ser que obtenhamos uma solugao.
Mas ainda que encontremos uma solugao, poderemos
descobrir, para nossa satisfagao, a existéncia de toda uma
familia de encantadores, se bem que talvez dificeis,
problemas-filhos, para cujo bem-estar poderemos trabalhar,
com uma finalidade em vista, até ao fim dos nossos dias.

Karl R. Popper

Quantos homens se langam para a luz, ndo para ver melhor,
mas sim para brilhar.

F. Nietzsche
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RESUMO

Introducdo: Os eventos isquémicos cerebrais representam um fendmeno grave e de
dificil solugdo, ocasionam perturbacdes importantes na vida dos acometidos e elevam os
custos sociais da assisténcia a saude. Para o estudo do fendmeno cérebro-vascular, a
utilizacdo de modelos animais é importante, pois permite melhor entendimento do
fendbmeno e possibilita o desenvolvimento de drogas neuroprotetoras e outras terapias
para o infarto cerebral. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o modelo de
isquemia cerebral, por oclusdo da artéria cerebral média, mediante introdugao de fio
intraluminal por 90 minutos e 120 minutos, e seu efeito sobre a area de infarto cerebral
em ratos. Materiais e métodos: Foram utilizados 52 ratos machos Wistar, com peso
médio de 426+43 g. Os animais foram submetidos a isquemia cerebral por introdugéo de
fio de nylon 3-0 na artéria cerebral média por 90 minutos ou 120 minutos, variavel que
diferenciou os grupos em estudo. Todos 0s animais que sobreviveram 24 horas ou mais
foram avaliados quanto ao comprimento do fio introduzido, a presenca de lesao
isquémica, ao déficit neurologico e ao volume da area de infarto. O fio utilizado para o
procedimento foi Mononylon® 3-0® (Ethico) e foi acrescentada cola Enthelan®. Foram
considerados com lesdo isquémica o0s animais que apresentassem achados
histopatolégicos compativeis. A avaliagdo do déficit neurolégico foi realizada apods
recuperacao anestésica, mediante aplicagcao de escore padronizado. O volume da leséo
isquémica foi determinado mediante utilizacdo do corante TTC, fotografia digital e
utilizacdo do programa Imaged (NIH for Windows). Na analise estatistica, foram utilizados
o test t- student e, para varidveis com grande assimetria, foi aplicado o teste U de Mann-
Whitney. Resultados: Nao houve diferenga estatistica na comparagao entre os pesos
dos animais nos dois grupos de estudo (p=0,59). O comprimento do fio introduzido foi de
14,7 mm no grupo 90 minutos e 20,2 mm no grupo 120 minutos (p=0,37). Lesdo
isquémica foi detectada em 11 animais (39%) no grupo que sofreu isquemia por 90
minutos e 11 (45%) do grupo de 120 minutos (p=0,77). Nos animais que apresentaram
lesdo, o comprimento do fio foi de 16,1£11 mm (90 minutos) e 21,9+7,4 mm (120
minutos) (p=0.15). O volume médio da area de infarto foi maior no grupo 120 minutos
(259,2 mm?3) do que no grupo 90 minutos (162,9 mm?3) (p=0,04). O escore de déficit
neurologico foi de 2,0 no grupo 90 minutos e de 2,4 no grupo 120 minutos (p=0,84).
Conclusdo: O modelo experimental estudado ndo induz lesdo isquémica cerebral
importante em ambos os grupos. O grupo 120 minutos apresentou maior volume de
infarto do que o grupo 90 minutos. O modelo experimental estudado demandou
treinamento extenso e gerou resultados potencialmente reprodutiveis, o que sugere sua
viabilidade para aplicagcdo em futuros estudos, mais treinamento € necessario para se
obter melhores resultados com menos animais.



ABSTRACT

Introduction: Ischemic events are a serious and hard to solve phenomenon. They
cause significant disturbances in people's lives, while contributing to increase social
costs. For the study of the brain vascular phenomenon it is important to use animal
models because it they allows the understanding and offer possibilities to develop
and evaluate the efficiency of neuroprotective drugs and brain infarct therapy. An
experiment has been carried out aiming to assess a brain ischemia model by
occlusion of the middle brain artery via an endovascular thread, by submitting to
ischemia for 90 min and 120 min. Materials and methods: Focal infarct was
obtained by occlusion of the middle brain artery, following the technique of
introducing endovascularly a 3-0 Mononylon®, thread. For the experiment fifty-two
(52) samples of wistar male rats, with an average weight of 426143.26 g. were used.
The animals were submitted to ischemia for 90 min and 120 min., and later, were
reperfused. All animals that survived over 24 hours were analyzed as to the presence
of ischemic lesion, neurological deficit and volume of infarct area. The thread used
was Ethicon (J&J) Mononylon® 3-0, and ENTHELAN®, in order to increase
adhesiveness and promote better occlusion. Results: The lesion was detected in
39.3%, and 45.8% of the groups which suffered ischemia for 90 min and 120 min.
Weight comparison did not show any statistical difference between the groups
(p=0.59). The thread introduced measured 14.68 mm in the 90-min. group, and 20.17
mm in the 120-min. group (p=0.37). In the animals with lesion, the thread distance
was 16.09+10.7 mm and 21.9+7.4 mm p=0.15. The volume was 162.9 mm® (90
min.), and 259.2 mm? (120 min.), p=0.04. Neurological score was 2.04 (90 min.) and
2.38 (120 min.), with p=0.84. Statistical analyses were performed with student's t-
test, and for variables with large asymmetry Mann-Whitney Test was applied. The
analyses of ischemic areas were performed with a 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) dye, and later photographed and measured by using ImagedJ 1.35 (NIH for
Windows). Conclusion: This model presents flaws in producing infarcts in both
groups. Nevertheless the results show that the group exposed to the longest
ischemia has a tendency to develop a more consistent infarct zone suggesting that
this is the appropriate period for the experiment. The applied model remains gold
standard in the study of focal ischemia. However, to master the technique more
training is necessary to obtain better results with fewer animals.



1 INTRODUCAO

Mais do que qualquer outro 6rgdo do corpo humano, a integridade do cérebro
€ dependente de um continuo fornecimento de sangue e glicose para a manutengao
de suas fungdes. (HOSSMANN,1998).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) define Acidente Vascular Encefalico
(AVE) como “um sinal clinico de rapido desenvolvimento de perturbagao focal da
funcdo cerebral, de suposta origem vascular e com mais de 24h de duragao’.
(CESARIO, 2006).

As doencas isquémicas, entre elas o infarto cerebral isquémico, sdo a terceira
causa de morte nos EUA, ocorrendo uma a cada trés minutos, com uma incidéncia
de 700.000 casos/ano. O infarto cerebral, além de apresentar elevado indice de
mortalidade, é considerada importante causa de incapacidade e invalidez na fase
adulta (CARMICHAEL,2005).

Segundo Carmichael (2005), a proporgdo de individuos adultos que
sobrevivem ao infarto cerebral é de 76%. Destes, em torno de 50% apresentam
quadro de sequelas motoras, 26% sao dependentes nas atividades do cotidiano
diario e 26% apresentam invalidez total, necessitando de suporte e cuidados
especiais por longo tempo (CARMICHAEL,2005). Frequentemente requerem
adaptagdes no domicilio (American Academy of Neurology,1996), justificando,
assim, o alto custo hospitalar e de reabilitagdo, estimado em U$ 35 bilhdes de
dolares nos Estados Unidos. Esses dados também foram demonstrados e
publicados pela American Heart Association. (TUREYEN, 2005).

Apesar de conhecido como uma doenca da idade avancada, o infarto cerebral
também ocorre no periodo neonatal, quando ocasiona disfungdes neuroldgicas que
potencialmente acompanham toda a vida do acometido. Nesse periodo, acidentes
vasculares encefalicos ocorrem em 20% a 30% dos nascidos com menos de 35
semanas de gestacao, o que faz com que esse grupo tenha uma frequéncia ainda
maior que o dos individuos com mais de 65 anos (DERUGIN,2000).

O infarto cerebral, por isquemia cerebral focal, tem trés subtipos: trombose,
embolismo e hemorragia. A trombose e embolia representam cerca de 80% dos
quadros vasculares no ser humano (ZHANG,1997). Ja a mais importante causa

clinica de isquemia cerebral global é a parada cardiaca. Seus efeitos sdo maiores ou



menores, de acordo com o tempo do restabelecimento da circulagdo. Outros fatores
que podem levar a redugao global € o estrangulamento, o choque séptico ou a
hipertensdo endocraniana.

As diferentes causas de infarto cerebral estdo associadas a sua dimenséo,
que varia de quadros lacunares, pela oclusdo de pequenos vasos, a grandes infartos
cértico-subcorticais (CARMICHAEL,2005). A oclusdao da artéria carétida interna
(ACI), ou da artéria cerebral média (ACM), causa 10% a 15% dos infartos e resulta
em edema cerebral importante, com aumento na pressao intracraniana e
freqUentemente progressado ao coma e a morte. Os indices de mortalidade chegam a
80% nesses casos, cunhando a expressao infarto maligno (ENGELHORN,2002;
JIEYONG,2006).

Em quadros agudos de isquemia, o principal objetivo da terapia €& a
interrupgcao da evolucio da lesao isquémica, com a transformacao da chamada area
de penumbra em zona de infarto. As estratégias visam a reduzir as sequelas do
infarto (HENNINGER,2006). O tratamento dos eventos isquémicos é baseado,
inicialmente, no restabelecimento da perfusao da area afetada. Procedimentos para
a recanalizagao vascular nas primeiras horas do evento tém sido utilizados para
melhorar os indices de recuperacao e redugao do infarto.

Os neurocirurgides deparam-se com situagdes analogas as do infarto
cerebral, durante procedimentos neurovasculares, em que ha necessidade de
oclusao temporaria de um vaso. Isso ocorre principalmente em procedimentos
cirurgicos onde ha envolvimento dos vasos do poligono de Willis (DIAS,2000). A
aplicacdo transitéria de clipes nas cirurgias de aneurisma € um exemplo dessas
situagdes. A diminuicdo da pressao arterial focal e das dimensbdes do aneurisma
facilitam a abertura para a remocgao de material ateromatoso e das calcificacoes, e a
reconstrucdo do vaso nutridor (KORENKOV,2000;LAVINE,1997); porém ¢é
potencialmente geradora de isquemia.

Ha na literatura especializada crescente evidéncia de que as terapias de
revascularizagdo sao clinicamente efetivas e reduzem o transtorno neuroldgico
(BARBER, 2004).

No tratamento e na reabilitagdo dos eventos isquémicos cerebrais, verificou-
se, nas Uultimas décadas, um avango no emprego de drogas tromboliticas e na

terapia endovascular. Outras duas modalidades terapéuticas que vém sendo



empregas sao a hipotermia e craniectomia descompressiva (YANAMOTO,2001;
JIEYONG, 2006).

Apesar dos avangos técnicos no tratamento da isquemia cerebral, alguns
obstaculos tém permanecido (BARDUTZKI,2005). O tempo de isquemia cerebral
tolerado pelo cérebro € dependente da intensidade da isquemia, da concentracido de
oxigénio no tecido encefalico, da reserva metabdlica primaria e secundaria, da
velocidade do consumo dessa reserva, da temperatura e da presenga ou nido de
drogas anestésicas. Diferentes areas cerebrais apresentam vulnerabilidade variavel
a isquemia (HOSSMANN, 1998).

O desenvolvimento de um modelo experimental de isquemia cerebral tem sido
alvo de muitos trabalhos cientificos. Busca-se encontrar formas faceis e
consistentemente reprodutiveis para avaliagdo da fisiopatologia, bem como para o
desenvolvimento e a avaliagado de tratamentos, pois os eventos em humanos sao
imprevisiveis, e os estudos clinicos sdo de dificil inferéncia. Nos modelos animais
conhecidos, a reproducao do infarto cerebral é bastante parecida com a que ocorre
no ser humano. A maioria dos modelos experimentais enfoca a busca da redugao da
area de infarto e o estudo do infarto de grandes dimensdes, considerados maligno.
(GERRIETS,2004). O protétipo da isquemia cerebral focal mais utilizado é a
trombose por oclusdo da artéria cerebral média (OACM) (HOSSMANN, 1998).

O emprego de modelos animais permite o estudo e a investigacdo da
fisiopatologia da isquemia cerebral, especialmente os modelos de isquemia focal
(GERRIETS,2003). A avaliacao de novas abordagens terapéuticas representa
importante contribuicdo dos modelos experimentais (DITTMAR, 2003). O estudo da
isquemia e reperfusdo pode contribuir para a diminuicdo das sequelas permanentes
e a melhora da qualidade de vida (SUN, 2005).

Duas questdes relacionadas ao infarto cerebral tém sido muito investigadas,
com o emprego de modelos experimentais (PEELING, 2001):

1. Que sequela comportamental pode perdurar a curto e longo prazo na
evolugado de animais que se apresentam neurologicamente normais apoés
recuperacao da OACM?

2. Que farmacos utilizados para tratamento de infarto cerebral sao efetivos
na reducéo e prevencgao das sequelas neuroldgicas da isquemia?

A grande diversidade dos modelos experimentais atualmente utilizados

demonstra, de um lado, a necessidade do estudo experimental da isquemia; de



outro, o fato de que ainda nao se obteve um padrao ideal quanto a espécie e a
técnica cirurgica. O modelo ideal deve atender aos seguintes principios: reproduzir
condigbes de relevancia clinica; ser facilmente reprodutivel; ser facilmente
executavel, e evitar efeitos colaterais n&o relacionados a isquemia
(HOSSMANN,1998).

O modelo de OACM tem sido amplamente utilizado para produzir danos
isquémicos em estudos experimentais (TAKAMATSU, 2002) e, desde o ano de
1975, tém sido desenvolvidos varios modelos de OACM em ratos. O mais utilizado
no passado foi a OACM por coagulagao da ACM através de uma craniectomia.

A isquemia cerebral focal tem sido produzida por uma variedade de métodos,
e as variagdes na indugao do infarto sdo atribuidas a diversidade de espécie e a
técnica empregada (TAKAMATSU, 2002). Os modelos n&o trombdéticos séo obtidos
por abordagem cirurgica direta, através de craniectomia temporal e oclusdo da ACM.
Nos modelos trombogénicos, sao utilizados agentes como: trombo sanguineo,
microsferas de latex, acetato de polivinil, injetados na artéria carétida comum (ACC)
ou na artéria cerebral média (ACM). Estes parecem ser os mais relevantes para
analogia com a situagéo clinica do infarto, pois tendem a reproduzir mais fielmente o
infarto cerebral de humanos (YANG, 2002).

O modelo de OACM foi introduzido por Koizumi et al. (1986), mediante
craniectomia e coagulagdo da ACM. Longa (1989) o aprimoraram, diminuindo sua
variabilidade, com emprego de técnica endovascular, menos invasiva e, portanto,
preferivel. Consiste na introducao de fio cirargico na luz do vaso até sua obliteracao.
(GERRIETS, 2004; TAKAMATSU, 2002). No entanto, o tamanho da lesdo induzida,
a ocorréncia de hemorragia subaracnoidea devido a perfuragdo de vasos e a
mortalidade precoce variam de um laboratério para outro (KUGE, 1995; TAKANO,
1997). Atualmente, as diferencas de resultado tém sido atribuidas a outras variaveis,
como: raca e idade dos animais e comprimento do fio ocluidor introduzido na artéria
(WOITZIK, 2006).

Neste trabalho, avalia-se a utilizagdo do fio monofilamentar 3-0 com a
extremidade recoberta por cola, empregada para aumentar a aderéncia e, com isso,
aumentar a probabilidade de ocasionar lesdo (ZHAO, 1996). Além disso, pretende-
se avaliar e comparar os efeitos do tempo de oclusao intravascular, 90 minutos e
120 minutos, sobre a presenga de lesao isquémica, déficit neuroldgico e volume de

infarto cerebral.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Implantar modelo experimental de isquemia cerebral em ratos por ocluséo
da artéria cerebral média, mediante introducéo de intraluminal de fio por 90 minutos

e 120 minutos.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Avaliar e comparar os efeitos da oclusdo da artéria cerebral média, mediante
introdugdo de fio endovascular por 90 minutos e 120 minutos sobre a
ocorréncia de lesao isquémica cerebral;

b) Avaliar e comparar os efeitos da oclusao da artéria cerebral média, fio sobre a
ocorréncia e a magnitude do déficit neurologico;

c) Avaliar e comparar os efeitos da oclusdo da artéria cerebral média, sobre a
ocorréncia e o volume de infarto cerebral.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de
Caxias do Sul — RS (UCS) e aprovado em 25 de janeiro de 2005. Os cuidados e
procedimentos foram realizados em conformidade com as normas éticas para
utilizacao de animais para experimentos médicos, descritas no Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (National Academic Press,1996).

Utilizaram-se 52 ratos da raga Wistar, machos, adultos, com peso variavel
entre 300 g a 500 g e com idades semelhantes, obtidos do Biotério da Universidade
de Pelotas. Os animais foram acondicionados em caixas de propileno em numero de
quatro animais por caixa. Foram colocados em temperatura controlada, alimentagcao
e agua livremente, sob condi¢des de luminosidade diurna e noturna de 12 horas.

Os procedimentos cirurgicos foram executados no Laboratério de Fisiologia
da UCS.

3.2 ANESTESIA

A inducdo anestésica foi realizada com halotano em campénula. Apds
depressao do sensoério, foi administrada atropina na dose de 5 mcg/100 g peso do
animal, por via intramuscular e tiletamina + zolazepan (Zoletil® 50), em doses 0,18
ml a 0,3 ml.

O ar inspirado foi enriquecido com 1L/min de O? a 100% em funil. A
temperatura do animal foi mantida, com a utilizacdo de lampadas e compressas

aquecidas.
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Figura 3: A artéria carétida esquerda externa pronta para a ihtrodugéo do fio ocluidor.

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apods confirmado o plano anestésico do animal, o mesmo foi colocado sobre
um suporte e imobilizado com amarras nas patas.

Apos tricotomia da regido cervical, foi realizada incisdo mediana cervical
longitudinal, com extensdo de 2 cm a 3 cm, progredindo-se dissecagado subcutanea
até o plano vascular. Os planos musculares e a traquéia foram afastados, por
afastadores em forma de anzol, tracionados lateralmente com elasticos para facilitar
a exposicao.

Apos esse momento, o procedimento foi realizado sob aumento, com a
utiizacdo de lupas cirurgicas (4X). Foi realizada dissecagdo do nervo vago,
separando-o da artéria carétida comum esquerda (ACCE). As ligaduras vasculares
foram realizadas com fio de nylon monofilamentado (Mononylon® 5-0). A ACEE foi
isolada, e seus ramos: artéria tiredidea superior e artéria lingual, ligados. A artéria

occipital foi coagulada com a utilizagcdo de cautério cirurgico e, posteriormente,



seccionada. A ACEE foi seccionada junto a bifurcagdo dos ramos distais. A artéria
pterigoidopalatina, ramo da artéria carétida interna, foi ligada junto a bula mastdidea.

A oclusdo temporaria da ACC e da ACI, foi realizada com microclipes,
semelhantes aos utilizados em cirurgias de aneurisma cerebral (VICCA®). Apos
arteriotomia no coto proximal da ACEE, o fio ocluidor foi introduzido
retrogradamente, descrito abaixo, e o clipe da ACIE foi retirado. A progresséao do fio,
a partir da bifurcagcdo da ACCE foi no sentido ascendente, pela luz da ACIE. O fio foi
introduzido até o encontro de resisténcia firme, sendo, entao, ligado junto ao coto. O
clipe, localizado na ACCE, foi liberado, e o restabelecimento do fluxo sanguineo foi
verificado. Foi controlado eventual sangramento no campo operatério. Em seguida,
procedeu-se ao fechamento do ferimento operatério em plano unico com fio nylon
monofilamentado (Mononylon® 4-0).

O tempo da oclusédo foi de 90 minutos (grupo A) e 120 minutos (grupo B). A
alocacgao dos grupos foi aleatdria, ndo probabilistica.

Apés o procedimento, os animais foram recolhidos as suas caixas e
observados durante o periodo da oclusao até serem novamente anestesiados para
retirada da ocluséo.

Decorrido o tempo de oclusédo, os animais foram novamente anestesiados
com metade das doses iniciais. A sutura da incisdo foi retirada, a incisao foi reaberta,
e o fio ocluidor foi retirado. Na presengca de sangramento da ACEE, este foi
coagulado. A incisao foi novamente suturada. Solugéo fisiolégica 10 ml foi injetada
na cavidade peritonial para hidratagao.

Apds os animais terem despertado e apresentado movimentacéo espontanea,
foram avaliados para verificar a presenga e o escore de déficit neuroloégico, conforme
escala apresentada a seguir.

Apos essa etapa, foram recolocados nas caixas e receberam alimento e

agua livremente.



Figura 4: Fio introduzido pelo coto da artéria da carétida externa.

3.4 FIO OCLUIDOR

O fio escolhido para a oclusao foi o nylon monofilamentar (Mononylon® 3-0®
Ethicon). Um segmento de 5 cm foi padronizado para facilitar a mensuragao de
comprimento a ser introduzido. A extremidade introduzida foi modificada, tornando-
se arredondada por calor (chama). A extremidade do fio foi umedecida em balsamo
sintético (Entellan®-Merck Germany) e deixada para secar. Este procedimento é
importante para aumentar a probabilidade de causar lesdo isquémica por aumento

da aderéncia.



Figura 5: Fio Mononylon 3-0.

Figura 6: Cola Entellan.

3.5 AVALIACAO NEUROLOGICA

O exame neuroldgico foi realizado apdés o término do procedimento e o
despertar do animal, segundo uma escala de cinco (05) pontos (GERRIETS, 2004;
BEDERSON, 1986):



a) 0 (zero) — sem déficit neuroldgico;

b) 1 (um) — perda de movimento na pata dianteira direita;

c) 2 (dois) — circula para direita de modo inconstante;

d) 3 (trés) — circula para a direita de forma constante e/ou com queda
para o lado;

e) 4 (quatro) — depressao do sensorio;

f) 5 (cinco) — morte.

Os animais que sobreviveram nas primeiras 24h foram sacrificados no
periodo de 72h, e o cérebro retirado e examinado. O sacrificio foi feito com

sobredose de anestésico halogenado em campéanula.

3.6 EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Os cérebros dos animais foram retirados e colocados em agua fria, realizado
o corte no plano coronario, em cinco fatias de 2 mm de espessura e corados em
solugao de 2% de 2,3,4-Triphenyltetrazoliun chloride (TTC). As fatias permaneceram
incubadas em temperatura de 37°C por um periodo de trinta (30) minutos e fixadas
em solucdo de formalina tamponada a 10%. Apds, permaneceram em ambiente
refrigerado durante 24h, em recipiente fechado evitando exposicdo a Iluz
(BEDERSON, 1986; SCHILICHTING, 2004; YANG, 2002; TUREYEN, 2005; KUGE,
1995; WANG, 2001).

As pecas foram colocadas em ordem do podlo frontal ao pdlo ocipital. Foi
considerado que a lesao isquémica estaria presente se a coloragdao com TTC fosse

negativa.



I
-'

-_-_ "'l'“ o
i S I .
3
']
-k —

T g

i
{ 4

16-0 106

Figura 7: Pecas com cloracdo pelo TTC onde h4d demonstracéo da lesdo isquémica.



Figura 8: Cérebro sem demonstracao de lesdo isquémica.

3.7 ANALISE DOS DADOS

As pecas foram fotografadas para posterior medicéo e analise de suas areas
de infarto, utilizando-se, para isso, equipamento da marca Sony com resolugao de
3,2 Megapixels.

Para a mensuragédo do volume de infarto, foi utilizado o programa NIH image
(IMAGE 1.31 Windows). As areas de infarto, em cada fatia, foram mensuradas e
multiplicadas pela espessura de 2mm para a aquisi¢gao do volume da zona de infarto.
A anadlise e mensuragdo do tamanho da zona de infarto foram realizadas por
investigador sem conhecimento do procedimento. As medidas foram estabelecidas
em pixels, o calculo da superficie em mm? e o volume medido em mm?3.

Todos os dados mensurados foram coletados de forma isolada, e medigao foi

feita tanto nas areas sem infarto como nas areas com infarto.



3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos com média e desvio padrdo, e os
dados categdricos, por frequéncia e percentuais.
As comparacgdes entre os grupos com oclusao de A e de B, para os dados
quantitativos, foram realizadas mediante teste t-student de amostras independentes.
Nos casos de assimetria, aplicou-se o teste U de Mann Whitney para analise
comparativa. O teste U de Mann Whitney também foi utilizado na comparagdo do
exame neuroldgico.
As variaveis categoricas, presencga de lesao e peso, foram comparadas pelo
teste exato de Fischer.
Na comparagao da média da area isquémica e do volume entre os grupos A e
B, ajustando para potencial efeito confusional de peso, foi utilizado o modelo de
analise de co-variancia.
Para visualizagdo e demonstragédo das diferengas entre os grupos, utilizaram-
se graficos de boxplot. (Anexo A). O nivel de significancia ajustado no estudo foi de
«=0,05.

Os dados foram processados e analisados pelo programa SPSS, versao 12.0.



4 RESULTADOS

Tabela 1 — Resultados das variaveis do estudo segundo o grupo.

Grupo A Grupo B p
n. 28 n. 24

Peso 423141 439146 0,59
(Gramas)

Tempo cirurgico 64,8141 66,04+22 0,82
Fio (mm) 14,619,8 20,118,4 0,04
E.N. 2,0+1,1 2,4+0,6 0,19
Vol isq (mm?) 162,9+110,8 259,3+125,1 0,13
Maisq (mm?) 12,4+7,6 18,5194 0,25

Peso= gramas

E.N.= exame neuroldgico..

Fio mm= distancia do fio a partir da bifurcacao carotidea.
Vol isq mm?3= volume da area isquémica em mm3.
Maisq= média da area isquemica.

Foram analisadas cinquenta e duas (52) amostras de ratos Wistar, com
pesos médios de 426,19 g, desvio padrao (DP+- 43,26) e com amplitude de 205 g
(330 a 535 g).

O grupo 90 minutos foi constituido por 28 animais com peso meédio de
423141 g. O grupo 120 minutos foi constituido por 24 animais com peso médio de
429+46 g. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em
relacéo ao peso (p=0,59).

Em relacdo a dose do anestésico Zoletil, a média foi de 0,21+-0,46 ml.
Atropina foi de 0,41 +-0,1 ml.

O comprimento do fio introduzido, a partir da bifurcagédo, no grupo 90
minutos (n=28) foi de 14,69 mm e no grupo 120 minutos (n=24) foi 20,2+8 mm. O
grupo 120 minutos teve maior comprimento de fio introduzido (p=0,04).

O tempo cirurgico de procedimento para oclusdo da ACM, no grupo 90

minutos foi de 64,8+16,4min e no grupo 120 minutos foi de 66,8+22,5 min. Nao



houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em relagao ao tempo

cirargico do procedimento, excluido o tempo de oclusao (p=0,82).

Tabela 2 — Resultados da Média da Area Isquémica segundo o grupo.

Grupo 90 min 120 min
n=11 n=11
Maisq 12,417,6 18,419,4

Valores expressos em porcentagem (%)
p=0,04.ajustado por co variancia

Isquemia foi observada em 11 animais (40%) do grupo 90 minutos e em 11
(50%) do grupo 120 minutos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos, com relagdo a ocorréncia de isquemia (p=0,78). O risco no grupo 90
minutos foi de 1,07 (1.C.0,65-1,76) e no grupo 120 minutos, foi de 0,97 (1.C. 0,52-
1,68).

A média da proporgao percentual de volume de isquémica em relacdo ao
volume cerebral no grupo 90 minutos (n=11) foi de 12,4+7,6% e no grupo 120
minutos de 18,4+9,4%. O grupo 120 minutos apresentou maior area isquémica
(p=0,04).

O volume obtido de area isquémica (infarto) no grupo 90 minutos (n=11) foi
de 162,9+111,0 mm3 e no grupo 120 minutos (n=11) foi de 259,2+125,1 mm3. Nao
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos com relagéo ao volume
de infarto (p=0,07). Quando ajustado pelo peso de cada animal, por analise de co-
variancia, o volume médio de infarto foi 162,9£111,0 mm?2 no grupo de 90 minutos e
de 259,2+125,1 mm?3 no grupo de 120 minutos (p=0,04).

A distribuicdo dos animais, quanto ao déficit neurologico, apresentou os
seguintes resultados: no grupo 90 minutos de oclusdo: grau zero n=2(7,1%) grau 1
n=8(28,5%), grau 2 n=7(25,0%), grau 3 n=9(32,%) e grau 4 n=2(7,1%).

No grupo de 120 minutos; grau 0 n=0(0%), grau 1 n=0(0%) grau 2
n=16(66,6%), grau 3 n=7(29,2%) e grau 4 n=1(3,3%).

O escore no exame neurolégico foi de 2,0+1,1 no grupo 90 minutos e
2,4+0,6 no grupo 120 minutos. Nao houve diferenga estatisticamente significante

entre os grupos, em relagao ao escore neurolégico (p=0,26, U Mann-Whitney).



Tabela 3 — Distribuicdo exame neuroldgico comparado ao tempo de ocluséo.

90 min n 120 min n
0 7,1 2 0
1 25,0 8 0
2 30,4 7 66,6 16
3 32,0 9 29,2 7
4 7,1 2 3,3 1

Valores em porcentagem %. P=0,26

Em relacdo a presenca de lesdo, a distribuicdo dos animais, quanto ao
exame neurolégico, apresentou: grau 0 n= 0(0%), grau 1 n=1(4,5%), grau 2
n=12(54,5%), grau 3 n=9(40,9%) e grau 4 n=0(0%).

O grupo 90 minutos apresentou uma média no escore de 2,04+1,1, enquanto

no grupo 120 minutos a média foi de 2,38+0,5 com nivel de significancia p=0,65.

Tabela 4 — Distribuicdo percentual conforme presenca ou auséncia de lesdo isquémica.

Grau Auséncia N Presenca n
0 10,0 3 0 0
1 20,0 6 4,5 1
2 36,6 11 54,5 12
3 23,3 7 40,9 9
4 10,0 3 0

p=0,42

Tabela 5 — Resultados do Tempo de Oclusdo com ou sem leséo.

Sem lesao Com leséo
90 min 60,7 39,3
n 28 n17 n 11
120 min 54,2 45,8
n 24 n13 n 11

P=0,78



5 DISCUSSAO

Os eventos isquémicos cerebrais sdo problema de alta relevancia clinica:
sdo muito frequentes, associados a grande morbimortalidade e elevados custos. A
pesquisa clinica nessa area tem grande limitacdo. O evento € imprevisivel, as
dimensdes das sequelas ndo sao uniformes, e as condi¢gdes clinicas associadas sao
muito variadas. O desenvolvimento de modelos experimentais de pesquisa nesse
contexto é altamente desejavel.

Por ser clinicamente mais importante, a isquemia cerebral focal tem sido
alvo da atencdo de muitos pesquisadores. A oclusao experimental da artéria cerebral
média (OACM) é a maneira mais comumente utilizada em pesquisa para obtengao
de isquemia cerebral focal. O modelo exige manipulagdo de vasos sanguineos;
portanto, o animal deve ter um porte minimo que o permita. O rato, animal utilizado
no presente estudo, € provavelmente o animal menos desenvolvido na escala
zoolégica, com configuragdo anatdmica favoravel para tal.

As técnicas descritas para indugdo de isquemia cerebral sdo diversas,
podem envolver craniotomia para obtencdo da oclusdo; embolizacdo arterial;
oclusdo de quatro ou trés vasos na regiao cervical. A variagao no tempo de isquemia
utilizado contribui para a diversidade dos modelos experimentais de pesquisa.
(CARMICHEAL, 2005). Atualmente, o modelo de isquemia cerebral focal mais
utilizado é a trombose por OACM (HOSSMANN, 1998).

Varios sdao os meétodos descritos para OACM. O método de Koizumi (1986)
consiste em realizar craniectomia e coagular a ACM. Obtém-se infarto cerebral em
93% dos animais. A oclusao irreversivel do vaso ndao permite o estudo de um
importante evento verificado na condig¢ao clinica: a reperfusdo. O método de Longa
(1989) consiste em introduzir fio cirurgico na Artéria Carétida Interna (ACI), com
progressao até a oclusdo da artéria cerebral média (ACM). Infarto cerebral é
alcangado em 56% dos casos, e a taxa de mortalidade é significativa. A retirada do
fio oclusor desobstrui o vaso, o que leva a reperfusdo do tecido isquémico. Essa
situacdo mimetiza o que ocorre no tratamento atual do acidente vascular isquémico,

que visa a desobstrugao vascular por angioplastia ou trombdlise. Além disso, esse



método permite o estudo das consequiéncias de diferentes tempos de isquemia. Foi,
por essas razdes, o metodo escolhido para o presente estudo.

O método original de Longa teve aprimoramentos. A utilizagdo de
Mononylon® 3-0 e recoberto com poly-I-lysine, uma cola, levou a indices mais
elevados de infarto cerebral. Todos os ratos submetidos a isquemia por 60 minutos e
120 minutos apresentaram zona de infarto (BELAYEV, 1996). No presente estudo,
essa modificacio foi incorporada, porém obtiveram-se indices inferiores de infartos.
Fatores limitantes ao indice de sucesso do experimento podem estar relacionados
com a nao-visualizacdo direta da extremidade do fio. Se ndo fixado na posicao
correta, na origem da ACM, imediatamente distal a sua bifurcacdo da ACI, pode
ocorrer reperfusdo precoce ou ma-oclusdo da ACM. Cita-se também que pode
ocorrer deslocamento do fio por aumento da pressao arterial durante o experimento.
(SUN, 2005). Se o fio ocluidor ndo progride suficientemente dentro da ACI, oclui
apenas a artéria coroidéia anterior, que se origina da porcéao intracraniana da ACl e
nao da ACM, estabelecendo-se fluxo colateral pelo lado oposto, pela ACA ipsilateral
e bifurcacdo da ACI. (GERRIETS, 2004; SUN, 2005). Sabidamente, a oclusdo da
artéria coroidéia anterior leva a déficit motor sem infarto cerebral estabelecido. O
posicionamento inadequado do fio pode explicar o fato de que, no presente estudo,
27 animais apresentam déficit neurolégico sem infarto cerebral estabelecido.

Outros fatores que podem influenciar a ocorréncia de infarto cerebral nesse
modelo sdo: a variacdo do comprimento da ACM, a variabilidade anatdomica de seus
ramos, € a supléncia de ramos colaterais (YANG, 2002; BARDUTZKY, 2005;
HOSSMANN,1998).

Independentemente da técnica de obtencdo da isquemia, ha diferenga entre
as espeécies e entre os individuos quanto a resisténcia ao insulto isquémico, o que
pode também explicar parcialmente as diferengas de volume e frequéncia de lesao
(KAPLAN, 1991).

A experiéncia do pesquisador também é fator de importancia na aplicacéo
do método. A percepgao da resisténcia a progressdo do fio é em grande parte
subjetiva, dependente de treinamento. (Sun, 2005). Takano (1997) considera
principiante um pesquisador com pratica de seis meses, pesquisador experiente
entre um e dois anos e pesquisador bem habilitado (well skilled) com mais de dois

anos. Nesse contexto, ainda que treinado em microcirurgia, o autor do presente



estudo pode ser considerado principiante, o que deve ter influenciado os resultados
apresentados.

Permanece na literatura questionamento sobre a escolha do fio para
oclusdo. (Kuge, 1995; Yang,2002; Abraham, 2002). O diametro e o material do fio
sao fatores criticos na obtengao de resultados no modelo de OACM . Nao esta eleito
um padrao definitivo de fio para esse fim. (Sun, 2005).

No presente estudo, a escolha do fio Mononylon® deveu-se a facil obtengao
e manuseio do mesmo. O diametro escolhido, 3-0, permite melhor oclusédo e induz
infarto com mais consisténcia e extensdo. (Belayev, 1996). O uso de cola
(ENTHELAN ®) permite maior aderéncia, o que, teoricamente, aumenta as chances
de ocasionar lesdo isquémica(Zhao, 1996). Belayev (2005) em seus experimentos
também utilizou fio Mononylon® 3-0 coberto com poly-lysine.

Kuge et al (1995) compararam dois fios Mononylon® 4-0 de produtores
distintos (Ethilon® e Nitcho®) e observaram que o fio com maior didametro tem maior
probabilidade de causar uma ocluséo vascular mais completa e, consequentemente,
produzir lesdo mais extensa. Li et al(1999) utilizaram fio Mononylon® 4-0
siliconizado com ponta arredondada, para evitar a ruptura vascular. Gerriets (2003;
2004) e Woitzik (2006) utilizaram fio Mononylon® 4-0 siliconizado com a mesma
técnica.

Ha uma relacdo entre comprimento do fio introduzido na ACI e presenca de
déficit neurolégico. O comprimento do fio introduzido para causar OACM varia,
conforme varios autores, de 17 mm a 23 mm (Longa, 1989; Forsting, 1995;
Abraham, 2002; Belayev, 2005), dependendo da raca e do peso do rato. Schimidt-
Elsaesser (1998) verificaram que a introdugao de segmento de fio igual ou superior a
22 mm provoca maior déficit neurolégico quando comparada com a introdugéo
menor ou igual a 18 mm. No presente estudo a variavel comprimento do fio
introduzido foi aferida. No grupo de 90 minutos, a média foi de 14,7 mm e no grupo
de 120 minutos, de 20,1 mm (p=0,37). Zhao (1996) demonstrou que o comprimento
do fio varia de acordo com o peso do animal. Se realizada corre¢cao pelo peso do
animal, por analise de covariancia, obtém-se que ha diferenga entre os grupos
(p=0,04), o que deve ter infuenciado os resultados, especialmente os relacionados
ao volume de infarto. Esses dados demonstram que o grupo de 90 minutos teve uma
média de comprimento de fio introduzido inferior aquela citada pela literatura.

Separados nos dois grupos, 0s animais que nao apresentaram lesado isquémica, o



comprimento introduzido variou de 13,7 a 18,6 mm, enquanto os dados analogos
dos animais que apresentaram lesédo foram de 16 a 21,9 mm. Essa diferenga pode
ser atribuida a distribuicdo da alocagdo dos grupos: a maioria dos experimentos do
grupo de 90 minutos foi realizada no inicio do trabalho. Supde-se que a experiéncia
do autor tenha influenciado essa variavel.

Outra variavel utilizada no presente estudo, para avaliar a consisténcia da
implantagdo do modelo experimental, foi o tempo de oclus&do da ACM. Kaplan (1991)
verificaram que o restabelecimento de perfusdo uma hora apdés a inducdo da
isquemia pode nao resultar em infarto cerebral significativo. Sugerem que uma
isquemia sustentada entre uma e duas horas é suficiente para causar infarto,
enquanto que, acima de trés horas, o infarto resultante ndo é diferente do obtido
com oclusédo completa, corroborando os resultados de Longa (1989), segundo os
quais oclusbées mais prolongadas do que duas horas ndo acrescentam area de
infarto e sdo semelhantes as obtidas com oclusao permanente. Tempo de oclusao
de duas horas foi utilizado por Ding (2002) e por Kristian (1998) com diferentes
objetivos, enquanto o tempo de 90 minutos foi utilizado por Schmid-Elsaesser (1998)
e por Maier (2001).

Estudo realizado com ressonancia nuclear magnética, na fase aguda de
isquemia, demonstra que volume anormal na difusdo aumenta nos primeiros 90
minutos e alcanga seu maior pico apés duas horas. (Henninger 2006), sugerindo ser
esse o tempo do estabelecimento da lesédo tecidual irreversivel. A formacao de
edema e sua queda rapida sao das caracteristicas dos modelos de reperfusdo. O
aumento no déficit neuronal ndo depende apenas da zona de infarto ou do seu curso
temporal. O edema influencia a formagado e o aumento do infarto, portanto, o tempo
na melhora do déficit esta relacionado ao declinio do edema. (Takamatsu, 2002).

Engelhorn (2002) verificou que a reperfusao, uma hora apés OACM, reduz
significativamente o volume do infarto e melhora o resultado neurolégico
comparativamente aos controles em seu estudo. Nao houve reducdo na area de
infarto quando o tempo de oclusao foi superior a duas horas.

No presente estudo, obteve-se lesdo isquémica em 39% dos animais do
grupo 90 minutos e em 46% nos do grupo 120 minutos. Essa diferenga n&o foi
estatisticamente significante (p=0,77). Deve-se mencionar que foi relatado que a
raca Wistar notadamente apresenta maior tolerancia a periodos de OACM acima dos

120 minutos e apresenta boas taxas de sobrevivéncia. (Peeling, 2001).



A dimensdo da zona de infarto freqientemente tem sido um indicador
primario da extensao do dano isquémico cerebral nos modelos animais. O volume de
infarto pode ser identificado por métodos histoquimicos, como o utilizado no
presente estudo, pelo uso de triphenyltretrazolium chloride (TTC) (Schilichting,
2004). Esse método tem ampla aceitagdo na literatura cientifica e foi utilizado para
diferentes finalidades, como a quantificacdo de volume de infarto em ratos
submetidos a OACM com e sem hipertensdo. (Dogan,1998). O método € de facil
aplicacao e interpretagdo e nao € dispendioso economicamente. Ha evidéncias de
que as lesdes mensuradas sao menores pelo TTC do que pela ressonancia nuclear
magnética, provavelmente pela influéncia do edema tecidual. (Bardutzky, 2005).

Optou-se por utilizar programa de computador de dominio publico para
quantificacdo do volume baseado na andlise de fotografias digitais. Esse método
tem sido frequentemente utilizado para esse fim. (Jieyong, 2006). Os resultados sé&o
expressos em volume ou em propor¢ao percentual do volume cerebral total.

O volume médio do infarto foi menor no grupo 90 minutos do que no grupo
120 minutos. E esperado que o maior tempo de isquemia resulte em maior volume
de infarto. (Engelhorn, 2002). A proporgédo percentual de infarto foi de 12,4 % no
grupo 90 minutos e de 18,5% no grupo 120 minutos (p=0,22 ajustado pelo peso).
Esses resultados estdo em concordéncia com os apresentados por Takano (1997),
que comparou dados de pesquisador iniciante (195,9 mm?3), experiente (212,6 mm?)
e bem habilitado (204,7 mm?3). Resultados em mesma faixa foram encontrados por
Dogan (1998), comparando ratos hipertensos (262,6 mm?3®) com nao hipertensos
(145,4 mm?3) apés OACM e por Zhao (1996), que foi de 149 mm?.

Estudando proporcédo percentual de infarto e tempo de isquemia, Gerriets
(2003) obteve 29,8% em 30 minutos de OACM, 46,8% em 240 minutos. Yang (2002)
obteve proporgao de 27,6%. Essas proporgdes sao maiores do que as obtidas no
presente estudo, o que provavelmente pode ser creditado a experiéncia dos
pesquisadores.

Outro parametro utilizado para avaliagdo do modelo experimental foi o déficit
neuroldégico. A analise estatistica demonstrou que um maior escore neuroldgico esta
associado com maior probabilidade de infarto, o que refor¢ca a validade da utilizagao
dessa varidavel. Na comparagdo geral entre os grupos, houve diferenga
estatisticamente significante em relagcdo ao escore neurolégico. No entanto,

separados os animais que apresentaram lesao isquémica, o grupo 120 minutos teve



escore maior do que o grupo 90 minutos (p=0,05). Esses resultados séao
comparaveis com os dados publicados na literatura. (Peeling, 2001; Yang , 2002).

A auséncia de déficits motores pode indicar falha na oclusdo e, portanto,
falha na aplicagdo do método. Falhas e efeitos n&do desejados ocorrem,
frequentemente, no modelo do fio intravascular para infarto em animais. Nao é
possivel identificar esses animais baseados apenas no exame clinico, pois podem
apresentar sinais deficitarios, independentemente da oclusdo da artéria cerebral.
(Gerriets, 2004).

Varios autores excluem animais que nao demonstram anormalidades no
exame neurolégico, pois provavelmente nao terao infarto cerebral. O fio intravascular
pode falhar em promover oclusdo da ACM, o que leva ao ndo-desenvolvimento de
infarto cerebral. (Gerriets, 2004). No presente estudo, nenhum dos animais que teve
escore neurolégico zero (n=3) desenvolveu infarto cerebral.

O escore neurolégico nado ¢é totalmente confiavel pois sinais e
comportamentos sdo dependentes de algumas porgdes do sitio do infarto e n&o

fazem parte da avaliagdo. (Roof, 2001).



6. CONCLUSAO

O modelo experimental de isquemia cerebral, por oclusado da artéria cerebral
média, por fio intraluminal, mostrou-se viavel em nossas condigbes laboratoriais e
técnicas. Sua implantagéo é promissora para a execugao de projetos futuros.

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos de estudo
em relagdo a frequéncia de lesdao isquémica a histopatologia, avaliada pela
coloragdo com TTC.

Nao houve diferengca estatisticamente significante entre os grupos em
relacdo ao déficit neuroldgico, avaliado por escore padronizado.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de estudo,
em relagdo ao volume de infarto, avaliado pela coloragdo pelo TTC, pela fotografia
digital e pelo calculo computadorizado. Quando ajustado pelo peso dos animais, 0
volume de infarto cerebral foi maior no grupo 120 minutos do que no grupo 90

minutos.



7. PERSPECTIVAS

Novas investigagdes sobre terapias com células multipotenciais trazem
perspectivas otimistas na regeneracdo de lesbes cerebrais ocasionadas por
isquemia. Utilizando o modelo empregado no presente estudo, foi demonstrada
regeneragdo do complexo axénio-mielina, melhora funcional e aumento da
angiogénese, sinaptogénese e gangliogénese, nas areas isquémicas cerebrais de
ratos, pela administragcdo de células-tronco. (Shen, 2006). Efeitos positivos sobre
modificacdes estruturais dos dendritos, e relacionados a plasticidade cerebral e a
completa reconstrugdo do circuito neuronal, foram demonstrados entre trés e 72
horas apds OACM. (lihoshi, 2004).

Também com a utilizacdo desse modelo experimental, estudos estdo sendo
realizados com o auxilio de fator de crescimento endotelial. Os resultados sao
promissores, com reversao de sinais isquémicos sobre 0 sensoério, a motricidade e o
comportamento, avaliados apds 4 semanas da OACM. (Wang, 2006).

A implantacdo e aplicacdo desse modelo experimental requer treinamento
prolongado. As condigdes para sua aplicagdo em nosso meio foram testadas, e os
resultados ensejam sua aplicacdo em futuras pesquisas. O precondicionamento a
isquemia, fendbmeno descrito em varios 6rgaos, podera ser alvo de avaliagao futura,

tendo em vista sua possivel aplicagao clinica em neurocirurgia.
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ANEXOS
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Figura 9: Distribuicio dos grupos em relagio ao peso (gramas)
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Figura 10: Média da area isquémica em relagdo ao porcentual e & sua distribuig&o nos grupos
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Figura 11: Volume da area de infarto em relag&o aos grupos



