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RESUMO 

 
Dias Jr, Luiz Antonio Araujo. Avaliação da isquemia focal intermitente e da isquemia focal 

contínua em ratos, por estudos morfométrico (Tetrazólio) e da apoptose pela 

imunofluorescência (Tunel). Tese (Doutorado em Clínica Cirúrgica). Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto. Universidade de São Paulo. Ribeirão Preto. 2023. 

 
INTRODUÇÃO: A clipagem temporária ou definitiva de vasos cerebrais é uma das causas 

mais comuns de infarto cerebral que ocorre como complicações de cirurgias vasculares 

intracranianas. A clipagem temporária tem sido utilizada como adjuvante nestas cirurgias, com 

as vantagens de reduzir o risco intraoperatório de ruptura, de tornar a dissecção mais segura. 

Entretanto, a clipagem temporária pode ser causa de isquemia cerebral grave no território do 

vaso ocluído. Para reduzir este efeito adverso durante cirurgias para clipagem de aneurismas 

intracranianos, a clipagem temporária tem sido efetuada em múltiplos períodos curtos de 

oclusão intercalados com períodos de restauração do fluxo sanguíneo, e denominada clipagem 

temporária intermitente. Por outro lado, existem evidências que sugerem que a clipagem 

temporária intermitente pode não ser tão bem tolerada como um período único de isquemia 

contínua. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos da isquemia focal 

intermitente e de um período similar de isquemia focal contínua em ratos, através de estudo 

morfométrico (tetrazólio) e de análise da apoptose nas áreas isquêmicas pela 

imunohistoquímica (TUNEL), em ratos Wistar Hannover, utilizando como modelo a oclusão 

da artéria cerebral média, pela introdução de um fio intraluminal. MATERIAL E MÉTODOS: 

Foram utilizados 93 ratos Wistar adultos, dos quais 61 foram subdivididos em 3 grupos 

experimentais: grupo sham: animais submetidos a simulação completa do procedimento 

cirúrgico, sem isquemia. Grupo Isquêmico Continuo: animais submetidos ao procedimento com 

isquemia induzida por fio intraluminal por 60 minutos contínuos e sacrifício após 72 horas. 

Grupo Isquêmico Intermitente: animais submetidos ao procedimento com isquemia por 6 

períodos de 15 minutos, intercalados por 10 minutos de reperfusão e sacrifício após 72 horas. 

Parte dos encéfalos dos grupos experimentais foram avaliados pela coloração de tetrazólio e 

parte com a marcação por imunofluorescência TUNEL. RESULTADO: As médias e os 

volumes e porcentagem de células em apoptose nas áreas de isquemia nos animais submetidos 

à isquemia intermitente foram maiores que nos animais submetidos à isquemia cerebral 

contínua. CONCLUSÕES: A isquemia focal intermitente causou mais lesão cerebral quando 

comparada à isquemia focal contínua e em relação ao grupo controle, contrariando a crença 

comum de que a clipagem temporária de vasos em cirurgia de aneurismas é benéfica. 

Entretanto, devido às características do animal e a fatores técnicos do método utilizado, estes 

resultados devem ser interpretados com cautela ao se fazer a transposição destes resultados para 

a prática clínica. 

 

 

Palavras-chaves: Isquemia cerebral focal. Ratos. Morfometria. Apoptose TUNEL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 
Dias Jr, Luiz Antonio Araujo. Evaluation of intermittent focal ischemia and continuous 

focal ischemia in rats, by morphometric studies (Tetrazolium) and of apoptosis by 

immunofluorescence (Tunel). Thesis (Doutorado em Clínica Cirúrgica). Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto. Universidade de São Paulo. Ribeirão Preto. 2023. 

 

INTRODUCTION: In our study in rats, we observed that intermittent focal ischemia caused 

more ischemia when compared to continuous focal ischemia and compared to the control group, 

contrary to the common belief that temporary clipping of vessels in aneurysm surgery is 

temporary. However, due to the characteristics of the animal and the technical factors of the 

method used, the results must be interpreted with caution when translating these results into 

clinical practice. OBJECTIVE: The aim of this study was to compare the effects of intermittent 

focal ischemia and a similar period of continuous focal ischemia in rats, through a 

morphometric study (tetrazolium) and analysis of apoptosis in ischemic areas by 

immunohistochemistry (TUNEL), in Wistar rats Hannover, using as a model the occlusion of 

the middle cerebral artery by the introduction of an intraluminal wire. MATERIAL AND 

METHODS: 93 adult Wistar rats were used, of which 61 were subdivided into 3 experimental 

groups: sham group: animals submitted to complete simulation of the surgical procedure, 

without ischemia. Continuous Ischemic Group: animals submitted to the procedure with 

ischemia induced by intraluminal wire for 60 continuous minutes and sacrifice after 72 hours. 

Intermittent Ischemic Group: animals submitted to the procedure with ischemia for 6 periods 

of 15 minutes, interspersed by 10 minutes of reperfusion and sacrifice after 72 hours. Part of 

the brains of the experimental groups were evaluated using tetrazolium staining and part using 

TUNEL immunofluorescence staining. RESULTS: The means and volumes and percentage of 

cells undergoing apoptosis in the ischemic areas in animals submitted to intermittent ischemia 

were greater than in animals submitted to continuous cerebral ischemia. CONCLUSIONS: 

Intermittent focal ischemia caused more brain damage when compared to continuous focal 

ischemia and in relation to the control group, contrary to the common belief that temporary 

vessel clipping in aneurysm surgery is beneficial. However, due to the characteristics of the 

animal and technical factors of the method used, these results must be interpreted with caution 

when translating these results into clinical practice. 

 

Key words: Focal cerebral ischemia. Rats. Morphometry. TUNEL Apoptosis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A clipagem temporária ou definitiva de vasos cerebrais é uma das causas mais 

comuns de infarto cerebral que ocorre como complicações de cirurgias vasculares 

intracranianas. A clipagem temporária tem sido utilizada como adjuvante nestas cirurgias desde 

a sua introdução por Pool em 1961, com as vantagens de reduzir o risco intraoperatório de 

ruptura, de tornar a dissecção mais segura, e de permitir o controle de hemorragias por rupturas 

precoces de aneurismas e vasos (AKYÜZ et al., 2002; ARAKI et al., 1999; BATJER et al., 

1988; DRAKE, 1979; HEROS et al., 1983; HINDMAN et al., 2010; JABRE; SYMON, 1987; 

KETT-WHITE et al., 2002; KRISHT; KADRI, 2005; MIYAZAWA et al., 2000; MORLEY; 

BARR, 1969; PEERLESS; DRAKE, 1990; SAMSON et al., 1994, SCHICK et al., 2005; 

SUZUKI; YOSHIMOTO; KAYAMA, 1984; TAYLOR et al., 1996). Entretanto, a clipagem 

temporária pode ser causa de isquemia cerebral grave no território do vaso ocluído. Para reduzir 

este efeito adverso durante cirurgias para clipagem de aneurismas intracranianos a clipagem 

temporária tem sido efetuada em múltiplos períodos curtos de oclusão intercalados com 

períodos de restauração do fluxo sanguíneo, e denominada clipagem temporária intermitente 

(PEERLESS; DRAKE, 1990). Por outro lado, existem evidências que sugerem que a clipagem 

temporária intermitente pode não ser tão bem tolerada como um período único de isquemia 

contínua (SAMSON et al., 1994). 

Existem consideráveis evidências experimentais de que episódios repetitivos de 

isquemia global aumentam a extensão das lesões neuronais quando comparadas a um único 

período equivalente de isquemia (ARAKI; KATO; KOGURE, 1990; INOUE et al., 1992; 

KATO; KOGURE, 1990; LIN et al., 1992; TOMIDA et al., 1987; WIDMANN et al., 1992). 

Entretanto, com relação à isquemia focal intermitente, poucos dados experimentais são 

disponíveis na literatura. Além disso, a maioria destes estudos utilizou protocolos experimentais 

que não reproduzem as características temporais mais prováveis de ocorrer durante os 

procedimentos cirúrgicos (DAVID; PRADO; DIETRICH, 1996). e os poucos estudos 

encontrados na literatura são da década de 90 e referem-se apenas a observações de alterações 

histopatológicas convencionais (DAVID; PRADO; DIETRICH, 1996; GOLDMAN; 

ANDERSON; MEYER, 1992; SELMAN et al., 1994, STEINBERG et al., 1994). David, Prado 

e Dietrich (1996), utilizaram um modelo experimental de oclusão continua ou intermitente da 

artéria cerebral do rato, efetuando a clipagem temporária da porção proximal deste vaso, através 

de uma abordagem direta do vaso por alargamento do forame oval e abertura da dura-máter. 
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Este modelo é o que mais se aproxima das situações encontradas durante procedimentos 

cirúrgicos. Os autores mostraram de maneira inequívoca, através de estudo histopatológico e 

de medidas das áreas e volumes das regiões que sofreram isquemia, um efeito protetor cerebral 

da isquemia intermitente quando comparada à isquemia contínua por um período equivalente. 

Entretanto, estes dados conflitam com outros da literatura (GOLDMAN; ANDERSON; 

MEYER, 1992; SELMAN et al., 1994) e a diferença pode ser atribuída a diferenças entre as 

espécies dos ratos estudados (Sprague-DawleyvsWistar) e entre os métodos utilizados para 

provocar a isquemia. 

Após os estudos da década de 90, não foram acrescentados novos dados 

experimentais que contribuíssem para esclarecer a controvérsia a respeito das evidências 

experimentais da neuroproteção proporcionada pela clipagem temporária intermitente de 

artérias cerebrais. Este estudo tem por objetivo comparar a isquemia temporária intermitente 

com um período de isquemia temporária contínua em ratos, através de estudo morfométrico 

(tetrazólio), e de análise da apoptose nas áreas isquêmicas por imunohistoquímica (TUNEL), 

em ratos Wistar Hannover. 

 

1.1 Revisão da Literatura 

 

1.1.1 Aspectos Gerais da Isquemia Cerebral 

 

O acidente vascular cerebral ou encefálico como se prefere denominar atualmente, 

ou simplesmente AVC ou AVE, respectivamente, constitui-se de entidades patológicas de 

elevadas taxas de morbidade e mortalidade, apesar dos avanços terapêuticos decorrentes do 

progressivo conhecimento científico (CHAVES, 2000; CONWAY et al., 2003; SHALAK; 

PERLMAN, 2004). A despeito de sua gravidade, está entre as enfermidades mais frequentes, 

sobremaneira no campo da Neurologia Clínica e Cirúrgica, e constitui-se em um grande 

desafio para o tratamento e pesquisa científica, devido a seus amplos espectros de 

apresentações clínicas, decorrentes da diversidade de territórios anatômicos envolvidos, da 

intensidade da isquemia e de suas diferentes etiologias (BRATINA et al., 1995; COLLI; 

SILVA; CARLOTTI Jr, 1998; CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001). 

Segundo dados da Sociedade Americana de Cardiologia, nos Estados Unidos da 

América a cada ano, aproximadamente 795 000 indivíduos nos Estados Unidos apresentam 

um acidente vascular cerebral, dos quais 87% (690 000) são isquêmicos e 185 000 são 



1 Introdução       19 

   

recorrentes (VIRANI et al., 2021). Em 2009 que correspondeu a um caso a cada 40 segundos, 

acarretando um custo estimado da ordem de 68,9 bilhões de dólares (LLOYD-JONES et. al., 

2009; ENGEL-NITZ et al., 2010). Além disso, estão entre as principais causas de invalidez, 

acarretando déficits neurológicos dos mais diversos, dependendo da extensão e localização da 

área envolvida (ROPPER; SAMUELS, 2009). Cerca de um terço daqueles que sobrevivem ao 

AVC, após seis meses do ictus, estão dependentes de outros (WARLOW, 1998). Nos EUA, 

em meados da década passada, havia cerca de três milhões de sobreviventes de AVC com 

algum grau de dependência (CHAVES, 2000).  

No Brasil não existem dados precisos, mas possivelmente a prevalência deva ser 

parecida, dada a semelhança do perfil epidemiológico entre as duas populações, no que tange 

a eventos cardiocirculatórios. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), em 2019, as doenças do aparelho circulatório, nelas incluídos os AVCs, constituíram 

a principal causa de mortalidade no país, à frente das doenças neoplásicas. 

Por sua elevada frequência e gravidade, justificam-se todos os esforços científicos 

no sentido de elucidação dos aspectos histopatológicos, bioquímicos e moleculares dos 

acidentes vasculares cerebrais, não só para que futuros tratamentos possam advir, mas também 

para que outras formas, medicamentosas ou não, de profilaxia possam surgir. Recentemente 

os AVCs vem sendo alvo de intensos estudos (648030 citações no http//:www.pubmed.com, 

em 10 de dezembro de 2022, para o termo stroke). 

 

1.1.2 Classificação dos AVCs 

 

Os AVCs podem ser classificados de diversas formas. A primeira divisão que se 

faz é separá-los em isquêmicos e hemorrágicos, sendo que 85-90% são isquêmicos (ROPPER; 

SAMUELS, 2009). 

Os AVCs isquêmicos podem ser categorizados considerando-se a localização 

(global ou focal), o tempo (permanente ou transitório), e a intensidade (total ou parcial). 

Combinando-se tais variáveis das mais diversas formas, obtém-se a já aludida gama de 

manifestações clínico-laboratoriais e os mais variados modelos experimentais (COLLI; SILVA; 

CARLOTTI Jr, 1998). 

A isquemia cerebral global decorre de causas que reduzem a perfusão ou 

oxigenação cerebral globalmente, em todos os seus territórios vasculares, como no choque 

circulatório ou na parada cardíaca ou outras situações em que ocorra aumento da pressão 
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intracraniana, ou através da obstrução de duas, três ou até quatro artérias principais 

(GINSBERG; BUSTO, 1989). 

Já a isquemia cerebral focal, decorre de causas que envolvem isoladamente ramos 

arteriais do cérebro, como nas obstruções por eventos tromboembólicos (CHAVES, 2000; 

ROPPER; SAMUELS, 2009) ou por manipulação cirúrgica, tal quando se realiza uma clipagem 

temporária de um vaso para controle de sangramento ou para melhor dissecção de um aneurisma 

ou, após a ruptura deste, por vasoespasmo (TAYLOR et al., 1996; RADANOVIC; SCAFF, 

2001). Para o neurocirurgião as duas situações de isquemia cerebral focal mais frequentes em 

sua atividade diária são o vasoespasmo, que geralmente ocorre após hemorragia subaracnóidea, 

na maioria dos casos decorrente de rotura de aneurismas cerebrais, e a oclusão temporária de 

um vaso sanguíneo em microneurocirurgias vasculares (POOL, 1961). 

Trataremos mais especificamente da isquemia cerebral focal, que é a forma mais 

prevalente e que tem maior incidência entre todos os tipos de AVCs, sendo mais frequentemente 

encontrada no território da artéria cerebral média (ACM), nos seres humanos (DURUKAN; 

TATLISUMAK, 2009). 

 

1.1.3 Isquemia Cerebral 

 

A isquemia resulta da interrupção do fluxo sanguíneo a órgão ou tecido, com 

consequente cessação do suprimento de oxigênio (hipóxia) e glicose, além de outros substratos 

essenciais ao metabolismo celular e manutenção da homeostase, disparando uma cascata de 

eventos bioquímicos e reações patológicas que culminam com a morte celular (HACHIMI-

IDRISSI et al., 2004).Tais eventos incluem a glicólise anaeróbia, acarretando redução na síntese 

de ATP e acidose lática; desequilíbrio iônico por interrupção do funcionamento de bombas 

iônicas; formação de radicais livres; atividade inflamatória, com liberação de seus mediadores, 

como as citocinas; liberação de aminoácidos excitatórios, em decorrência da despolarização das 

membranas; e indução da apoptose, ou morte celular programada (HACHIMI-IDRISSI et al., 

2004).A redução do fluxo para níveis que comprometem a integridade celular pode levar à 

necrose, à apoptose ou a ambas (SELMAN; LUST; PUNDIK, 1992) 
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1.1.4 Aspectos Fisiopatológicos da Isquemia Cerebral 

 

O fluxo sangüíneo cerebral (FSC) na espécie humana, varia de 20 a 80 ml/100g/min 

(média de 50 ml/100g/min) (De La TORRE; MESCHAN, 1959). Reduções a 16-18 

ml/100g/min levam a um silêncio no eletrencefalograma (EEG) e abaixo de 10-12 ml/100g/min 

a homeostase iônica é perdida (HEISS; HAYAKAWA; WALTZ, 1976). Em geral, é aceito que 

estas áreas cerebrais perfundidas a uma velocidade menor que 12 ml/100g/minuto, são 

condenadas à morte (LEKER; SHOHAMI, 2002).  

Histopatologicamente, na isquemia focal são definidas três áreas relativamente 

concêntricas: a zona isquêmica central, a zona de penumbra e a zona de tecido normal de 

permeio (ASTRUP; SIESJO; SYMON, 1981). Durante a isquemia, após alguns minutos haverá 

morte celular na zona central (necrose). Na zona de penumbra, inicialmente a célula mantém 

sua integridade, mas sua função elétrica é abolida, caracterizando um eletrencefalograma 

isoelétrico e, dependendo do tempo de isquemia, e do aparecimento ou não do fluxo sanguíneo 

por anastomoses, haverá também morte celular (SAKAKI et al, 1993; SWEENEY et al, 1995). 

Em tal zona a perfusão é reduzida, e por um tempo limitado e variável, as células ainda são 

viáveis. A perfusão nesta área tem uma velocidade de 15-18ml/100g/minuto (PULSINELLI, 

1992; LEKER; SHOHAMI, 2002), e pode ser um local de ampliação da área isquêmica, já que 

é o local mais frequente do processo apoptótico (MEHTA; MANHAS; RAGHUBIRl, 2007). 

Por outro lado, tal área é passível de salvamento quando estratégias de neuroproteção são 

adotadas, ao contrário da zona isquêmica central. 

Em termos celulares, o dano isquêmico no tecido cerebral não é uniforme, sendo as 

células endoteliais mais resistentes que as gliais e estas, por sua vez, mais resistentes que os 

neurônios. Mesmo entre os neurônios, alguns apresentam maior susceptibilidade à isquemia, 

como, por exemplo, os do hipocampo (CHURCH; ZEMAN; LODGE, 1988). 

A privação sanguínea pela isquemia, com consequente falta de substratos 

energéticos e de oxigênio leva a uma cascata de eventos bioquímicos sucessivos: interrupção 

da produção de adenosina-trifosfato (ATP) pela mitocôndria, parada dos mecanismos ativos de 

transporte iônico com entrada celular de íons cálcio, sódio, cloro e água; saída celular de 

potássio, acúmulo intracelular de lactato, íons hidrogênio e de radicais ácidos, liberação de 

neurotransmissores como glutamato principalmente, dopamina e GABA, e finalmente lesão das 

membranas celulares com perda da função das organelas intracelulares (TYMIANSKY; 

TATOR, 1996; DIAS et al., 2000). O cálcio, devido ao seu grande influxo intracelular, atua de 

maneira preponderante nos mecanismos de lesões isquêmicas, devido à sua reconhecida função 
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de segundo mensageiro em vários níveis de cascatas de ativação enzimáticas (HU; WIELOCH, 

1995).  

O glutamato é o mais importante fator de agravamento da perda da homeostase de 

íons principalmente durante a encefalopatia hipóxico-isquêmica. (GRAHAM et al, 1993). Ele 

aumenta o influxo de sódio e principalmente cálcio, principalmente através do canal de íons 

que tem como agonista o N-metil-D-Aspartato (NMDA). A expressão “toxicidade excitatória”, 

foi criada para descrever esta excessiva ativação dos receptores glutamatérgicos, configurando-

se via comum de lesão neuronal (ROTHMAN; OLNEY, 1986; DIAS et al, 2000). O glutamato 

pode levar a um dano cerebral em um processo de três estágios, em que se pode haver 

intervenção com fármacos: indução, amplificação e expressão (ZIVIN; CHOI, 1991). Ondas de 

depressão (despolarização) cortical, no sentido da zona necrótica para a zona de penumbra, 

decorrentes da ação glutamatérgica, causam estresse metabólico e podem conduzir à indução 

de vários mediadores inflamatórios, fatores de crescimento e proteínas de choque térmico em 

áreas topograficamente não relacionadas ao infarto (LEKER; SHOHAMI, 2002). 

Concomitantemente, se o insulto isquêmico persiste, ocorre a necrose na região 

isquêmica central, processo este passivo, sem gasto de energia, e as vias de apoptose são 

ativadas, no ambiente intracelular, sobretudo na área de penumbra. Tal processo, ativado 

grandemente pelo influxo de cálcio, requer energia, e, portanto, a mitocôndria não deve estar 

irreversivelmente lesada, o que acontece na necrose (STELLER, 2007). 

A apoptose possui uma via extrínseca, via receptor FAS, dependente das proteínas 

caspases, e uma via intrínseca, mitocondrial, por intermédio do citocromo c, também 

dependente de caspases. Ambas as vias, possuem uma via molecular final comum, que acaba, 

em última instância, por desagregar a estabilidade do DNA, conduzindo à morte neuronal 

(STELLER, 2007). 

São descritas também, no insulto isquêmico, vias alternativas de morte celular 

programada. Uma delas é a via apoptótica independente das proteínas caspases, que também é 

dependente da mitocôndria. Nesta, há liberação mitocondrial da proteína AIF, que por sua vez 

desestabiliza uma proteína intranuclear denominada PARP-1, um dos chamados guardiões do 

genoma, o que acaba por alterar a estabilidade do DNA celular. A outra forma é um fenômeno 

denominado necroptose, uma espécie de necrose,  de receptores de membrana e de energia, que 

é inibido por uma proteína denominada necrostatina (MEHTA; MANHAS; RAGHUBIRl, 

2007).  

A reperfusão, definida como a restauração do fluxo sanguíneo após a isquemia, 

pode contribuir para o agravamento das condições teciduais, fenômeno denominado “lesão da 
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reperfusão” (ARONOWSKI; STRONG; GROTTA, 1997; DUARTE; CAMPOS; COLLI, 

2003). Neste tipo de insulto ocorre a exacerbação dos fenômenos isquêmicos: depleção de 

adenosina-trifosfato (ATP), degradação dos fosfolípides, acidose intracelular, liberação rápida 

de neurotransmissores como o glutamato e o GABA, alteração na homeostasia do cálcio e, em 

consequência ativação das proteases cálcio-dependentes e fosfolipases, levando à lesão das 

membranas e perda da função das organelas (DUARTE; CAMPOS; COLLI, 2003). Além disso, 

há produção em larga escala de radicais livres de oxigênio (ROS), a partir da ativação de 

proteases (lipases). 

Possivelmente a causa do fenômeno de lesão da reperfusão é a persistência da 

alteração na homeostasia iônica, principalmente na distribuição do cálcio, e o processo 

peroxidativo (FOLBERGROVÁ et al., 1993). Quando na reperfusão a cadeia de transporte de 

elétron mitocondrial mantém seu comprometimento em razão da intensidade e duração da 

isquemia, não retornando a operar em níveis considerados normais, ocorre a aceleração na 

glicólise e na produção de lactato. Estes fatos podem ser potencializados pela excessiva taxa de 

cálcio mitocondrial, inibindo assim a respiração. Auxílio a esta inibição é oferecido pelos 

radicais livres do oxigênio produzidos durante a isquemia temporária ou parcial através da 

peroxidação lipídica (O’ROURKE, 2000; DUARTE, CAMPOS; COLLI, 2003). Em 

decorrência, há redução na síntese proteica e pode desencadear reações que conduzem à 

apoptose (CROMPTON, 2000). 

 

1.1.5 Mecanismos de Morte Celular 

 

O conhecimento dos complexos mecanismos de morte celular é extenso e de 

fundamental importância para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas visando sua 

prevenção ou tratamento. Existem entre outros, como a autofagia, dois tipos fundamentais de 

morte celular de interesse para este estudo: 1. necrose: um processo mais fulminante; e 2. 

apoptose: um processo mais elaborado, complexamente regulado (SNIDER; GOTTRON; 

CHOI, 1999). 

Dentro de minutos de uma isquemia focal cerebral, o núcleo isquêmico sofre uma 

redução drástica de seu suprimento sanguíneo, levando à morte celular por necrose. A região 

peri-infarto, ou zona de penumbra, que é a região de fluxo sanguíneo restrito, mas não tão 

dramaticamente reduzido, mantém-se metabolicamente ativa. Muitos neurônios nesta região 

entram, após algumas horas, num processo de morte por apoptose (BROUGHTON; REUTENS; 

SOBEY, 2009). 
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Acreditava-se, até bem pouco tempo atrás, que a morte celular nas áreas de infarto 

cerebral era quase que exclusivamente realizada através de necrose. As principais 

características da necrose são o precoce edema celular e das organelas, a rápida perda da 

integridade da membrana citoplasmática e a desintegração celular. Mais tardiamente, na 

necrose, a cromatina pode desaparecer completamente. Como neste processo a célula perde sua 

integridade e libera seus componentes no meio extracelular, há proeminente infiltrado 

inflamatório acompanhando a necrose. Já a apoptose, conhecida como morte celular 

programada, ocorre quando a célula sofreu a agressão de forma mais branda ou mais lenta. 

Desta forma, há tempo para as alterações metabólicas consequentes à isquemia provocarem a 

ativação de genes e proteínas que culminam com a morte da célula, mas de forma mais 

organizada e menos deletéria para seus arredores. Assim, na apoptose, há preservação das 

organelas, condensação da cromatina e do citoplasma e convolução das membranas nuclear e 

citoplasmática (SNIDER; GOTTRON; CHOI, 1999). 

Embora se acredite correntemente que a necrose ocorre quando há insulto celular 

grave, por perturbação extrema das condições ambientais do meio, por exemplo, estes dois tipos 

de morte celular coexistem em uma determinada área, ou mesmo seus mecanismos estão 

presentes ao mesmo tempo em uma mesma célula (SNIDER; GOTTRON; CHOI, 1999). 

O dano isquêmico ao cérebro intacto pode causar tanto a morte de neurônios 

seletivamente quanto indistintamente, envolvendo os astrócitos e outros tipos celulares 

também. Tipicamente, há morte neuronal seletiva na isquemia global transitória, comumente 

após parada cardíaca ou choque circulatório grave, quando há perda dos grandes neurônios 

piramidais da região do hipocampo, mais sensíveis à isquemia (SNIDER; GOTTRON; CHOI, 

1999). 

De especial interesse, na prevenção do dano neuronal consequente à isquemia, 

figura a apoptose, visto acreditar-se ser mais frequente na área de penumbra e, por ter um 

processo de instalação mais gradual e complexo, possa ser passível de ser revertida (LINNIK; 

ZOBRIST; HATFIELD, 1993; GUEGAN et al., 1998). A apoptose ocorre, basicamente, 

através da ativação de uma de duas vias principais, a intrínseca (ou mitocondrial) e a extrínseca 

(ou do receptor de morte). 

Apoptose é um termo derivado de uma palavra grega antiga que se referia a queda 

da folha das árvores, fazendo uma relação com o tipo de morte celular programada, ou seja, que 

tem um substrato genético (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Uma característica importante 

da apoptose é a clivagem de proteínas do citoesqueleto pelas proteases aspartato-específicas, as 

caspases (HOTCHKISS et al., 2009). 
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Sucintamente, a ativação das caspases ocorre através de uma de duas vias distintas, 

mas convergentes: a via do receptor de morte, ou extrínseca, e a via mitocondrial, ou intrínseca. 

A via do receptor de morte é ativada quando membros da superfamília do fator de necrose 

tumoral (TNF) ligam-se ao receptor de morte na superfície da célula (que é dafamília dos 

receptores de TNF). Esta ligação inicia a formação de um complexo sinalizador indutor de 

morte celular multiprotéico (DISC). A agregação deste complexo causa mudanças 

conformacionais em seus componentes que desencadeiam a atividade catalítica da caspase 8, 

um mediador central da apoptose (BROUGHTON; REUTENS; SOBEY, 2009). 

A via mitocondrial é controlada pelo equilíbrio de ações pré e anti-apoptóticas de 

membros da família da BCL2. A caspase 9 regula esta via, que começa a ser ativada quando 

sensores intracelulares indicam dano celular ameaçador. Iniciadores desta via incluem espécies 

reativas de oxigênio, DNA danificado e privação de fatores de crescimento, entre outros. Estes 

iniciadores levam a aumento da permeabilidade mitocondrial, promovendo a liberação de 

proteínas pró-apoptóticas (p. ex. citocromo c) do espaço intermembrana da mitocôndria para o 

citosol. Outras destas proteínas, como SMAC/DIABLO, antagonizam inibidores citosólicos das 

proteínas pró-apoptóticas, permitindo a ativação das caspases e, deste modo, a progressão da 

apoptose. A caspase 8 ativada (via receptor de morte) e a caspase 9 ativada (via mitocondrial) 

mobilizam as caspases 3, 6 e 7, proteases que anunciam o início da demolição celular pela 

clivagem de numerosas proteínas e ativando DNAases (HOTCHKISS et al., 2009; 

TIRAPELLI, 2007), que levam à fragmentação do DNA, expondo suas terminações 3’-OH que 

são identificadas na técnica de TUNEL (ATTANASIO; SCHIFFER, 1995). 

Vasto conhecimento já foi obtido no estudo dos mecanismos envolvidos na morte 

celular, mas um detalhamento mais pormenorizado destas complexas cascatas bioquímicas foge 

ao escopo deste trabalho (BROUGHTON; REUTENS; SOBEY, 2009; HOTCHKISS et al., 

2009; TIRAPELLI, 2007; YUAN;YANKNER, 2000). 
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1.1.6 Modelos Experimentais de Isquemia e Reperfusão 

 

Os modelos experimentais da isquemia cerebral são importantes para melhor 

compreensão dos mecanismos fisiopatologicos implicados e para a avaliação de novas 

estratégias terapêuticas (BARDUTZKY et al., 2005). Além disto, em condições experimentais, 

há maior padronização dos procedimentos, o que torna os resultados obtidos mais fidedignos. 

Porém, tais resultados devem ser transpostos com cautela para os seres humanos, devido às 

diferenças intrínsecas entre as espécies (CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001). 

Pode-se obter, experimentalmente, isquemia focal cerebral através de diversas 

técnicas, em diversas espécies animais, com intuito de estudar os fenômenos morfológicos, 

fisiopatológicos e biomoleculares envolvidos no processo de lesão tecidual decorrentes da 

isquemia. Tais como modelos de isquemia para primatas não-humanos, gatos e ratos (BOYKO 

et al., 2010). 

Como o uso de ratos, em laboratório, tem inúmeras vantagens quando comparado 

à utilização de outras espécies - maior praticidade e velocidade na criação, manutenção, manejo 

e maior aceitação por parte de comitês de ética em experimentação com animais - e pela grande 

semelhança anatômica entre as circulações cerebrais desta espécie com a do ser humano, a 

maioria dos trabalhos envolve a utilização de modelos de isquemia cerebral nesta espécie 

(GINSBERG; BUSTO, 1989; COLLI; SILVA; CARLOTTI Jr, 1998). 

Em estudos com ratos, principalmente duas linhagens, ou raças, são mais 

comumente usadas para experimentação nesta área de pesquisa: Sprague-Dawley e Wistar 

Hannover, havendo diferenças de suscetibilidade à isquemia cerebral entre ambas, conforme 

demonstrou estudo comparativo que avaliou a obtenção de infarto da ACM por técnica de fio 

intraluminal através de coloração por TTC e por técnicas de ressonância magnética, como 

perfusão e difusão, alcançando-se isquemia mais facilmente e de forma mais homogênea nos 

animais da linhagem Sprague-Dawley, tendo-se atribuída a maior resistência à isquemia na raça 

Wistar Hannover à provável nutrição colateral mais exuberante nos animais deste subtipo 

(BARDUTZKY et al., 2005). 

Existem modelos de obtenção de isquemia focal, em ratos, que promovem a 

interrupção da circulação sanguínea permanente ou temporariamente, cada qual com suas 

vantagens e aplicações (DUARTE, CAMPOS; COLLI, 2003). 

As técnicas de oclusão focal temporária, com ou sem reperfusão, simulam as 

situações observadas nas microcirurgias vasculares intracranianas, obtendo-se isquemia a partir 

de: 1. Coagulação da artéria cerebral média (ACM) em ratos, com consequente obstrução 
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permanente do fluxo sanguíneo em seu território (TAMURA et al., 1981); 2. Oclusão da ACM 

associada à ligadura sucessiva das artérias carótidas comuns |(ACCs) (CHEN et al., 1986); e, 

finalmente, 3. Oclusão da ACM (OACM), através da introdução do fio intraluminal (KOIZUMI 

et al., 1986; CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001; BOYKO et al., 2010). 

Neste último modelo, empregado no presente estudo, a OACM é obtida 

introduzindo-se fio de sutura de nylon 4-0, por exemplo, com 2,5 cm de comprimento e com 

êmbolo em uma de suas extremidades (que é constituído de uma fina camada de silicone em 

sua ponta, deixando-a com diâmetro de 0,25-0,30mm, ou cortado a fogo, de forma que sua 

ponta fique bojuda, com o diâmetro acima referido, a depender da técnica empregada - através 

da ligadura e secção da artéria carótida externa, que é rebatida, permitindo que o fio ascenda 

pela artéria carótida interna (ACI) até sua bifurcação, obstruindo, desta forma, o óstio da ACM 

(KOIZUMI et al., 1986; CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001; BOYKO et al., 2010). 

Em trabalho recente, descreveu-se, ainda, a introdução do fio diretamente através 

da ACI, contando-se com a circulação colateral, através do polígono de Willis para que não 

ocorresse isquemia em todo o território da ACI, mas apenas no território da ACM, como os 

resultados mostraram (BOYKO et al., 2010). 

 

1.1.7 Métodos de Avaliação da Isquemia Cerebral 

 

A avaliação das alterações decorrentes da isquemia cerebral pode ser feita de 

diversas formas, a depender do intuito do avaliador: 1. alterações funcionais clínicas 

(SHIRASHI; SIMON, 1989); 2. alterações funcionais metabólicas, como pela medida da 

respiração mitocondrial (ALMEIDA et al., 1995; CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001; 

DUARTE, CAMPOS; COLLI, 2003) ou por métodos bioquímicos para aferição da atividade 

enzimática (FOLBERGROVÁ et al., 1993); 3. alterações funcionais hemodinâmicas, medindo-

se o fluxo sanguíneo regional (CHEN et al., 1986); 4. avaliação morfométrica por meio de 

corantes supravitais, como o TTC (BEDERSON et al., 1986; JOSHI; JAIN; MURTHY, 2004); 

5. estudo anatomopatológico (BUCHAN, 1992); 6. estudos por técnicas de imagem, como por 

exemplo com RM, TC, PET-Scan, etc. (BARDUTZKY et al., 2005); 7. outras técnicas para 

análise biomolecular, como na avaliação da fragmentação do DNA, responsável pela detecção 

do processo de apoptose celular (KURE et al., 1991; NEGOESCU et al., 1996; DIDENKO et 

al., 2002), ou na avaliação da expressão gênica ou de proteínas (ESTUS et al., 1994; 

UMEMURA et al., 2007); e 8. avaliação eletrofisiológica (HARA et al., 1990). 
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1.1.7.1 Análise Histopatológica 

 

Tradicionalmente, a constatação das lesões isquêmicas aos tecidos é realizada 

através de colorações de cortes histológicos, corados com hematoxilina e eosina (HE) ou outras 

como Luxolfast blue, por exemplo, encontrando-se precoce tumefação celular e de organelas, 

com eventual perda da integridade citoplasmática, destruição da arquitetura tecidual e presença 

de infiltrado inflamatório proeminente, na necrose (SNIDER; GOTTRON; CHOI, 1999). 

Na apoptose, encontram-se células com redução de suas dimensões, núcleos 

picnóticos por condensação da cromatina e fragmentação citoplasmática em corpos apoptóticos 

(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Porém, a distinção de células apoptóticas na microscopia 

óptica não é fácil, pois pode haver confusão com outros elementos com cromatina condensada, 

como células em telófase (NEGOESCU et al., 1996). 

 

1.1.7.2 Análise por Tetrazólio 

 

Mostrou-se que o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio ou simplesmente tetrazólio 

(TTC), era capaz de delimitar a área de isquemia em miocárdio canino de forma negativa, ou 

seja, o tecido viável era corado de vermelho, enquanto a área de infarto não se corava. Ocorre 

que o TTC, que é incolor em solução, atua como aceptor de prótons para muitas desidrogenases 

piridina-nucleotídeo-ligadas da cadeia respiratória da parte interna da membrana mitocondrial, 

levando à produção de um composto: o formazan, que é o responsável pela profunda coloração 

avermelhada conferida aos tecidos viáveis do ponto de vista de seu metabolismo energético 

(ISAYAMA; PITTS; NISHIMURA, 1991; JOSHI; JAIN; MURTHY, 2004). 

Surpreendentemente, esta marcação ocorria bastante precocemente, o que 

entusiasmou os pesquisadores, que acreditaram que seria possível identificar a área de infarto 

cerebral após um breve intervalo do início da isquemia. Posteriormente, observou-se que tal 

propriedade do TTC também se manifestava em cortes de cérebro, mas não tão prontamente 

quanto ocorria com amostras de miocárdio (BEDERSON et al., 1986). 

Não ficou claro, contudo, porque há este atraso na marcação da área isquêmica no 

tecido cerebral. Porém, com isquemia acentuada por período de 90 minutos, evidenciou-se 

nítida lesão tecidual após 6 horas de reperfusão (DU et al., 1996). 
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1.1.7.3 Análise Imunohistoquímica 

 

Como não se obteve marcação precoce da área de isquemia com o TTC, diversas 

outras formas de coloração ou marcação vêm sendo testadas. Dentre estas, vem se destacando 

a utilização de uma técnica denominada TUNEL (acrônimo para terminal 

deoxynucleotidyltransferase-mediateddUTPbiotinnickendlabeling), que através do emprego da 

2-deoxinucleotidina 5-trifosfato-biotina, marca as terminações livres 3’-OH do DNA 

degradado com nucleotídeos modificados. Estas novas terminações do DNA, que são geradas 

pela fragmentação do DNA, são identificáveis em núcleos e corpos apoptóticos. Em contraste, 

os núcleos de células que não estão em apoptose, usualmente, têm poucas terminações 3’-OH, 

não sendo marcados pelo TUNEL. Desta forma, pode-se identificar a apoptose em seu estádio 

precoce, quando a condensação da cromatina está apenas começando e as quebras de fitas de 

DNA são poucas, bem antes mesmo que o núcleo sofra maiores alterações morfológicas 

(ATTANASIO; SCHIFFER, 1995). 

Diversos trabalhos vêm utilizando estas técnicas, histopatologia por microscopia 

óptica, análise pelo TTC e por imunohisquímica (TUNEL), para a determinação de isquemia. 

Em recente trabalho de nosso grupo foi demonstrada, utlizando a técnica do TUNEL, a presença 

de células em apoptose não somente na área de penumbra, mas também em menor quantidade 

na área central de necrose (PICONE Jr., 2007). 

 

1.1.8 Justificativa da Proposição 

 

A clipagem temporária intermitente de vasos intracranianos tem sido utilizada com 

frequência em cirurgias neurovasculares, especialmente no tratamento de aneurismas 

intracranianos baseada em evidências clínicas e laboratoriais de que ela reduz o impacto do 

fenômeno isquêmico ao tecido cerebral em relação à clipagem temporária contínua. Entretanto, 

esta assertiva não tem respaldo cabal em evidências experimentais, pois, existem poucos 

trabalhos específicos na literatura e com alguma divergência entre eles, explicadas por uso de 

diferentes espécies animais ou mesmo de diferentes linhagens de ratos e pelo uso de diferentes 

métodos utilizados para causar a isquemia, que podem provocar diferentes intensidades de 

isquemia. Em nosso biotério temos disponível o Rattus norvegicus da linhagem Wistar 

Hannover e estamos habituados a utilizá-lo para a execução de modelo de isquemia temporária 

por oclusão da artéria ACM com um fio intraluminal. Um único estudo da literatura (SELMAN 
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et al., 1994), mostrou que, nesses animais, utilizando o modelo que utilizamos, não foi 

observada proteção maior da isquemia temporária intermitente em relação à contínua. Por outro 

lado, o modelo de isquemia temporária que mais reproduz as situações vivenciadas durante 

procedimentos neurocirúrgicos é o modelo da clipagem temporária da ACM por abordagem 

intracraniana direta.  

Pelos motivos expostos, neste estudo pretendemos comparar os efeitos das 

isquemias cerebrais temporárias intermitente e contínua no Rattus norvegicus, linhagem Wistar 

Hannover, utilizando o modelo de oclusão temporária da ACM por oclusão intraluminal de 

forma contínua e a oclusão de forma intermitente, avaliando os volumes das áreas de infarto e 

a presença de células apoptóticas nas áreas de infarto e de penumbra. 
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2 OBJETIVOS 

 

Utilizando dois modelos experimentais de isquemia temporária focal obtida pela 

oclusão da ACM por técnica de fio intra-luminal, de forma contínua e de forma intermitente, 

em Rattus norvegicus da linhagem Wistar Hannover este estudo tem por objetivos: 

1. Geral: Comparar a eficácia da oclusão temporária intermitente em relação à 

oclusão temporária contínua na redução da lesão cerebral 

2. Específicos: 

2.1. Comparar a extensão das isquemias focais temporária intermitente e contínua, 

através de morfometria realizada em cérebros corados por TTC; 

2.2 Efetuar e comparar a contagem de células marcadas pela técnica de TUNEL 

nas áreas isquêmicas nas diferentes situações experimentais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados 93 ratos (Rattus norvegicus) machos adultos, da linhagem Wistar 

Hannover, pesando entre 270-310 gramas. Os animais que foram submetidos a isquemia por 

obstrução da ACM com fio intraluminal, e foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus 

de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

Os animais foram mantidos em gaiolas durante o período pré-operatório, com livre 

acesso à água, ração balanceada e luz, em estufa climatizada com ciclo de 12 horas de claro-

escuro e temperatura controlada em 22o C, no Biotério do Laboratório de Técnica Cirúrgica e 

Experimental do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto - USP. As gaiolas foram trocadas e limpas em dias alternados. 

Durante todos os procedimentos foram observadas as normas técnicas 

preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, entidade filiada ao 

International Council for Laboratory Animal Science, visando manter um procedimento ético 

em todas as etapas do estudo. Dentre estas normas destacam-se: evitar o desconforto, o 

estresse, a angústia, a dor e as más condições de confinamento e de alimentação; todos os 

procedimentos com animais que possam causar dor ou angústia precisam se desenvolver com 

sedação, analgesia ou anestesia adequada; os animais que sofram dor ou angústia intensa ou 

crônica, que não possam se aliviar e os que não foram utilizados devem ser sacrificados por 

método indolor e que não cause estresse (FLECKNELL, 1993; MORTON, 1990; SIMÕES, 

1998). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (Protocolo nº 

087/2012). 

 

3.2. Protocolo Experimental 

 

Os animais foram alocados em 5 grupos, de forma aleatória sugerida no site 

RANDOM.ORG (Figura 1). 

Grupo Cirurgia Simulada (sham): 10 animais que foram submetidos à anestesia, 

estabilizados como acima, logo em seguida iniciamos o procedimento cirúrgico com uma 

incisão na região cervical média e dissecção da artéria carótida esquerda, neste grupo não 
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realizamos a isquemia. Em seguida, iniciamos o fechamento da ferida operatória com sutura. 

Após o período de reperfusão de 72 horas os animais foram sacrificados e 5 cérebros foram 

corados pelo TTC e os outros 5 cérebros foram corados pelo TUNEL. Devido a problemas no 

fornecimento do material para realização do TUNEL foram efetuados o total de 9 animais 

neste subgrupo. 

Grupo Isquêmico Contínuo (GC): 20 animais que foram submetidos a 

procedimento semelhante aos animais do grupo sham, com introdução de fio intraluminal na 

ACI para provocar isquemia durante 90 minutos. Em seguida, o fio foi retirado e a ferida 

operatória suturada. Após um período de reperfusão de 72 horas, os animais foram sacrificados 

e subdivididos em dois subgrupos de 10 animais: subgrupo TTC e subgrupo TUNEL, de 

acordo com a técnica empregada para avaliação do tecido cerebral. 

Grupo Isquêmico Intermitente (GI): 20 animais que foram submetidos a 

procedimento semelhante aos animais do grupo sham para provocar isquemia durante 6 

períodos de 15 minutos, intercalados com períodos de 10 minutos de reperfusão. Ao término 

do último período de isquemia, o fio foi retirado e a ferida operatória suturada. Após um 

período de reperfusão de 72 horas, os animais foram sacrificados e subdivididos em dois 

subgrupos de maneira semelhante aos do grupo Sham. Devido a problemas no fornecimento 

do material para realização do TUNEL foram efetuados 12 animais neste subgrupo. 

 

Figura 1 - Esquema da distribuição dos animais nos grupos de estudo. Os números dos animais previstos para a 

coloração pela técnica do TUNEL são apresentados inicialmente e entre parênteses os números de animais que 

foram realizados. ACM. Artéria cerebral média. 

 

Fonte: Arquivo do autor 
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3.3. Procedimentos Gerais 

 

Os procedimentos gerais básicos foram realizados no Laboratório de 

Neurocirurgia do Bloco de Cirurgia Experimental, Anexos B e C, da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto - USP. 

Seguindo-se os passos técnicos descritos no trabalho de Carlotti, Colli  e Kazuo 

(2001), os animais foram submetidos à indução anestésica por inalação de isoflurano em 

campânula de plástico. Em seguida foram transferidos para uma prancha de madeira, em 

decúbito dorsal horizontal, onde foram submetidos à intubação orotraqueal após tração digital 

da língua. Os animais foram, então, conectados através da cânula orotraqueal a ventilador 

mecânico desenvolvido pela Oficina de Precisão do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto 

para animais de pequeno porte. Manteve-se nebulização contínua do isoflurano através da 

cânula com oxigênio. 

A artéria caudal foi canulada a fim de monitorizar a frequência cardíaca, bem 

como permitir a coleta de amostras de sangue arterial para gasometria, e dosagem de eletrólitos 

séricos. Os parâmetros monitorizados foram ph, pCO2, pO2, Na, K, peso e temperatura. O kit 

utilizado para as dosagens e análise destes parâmetros foi o GEM Premier 3500, em 

equipamento GEM 3000 (Werfen, Barcelona, Espanha). 

A coleta de sangue foi feita 15 minutos após a estabilização e 15 minutos antes do 

término da isquemia. A taxa de oxigênio foi monitorizada utilizando um oxímetro de pulso. A 

temperatura corporal foi mantida entre 36 e 37o C, aferida com termômetro retal, utilizando-

se aquecimento com incidência de fonte de calor (lâmpada 220 V). 

 

3.4 Procedimentos Cirúrgicos 

 

3.4.1 Oclusão Temporária da ACM por Fio Intraluminal 

 

A exposição da ACM para obstrução por fio intraluminal foi realizada 

empregando-se a técnica descrita por Koizumi et al. (1986), modificada por Carlotti, Colli e 

Kazuo, 2001. 

Após a tricotomia da região cervical anterior, realizou-se uma incisão longitudinal 

mediana da fúrcula esternal até a região submentoniana, através da pele, tela subcutânea e 

platisma. Em seguida, realiza-se dissecção romba, através de tração digital, a fim de afastar as 
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glândulas submandibulares, permitindo a visibilização do músculo esternomastóide, ínfero-

lateralmente, do omo-hióide, látero-superiormente, e do esterno-hióide, medialmente, que 

eram rebatidos com auxílio de ganchos retratores. Auxiliado por microscópio cirúrgico (DF - 

Vasconcellos S.A.), identificou-se a artéria carótida comum E (ACCE), em sua bainha. A 

dissecção prosseguiu até a identificação da bifurcação da ACCE em artéria carótida externa 

esquerda (ACEE) e artéria carótida interna esquerda (ACIE) (Figura 2). Os ramos da ACEE 

foram coagulados e seccionados. A ACIE foi dissecada até a identificação da artéria 

pterigopalatina e a entrada da ACIE no crânio. A ACEE foi ligada o mais cranialmente 

possível e as ACCE e ACIE clipadas com clipes neurocirúrgicos temporários para impedir 

refluxo sanguíneo, seccionada, deixando-se um laço em torno dela para ligadura após 

introdução e posicionamento do fio obstrutor (Figura 3). 

 

Figura 2 - Desenho e fotos representando a exposição das artérias carótidas comum esquerda (CCE) (A e B), 

carótida interna esquerda (CIE) (A) e carótida externa esquerda (CEE), com alguns dos seus ramos cervicais, após 

afastamento da musculatura cervical superficial (B).  

 

Fonte: A. Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2007. B. Arquivo do autor.  

 

O coto da ACCE foi então rebatido e, através dele, introduzido fio intraluminal 

descrito em Carlotti, Colli e Kazuo, 2001 (Figura 5), até sentir-se suave resistência à sua 

progressão. O remanescente do fio que resta para fora do coto da ACEE foi medido, aceitando-

se como controle uma sobra de 0,5-0,7 cm (Figura 5). Após o término do tempo de 90 minutos 

de isquemia contínua ou dos 6 períodos de isquemia intermitente, retirou-se o fio da luz da 

ACEE, que foi ligada com fio de algodão 3-0 (KOIZUMI et al., 1986; CARLOTTI; COLLI; 

KAZUO 2001), e, em seguida, a ferida foi suturada. 
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Figura 3 - Fio obstrutor, extensão de 2,5cm com uma das extremidades espessada com silicone. 

 

 
Fonte: Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2007 

 

 
Figura 4 - A. Desenho ilustrando a porção inicial da artéria carótida interna. B. Foto ilustrando a porção proximal 

da artéria carótida externa esquerda, a artérias carótida comum esquerda, carótida interna esquerd e pterigopalatina 

esquerda. Desenho ilustrando a posição correta da artéria carótida externa esquerda. 

 
 

 

 

Fonte: A. Reproduzido com autorização de Tirapelli, 2007. B. Arquivo do autor. 
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Figura 5 - A. Desenho ilustrando a posição final do fio obstruindo a origem da artéria cerebral média esquerda (1) 

(no detalhe superior direito) e a ligadura da artéria carótida externa esquerda na região onde foi introduzido o fio 

obstrutor (seta). Por fim, a reperfusão da artéria carótida comum esquerda (2) é permitida após a retirada do seu 

microclipe. Artéria carótida interna esquerda (3); artéria cerebral anterior esquerda (4); artéria pterigopalatina 

esquerda (5). B. Foto final do procedimento cirúrgico com a introdução completa do fio obstrutor (seta).  

 
Fonte: A. Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2007. B. Arquivo do autor. 

 

3.4.2 Avaliação da IsquemiaCerebral Experimental 

 

3.4.2.1 Extração do Encéfalo 

 

Decorrido o período de reperfusão previsto ( horas - exceto para o grupo controle), 

os animais foram sacrificados através de inalação de halotano, em campânula plástica, até 

parada da ventilação. Através de corte transversal com tesoura Mayo curva, na região nucal, 

o escalpo foi retirado, expondo o crânio do animal desde a transição crânio-cervical até a 

porção inter-orbital, seguida de um corte separando o crânio da coluna cervical e de outro 

inter-orbital. Dois pequenos cortes foram realizados lateralmente, um de cada lado, no forame 

magno para servir de fulcro para a craniectomia. O crânio foi seccionado na linha média com 

tesoura de Metsembaum, iniciando no forame magno, em direção rostral, com o cuidado de 

bascular a ponta da tesoura contra o crânio, para fora, para reduzir a possibilidade de lesões 

ao encéfalo. 

As metades do crânio separadas pela incisão medial foram afastadas com tração 

digitalcuidadosa para expor o encéfalo, que foi retirado gentilmente com auxílio de pinça 

angulada delicada, para liberá-lo dos nervos cranianos. 
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O encéfalo extraído foi acomodado em molde (Figura 5), confeccionado em aço 

(Matrix - ASI - Instruments - CBM - 2000C USA), que apresenta fendas transversais paralelas 

a cada 1 mm, permitindo o encaixe de lâminas para fatiá-lo (Figura 6). 

 

3.4.2.2 Processamento Pós-Extração do Encéfalo 
 

Os encéfalos dos animais do subgrupo destinado a avaliação pelo TTC foram 

cortados em fatias de 2 mm de espessura, introduzindo-se lâminas de barbear paralelas a partir 

de 3 mm do pólo frontal até 11mm do mesmo. A seguir foram acondicionados, a fresco, em 

placa de Petri e incubados, a 37o C, com TTC a 2% em salina por 30 minutos (BEDERSON 

et al.,1986), obtendo-se forte marcação em vermelho profundo das áreas de tecido cerebral 

viável e desta forma a área isquêmica, que permanece pálida, fica negativamente marcada. 

Os encéfalos dos animais do subgrupo destinados à avaliação pela 

imunohistoquímica por TUNEL foram cortados a fresco, em fatias 4 mm, de maneira 

semelhante aos cérebros dos animais do subgrupo TTC. Em seguida os espécimes de cérebros 

foram acondicionados em solução fixadora e processados. 

Para o estudo pela imunohistoquímica (TUNEL), foi selecionado apenas um dos 

cortes coronais (2 mm) cuja secção foi realizada: na região anterior ou rostral passando (1) 

inferiormente através do quiasma óptico; (2) imediatamente anterior à comissura anterior e 

terceiro ventrículo; (3) superiormente através do tronco do corpo caloso e porção central do 

ventrículo lateral (Figura 7). É importante ressaltar que os cortes (3µm) para a análise pela 

técnica com TUNEL foram realizados a partir desta região rostral em direção posterior. 

Basicamente, dois níveis padrões de cortes coronais foram utilizados para a avaliação 

imunohistoquímica. 

Três regiões específicas delineadas, na figura 8, foram avaliadas quanto à 

frequência de células marcadas pelo TUNEL, pois correspondem às principais regiões do 

cérebro correspondente aos locais de irrigação a partir da ACM. 
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Figura 6 - Superior Esquerda. Molde metálico para acomodação e secção do encéfalo (Matrix - ASI –

Instruments, CBM2000C. USA). Superior Direita. Encéfalo colocado no molde. Inferior. Corte coronal do 

encéfalo obtido com o molde. 

Fonte: Arquivo do autor.  

 

Figura 7 - Corte sagital mediano com visão das principais estruturas observadas no encéfalo de rato adulto. As 

linhas A - anterior ou rostral (em azul) e B – posterior (em vermelho), indicam os dois níveis de cortes coronais 

utilizados para avaliação pela imunohistoquímica. Aqueduto cerebral (AC); bulbo olfatório (BO); comissura 

anterior (CA); corpo caloso (CC); cerebelo (CE); cíngulo (CG); hipocampo (H); glândula pineal (P); ponte (PO); 

quiasma óptico (QO); tálamo (TA); teto mesencefálico (TE); terceiro ventrículo (III); quarto ventrículo (IV). 

 
Fonte: Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2007 
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Figura 8 - Desenhos dos cortes coronais do encéfalo nas regiões avaliadas, mostrando à esquerda a ACM e alguns 

dos seus ramos e à direita, as três áreas avaliadas neste estudo: córtex dorsolateral (1); córtex lateral (2), e striatum 

(3). A. Corte coronal anterior ou rostral. Artéria cerebral média (ACM) originando várias pequenas artérias 

subcorticais perfurantes ou centrais (*); artéria estriada anterior (AEA) – ramo da ACM. Comissura anterior (CA); 

ventrículo lateral (VL). B. Corte coronal posterior com ACM emitindo a artéria estriada posterior (AEP). Corpo 

caloso (CC). Cápsula externa (CE); cápsula interna (CI); terceiro ventrículo (III).  

 

Fonte: Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2011 

 

3.4.2.3 Análise pelo TTC 

 

As secções coronais dos encéfalos dos animais submetidos ao TTC foram 

fotografadas na visão anterior e posterior. As imagens foram obtidas por câmera digital Sony 

HDR-TD10, com lente Sony Lins G 12x.  Ópticas. 1,8/2,9-34,8 para processamento e medição 

da área de isquemia das imagens dos cortes coronais dos encéfalos dos ratos deste grupo. 

Destas imagens, avaliando-se a similaridade entre as estruturas anatômicas, 

descritas acima, que estavam presentes nos níveis dos cortes avaliados pelo TUNEL, foram 

obtidos os valores das áreas isquêmicas e dos hemisférios cerebrais esquerdos dos animais deste 

grupo, nos dois níveis (ou cortes), em suas faces anterior e posterior. A partir destes valores, 

foram calculadas a média aritmética das áreas hemisférica e isquêmica nas faces anterior e 

posterior e, a partir destas médias, foi obtido o valor percentual da área do hemisfério cerebral 

esquerdo acometido pela isquemia. 

 

3.4.2.4 Análise Morfométrica 

 

O primeiro passo foi a digitalização de cada corte contido nas lâminas. Nesta fase 

foi utilizada câmera digital Sony HDR-TD10, com lente Sony Lins G 12x, ópticas1,8/2,9-34,8. 

A câmera foi fixada em suporte vertical, instalada em módulo de captura de imagens, equipado 

com fonte de luz própria. Após a captura, todas as imagens foram armazenadas. 
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Para analisar as áreas dos tecidos cerebrais utilizamos o programa ImageJ (domínio 

público, National Institutes of Health, Mariland, Bethesda, USA). As áreas dos hemisférios 

cerebrais esquerdos e direitos e as áreas de infartos delineadas pelo TTC foram acentuadas à 

caneta eletrônica e em cada corte para execução da morfometria (Figura 9). Foram efetuadas as 

medidas. Foram realizadas as médias das áreas de cada hemisfério cerebral e a área da região 

isquêmica para cada animal. Com tais médias foram calculadas as razões das médias 

(hemisfério esquerdo (isquêmico) / hemisfério direito) para possibilitar a comparação estatística 

entre os diferentes grupos.  

 

Figura 9 - Corte do encéfalo de animal com isquemia cerebral trabalhado no programa ImageJ (domínio público, 

NationalInstitutesof Health, Mariland, Bethesda, USA), mostrando a área isquêmica delineada manualmente. À 

Direita observa-se a identificação do corte.  

 

Fonte: Arquivo do autor 

 

A partir de medidas dessas áreas, da espessura de cada secção e do número de 

secções, foi possível o cálculo do volume da isquemia nos respectivos hemisférios isquêmicos, 

segundo a equação abaixo (BARTUS et al., 1994): 

 

 

 

onde, a extensão máxima do infarto resulta da multiplicação do número de cortes com isquemia 

por 0,01 (espessura do corte = 10 µm = 0,01 mm).  

Foram calculados os volumes isquêmicos parciais, correspondentes aos cortes 

submetidos a morfometria, de cada animal. 

Volume (mm3)  =                                                   x   (extensão máxima do infarto) 
S área (mm2) por lado 

No de lados analisados 
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Para a análise final foram calculadas as somas das contagens de células marcadas 

pelo TUNEL das áreas, 1, 2, e 3 de cada animal. 

 

3.4.2.5 Análise pela técnica de TUNEL 

 

Os espécimes de encéfalo destinados ao TUNEL foram fixados em formol 

tamponado a 10%, durante 24 horas. Em seguida, as peças foram submetidas a alcoolização 

progressiva em álcool 50% até 100%, diafanização em xilol e inclusão em parafina fundida a 

60o C para serem emblocadas. 

Cortes de 3µm de espessura foram obtidos com um micrótomo rotativo Reichert 

Jung 2040 (Reichert Microscope Services, Depew, Nova Iorque, EUA), montados em lâminas 

histológicas pré-tratadas com silano (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) diluído em 

acetona, e submetidos à coloração com TUNEL, conforme instruções do fabricante do produto 

Invitrogen™ Click-iT™ TUNEL Alexa Fluor Imaging Assays for Microscopy & HCS. 

As lâminas foram colocadas em estufas a 58°C por no máximo 18 horas e 

posteriormente desparafinizadas em xilol I, II e III com banhos de 10 minutos cada. Em seguida 

foram hidratadas em álcoois decrescentes (álcool absoluto, 95°, 80° 70°) com banhos de 5 

minutos cada. Após, foram lavadas em água corrente e, em seguida, em água destilada. 

Realizado, então, o pré-tratamento-tripsina 0,25% (tripsina sigma-T7409), digestão protéica, 

por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas duas vezes com água 

destilada com banhos de 2 minutos cada. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com 

água oxigenada 30V Merck a 3% por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram 

lavadas três vezes com PBS (Phosphate Buffer Solution), com banhos de 5 minutos cada 

eaplicado o tampão de equilíbrio fornecido pelo kit por 10 segundos em temperatura ambiente. 

O excesso de tampão foi sugado e, em seguida, aplicada a enzima TdT (fornecida pelo kit) e 

incubadas em câmara úmida a 37°C por uma hora. O excesso de enzima foi sugudo e aplicado 

o tampão para parada da reação (fornecido no kit) durante 10 minutos, em temperatura 

ambiente. As lâminas foram lavadas com PBS por quatro vezes de 2 minutos cada, o excesso 

de PBS foi aspirado e aplicado o DAB (3.3’- diaminobenzidine, sigma D-5637) por 6 minutos 

em temperatura ambiente e lavadas em água corrente. Em seguida foram contra-coradas com 

hematoxilina de Harris sem ácido acético por 3 segundos, lavadas em água corrente e azuladas 

com NH3– gotas, para posterior desidratadção e montagem com Permount Fischer. 

A leitura da marcação positiva das células à técnica de TUNEL foi realizada no 

microscópio de epifluorescência Leica DM 4000B com magnificação de 200x. 
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A) Para o cálculo da porcentagem de células positivamente marcadas (neurônios) 

na área 1 (córtex dorsolateral) e área 2 (córtex lateral), ambos do hemisfério cerebral esquerdo 

foi efetuada a contagem, de quatro campos em aumento de 400x, para cada área em estudo 

(áreas 1 e 2 - Figura 10). Os campos foram escolhidos nas regiões do córtex (camadas): dois 

campos mediais e dois campos laterais para a área 1 e dois campos craniais e dois campos 

caudais para a área 2. Em cada campo escolhido, a contagem foi realizada onde houve maior 

marcação positiva (regiões de hot spot) para o TUNEL. A partir da contagem do número total 

de células positivas e negativas, foi calculada a porcentagem de células positivas. 

B) Porcentagem de células positivamente marcadas (neurônios) no corpo estriado 

(striatum - área 3) do hemisfério cerebral esquerdo. A contagem das células foi efetuada de 

maneira similar ao item A, nos campos medial e lateral. 

 

3.4.3 Análise Estatística 

 

Para a análise estatística dos valores dos parâmetros fisiológicos dos animais (ph, pCO2, pO2, 

Na, K, peso e temperatura) foi aplicado o teste t de Student. A comparação entre as mortalidades 

os tempos médios cirúrgicos entre os grupos GC e GI foi efetuado utilizando o teste exato de 

Fisher. Para a comparação global das médias das áreas das secções (mm2) e dos volumes (mm3) 

de cada hemisfério cerebral e dos percentuais do hemisfério cerebral esquerdo em relação ao 

hemisfério direito de cada animal nos diferentes grupos experimentais, para as áreas em azul 

(substância branca) e em vermelho (corpos neuronais), foi utilizado o teste t não pareado de 

Student. Para a comparação entre as porcentagens de células em apoptose observadas nas áreas 

isquêmicas entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA. Foi adotado o nível de significância 

p0,05. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma IV 

for MAC (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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Figura 10 - Corte coronal do encéfalo demonstrando os campos medial (M) e lateral (L) demarcados para duas 

áreas de avaliação no estudo pelo TUNEL: área 1 - córtex dorsolateral (em verde) e área 3 - striatum (em azul); e 

os campos cranial (CR) e caudal (CA) demarcados para a área 2 - córtex lateral (em vermelho). 

 

Fonte: Reproduzido com permissão de Tirapelli, 2011 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Procedimento cirúrgico 

 

4.1.1 Animais 

 

Para realização deste estudo forma utilizados 82 animais. Oito animais foram 

excluídos durante o procedimento cirúrgico por alterações dos parâmetros laboratoriais, 

sobretudo gasométricos e por não se conseguir manter a temperatura corporal adequada. Além 

disso, outros 16 animais foram a óbito durante o procedimento cirúrgico, 12 deles do grupo GI 

e 4 animais do grupo GC. Na fase pós-operatória 9 animais do grupo GI e 5 do grupo GC foram 

óbito.  Os animais excluídos e os óbitos foram repostos para manutenção do número original 

dos grupos. 

A mortalidade observada nos animais do sham foi zero, no grupo GC foi 25.9% % 

e no grupo GI foi 45% (diferença não significante, teste exato de Fisher, p = 0,1275). 

 

4.1.2 Tempo cirúrgico médio por grupo 

 

No grupo controle foi realizado apenas a abordagem cirúrgica e ó fechamento da 

ferida operatória num tempo médio de vinte minutos, dos quais, quinze minutos foram 

utilizados para o acesso e cinco minutos de síntese. 

O grupo isquêmico contínuo (GC) teve uma média de tempo total de 110 minutos 

dos quais, foram utilizados quinze minutos para o acesso cirúrgico, noventa minutos de 

isquemia contínua e cinco minutos de síntese. O grupo isquêmico intermitente (GI) teve uma 

média de tempo total de 170 minutos dos quais quinze minutos foram utilizados para ode acesso 

cirúrgico, noventa minutos de isquemia realizada em 6 períodos de 15 minutos intercalados 

com dez minutos de reperfusão e cinco minutos de síntese. O tempo cirúrgico médio foi 

significativamente maior no grupo GI que no grupo GC (p = 0,0149, teste exato de Fisher). 
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4.1.3 Parâmetros Fisiológicos  

 

Os parâmetros fisiológicos (ph, pCO2, pO2, Na, K, peso e temperatura) dos animais 

foram mantidos durante os procedimentos cirúrgicos. Os resultados desta monitorização 

seguiram a padronização pré-estabelecida.  

Não houve diferença significante entre os parâmetros fisiológicos entre os animais 

dos diferentes grupos (teste t Student p = 0.0001). Os resultados dos exames laboratoriais são 

apresentados no anexo 1.  

 

4.2 Análise Morfométrica 

 

Para a análise morfométrica foram utilizados 20 animais, 10 animais alocados no 

grupo intermitente e 10 animais alocados do grupo contínuo. 

Para ambos os grupos foram calculadas com o programa ImageJ a área total da 

secção, a área do hemisfério direito, a área do hemisfério esquerdo e a área isquêmica neste 

hemisfério. As médias das áreas analisadas na morfometria dos cérebros dos animais do grupo 

GC impregnados com tetrazólio e nos cérebros dos animais do grupo I são apresentadas nas 

tabelas 1 e 2 respectivamente, as quais apresentaram distribuição normal (teste de correlação 

de D’ Agostino & Pearson). 

 

Tabela 1 - Médias das áreas totais, áreas do hemisfério D e áreas isquêmicas dos animais do grupo GC e a 

espessura das áreas isquêmicas. 

Encéfalo Áreas Hemisfério D 

mm2 

Áreas Hemisfério E 

mm2 

Áreas Isquêmicas 

mm2 

Áreas Totais 

mm2 

Cortes Coronais 

01  69.443 74.293 9.264 143.736 3mm 

02  56.475 62.479 10.745 118.954 3mm 

03  65.741 71.563 8.941 137.304 3mm 

04  44.908 51074 14.384 95.982 2mm 

05  59.239 61.726 8.408 120.965 2mm 

06  68.688 82.638 14.678 151.326 3mm 

07  47.772 59.203 11.370 106.975 2mm 

08  72.116 76.819 22.293 148.935 3mm 

09  68.021 79.432 23.002 147.453 3mm 

10  61.012 77.337 14.342 138.349 3mm 

   137,43 (10.49%) 1309.979  
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Tabela 2 - Médias das áreas totais, áreas do hemisfério D e áreas isquêmicas dos animais do grupo GI e a espessura 

das áreas isquêmicas. 

Encéfalo Áreas HemifériosD 

mm2 

Área Hemisférios E 

mm2 

Área Isquêmicas 

mm2 

Area Totais 

mm2 

Cortes coronais 

1  73.271 85.012 40.102 158.283 3mm 

2  58.802 64.197 16.220 122.999 3mm 

3  78.655 78.730 32.954 157.385 3mm 

4  79.703 90.123 49.374 169.826 3mm 

5  81.264 77.659 35.487 158.923 3mm 

6  45.887 53.235 13.536 99.112 2mm 

7  66.409 67.655 29.061 134.064 3mm 

8  68.557 93.543 28.025 162.100 3mm 

9  49.234 61.120 19.308 110.354 2mm 

10  78.993 83.261 36.573 162.254 3mm 

   300.64 (21,47%) 1400.300  

 

As figuras 11 e 12 apresentam as médias das áreas totais dos hemisférios direitos 

dos animais dos grupos dos grupos GC e GI. 

 

Figura 11 - Médias das áreas totais dos hemisférios direitos dos animais dos grupos GC e GI. Não houve diferença 

estaticamente significante (p = 0,1980, teste t não pareado). 

 

 

Fonte: Arquivo do autor 
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Figura 12 - Média das áreas totais dos hemisférios esquerdos dos animais dos grupos GC e GII. Não houve 

diferença estatisticamente significante (p = 0,2919, teste t não pareado). 

 

Fonte: Arquivo do autor 
 

 

A porcentagem média de isquemias nos animais dos grupos GC e GI foram 

respectivamente 10,49% e 21,47%. A figura 13 apresenta a comparação entre as áreas 

isquêmicas dos animais dos grupos GC e GI.  

 

Figura 13 - Média das áreas isquêmicas dos hemisférios cerebrais direitos dos animais dos grupos GII e GC. 

Diferença estatisticamente significante entre os 2 grupos (GC < GII, p = 0,0006, teste t não pareado). 

 

 

Fonte: Arquivo do autor 
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A figura 14 apresenta a comparação entre as áreas totais dos grupos GI e GC. 

 

Figura 14 - Comparação entre as médias das áreas totais dos animais dos grupos GC e GII. Não houve diferença 

estatisticamente significante (p = 0,2244, teste t não pareado) 
 

 

 

Fonte: Arquivo do autor 
 

 

A tabela 3 apresenta as médias dos volumes das áreas isquêmicas nos animais dos 

grupos GC e grupo GI. 

 

Tabela 3 - Médias dos volumes das áreas isquêmicas nos animais dos grupos GC e grupo GI  

Animal Isquemia Contínua Isquemia Intermitente 

1 488,78 1921,37 

2 440,54 643,15 

3 469,06 1476,05 

4 814,26 2369,51 

5 727,23 682,78 

6 508,10 1554,40 

7 1204,57 1391,30 

8 1269,18 949,01 

9 775,68 1686,62 

Volume médio mm3 744,15 1408,24 
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A figura 15 apresenta a distribuição das médias dos volumes das áreas isquêmicas 

nos grupos GC e GI.  

 

Figura 15 - Médias dos volumes das áreas isquêmicas nos animais dos grupos GI e GC (Ge>GC). Diferença 

estatisticamente significante (p = 0.0018, teste t de Student). 

 
Fonte: Arquivo do autor 

 

 

4.3 Análise do Tunel 

 

A figura 16 apresenta as marcações dos neurônios pela técnica de TUNEL nas áreas 

1,2 3 selecionadas dos animais dos grupos estudados. Os neurônios íntegros não apresentam 

marcação e os neurônios degenerados são marcados em vermelho pelo TUNEL.   
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Figura 16 -Marcação de neurônios do cérebro dos animais estudados pela técnica de TUNEL. A coluna da 

esquerda não evidência marcação (neurônios íntegros), a coluna do meio apresenta marcação de neurônios 

degenerados em vermelho e a coluna da direita mostra a sobreposição das colunas anteriores, evidenciando que o 

grupo sham tem apenas ruído. DAPI - deoxynucleotidyl transferase. 

 

Fonte: Arquivo do autor 
 

A tabela 4 apresenta a soma das contagens das células apoptóticas marcadas pelo 

TUNEL nas áreas 1, 2 e 3 nos animais dos grupos sham, GI e GC. 

 

Tabela 4 - Soma das células apoptóticas nas áreas 1, 2 e 3 dos animais dos grupos sham, GC e GI. 

Animais Sham 
Grupo Isquemia 

Contínua 
Grupo Isquemia Intermitente 

1 11,70 58,57 80,61 

2 8,90 34,24 85,09 

3 16,00 57,21 89,58 

4 16,00 40,68 94,06 

5 4,12 77,78 98,55 

6 8,93 67,15 70,60 

7 8,12 71,64 73,41 

8 7,31 76,64 76,22 

9 6,51 41,46 79.04 

10  45,27 81,85 

11  48,09 84,66 

12  50.90 67,78 

13  53,72  

14  56,53  

15  39,65  

Média 9,7 51,24 75,2 
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A análise das marcações pelo TUNEL das células apoptóticas nas áreas 1, 2 é 

apresentada na figura 17. 

 

Figura 17 - Porcentagem de células TUNEL+ (apoptóticas), nas áreas 1,2, 3 dos animais dos grupos sham, GC e 

GI (p <0,0001 para shamvsGC, ahamvsGI e GCvsGI, teste ANOVA one-way, com post teste de 

multicomparação de Bonferroni). 

 

 

Fonte: Pró Arquivo do prio autor 
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5 DISCUSSÃO  

 

O estudo da isquemia cerebral temporária reveste-se de grande importância por 

ser este o tipo de isquemia mais frequente observado na prática clínica, com o objetivo de 

reduzir o risco intra-operatório de ruptura, de tornar a dissecção mais segura, e de permitir o 

controle de hemorragias por rupturas precoces de aneurismas e vasos intracranianos em outras 

cirurgias, como por exemplo na ressecção de tumores da base do crânio que invadem a ACI 

(AKYÜZ et al., 2002; ARAKI et al., 1999; BATJER et al., 1988; DRAKE, 1979; HEROS et 

al., 1983; HINDMAN et al., 2010; JABRE; SYMON, 1987; KETT-WHITE et al., 2002; 

KRISHT; KADRI, 2005; MIYAZAWA et al., 2002; MORLEY; BARR, 1969; PEERLESS; 

DRAKE, 1990; SAMSON et al., 1994, SCHICK et al., 2005; SUZUKI; YOSHIMOTO; 

KAYAMA,1984; TAYLOR et al., 1996, CÓRDOVA et al. 2022, Ha SK et al., 2009; DUTTA 

et al., 2021; KUMAR; SAHANA; MENON, 2021). 

Com o intuito de melhor compreender os mecanismos fisiopatálógicos da 

isquemia cerebral temporária em humanos e para avaliação de novas estratégias terapêuticas, 

o estudo deste tipo de isquemia em animais de experimentação é de fundamental importância 

(BARDUTZKY et al., 2005; (BOYKO et al., 2010).). Se por um lado, em condições 

experimentais, há maior padronização dos procedimentos, o que torna os resultados obtidos 

mais fidedignos, os resultados obtidos em estudos experimentais devem ser transpostos com 

cautela para os seres humanos, devido às diferenças intrínsecas entre as espécies (CARLOTTI; 

COLLI; KAZUO, 2001). 

A escolha do rato como modelo para o estudo da isquemia experimental deveu-se 

a uma série de fatores como a facilidade e velocidade de criação e a facilidade do manuseio 

do animal criado em biotérios, a possibilidade de padronização das características do animal 

(sexo e peso e/ou idade, tamanho, estado de sáude), e a possibilidade de trabalhar-se com o 

animal anestesiado com intubação orotraqueal e com controle dos parâmetros fisiológicos 

(temperatura corporal, gases sanguíneo e glicemia) do animal, dados estes interferem com a 

instalação de processos cerebrais isquêmicos. (GINSBERG; BUSTO, 1989; COLLI; SILVA; 

CARLOTTI, 1998).  

Duas raças de ratos são mais comumente usadas para obtenção de isquemia 

cerebral experimental, a Sprague-Dawley e a Wistar Hannover. Existem diferenças de 

suscetibilidade à isquemia cerebral entre ambas demonstrado em estudo prévio que revelou 
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maior resistência à isquemia na raça wistar em comparação à Sprague-Dawley, atribuída à 

provável nutrição colateral mais exuberante naqueles animais (BARDUTZKY et al., 2005). 

As técnicas de oclusão focal temporária da ACM em ratos, com ou sem reperfusão 

intermitente, simulam as situações observadas nas microcirurgias vasculares intracranianas.  

A isquemia é obtida a partir de: 1. Obstrução permanente do fluxo por coagulação da ACM 

(TAMURA et al., 1981); 2. Oclusão da ACM associada à ligadura sucessiva das ACCs (CHEN 

et al., 1986); e, 3. Oclusão da ACM, através da introdução do fio intraluminal (KOIZUMI et 

al., 1986; CARLOTTI JR; COLLI; KAZUO, 2001; BOYKO et al., 2010). 

Em nosso laboratório temos padronizado o modelo de isquemia cerebral 

temporária focal, com ou sem reperfusão, em ratos, obtido por oclusão da ACM com um fio 

intraluminal introduzido pela ACI. (CARLOTTI; COLLI; KAZUO, 2001; CARVALHO et 

al., 2016; COLLI; SILVA; CARLOTTI JR et al., 1998; COLLI, TIRAPELLI; CARLOTTI 

JR et al., 2008; DIAS et al., 2000; DUARTE, CAMPOS; COLLI, 2003; DEZENA et al., 2012; 

SCHIAVONE et al., 2018; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2019; TIRAPELLI et al., 2010; 

2012).  

Neste estudo, efetuamos uma análise comparativa da isquemia cerebral focal 

intermitente com a isquemia contínua. O modelo empregado foi o de oclusão ACM com um 

fio intraluminal que, na isquemia intermitente, foi parcialmente removido em intervalos de 

tempo para reperfusão (6 ciclos de 15 minutos de oclusão intercalados com reperfusão de 10 

minutos. Todos os animais tiveram um período de reperfusão final de 72 horas para que 

houvesse instalação das lesões da isquemia que pudessem ser detectadas pelos métodos 

morfológicos utilizados (CARLOTTI JR; COLLI; KAZUO, 2001). 

Evidências experimentais da década de 90 mostraram que episódios repetidos de 

isquemia global aumentam a extensão das lesões neuronais experimentais quando comparadas 

a um único período equivalente de isquemia (ARAKI; KATO; KOGURE, 1990; INOUE et al., 

1992; KATO; KOGURE, 1990; LIN et al., 1992; TOMIDA et al., 1987; WIDMANN et al., 

1992).  

Existem poucos dados com relação à isquemia focal experimental disponíveis na 

literatura. Os poucos estudos encontrados são da década de 90 e referem-se a observações de 

alterações histopatológicas convencionais em isquemia focal contínua e intermitente por 

obstrução da ACM com fio intraluminal em ratos Wistar (GOLDMAN; ANDERSON; 

MEYER, 1992 e SELMAN et al., 1994), e em isquemia focal contínua e intermitente  em 

coelhos (STEINBERG et al., 1994), e em ratos (DAVID; PRADO; DIETRICH, 1996), por 

clipagem intermitente da ACM. A maioria destes estudos utilizou protocolos experimentais que 
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não reproduzem as características temporais mais prováveis de ocorrer durante os 

procedimentos cirúrgicos (DAVID; PRADO; DIETRICH, 1996). 

Selman, Lust e Pundik, et al. (1992), compararam as isquemias focal contínua e 

intermitente por oclusão direta da ACM através de uma craniotomia basal em ratos Wistar (raça 

não especificada) normotensos e hipertensos e mostraram áreas de isquemia semelhante nos 

dois grupos (49,4mm2 vs. 42,9mm2, e menor volume de isquemia nos animais hipertensos 

submetidos à oclusão intermitente que nos submetidos à isquemia contínua (126,7mm3 vs. 

163,4mm3).  

Goldman, Anderson e Meyer (1992), em estudo comparativo de isquemia cerebral 

focal contínua e intermitente por obstrução da ACM com fio intraluminal em ratos Wistar  (raça 

não especificada), observaram que as áreas totais de infarto foram significativamente menores 

nos animais submetidos à isquemia intermitente que no grupo de animais submetidos a 

isquemia contínua (áreas totais de infarto aos 60-minutos, 90-minutos e 120-minutos de 1.8, 

1.08,  8.7mm2 e 12,02, 11,54 e 30,43 mm2, respectivamente).  

Steinberg et al., (1994) observaram uma redução nas áreas isquêmicas (área cortical 

24,4% vs. 10.0%; área estriatal 38,1% vs 37,4%) e nas áreas de edema cortical (14,6% x 12,5%) 

e hemisférico (11,6 vs. 9,9%), verificados em ressonância magnética do encéfalo de coelhos 

submetidos à isquemia por clipagem transorbital intermitente comparadas à clipagem contínua 

da ACI, ACM e artéria cerebral anterior, porém, sem diferença significante. 

David, Prado e Dietrich (1996), compararam e isquemia cerebral em ratos Sprague-

Dawley por oclusão continua ou intermitente da ACM por clipagem direta efetuada por 

alargamento do forame oval e abertura da dura-máter. Os autores verificaram, através de estudo 

histopatológico e de medidas das áreas de secções coronais do encéfalo irrigadas pela ACM e 

dos volumes das regiões isquêmicas, um efeito protetor cerebral da isquemia intermitente 

quando comparada à isquemia contínua por um período equivalente (50mm3 vs 8,7mm3). Este 

modelo é o que mais se aproxima das situações encontradas durante procedimentos cirúrgicos. 

Estes resultados conflitam com outros dados da literatura (GOLDMAN; ANDERSON; 

MEYER, 1992; SELMAN et al., 1994; STEINBERG et al., 1994) e a diferença pode ser 

atribuída a diferenças entre os animais utilizados (ratos Sprague-Dawlev Wistar, ratos wista 

não especificados e coelhos) e entre os métodos utilizados para provocar a isquemia. 

As lesões causadas pela isquemia muitas vezes são sobrepostas por lesões causadas 

pela reperfusão, o que pode piorar o quadro isquêmico inicial (KALOGERIS et al., 2016; 

KUMAR; SAHANA; MENON, 2021). 
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Ha et al. (2009), observaram em humanos, que a clipagem temporária intermitente 

de vasos cerebrais em cirurgias de aneurisma causa menos isquemia que a clipagem contínua 

(15 % vs 31% de pacientes com manifestações clínicas e 35% vs 50% de sinais radiológicos 

de isquemia). A clipagem temporária intermitente é considerada menos lesiva que a clipagem 

temporária contínua e isto é atribuído à reperfusão (KUMAR; SAHANA; MENON, 2021). 

ARAKI et al. (1999) observaram que a reperfusão aumenta a incidência de lesões isquêmicas 

por clipagem temporária de vaso em cirurgia de aneurismas e que o tempo total de clipagem 

(31.9 vs. 13.9 minutos), e o tempo máximo de clipagem única (18.4 vs. 8.6 minutos), foram 

maiores em pacientes com reperfusão do que em pacientes sem reperfusão. 

A oclusão da ACM com fio intraluminal e períodos reperfusão tem o viés da 

inclusão da reperfusão e no processo e isto pode ser difícil de ser diferenciado nos resultados. 

Percie du Sert et al. 2017, publicaram as recomendações de um grupo de trabalho 

criado com a finalidade de rever os modelos mais comuns de indução de isquemia em roedores 

(camundongos e ratos) e recomendar oportunidades os seus refinamentos e promover estas 

recomendações e estratégias na comunidade de pesquisa de AVC internacional para melhorar 

a qualidade científica dos resultados. 

Frequentemente ocorre uma grande heterogeneidade nos resultados de morbidade 

de mortalidade num grupo de animais submetidos à isquemia, principalmente em modelos de 

isquemia transitória por oclusão da ACM em relação a oclusões permanentes porque as 

oclusões transitórias podem causar lesão endotelial e a reperfusão secundária pode adicionar 

variabilidade (PERCIE du SERT et al., 2017). 

Nos modelos de oclusão ACM pela introdução de fio intraluminal em ratos, o 

acesso do fio pela ACE exige ligadura e interrupção do fluxo deste vaso, incluindo a irrigação 

da musculatura facial, e causa dificuldade na mastigação e na ingestão de líquidos com 

consequente perda de peso. Existe uma correlação linear entre a perda de peso 72 horas após a 

oclusão da ACM por 60 minutos e o aumento de tamanho do infarto (DIRNAGL, 2010). .Evitar 

a ligadura da ACE é um refinamento e a introdução do fio pode ser feita pela ACC ou pela ACI, 

o que não altera o tamanho ou a variabilidade do volume infarto em ratos (PERCIE du SERT 

et al., 2017). 

O modelo de oclusão da ACM com filamento intraluminal causa um aumento 

oclusão-dependente na gravidade da hipoperfusão cerebral dentro e ao redor do território MCA. 

A obstrução pode ocorrer além do território da ACM (regiões do tálamo, hipotálamo e 

hipocampo) como consequência da oclusão de artérias originárias mais proximais na ACI pelo 

filamento, como a artéria coróidea anterior e artéria hipotalâmica, ou porque os animais têm um 
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polígono de Willis incompleto hereditário, aumentando a área de isquemia (PERCIE du SERT 

et al., 2017). A extensão e a distribuição das lesões isquêmicas são altamente sensíveis ao 

aumento da duração da oclusão e a participação de tecidos fora do território da ACM produz 

um aumento agudo do volume da lesão (McCOLL et. al., 2004).  

O fio intraluminal utilizado deve ter o menor diâmetro e o mais curto encapamento 

da sua extremidade para produzir infartos consistentes no território da ACM (PERCIE du SERT 

et al., 2017). Até recentemente, a maioria dos laboratórios produzia o seu próprio fio, com 

consideráveis diferenças. Hoje existem fios pré-fabricados em vários tamanhos para adequar-

se a diferentes aplicações, o que pode contribuir para melhorar a reprodutibilidade dos infartos 

(PERCIE du SERT et al., 2017). 

Em nosso estudo observamos que ratos submetidos isquemia cerebral focal 

contínua por oclusão da ACM com fio intraluminal foi mais efetiva que a isquemia com 

períodos de reperfusão intermitente (áreas isquêmicas - 10,49% vs. 21,47% e volumes 

isquêmicos 744,15 vs. 1408,24). A diferença observada em relação aos dados de David, Prado 

e Dietrich (1996) podem ser parcialmente explicados pelo fato de termos utilizado ratos Wistar 

da raça Hannover (BARDUTZKY et al., 2005). Foram utilizados animais do sexo masculino, 

já que as fêmeas apresentam neuroproteção por fator hormonal o que poderia confundir nossa 

análise (MEHTA; MANHAS; RAGHUBIR, 2007). 

As altas mortalidades operatórias observadas (25.9% no grupo GC e 45% no grupo 

GI), comparadas à mortalidade zero no grupo sham do nosso estudo, são observadas com 

frequência num grupo de animais submetidos à isquemia, principalmente em modelos de 

isquemia transitória por oclusão da ACM em relação a oclusões permanentes porque as 

oclusões transitórias podem causar lesão endotelial e a reperfusão secundária pode adicionar 

variabilidade (PERCIE du SERT et al., 2017). 

A oclusão da ACM com reperfusão intermitente é um procedimento tecnicamente 

mais complexo que a focal contínua com reperfusão apenas no final da isquemia e demandou 

um tempo de manuseio cirúrgico do animal maior que na isquemia contínua. A duração do 

procedimento e sua maior complexidade foi o primeiro fator a ser considerado na avaliação 

destes resultados. Além disso, a ACEE foi ligada definitivamente no início do procedimento, 

o fio intraluminal foi removido várias vezes até a ACEE para reperfusão. A ligadura da ACEE 

pode ter causado dificuldade de mastigação e de ingestão de líquidos, o que acarreta perda 

peso que, nas primeiras 72 horas da oclusão, está correlacionada ao tamanho do infarto 

(DIRNAGL, 2010). A maior manipulação do endotélio vascular pelo fio pode ter causado 

lesão endotelial com a formação de microtrombos e/ou microembolização no território da 
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ACM. Estes fatores poderiam ter sido minorados deixando-se o fio intraluminal na ACI, o que 

não interfere com os resultados da isquemia da ACM . Todos estes fatores .podem justificar 

parcialmente a maior ocorrência de isquemia na oclusão com reperfusão intermitente. 

Na isquemia focal existe uma área de penumbra entre a área necrosada, onde já 

houve morte neuronal, e a área de tecido cerebral normal (ASTRUP; SIESJO; SYMON, 1981). 

Na região de penumbra, ocorrem os fenômenos de morte celular programada ou apoptose 

(MEHTA; MANHAS; RAGHUBIR, 2007, Picone, 2007). Teoricamente, as células em 

apoptose podem recuperar-se se a isquemia for revertida. A reversibilidade da isquemia 

depende da intensidade e da duração do processo isquêmico (SPETZLER; HADLEY, 1989). 

Porém, com a persistência da isquemia, as células em apoptose evoluem para morte e a 

disfunção neurológica também se instala, tornando oo dano neuronal irreversível e sem reparo 

(SPETZLER; HADLEY, 1989). Desta forma, o foco das intervenções terapêuticas está 

direcionado para a área de penumbra isquêmica, com aplicação de medidas que possam reduzir 

o tamanho do infarto cerebral (SPETZLER; HADLEY, 1989). 

A análise por imunofluorescência (TUNEL) é uma técnica utilizada para detectar 

proteínas específicas em uma amostra de tecido ou células. É um método sensível e específico 

que pode ser usado para identificar marcadores de morte celular (apoptose), doença, avaliar a 

resposta imune de um indivíduo a uma infecção ou para investigar a expressão de proteínas em 

diferentes tecidos ou células. O procedimento consiste em fixar e preparar as amostras de tecido 

ou células, seguido da aplicação de anticorpos marcados com uma molécula fluorescente. Os 

anticorpos se ligam às proteínas alvo nas amostras, permitindo que elas sejam visualizadas sob 

um microscópio de fluorescência. A intensidade da fluorescência pode ser medida para 

quantificar a expressão da proteína alvo nas amostras. 

Após a morte celular onde existe uma fragmentação do DNA, uma das fitas do DNA 

é rompida e libera nucleotídeos são marcados pelo TUNEL. A presença de células apoptóticas 

nas áreas de isquemia cerebral em ratos foi demonstrada em estudos anteriores pela marcação 

destas células pela técnica imunohistoquímica de TUNEl (PICONE, 2007).  

Em nosso estudo fizemos também a avaliação da isquemia pela presença de células 

em apoptose nas áreas de isquemia utilizando esta técnica. Os neurônios íntegros não 

apresentam marcação e os neurônios degenerados são marcados em vermelho pelo TUNEL. As 

porcentagens de células em apoptose observadas nas áreas isquêmicas foram maiores nos 

animais do grupo GI que nos animais GC e do grupo sham (75,20% vs. 51,24% vs. 9,4% 

respectivamente). Estes resultados foram concordantes com a observação das áreas isquêmicas. 
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A interpretação dos nossos resultados deve ser efetuada com cautela porque o 

estudo foi efetuado em ratos Wistar Hannover, raça esta que é mais resistente aos processos 

isquêmicos cerebrais. O método utilizado para oclusão temporária intermitente com períodos 

de reperfusão envolve problemas técnicos maiores que o processo de oclusão contínua e a 

própria reperfusão pode ser a causa de piora do insulto isquêmico. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Em nosso estudo em ratos, observamos que a isquemia focal intermitente causou 

mais lesão cerebral quando comparada à isquemia focal contínua e em relação ao grupo 

controle, contrariando a crença comum de que a clipagem temporária de vasos em cirurgia de 

aneurismas é benéfica. Entretanto, devido às características do animal e a fatores técnicos do 

método utilizado, estes resultados devem ser interpretados com cautela ao se fazer a 

transposição destes resultados para a prática clínica. 
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ANEXOS 

 

Parâmetros Fisiológicos no colhidos no início e no fim do experimento  

 

Grupo Sham. Exames Iniciais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

11 
 

12 
 

13 
 

14 

Peso 297 278 301 279 293 272 380 297 304 275 273 289 290 295 

pH 7,39 7,38 7,41 7,4 7.42 7,36 7,37 7,38 7,4 7,42 7,36 7,42 7,38 7,42 

pCO2 36 39 92 39 44 39 38 41 39 39 40 41 41 44 

pO2 94 90 39 89 99 89 90 98 90 100 98 90 90 92 

Na 135 138 136 139 136 135 138 136 137 136 139 139 139 139 

K 4,7 5,4 5 4,7 4,8 4,6 4,7 4,8 4,7 4,8 4,8 4,7 4,7 4,6 

Temperatura 37 36 37 36 36 37 37 37 37 36 36 36 290 37 

 

Grupo sham. Exames finais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

11 

 

12 

 

13 

 

14 

Peso 294 274 298 277 289 270 378 295 300 272 272 288 290 292 

pH 7,37 7,36 7,43 7,37 7,41 7,39 7,39 7,42 7,44 7,45 7,36 7,43 7,4 7,42 

pCO2 38 41 89 42 45 36 37 38 35 36 41 41 41 43 

pO2 97 93 36 92 96 91 91 99 85 99 97 91 99 91 

Na 136 138 137 139 137 135 139 137 136 137 140 140 236 140 

K 4,6 5,3 5,4 4,7 4,8 4,8 4,7 4,9 4,7 4,8 4,7 4,7 4,7 4,5 

Temperatura 37 37 37 37 36 36 37 36 37 36 37 37 36 37 

 

Grupo isquemia contínuo (tetrazólio): Exames iniciais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Peso 274 299 290 299 283 300 305 300 272 271 

pH 7,36 7,34 7,38 7,41 7,4 7,45 7,39 7,38 7,35 7,38 

pCO2 38 41 45 44 38 40 39 40 92 36 

pO2 89 89 99 98 98 98 90 90 86 90 

Na 139 138 137 138 136 136 140 139 142 140 

K 4,7 4,8 4,8 4,6 4,5 4,6 4,9 4,8 4,6 4,6 

Temperatura 37 37 36 36 37 37 36 36 36 37 
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Grupo isquemia contínuo (tetrazólio): exames finais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Peso 273 295 289 296 280 298 304 298 270 270 

pH 7,35 7,35 7,38 7,41 7,42 7,45 7,4 7,36 7,4 7,38 

pCO2 38 41 44 43 37 41 39 41 90 36 

pO2 90 90 99 98 98 96 92 89 87 90 

Na 140 138 137 138 138 136 141 140 143 141 

K 4,7 4,8 4,8 4,6 4,5 4,6 4,9 4,9 4,6 4,7 

Temperatura 37 37 36 36 37 36 36 36 37 37 

 

Grupo isquemia intermitente (tetrazolio): exames iniciais  

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Peso 309 278 273 309 298 279 278 278 278 299 

pH 7,4 7,32 7,36 7,38 7,4 7,42 7,45 7,39 7,39 7,38 

pCO2 40 41 40 35 40 39 35 38 44 44 

pO2 90 90 99 98 90 91 80 88 90 100 

Na 140 139 139 138 139 140 139 140 138 139 

K 4,6 4,6 4,8 4,6 4,8 4,9 4,7 4,7 4,9 4,8 

Temperatura 37 36 36 36 37 37 36 36 36 37 

   

Grupo isquemia intermitente (tetrazolio): exames finais.  

 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Peso 308 275 272 308 296 278 276 276 276 298 

pH 7,41 7,33 7,36 7,38 7,39 7,41 7,45 7,4 7,39 7,38 

pCO2 41 42 41 34 39 41 35 39 44 43 

pO2 91 89 98 99 90 91 80 89 89 98 

Na 141 140 140 140 140 141 141 141 139 140 

K 4,6 4,6 4,7 4,6 4,8 4,9 4,7 4,8 4,9 4,8 

Temperatura 37 36 37 37 36 37 36 37 37 36 

 

Grupo isquemia contínua (TUNEL): exames iniciais.  

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

11 
 

12 
 

13 
 

14 
 

15 

Peso 271 306 308 302 279 287 298 290 299 299 272 274 274 298 298 

pH 7,38 7,42 7,41 7,4 7,4 7,42 7,39 7,38 7,4 7,4 7,36 7,37 7,36 7,34 7,4 

pCO2 39 36 44 40 39 40 40 41 42 42 39 43 38 41 40 

pO2 92 98 90 99 90 90 89 90 88 88 89 88 88 88 90 

Na 139 137 139 136 140 140 137 139 139 139 135 139 139 138 139 

K 4,8 4,7 4,6 4,7 4,7 4,8 4,5 4,7 4,8 4,8 4,6 4,6 4,7 4,8 4,8 

Temperatura 37 36 37 37 36 37 36 37 37 37 37 37 37 37 36 
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Grupo isquemia contínua (TUNEL): exames finais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
11 12 13 14 15 

Peso 270 304 307 300 278 286 296 291 298 298 270 273 273 295 296 

pH 7,38 7,43 7,42 7,4 7,41 7,42 7,39 7,39 7,39 7,39 7,39 7,37 7,35 7,35 7,39 

pCO2 39 35 44 39 39 41 40 41 41 41 36 42 38 41 39 

pO2 92 97 91 99 92 91 90 91 88 88 91 89 90 90 90 

Na 139 137 139 136 141 140 138 139 140 140 135 139 140 138 140 

K 4,8 4,6 4,7 4,6 4,7 4,8 4,6 4,8 4,8 4,8 4,8 4,6 4,7 4,8 4,8 

Temperatura 37 36 37 37 37 36 36 37 37 37 36 37 37 37 37 

  

Grupo isquemia intermitente (TUNEL): exames iniciais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

11 

 

12 

Peso 295 298 274 286 279 306 289 290 272 309 306 308 

pH 7,42 7,43 7,38 7,45 7,38 7,38 7,42 7,4 7,39 7,38 7,42 7,41 

pCO2 44 43 43 42 41 39 41 41 42 42 36 44 

pO2 92 90 88 92 92 89 90 99 42 4,7 97 90 

Na 139 135 139 139 140 135 139 236 137 136 137 139 

K 4,6 4,8 4,6 4,6 4,6 4,7 4,7 4,6 4,8 4,7 4,7 4,6 

Temperatura 37 37 37 37 37 36 36 36 37 37 36 36 

 

Grupo isquemia intermitente (TUNEL): exames finais. 

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

11 

 

12 

Peso 292 296 273 285 278 303 288 290 270 308 304 307 

pH 7,42 7,43 7,38 7,45 7,39 7,38 7,43 7,4 7,39 7,38 7,42 7,44 

pCO2 43 43 42 42 41 39 41 42 42 42 35 44 

pO2 91 90 89 90 92 89 91 98 42 4,7 97 91 

Na 140 135 139 138 141 136 140 237 138 137 137 139 

K 4,6 4,8 4,6 4,6 4,6 4,7 4,7 4,7 4,8 4,8 4,6 4,7 

Temperatura 37 37 37 37 36 37 37 36 37 36 36 37 

 

  



Anexos        81 

 

Tempo Cirúrgico Dos Grupos Isquêmicos  

 

Grupo Isquêmico Contínuo 

 
Animal 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 

Tempo 113 115 117 116 112 110 116 117 115 117 111 114 113 115 

 
Animal 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 Média 

Tempo 114 111 110 114 115 109 111 114 115 110 113 114,36 

 

Grupo Isquêmico Intermitente 

 
 

 
 

 

Animal 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 

Tempo 175 176 174 173 173 178 170 169 171 172 

Animal 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Média 

Tempo 174 173 173 175 170 168 175 169 176 172 171 176 173,1 


