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PALAVRAS-CHAVE Resumo Este estudo foi desenhado para investigar se dexmedetomidina e tiopental tém
Isquemia encefalica; efeitos protetores cerebrais apos isquemia cerebral focal em ratos. Trinta ratos da linhagem
Dexmedetomidina; Sprague Dawley foram randomicamente alocados em trés grupos: controle (Grupo C, n=10),
Tiopental; dexmedetomidina (Grupo D, n=10) e tiopental (Grupo T, n=10). Apds a anestesia, foram
Neuroprotecao intubados e ventilados mecanicamente. Um cateter foi inserido na artéria femoral direita para

monitoracdo continua da pressao arterial média (PAM) e dos parametros fisiologicos e
para coleta de amostras de sangue na fase basal, 5 minutos ap6s a oclusao e 20 minutos apos a
reperfusdao. Um cateter foi inserido na veia femoral esquerda para administracao intravenosa
(v) de medicamentos. A artéria cardtida comum direita de cada rato foi isolada e pincada
durante 45 minutos. No fim dos 45 minutos, o pincamento foi removido e a reperfusdao do
cérebro foi obtida por 90 minutos. Dexmedetomidina foi administrada por infusdo v no Grupo
D e tiopental no Grupo T. De acordo com as pontuacdes histopatoldgicas, isquemia cerebral foi
observada em todos os ratos do Grupo C, mas nao foi encontrada em trés ratos do Grupo T e em
quatro ratos do Grupo D. O grau 3 de isquemia cerebral foi encontrada em trés ratos do grupo
C e em apenas um rato de ambos os grupos T e D. Para os graus histopatologicos, a diferenca
entre o Grupo T e o Grupo D nao foi significativa (p>0,05). Porém, as diferencas entre o
Grupo C e o Grupo T (p<0,05) e entre o Grupo C e o Grupo D (p<0,01) foram estatisticamente
significativas. Em conclusdo, demonstramos que dexmedetomidina e tiopental tém efeitos
histopatologicos protetores cerebrais sobre isquemia cerebral focal experimental em ratos.
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Histopathologic comparison of dexmedetomidine’s and thiopental’s cerebral
protective effects on focal cerebral ischemia in rats

Abstract This study was designed to investigate whether dexmedetomidine and thiopental
have cerebral protective effects after focal cerebral ischemia in rats. Thirty male Sprague
Dawley rats were randomly assigned to three groups: control group (Group C, n=10), dex-
medetomidine group (Group D, n=10), thiopental group (Group T, n=10). After all rats were
anesthetized, they were intubated, then mechanically ventilated. A catheter was inserted into
the right femoral artery for continuous mean arterial pressure, physiological parameters and
blood sampling at baseline, 5 min after occlusion and 20 min after reperfusion. A catheter was
inserted into the left femoral vein for intravenous (iv) medication administration. Right com-
mon carotid artery of each rat was isolated and clamped for 45 min. At the end of the duration
common carotid artery were unclamped and the brain reperfusion was achieved for 90 min.
Dexmedetomidine was administered for Group D IV infusion, and Group T received thiopental
Iv. According to histopathologic scores cerebral ischemia was documented in all rats in Group C,
but no ischemia was found in three rats in Group T and in four rats in Group D. Grade 3 cerebral
ischemia was documented in three rats in Group C, and in only one rat in both groups T and
D. For histopathologic grades the difference between Group T and Group D was not significant
(p>0.05). But the differences between Group C and Group T (p <0.05) and Group C and Group
D (p<0.01) were statically significant. In conclusion, we demonstrated that dexmedetomidine
and thiopental have experimental histopathologic cerebral protective effects on experimental

© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

Thiopental;
Neuroprotection
focal cerebral ischemia in rats.
nc-nd/4.0/).
Introducao

Estudos epidemioldgicos prospectivos conduzidos em pai-
ses ocidentais desenvolvidos demonstraram que as doencas
cerebrovasculares (DCV) sao responsaveis por 10% de todas
as mortes e foram classificadas em terceiro lugar, depois de
doencas cardiacas e cancer, como causa de mortalidade.'
Cerca de 75% das doencas cerebrovasculares resultam de
infartos cerebrais embélicos ou tromboticos.?*

0 modelo experimental de infarto induzido pela oclusao
da artéria cerebral média (ACM), que representa o infarto
cerebral focal que é o tipo mais comum de doenca cardi-
ovascular na prética clinica, foi amplamente aceito.>*> Os
ratos tém um mecanismo cerebral muito semelhante ao dos
humanos em termos de anatomia e fisiologia vascular cere-
bral e, portanto, sao amplamente usados em estudos de
isquemia cerebral.> A validade desse modelo de isquemia
cerebral depende de um controle rigoroso dos parametros
fisiologicos que podem causar flutuacoes e alteracdes nos
resultados, como a temperatura corporal, a pressao arterial,
a gasometria e os niveis glicémicos.*

Em uso clinico, ainda ndo existe um medicamento
ideal que tenha todas as caracteristicas desejadas e seja
suficientemente eficaz em isquemia cerebral.>” Com o
objetivo de atender as necessidades clinicas, um grande
numero de agentes de diferentes grupos quimicos, que
se acredita terem efeitos benéficos na isquemia cerebral,
ainda esta sendo testado em modelos animais e seus
efeitos sobre a isquemia cerebral sao metodologicamente
examinados.”* As novas informacdes em nivel molecular
sobre a fisiopatologia da isquemia cerebral levaram ao uso

de varios agentes terapéuticos potenciais, estimados ou
alegados como eficazes em tais mecanismos patofisiologicos
em estudos experimentais.®”°

Os efeitos dos barbitdricos, bem como do tiopental — um
agente dessa classe muito usado na pratica da anestesia —,
sobre o fluxo sanguineo cerebral e o metabolismo cere-
bral foram pesquisados e descobriu-se que, a depender da
dose, esses agentes causam uma diminuicao do fluxo san-
guineo cerebral e da taxa metabolica cerebral. Observou-se
que o metabolismo cerebral de oxigénio é reduzido em
55-60% em uma dose de barbiturico que causa isoeletrici-
dade no EEG; contudo, o metabolismo cerebral prosseguiu e
0 metabolismo basal cerebral, que é necessario para asse-
gurar as fungdes fisiologicas e a integridade celular dos
neuronios, nao diminuiu durante um aumento adicional da
dose de barbituricos no sangue. %"

Existem opinides diferentes sobre a neuroprotecao dos
barbitlricos. Em isquemia cerebral focal pds-traumatica,
descobriu-se que reduzem a hiperemia e causam uma
depressao profunda da taxa metabdlica cerebral, melhoram
a harmonia de fluxo e metabolismo, aumentam a perfusao
na regiao de baixo fluxo e apresentam efeito protetor do
cérebro ao minimizar a area infartada.'>"® Tiopental e meto-
exital foram novamente avaliados com diferentes doses em
modelos de isquemia cerebral focal em ratos e, histopatolo-
gicamente, mostraram reduzir o volume de infarto em doses
que causavam um tracado de surto-supresséo no EEG.™

Dexmedetomidina é um novo medicamento que adquiriu
popularidade na pratica da anestesia. Um agonista do
receptor a-2, fornece analgesia sem sedacao cooperativa,
ansiolise e depressao respiratoria. Os receptores -2
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adrenérgicos mostram uma ampla disseminacdo no leito
vascular cerebral e a ativacao desses receptores provoca
uma resposta vasoconstritora especifica. Embora muito
comuns na vasculatura cerebral, seus efeitos sobre o con-
trole do fluxo sanguineo cerebral e da reatividade vascular
cerebral ainda sao incertos.

Observou-se que a administracao de dexmedetomidina
em isquemia cerebral focal reduz o volume de infarto no
cortex em 40% e, além disso, causa minima hiperglice-
mia e hipotensdo.' Observou-se também que, por meio da
administracdo de dexmedetomidina em isquemia cerebral
incompleta, os niveis plasmaticos de catecolaminas foram
reduzidos e que a melhoria histopatoldgica foi melhor do que
a dos controles, a depender da dose. ¢ Além disso, relatou-se
que o volume de infarto apds a oclusao temporaria mostrou
reducao de 31% no cortex e de 20% no corpo estriado em
ratos que receberam uma dose elevada de dexmedetomi-
dina (15mcg.kg")."”” Também ha relato de que enquanto as
catecolaminas circulantes diminuiram durante a isquemia
cerebral, as concentracées de noradrenalina e de glutamato
no cérebro nao foram afetadas pela dexmedetomidina.'® Os
subtipos de receptores «-2 adrenérgicos que causam efeitos
neuroprotetores foram identificados como sendo os a-2A."

Objetivo

O objetivo deste estudo foi analisar histopatologicamente se
tiopental e dexmedetomidina estao ou nao entre os anesté-
sicos intravenosos que tém efeitos protetores cerebrais em
isquemia cerebral focal em ratos.

Material e métodos

Este estudo foi conduzido no Centro de Aplicacao e Pes-
quisa Médica Experimental (Experimental Application and
Research Center - Atadem) da Universidade de Atatiirk,
com a aprovacdo do Comité de Etica estabelecido pela Uni-
versidade de Atatlirk, Gabinete do Decano da Faculdade
de Medicina. Os 30 ratos machos de cinco meses da raca
Sprague Dawley, que pesavam 250-300g, foram obtidos do
Atadem.

Para que pudéssemos assegurar condicdes seguras e sau-
daveis para os resultados da pesquisa, atencao especial foi
dedicada para selecionar animais que nao foram usados em
estudo anterior, nao foram expostos a qualquer medicacao,
bem como nao tinham qualquer doenca e permaneceram
totalmente saudaveis durante nossas experiéncias.

Todos os animais incluidos no estudo nao receberam
alimentos por até 12-16 h antes do estudo, de modo a manté-
-los com fome. Durante esse tempo, o peso de cada animal
foi determinado e registrado. Em seguida, os ratos foram
alocados aleatoriamente em trés grupos: controle (Grupo
C, n=10); dexmedetomidina (Grupo D, n=10) e tiopental
(Grupo T, n=10).

Todos os animais foram anestesiados com 5% de iso-
flurano (Forane, Abbott, Istambul, Turquia) envasado em
frasco de vidro, com o uso do aparelho de anestesia no
laboratorio do Atadem. A regido do pescoco dos animais
na posicao supina foi raspada e o local da cirurgia foi este-
rilizado. A cabeca foi ligeiramente estendida e a incisao
cirrgica foi feita na linha média da fascia pré-traqueal.

Um dos ratos usados e intubados no estudo.

Figura 1

Subsequentemente, a traqueia foi intubada (fig. 1) e deu-se
inicio a ventilacdo mecanica dos pulmées. Juntamente
com a ventilacao, isoflurano a 2% e mistura de 30% de
oxigénio e 70% de oxido nitroso foram administrados aos
animais. A ventilacao foi aplicada de modo a manter o
nimero de 60 respiracdes por minuto e o volume corrente a
12mL.kg~". A ventilacao foi continuada até obter 35 mmHg
de dioxido de carbono expirado. Dois cateteres foram
instalados: um na artéria femoral direita para monitoracao
continua da pressao arterial média (PAM) e coleta de
amostras de sangue e outro na veia femoral esquerda para
administracao intravenosa (v) de medicamentos. Imedia-
tamente apds a puncao arterial (valores basais), todos os
parametros fisiologicos (PAM, temperatura corporal) foram
registrados em trés momentos, incluindo o quinto minuto
de oclusao arterial e aos 20 minutos de reperfusao, e as
amostras de sangue obtidas das veias femorais esquerdas
foram usadas para determinar os valores de pH, pO,, pCO;,
glicemia e hematocritos na gasometria arterial e enviadas
ao laboratoério do Departamento de Bioquimica.>?° Suas
veias femorais esquerdas foram, no entanto, cateterizadas
para infusdao de medicamentos anestésicos e heparinizacao.
Para monitorar a PAM, um dispositivo de sonda de radi-
otelemetria foi conectado as caudas dos ratos. Os ratos
foram estudados sobre uma manta para manté-los em nivel
normotérmico.’ Subsequentemente, as artérias carotidas
internas dos animais foram obtidas por disseccao cervicola-
teral (sob condigdes estéreis) (fig. 2) e a oclusao foi obtida
por pincamento vascular durante 45 min (figs. 3 e 4). Apos
45 min, a pinca vascular foi aberta e a reperfusao cerebral
foi obtida durante 90 min. Durante a oclusao e reperfusao,
uma infusao de dexmedetomidina foi administrada ao Grupo
D a uma taxa de 9 mcg.kg~".h~" e de tiopental ao Grupo T a
uma taxa de 140 mcg.kg~'.h—",2° enquanto o grupo controle
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Figura 2 Um dos ratos nos quais a disseccdo da artéria caro-
tida direita foi feita.

Figura 3 Rato submetido a oclusao da artéria caroétida

direita.

nao recebeu medicamento anestésico por via intravenosa.
No fim da reperfusao, 0,1 mg.kg~! de brometo de vecurdnio
(Norcuron, Roche, Turquia) foi administrado aos ratos para
obter o bloqueio neuromuscular ideal e seus cérebros foram
devidamente removidos mediante craniotomia temporal.

Figura4 Rato intubado no qual a oclusao da artéria carotida
direita foi feita e o aparelho de anestesia usado.

Os cérebros foram colocados em solugao de formalina a 10%
para ser enviados ao Departamento de Patologia, onde foram
adequadamente avaliados por analise histopatoldgica.

Imediatamente apds a inducao da isquemia, todos os
animais foram sacrificados por decapitacao sob anestesia.
Para a analise histopatologica, todos os cérebros foram
inteiramente removidos e tratados na seguinte ordem:
os cérebros foram colocados em formalina tamponada
com fosfato a 10% durante 48h; a regiao do hipocampo
corno de Amon 1 (CA1) foi detectada (no plano coronal,
posterior ao bregma 3300um); as amostras teciduais
coletadas foram desidratadas com etanol e embebidas em
blocos de parafina, depois de tratadas com xilol; entao,
cortes coronais de 4mm de espessura foram coletados,
corados com hematoxilina-eosina e cortes coronais de 5mm
foram colhidos; a analise foi feita por meio de ampliacao
de 400x, por um especialista com experiéncia em patologia
que desconhecia a designacao dos grupos. Com base his-
topatoldgica na perda de substancia de Nissl, no aumento
de eosinofilia citoplasmatica e na presenca de nucleo
homogéneo picnodtico, os neurdnios isquémicos foram
avaliados como: Grau 0=sem neurdnios isquémicos; Grau
1 =presenca de neurdnios isquémicos inferior a 10%; Grau
2=presenca de neurdnios isquémicos entre 10-50% e
Grau 3 =presenca de neurdnios isquémicos superior a 50%,
de acordo com a frequéncia de neurdnios isquémicos em
CA1.

Os cérebros dos ratos de todos os grupos foram codi-
ficados com numeros e colocados em frascos com 4% de
formaldeido para assegurar a fixacdo. Em seguida, os
tecidos foram lavados com agua corrente e passados por
respectivas graduacdes de alcool a 70%, 80%, 96% e 100%
para desidratacdo. Na etapa seguinte, os tecidos foram
passados por séries de xileno para transparéncia. Por fim,
os tecidos foram mantidos em parafina em forno aquecido a
60°C e embebidos em blocos de parafina. Fatias de 5 um de
espessura foram cortadas dos blocos de parafina e mantidas
em estufa a 60°C durante 45min. Em seguida, foram
passadas em xileno por duas vezes e gradacoes de alcool
por quatro vezes (100%, 96%, 80%, 70%, respectivamente),
lavadas em agua corrente e embebidas em alcool acido
depois de coradas com hematoxilina por 30 segundos. Em
seguida, as fatias foram coradas com eosina por 1min,
lavadas novamente e tratadas com xileno depois de passar
pelas gradacdes de alcool. Na ultima etapa, Entellan
(Merck) foi colocada sobre as fatias e essas foram colocados
sob lamelas. Em seguida, a contagem por estereologia foi
iniciada.

Com base nos dados obtidos a partir de projecoes bidi-
mensionais de objetos tridimensionais, a estereologia é
uma disciplina que nos permite obter informacées sobre
as propriedades reais e os valores numéricos de estruturas
bioldgicas (tamanho, nimero, area de superficie, volume
etc.).?% Vérios métodos sdo usados em estereologia, den-
tre eles o de fracionamento, que usamos em nosso estudo.
Por meio desse método, podemos aprender muitos detalhes
sobre a estrutura na mao (area de superficie, densidade
etc.). Neste estudo, calculamos a densidade numérica dos
neuronios para todos os grupos.?’

As fatias prontas para a analise foram examinadas sob o
microscopio de luz com uma camera Olympus BH 40 acoplada
e fotografias de todos os grupos relevantes foram obtidas.
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Figura 5 Neurdnios contados vistos no quadro de contagem
imparcial com uma ampliacao de 40 no Stereo-Investigator (ver-
sao 6.0, Micro Bright Field, Colchester, VT). Estrelas indicam
neuroénios intactos e circulos indicam neurénios necroticos.

Neste estudo, usamos o método de fracionamento, um dos
métodos estereoldgicos, bem como o quadro de contagem
imparcial e o Stereo Investigator versao 6.0 (Micro Bright
Field, Colchester, VT) com um programa especial. O refe-
rido aparelho consiste em uma camera de microscépio, um
sistema motorizado que desloca a platina do microscopio
e um computador que contém um programa para contro-
lar seu uso. No estudo, as fatias obtidas de cada animal
foram colocadas na platina do microscopio e os contornos
da area (cortex) sobre a qual fizemos as mensuracoes foram
desenhados com a ajuda de um programa por meio de uma
ampliacdo de 2,5x. Apds determinar as areas a serem medi-
das, o comando de amostragem aleatoria sistematica foi
dado ao aparelho a uma ampliacao de 40. De acordo com
esse comando, os intervalos de mensuracao foram determi-
nados em 150-150 um no plano x-y e 75 um x 75 pm na area
do quadro de contagem imparcial. Em seguida, o quadro de
contagem imparcial foi colocado sobre a seccao (o software
no computador permite isso) e os neurdnios intactos e danifi-
cados no cortex foram contados com diferentes marcadores
e em conformidade com as regras estereoldgicas. A densi-
dade numérica dos neurénios de cada animal foi calculada
(fig. 5).

Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados entre os grupos, o
programa SPSS (versao 10.0) compativel com Windows foi
usado. Os graus de isquemia cerebral entre os grupos e
os pesos dos animais foram avaliados estatisticamente com
o teste do qui-quadrado em tabela de contingéncia 4 x 2
e o teste t de amostras independentes, respectivamente.
Anova (analise de variancia de dois fatores) foi usada para
avaliacao estatistica dos parametros fisiologicos. Ao compa-
rar os grupos uns com os outros, o valor de p foi obtido e
interpretado com o método LSD - Least Square Difference
(Diferenca dos Minimos Quadrados). Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo.

Os dados obtidos por vistas estereologicas foram envi-
ados para o SSPS versao 15.0. Os dados do grupo intacto
e os do grupo necrotico foram comparados. O teste U
de Mann-Whitney foi usado para analise estatistica. Na
comparacao entre os dados do grupo intacto e do grupo
necrotico, verificou-se significancia estatistica entre os trés
grupos.

Resultados

Os dados fisicos dos animais sdo apresentados na tabela 1.
Nao houve diferenca estatistica entre os pesos de todos
os animais (p>0,05). Quando a tabela foi examinada em
detalhe, ndo houve diferenca estatistica entre a pressao
arterial média, frequéncia cardiaca, temperatura corpo-
ral, hematocrito, glicemia, PO,, PCO, e pH na fase basal
antes da isquemia, na oclusao e na reperfusdo apos a
isquemia entre os trés grupos (p>0,05). Por exemplo,
os valores iniciais encontrados de pressao arterial média,
em mmHg, foram 104,9+6,7 no grupo controle (Grupo
C), 105,1+4,1 no grupo dexmedetomidina (Grupo D) e
105,8 5,5 no grupo tiopental (Grupo T). Quando compa-
rados estatisticamente, nao foram observadas diferencas
nesses valores. Os valores encontrados de oclusao da pressao
arterial média foram 136,9 & 3,9 no Grupo C, 37,1+4,1 no
Grupo D e 37,3 4+ 3,9 no Grupo T. Na reperfusao, entretanto,
esses valores foram, respectivamente, 96,9 +4,4; 95,5 +5,2
e 96,1+4,7. Quando comparados estatisticamente, nao
foram observadas diferencas nesses valores.

A tabela 1 também fornece comparacéo estatistica dos
valores fisiologicos dos animais entre os valores basais, de
oclusao e de reperfusao em cada grupo.

Verificamos que enquanto o valor basal da pressao arte-
rial média foi de 104,94+ 6,7 mmHg no Grupo C, esse valor
diminuiu para 36,9 & 3,9 na oclusao e aumentou novamente
para 96,9 +4,4 durante a reperfusao. Quando os valores
desse grupo foram comparados, uma diferenca estatistica-
mente significativa foi encontrada entre o valor da PAM basal
e o de oclusao, bem como entre o valor de oclusao e o de
reperfusao (p<0,001). Uma diferenca significativa também
foi encontrada entre o valor basal e o valor de reperfusao
(p<0,05). No entanto, diferencas estatisticas semelhantes
foram encontradas entre os valores basais, de oclusao e
reperfusao da PAM nos grupos D e T.

Enquanto o valor basal da frequéncia cardiaca (bpm)
foi 329,3 £ 20,4 no Grupo C, esses valores diminuiram para
304,9 +23,6 na oclusao e para 311,2+ 27,3 na reperfusao.
Uma diferenca estatisticamente significativa foi observada
entre os valores da frequéncia cardiaca na fase basal,
de oclusao e de reperfusao (p<0,05). Nos grupos D e T,
diferencas estatisticas semelhantes também foram encon-
tradas entre os valores basais, de oclusao e de reperfusao
da frequéncia cardiaca.

Observamos no Grupo C que, enquanto o valor basal da
temperatura corporal foi de 37,89 +0,17, esse valor dimi-
nuiu para 36,92+0,14 na oclusao e atingiu 37,54 +0,10
na reperfusao (em Celsius). Quando os valores desse grupo
foram comparados estatisticamente, houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre o valor basal da tempe-
ratura corporal e o valor de oclusao, bem como entre o valor
de oclusao e o de reperfusao (p <0,05). Nenhuma diferenca
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Tabela1 Peso, valores de pressao arterial média 5 min antes da isquemia e durante a oclusao e reperfusao, frequéncia cardiaca,
temperatura corporal, pH, PO,, PCO,, glicemia e hematocritos de todos os animais e sua comparacao estatistica

Variaveis Grupo C (n=10) Grupo D (n=10) Grupo T (n=10) Valor p
(Controle) (Dexmedetomidina) (Tiopental)
Peso (3) 308,3 + 9,9 312,9 + 13,8 311,3 + 11,3 >0,05
Pressdo arterial média (mmHg)
Basal 104,9 + 6,72 105,1 £ 4,18 105,8 + 5,52 >0,05
Oclusao 36,9 + 3,9f 37,6 + 4,1f 37,3 + 3,9° >0,05
Reperfusao 96,9 + 4,4 95,5 + 5,2 96,1 + 4,7 >0,05
Frequéncia cardiaca (bpm)
Basal 329,3 + 20,42 324,5 £+ 19,22 332,2 + 21,12 >0,05
Oclusao 304,6 + 23,6 304,6 + 24,9 304,6 + 28,2 >0,05
Reperfusao 311,2 + 27,3 311,2 + 22,8 311,2 + 26,6 >0,05
Temperatura corporal (C)
Basal 37,89 + 0,172 37,91 + 0,142 37,82 + 0,112 >0,05
Oclusao 36,92 + 0,144 36,09 + 0,124 36,71 + 0,159 >0,05
Reperfusao 37,54 + 0,10 37,62 + 0,11 37,72 + 0,09 >0,05
pH
Basal 7,37 +£ 0,03 7,37 + 0,04 7,38 + 0,04 >0,05
Oclusao 7,21 +£ 0,07 7,23 + 0,05 7,20 + 0,06 >0,05
Reperfusao 7,34 + 0,04 7,35 + 0,06 7,36 += 0,07 >0,05
PO; (mmHg)
Basal 92,1 + 3,3¢8 94,4 + 3,93 91,9 + 4,98 >0,05
Oclusao 54,2 + 3,8¢ 52,9 + 4,6¢ 53,7 + 3,6¢ >0,05
Reperfusao 77,2 + 4,2 76,8 + 5,1 77,4 + 4,4 >0,05
PCO; (mmHg)
Basal 35,7 + 1,628 36,1 & 0,98 35,6 + 1,358 >0,05
Oclusao 40,2 + 1,29 40,7 + 1,14 40,6 + 0,9¢ >0,05
Reperfusao 37,5 £ 1,7 37,4 £ 1,6 37,1 £ 1,2 >0,05
Glicemia (mg.dL™")
Basal 135,4 + 2,7P¢ 137,4 + 3,12 138,4 + 2,42 >0,05
Oclusao 142,9 + 1,69 143,8 + 2,84 144,1 4+ 2,24 >0,05
Reperfusao 139,7 £ 1,9 139,4 + 2,4 140,7 £ 1,5 >0,05
HCT (%)
Basal 37,4 + 2,1 37,6 +1,9 37,8 +£ 2,1 >0,05
Oclusao 37,5+ 2,4 37,5+ 2,3 37,5+ 1,8 >0,05
Reperfusao 38,6 + 1,9 38,8 + 2,2 38,5 + 2,4 >0,05

Diferencas significativas entre os valores da fase basal e durante a oclusao. 2p < 0,05, bp<0,01 e p<0,001.
Diferencas significativas entre os valores durante a oclusdo e reperfusdo. 9p<0,05 e €p<0,01, fp <0,001.
Diferencas significativas entre os valores no inicio e durante a reperfusao. ¢p < 0,05, hp<0,01, ip<0,001.

significativa foi observada entre o valor basal e o de reperfu-
sao. No entanto, diferencas estatisticas semelhantes foram
observadas entre os valores da temperatura corporal na fase
basal, de oclusao e de reperfusao nos grupos D e T.
Verificamos que, enquanto o valor basal da pO, foi de
92,1+3,3mmHg no Grupo C, esse valor diminuiu para
54,2 + 3,8 na oclusao e atingiu 77,2 +4,2 durante a reper-
fusdo. Quando os valores desse grupo foram comparados,
uma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada
entre o valor basal da pO; e o valor de oclusao, bem
como entre o valor de oclusao e o de reperfusao (p <0,001).
Uma diferenca significativa também foi observada entre o
valor basal e o valor de reperfusao (p<0,001). Novamente,
diferencas estatisticas semelhantes foram observadas entre

os valores da pO; na fase basal, de oclusao e de reperfusao
nos gruposDe T.

Verificamos que enquanto o valor basal da pCO, foi de
35,7 £ 1,6 mmHg no Grupo C, esse valor atingiu 40,2 +1,2
na fase de oclusao e diminuiu novamente para 37,5+1,7
durante a reperfusao. Quando os valores desse grupo foram
comparados, uma diferenca estatisticamente significativa
foi encontrada entre os valores da pCO, na fase basal e
na oclusao, bem como entre os valores na oclusao e na
reperfusdo (p<0,01). Uma diferenca significativa também
foi observada entre o valor basal e o valor de reperfusao
(p<0,05). Novamente, diferencas estatisticas semelhantes
foram observadas entre os valores da pCO; na fase basal, de
oclusao e de reperfusao nos grupos D e T.
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Graus histopatologicos

Grau 3

Grau 2 1

Grau 1 1

Grau 0

12345678910
Grupo controle

Figura 6

12345678910
Grupo dexmedetomidina

12345678910
Grupo tiopental

Resultados dos graus histopatoldgicos no hipocampo corno de Amon 1 (CA1) Area: Grau 0 (amarelo) =sem neurdnios

isquémicos, Grau 1 (verde)=presenca de neurdnios isquémicos inferior a 10%, Grau 2 (azul)=presenca de neuronios isquémi-
cos entre 10-50% e Grau 3 (vermelho) =presenca de neurodnios isquémicos superior a 50% (*p<0,01 entre os grupos C e D e os

grupos Ce T).

Observamos que enquanto o valor basal da glicemia
foi de 135,4+2,7mg.dL~" no Grupo C, esse valor atingiu
142,9 +1,6 na fase de oclusao e diminuiu para 139,7 +1,9
durante a reperfusao. Quando os valores desse grupo foram
comparados, uma diferenca estatisticamente significativa
foi encontrada entre os valores da glicemia na fase basal e na
oclusao, bem como entre os valores de oclusao e de reper-
fusao (p<0,01). Houve uma diferenca significativa entre o
valor basal e o valor de reperfusao (p<0,05). Diferencas
estatisticas semelhantes foram observadas entre os valores
da glicemia na fase basal, de oclusao e de reperfusao nos
gruposDeT.

No Grupo C, enquanto o valor percentual de hemato-
crito (HCT) na fase basal foi de 37,4+2,1, esse valor foi
de 37,5+2,4 na fase de oclusao e de 38,6 +1,9 na fase de
reperfusdao. Nao houve diferenca estatisticamente significa-
tiva entre os valores de HCT na fase basal, de oclusao e
de reperfusao (p>0,05). Diferencas estatisticas semelhan-
tes foram observadas entre os valores de HCT na fase basal,
de oclusao e de reperfusao nos grupos D e T (tabela 1).

Graus histopatolégicos

Os graus histopatoldgicos dos trés grupos estao apresenta-
dos na figura 6. De acordo com o escore histopatologico,
houve isquemia em todos os animais do Grupo C. Nao
houve isquemia cerebral em quatro animais do Grupo D e
em trés animais do Grupo T, enquanto isquemia cerebral
de Grau 1 foi observada em dois animais do Grupo C, em
quatro animais do Grupo D e em cinco animais do Grupo T.
Isquemia cerebral de Grau 2 foi observada em trés animais
do Grupo C e em apenas um animal do Grupo D e do Grupo T.
Isquemia cerebral de Grau 3 foi observada também em trés
animais do Grupo C e em apenas um animal do Grupo D e do
Grupo T.

Nao observamos diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos D e T em relacao aos graus histopatoldgi-
cos (p>0,05). No entanto, uma diferenca estatisticamente
significativa foi observada entre os grupos C e D (p<0,05)
e entre os grupos C e T (p<0,01) em relacao aos graus
histopatoldgicos.

As imagens microscopicas dos graus obtidos por meio do
exame histopatologico sdo apresentadas na figura 6 (Grau 0,
Grau 1, Grau 2 e Grau 3).

Resultados estereologicos

A figura 7 mostra a densidade numérica dos neurdnios
necroticos no grupo controle e nos grupos tratados com dex-
medetomidina e tiopental. Neste estudo, observamos que a

Densidade numérica
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(Grupo D)

Controle
(Grupo C)
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|I Densidade numérica |

Figura 7 Densidade numérica dos neurdnios necroticos do
grupo controle e dos grupos tratados com dexmedetomidina e
tiopental.
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Densidade numérica
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Figura8 Densidade numérica dos neurdnios intactos do grupo

controle e dos grupos tratados com dexmedetomidina e tiopen-
tal.

média da densidade numérica dos neurdnios necroéticos foi
muito alta no grupo controle (0,00047 n.um~3) e menor nos
grupos tratados com dexmedetomidina (0,00044 n.um=3) e
tiopental (0,00044 n.pum—3).

A figura 8 mostra a densidade numérica dos neurdnios
intactos no grupo controle e nos grupos tratados com dex-
medetomidina e tiopental. O niUmero de neurdnios intactos
foi 0,00055n.um=3 no grupo tratado com dexmedetomi-
dina, 0,00053n.um~3 no grupo tratado com tiopental e
0,00038 n..wm—3) no grupo controle.

Discussao

Para criar um modelo experimental de isquemia cerebral
mais realista, varias técnicas?>?® foram elaboradas a partir
de vaérios grupos de animais.?'~2> Em nosso estudo, preferi-
mos usar ratos por razdes obvias: seu sistema circulatorio
cerebral é muito semelhante ao dos humanos e esses ani-
mais estdo prontamente disponiveis e sao financeiramente
acessiveis.

Neste estudo, a regiao cervical dos ratos em posicao
supina foi raspada e o local cirurgico foi esterilizado. Suas
cabecas foram ligeiramente estendidas e a incisao cirlirgica
foi feita na linha média pré-traqueal. Ao atingir a traqueia, a
artéria carotida direita na regiao posterolateral da traqueia,
0 nervo vago e o plexo simpatico cervical foram manti-
dos, explorados e fixados com sutura para serem pincados
posteriormente. Cinco minutos apdés a administracao de
30 unidades de heparina para anticoagulacao, 3-5mL de san-
gue foram recolhidos da artéria femoral de modo controlado
através de injetor para produzir hipotensao hemorragica. A
artéria cardtida foi ocluida com pinca vascular por 45 min
quando a PAM atingiu 35 mmHg. Durante esse periodo, a PAM
foi mantida em 35-40 mmHg. As pincas foram removidas no
fim do periodo e a reperfusao cerebral foi obtida por 90 min.

Na pratica clinica, a importancia da isquemia levou os
pesquisadores a criar e desenvolver modelos experimen-
tais de isquemia cerebral. Varios modelos experimentais de
isquemia total ou regional, completa ou incompleta, perma-
nente ou temporaria foram produzidos.

Os modelos experimentais podem causar uma isque-
mia permanente ou transitoria. Entre os métodos usados
no modelo, a embolizacao endovascular ou ligadura extra-
vascular pode ser usada e a oclusdo da artéria cerebral
média (ACM) pode ser induzida por meio de coagulacdo
bipolar.?*?° Com a técnica de embolizagcdo endovascular,
uma isquemia focal permanente pode ser obtida sem cra-
niectomia; contudo, é impossivel determinar a localizacdo
da embolia e, em geral, areas de infarto multifocais sao
desenvolvidas em diferentes larguras e localizacées.?’ Com
as técnicas de ligacdo extravascular, obter uma isquemia
focal e permanente é relativamente dificil e muitas vezes
requer procedimentos invasivos.?%?°

A oclusdo da ACM em ratos leva a formacao de isquemia
cerebral focal seguida de infarto da regiao. A oclusao da ACM
vem sendo amplamente usada desde 1975.% Esse modelo foi
usado muitas vezes em estudos de isquemia cerebral focal
e ja estd comprovado.?+%

Para eliminar a confusao que pode ocorrer durante
a interpretacao dos resultados obtidos a partir de uma
isquemia cerebral incompleta, os animais dos trés grupos
receberam os mesmos agentes anestésicos até o fim da oclu-
sdo unilateral da artéria carotida comum (fim da isquemia).
Todos os animais em nosso estudo foram submetidos a anes-
tesia com isoflurano até o fim da oclusao unilateral da artéria
carotida comum devido a relatos em estudos que indica-
vam que isoflurano nao tem efeito protetor apds a isquemia
cerebral incompleta.

Entre os trés grupos deste estudo, nao houve diferenca
estatistica entre a pressao arterial média, a frequéncia car-
diaca, a temperatura corporal, o hematocrito, a glicemia,
0 p0O;, o pCO; e o pH nas fases basal antes da isquemia,
de oclusao e de reperfusao depois da isquemia. O fato
de a média dos valores fisioldgicos dos animais ter sido
semelhante na fase basal, de oclusao e de reperfusao pos-
-isquemia é um indicador da homogeneidade dos grupos. Em
uma série de estudos, os valores basais dos grupos foram
semelhantes.'*">29 Por exemplo, em estudo que comparou
lesao isquémica cerebral focal precoce em ratos com tio-
pental e metoexital e os controles com pentobarbital, Cole
et al." descobriram que os valores basais de pH, PaO,,
PaCO,, PAM, niveis de hematocrito e glicemia foram seme-
lhantes em todos os quatro grupos avaliados.

Por outro lado, Drummond et al."" ndo conseguiram
detectar quaisquer diferencas nos parametros fisiologicos
basais nos quatro grupos de seu estudo, no qual compararam
as propriedades protetoras cerebrais de etomidato, isoflu-
rano e tiopental. Os resultados acima parecem corroborar
os resultados do presente estudo.

Neste estudo, observamos que os valores da PAM, tem-
peratura corporal, ritmo cardiaco, pH e PO, estavam
significativamente diminuidos na oclusdao e voltaram a se
elevar na reperfusao nos trés grupos, em comparacdo com os
valores basais. No entanto, os valores glicémicos e da PCO,
estavam elevados na oclusdo e diminuiram novamente na
reperfusdo nos trés grupos, em comparacao com os valores
basais.

Kuhmonen et al.*° avaliaram o efeito de dexmedeto-
midina pos-oclusdao temporaria e permanente da artéria
cerebral média em ratos. Os autores administraram NaCl
a 0,9% por via intravenosa ao grupo de controle e relata-
ram que os valores da PAM, PO, e PCO, diminuiram apés a
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isquemia em ambos os grupos submetidos a oclusao tempo-
raria e permanente; contudo, o pH e a temperatura corporal
permaneceram iguais, mas a glicemia aumentou.

Engelhard et al.’' relataram que, nos dois grupos de
estudo e um de controle, os valores da PAM e da glicemia
diminuiram na isquemia em comparacao com os valores
basais, mas aumentaram novamente na reperfusao. O
nivel de pCO, aumentou em relacdo ao valor basal e, em
seguida, diminuiu para o valor basal durante a reperfusao.
Engelhard et al.,*> em outro estudo, avaliaram os efeitos de
dexmedetomidina («-2 agonista) sobre as concentracdes de
neurotransmissores cerebrais durante a isquemia cerebral
em ratos. Os autores demonstraram que o valor da PAM
diminuiu na isquemia em comparacao com o valor basal e,
em seguida, voltou a elevar-se na reperfusao.

Jolkkonen et al.” avaliaram em estudos in vitro os efei-
tos de dexmedetomidina, NBQX e CGS-19755 apds a oclusao
e reperfusdo da artéria cerebral média de acordo com o
volume de infarto. Eles administraram por via intravenosa
de NaCl a 0,9% ao grupo de controle. Os autores descobri-
ram que os valores basais da PAM, PO,, PaCO,, pH e glicemia
eram semelhantes em todos os quatro grupos e que a PO, e
PaCO, também diminuiram durante a oclusao e reperfusao
em todos os grupos, enquanto se elevaram no grupo dex-
medetomidina. Os resultados deste estudo e os dos estudos
mencionados acima estao parcialmente em conformidade.

A causa da isquemia cerebral é o aumento da
concentracao de catecolaminas na circulacao e no espaco
extracelular. As intervengdes que reduzem o tonus simpatico
melhoram o resultado neuroldgico.** Portanto, um trata-
mento administrado com agentes que reduzem a liberacao
de noradrenalina no cérebro (i. é, a2-agonistas) pode forne-
cer protecao contra os efeitos nocivos da isquemia cerebral.
Varios estudos demostraram que dexmedetomidina aumenta
a sobrevida neuronal em isquemia transiente focal ou
global em ratos.'®3%3> O mecanismo do efeito neuroprote-
tor dos a2-agonistas ainda nao foi esclarecido. Engelhard
et al. demonstraram que dexmedetomidina nao suprime o
aumento extracelular de catecolaminas no cérebro durante
a isquemia e argumentaram que o efeito neuroprotetor
de dexmedetomidina é resultante da modulacdo do equi-
librio entre proteinas pré-apoptdticas e antiapoptética.>' 3
Muitos estudos mostraram que os agonistas dos receptores
a2-adrenergicos diminuem a libertacao de neurotransmisso-
res excitatorios (i.e., glutamato).***” Como sabemos, niveis
elevados de glutamato despolarizam a membrana neuronal
e permitem que o calcio entre na célula. Isso desencadeia
uma série de acontecimentos que provocam danos celulares.
Portanto, os agentes que reduzem a libertacdo de gluta-
mato sao considerados neuroprotetores. Observou-se que a
administracao de dexmedetomidina em isquemia cerebral
focal reduz o volume do infarto em 40% no cortex e causa
minima hiperglicemia e hipotensdo.' Em isquemia cere-
bral parcial, observou-se que, por meio da administracao
de dexmedetomidina, houve um decréscimo do nivel plas-
matico de catecolaminas e melhoria histopatologica mais
acentuada em comparacao com os controles, a depender
da dose.” Uma diminuicdo de 31% no cortex e de 20%
no corpo estriado foi relatada no volume do infarto apos
oclusado transiente (15ugkg™') em ratos que receberam
uma dose elevada de dexmedetomidina.'” Relatou-se que

durante a isquemia cerebral as catecolaminas circulantes
diminuiram, enquanto as concentracdes de noradrenalina
e glutamato no cérebro permaneceram inalteradas com
o uso de dexmedetomidina.’® Além disso, relatou-se que
dexmedetomidina tem um efeito neuroprotetor no periodo
neonatal e que previne lesdes excitotoxicas no cortex e
massa branca.'® Similarmente, ha muitos estudos que indi-
cam que os barbitlricos reduzem a propagacao da lesao
cerebral resultante de isquemia cerebral focal transitoria.
Enquanto alguns pesquisadores relataram que tiopental tem
um efeito protetor,'?° outros relataram que tiopental nao
tem efeitos protetores.?"3®

Este estudo foi desenhado para examinar se tiopen-
tal e dexmedetomidina, que estdao entre os anestésicos
intravenosos, tém efeitos protetores cerebrais em isque-
mia cerebral focal em ratos e qual dos medicamentos tem o
efeito mais protetor.

De acordo com o escore histopatoldgico, houve isquemia
em todos os animais do grupo controle. Nao houve isque-
mia cerebral em quatro animais do grupo dexmedetomidina
e em trés animais do grupo tiopental. Enquanto isquemia
cerebral de Grau 1 esteve presente em dois animais do grupo
controle e em quatro animais do grupo dexmedetomidina,
observamos que cinco animais do grupo tiopental apresen-
taram isquemia cerebral de Grau 1. Isquemia cerebral de
Grau 2 foi observada em trés animais do grupo controle
e apenas em um nos grupos dexmedetomidina e tiopen-
tal. Ainda assim, Grau 3 isquemia cerebral foi encontrado
em trés animais do grupo controle e em apenas um animal
tanto do grupo dexmedetomidina quanto do grupo tiopental.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos dexmedetomidina e tiopental em relacao aos graus
histopatoldgicos. No entanto, houve uma diferenca entre
o grupo controle e esses dois grupos (dexmedetomidina e
tiopental).

Cole et al." usaram 80 ratos machos, 6-20 semanas,
375-425g, em seu estudo, no qual compararam tiopental,
metoexital e pentobarbital nos controles em lesao isqué-
mica cerebral focal precoce. Durante esse estudo, o EEG
foi continuamente registrado por meio de agulhas de pla-
tina colocadas em configuracao bitemporal. Um regime de
medicacao em duas fases foi administrado aos ratos. A pri-
meira fase do estudo (tracado de surto-supressao no EEG)
foi feita em 40 ratos. Cada grupo continha 10 ratos. NaCl
a 0,9% foi administrada por via intravenosa aos controles.
Como resultado dessa fase, o volume de lesao cerebral foi
semelhante nos grupos controle (133 4 17 mm?), metoexital
(126 =19 mm?) e pentobarbital (13017 mm?). Contudo,
um volume inferior de lesao cerebral foi observado no grupo
tiopental (88+14mm?). Em outras palavras, observou-se
que tiopental apresentou um efeito mais protetor que redu-
ziu o volume da lesao cerebral. Em contraste, na segunda
fase do estudo, feito com barbitiricos a uma dose de 40%,
houve reducao significativa do volume de infarto apenas
no grupo tratado com metoexital, entre os grupos criados
de modo semelhante. Como resultado dessa segunda fase
do estudo, o volume de lesao cerebral foi semelhante nos
grupos controle (124 +22mm3), tiopental (1184 15mm?3)
e pentobarbital (121£20mm?). No entanto, um volume
menor de lesao cerebral foi observado no grupo metoexital
(7020 mm?3).
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Drummond et al.?' compararam as propriedades prote-
toras cerebrais de etomidato, isoflurano e tiopental. Apds
a insercao de cateter vascular, os autores dividiram em
quatro grupos os ratos machos, entre 350-400g, com 16-
20 semanas e espontaneamente hipertensos. Qito ratos
receberam tiopental v (25mg.mL~"), oito receberam eto-
midato (125 mg.mL~") e oito receberam isoflurano. O grupo
de controle recebeu halotano a 0,92%. O volume de lesao
cerebral foi de 99 +13mm? no grupo halotano (controle),
56 = 10 mm? no grupo tiopental, 139 + 14 mm? no grupo iso-
flurano e 145+ 11 mm?3 no grupo etomidato. O volume de
lesao cerebral foi significativamente menor no grupo tiopen-
tal em comparagao com todos os grupos. Em outras palavras,
observou-se que tiopental apresentou o efeito mais protetor
que reduziu o volume de lesao cerebral.

Elsaesser et al.’* administraram halotano a 30 ratos
Sprague-Dawley, induziram uma oclusdao da artéria cere-
bral média. Eles também administraram por via intravenosa
doses baixa e alta de tiopental aos outros dois grupos e ava-
liaram o volume de infarto apos trés horas de reperfusao.
Quando comparadas com os controles, os autores desco-
briram que a dose baixa de tiopental reduziu o volume de
infarto em 28% e a dose alta de tiopental reduziu o volume
de infarto em 29%. Os autores indicaram que tiopental tem
efeito protetor cerebral e que ndo ha necessidade de doses
extremamente elevadas para fornecer tal protecao.

Xue et al.“’ induziram isquemia cerebral por meio do
modelo de privacao de oxigénio-glicemia (POG) em fatias
do cortex cerebral de ratos Sprague-Dawley, entre 90-120g.
Eles compararam os efeitos de cetamina, midazolam, tio-
pental e propofol nessa isquemia cerebral. A avaliacao das
fatias foi feita com o método de Elisa. Os pesquisadores des-
cobriram que esses quatro anestésicos intravenosos diferen-
tes tém efeitos diferentes: doses baixas e altas de cetamina
inibem a lesao induzida por POG; doses altas de midazolam
(10 wmol.L~") e tiopental (400 wmol.L~") sustentam parcial-
mente essa inibicao e, novamente, doses altas de propofol
(100 wmol.L~") também promovem essa inibicdo. Como con-
clusdo, os autores relataram que cetamina, midazolam e
tiopental em doses altas tém efeitos neuroprotetores em
lesao induzida por POG em fatias corticais de ratos.

Lianhua et al.*' expuseram machos Sprague-Dawley a
24h de reperfusdao e 3h de oclusdao da artéria cerebral
média. Em seguida, comparam o volume de infarto nos
cérebros dos ratos ao administrar midazolam, tiopental e
propofol. Os resultados neurologicos foram avaliados com o
uso de um sistema de classificacao de 0-5. Eles observaram
que o grau de isquemia foi relativamente baixo nos ratos que
receberam midazolam e propofol. Portanto, eles relataram
que midazolam e propofol tém efeitos protetores contra a
lesao de reperfusao, mas que tiopental nao apresenta esse
efeito protetor.

Em conclusdao, avaliamos histopatologicamente se
tiopental e dexmedetomidina estdao entre os agentes
anestésicos intravenosos que apresentam efeitos protetores
cerebrais em isquemia cerebral focal em ratos. Observamos
que tiopental e dexmedetomidina sao mais neuroprotetores
em comparacao com os controles. Mostramos histopatolo-
gicamente em modelo experimental de isquemia cerebral
focal em ratos que dexmedetomidina e tiopental tém
efeitos protetores cerebrais. No entanto, a precisao clinica
desses efeitos ainda nao esta esclarecida. Estudos adicionais

sdo necessarios para definir o uso de dexmedetomidina e
tiopental em populacdées de pacientes apropriadamente
selecionados e procedimentos especificos.
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