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RESUMO

Um modelo animal de isquemia cerebral foi desenvolvido. Uma análise

eletroencefalográfíca das amplitudes absolutas de várias fabías de fireqüência foi
realizada com a finalidade de demonstrar os efeitos na atividade elétiica cerebral,

mduzidos pela oclusão das artérias carótidas comuns de ratos Wistar-Kyoto

anestesiados com uretana. As ondas do eletroencefalograma foram captadas a partir de

eletrodos subcutâneos da região fi-ontal esquerda (F3), frontal direita (F4), parietal
esquerda (P3), parietal direita (P4), e do vertex (Cz). A análise eletrofísiológica

consistiu da avaliação das amplitudes absolutas médias dos vários espectros de
fi-eqüência (alfa, betai, beta2, betas, teta e delta). O estudo da atividade elétrica cerebral

foi feito com utilização de um sistema computadorizado apropriado para análise

eletrofísiológica. Foi verificada uma redução altamente signifícatíva (P<0,015) das
amplitudes absolutas médias das ondas espectrais após oclusão de ambas as artérias

carótidas comuns. A mfüsâo de solução 1,2 mM de glutatíon reduzido no segmento
cefálico da artéria carótida comum esquerda de ratos Wistar-Kyoto signifícantemente
reverteu a depressão das amplitudes absolutas das várias fireqüências especti^is do

eleti-oencefalograma (P<0,05), mduzida pela oclusão de ambas as artérias carótidas

comuns. A oclusão da artéria carótida comum esquerda de ratos anestesiados com
uretana causou redução menos signifícante da amplitide absoluta do que a oclusão de

ambas as artérias carótidas comuns, tendo sido menos evidente a recuperação da
amplitude absoluta com míüsão mtracarotídea de solução 1,2 mM de glutation
reduzido. A míüsão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation reduzido
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em ratos com oclusão büateral das artérias carótidas comuns reverteu a redução da

amplitude absoluta média do especti-o betai fi-ontal direito, quando analisada a
atividade hipersmcrona (P<0,05), porém induziu atividade eleti'ofisiologica de sono
NREM (P<0,05). A iníüsão mtracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina ou

1,2 mM de L-glutamina em ratos com oclusão de ambas as artérias carótidas comuns

não produziu modificações consistentes nas amplitudes absolutas dos espectros do

eletroencefalograma. A míüsão intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico em ratos

com oclusão de ambas as artérias carótidas comuns causou uma redução inicial e

recuperação parcial final de vários espectros de frequência do eletroencefalograma

(P<0,05); a infusão inti^carotídea de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico

significantemente reverteu a depressão mduzida pela isquemia das amplitudes

absolutas dos especti-os teta das regiões fi-ontais e delta da região parietal direita; a

míüsão mtracarotídea de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico signifícativamente

aumentou a depressão induzida pela isquemia de quase todos os espectros de

fi-eqüência do eletroencefalograma (P<0,05). Foi finalmente demonsti-ado que as

míüsões intracarotídeas de solução 1,2 mM de glutation reduzido e 6,06 mM de ácido

a-lipóico em ratos com oclusão das artérias carótidas comuns mduzü-am signifícativo

aumento dos níveis cerebrais de glutatíon reduzido (P<0,05). Concluiu-se que uma
análise eletroencefalográfíca adequada de ratos Wistar-Kyoto com oclusão das artérias

carótidas comuns é um modelo valioso de estudo de efeitos citotóxicos da isquemia
cerebral e pode ser usado para verificar o efeito citoprotetor de glutation reduzido e

ambas ações pró-oxidante ou antioxidante do ácido a-lipóico, bem como, para estudo
de efeitos de outros fármacos no cérebro.
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1 HISTÓRICO

1.1 Da apoplexia aos antioxidantes

De modo geral, os autores antigos se referiam aos episódios de

isquemia cerebral, identífícando-os como apoplexia, às vezes, como

paraplexia ou paralisia. Apoplexia é um termo derivado do grego, que

significa ataque com violência e tem sido usado em Medicina desde a época

de Hipócrates até a primeira metade do século XX (Pound et al., 1997).

Segundo Stannard (1995), Hipócrates se referiu ao tema, afirmando

que "se respu'acoes copiosas se precipitam por todo o corpo, o paciente inteiro

é afetado por apoplexia; se as respü-ações desaparecem, a doença chega ao

fím; se permanecem, a doença também permanece". Outro autor (McHenry

Jr., 1981), abordando o tema, relatou que Hipócrates fez menção a várias

causas de apoplexia, destacando aquecimento dos vasos sanguíneos da cabeça,

que, assim, "atoraíam fleuma que causavam fluxo de bile preta na cabeça". O
mesmo autor destacou o pensamento de Galeno que, seguindo o mesmo

padrão de pensamento de Hipócrates, sugeriu que o mesmo "fleuma, que se

acumulava nas artérias do cérebro, obstruía a passagem dos espíritos animais

dos ventrículos" e considerou a rede de vasos sanguíneos da base do cérebro,

denominada na época de "rete mirabile" (também enfatizada por Leonardo da

Vinci e Andreas Versalius) como essencial para seu funcionamento. Galeno

também descreveu as artérias carótidas, bem como alguns dos ramos

intracranianos e destacou os seios venosos, conforme destaca McHenry Jr.

(1981). Esse autor colecionou vários aspectos marcantes na história da doença

vascular cerebral, destacando-se a sugestão de Aretaeus de que o ataque de

apoplexia fosse decorrente da congestão do fluxo de sangue, bem como da
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falta do mesmo na parte envolvida ou do desvio deste sangue da parte

envolvida do cérebro para as partes sadias, sendo esta a primeira menção

histórica, embora, de certo modo vaga, de que a isquemia pudesse ser causa de

apoplexia e de que o comprometimento unilateral era característica importante
de alguns casos de apoplexia: "Em ataques menores de apoplexia é necessário

considerar se a convulsão paralítica ocorre no lado esquerdo ou direito".

Convém destacar que alguns conceitos de Hipócrates pertinentes à apoplexia
são ainda atuais, quando se estuda isquemia cerebral. Dois destes conceitos

merecem destaque: "pessoas são mais susceptíveis de apoplexia entre as

idades de quarenta a sessenta anos" e "ataques incomuns de dormência e

anestesia são smais de apoplexia iminente". O mesmo autor destaca ainda que

o comprometimento da linguagem, caracterizado em tempos hodiernos como
afasia, observada em alguns casos de infarto no hemisfério cerebral esquerdo,
já era uma das manifestações comuns relatadas por Hipócrates em suas
observações de casos de apoplexia.

Em seu trabalho. Doenças da Antiguidade Ocidental, Stanard

(1995), também citando a frase de Santo Isidoro de Sevilha, "apoplexia é uma

rápida efusão de sangue, em que aqueles que morrem são sufocados", destaca

a preocupação já dominante na época pertinente à etiologia do processo.
Observa-se, a partir da análise deste pensamento, que já havia a preocupação
de incluir fatos que foram superpostos às doenças vasculares hemorrágicas
descritas mais recentemente. Fazendo referência aos trabalhos de Anulus

Cornelius Celsus, em 1938, o mesmo autor assinala que, séculos depois de
Hipócrates, a apoplexia era referida como relaxamento dos tendões (resolutio
nervorum), podendo envolver todo o corpo, como verdadeira apoplexia, ou
parte dele e, neste caso, a apoplexia era referida como paralisia.
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Referindo-se aos trabalhos de Galeno, Poírier & Derouesné (1995)
enfatizam que este estudioso admitia apoplexia como decorrente de
comprometimento da substância cerebral, distínguindo-a da epilepsia, a qual
representava um distúrbio da função cerebral. Um fato ainda marcante, que diz
respeito à documentação histórica da doença vascular cerebral, segundo estes
mesmos autores, graças ao desenvolvimento da imprensa, foi a edição de
numerosos trabalhos, destacando-se a publicação de Dechembre Dicctionaire
encyclopédique dês sciences médicales, colecionando 150 referências entre
1611 e 1865.

Durante a Idade Média e a Renascença pouco se acrescentou aos
conhecimentos da Antiguidade no tocante à apoplexia. No século XVII,
contudo, Wepfer apud McHenry Jr. (1981) propiciou as primeiras correlações
entre apoplexia e hemorragia, ao mesmo tempo em que já fazia menção aos
fatores de risco da doença vascular cerebral, quando afirmou que os
indivíduos mais predispostos à apoplexia eram os obesos, que demonstravam
furor na face e nas mãos, e cujo pulso era constantemente irregular. Wepfer foi
um destacado e brilhante profissional, médico do Duque de Wurtemberg, que
realizou meticulosos estudos de circulação em cérebros de pacientes que
faleceram com apoplexia. Um dos pacientes ilustres, vítima de doença
vascular cerebral, cujo cérebro foi submetido a exame pós-morte, foi o famoso
professor de Anatomia, Marcello Malpighi (1628-1694). Wepfer verificou que
o ventrículo direito de seu cérebro era repleto de um coágulo escuro de sangue
(Pearse, 1997).

Os conceitos de Wepfer pertinentes à apoplexia foram, na maioria,
similares aos de Galeno, encerrando, contudo, duas grandes diferenças: a "rete
mirabile" não existia no cérebro humano e os ventrículos cerebrais não eram

local onde "espíritos animais" tinham participação na elaboração do sensório
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ou da locomoção, conforme ressaltam Gurdjian & Gurdjian (1979). Em estudo
histórico sobre a doença vascular cerebral, estes autores enfatizam que a
doença obstrutiva das carótidas e vertebrais foi descrita por Wepfer em 1658 e
por Willis em 1665, e que os estudos de Johan Jacob Wepfer de Schaffhausen,
na época, testemunharam notável avanço na análise da apoplexia. O círculo
arterial da base do cérebro que leva o nome de Polígono de Willis, de fato, foi

descrito pela primeira vez por Gabriel Fallopius (discípulo de Vesalius) em
1561, porém foi Willis quem catalogou importantes observações e
experimentações sobre o mesmo (McHenry Jr., 1981). Gurdjian & Gurdjian
(1979) enfatizam que Wepferjá mencionava que, se um lado do cérebro fosse
acometido durante uma apoplexia, haveria hemiplegia, sem se dar conta de

que a hemiplegia ocorria no lado oposto à lesão e, se os dois lados do cérebro
fossem envolvidos, haveria inconsciência com possibilidade de êxito letal.

No século XVIII, o conhecimento de apoplexia se resumia

basicamente no conjunto de observações de investigadores passados, embora
encerrando maior preocupação em considerar hemorragia cerebral como um
aspecto de apoplexia à parte.

Um fato marcante que não pode ser olvidado na história da doença
vascular cerebral é que a primeira descrição de insuficiência vascular cerebral
transitória foi feita por um famoso médico de Londres, em 1802, William
Herberden, tendo este advertido que estes ataques podiam preceder paralisia
completa (Fields, 1998).

Uma contribuição importante para o conhecimento da apoplexia no
século XVIII foi oferecida por um médico suíço, Gaspard Vieusseux, quando
ele descreveu, em 18 de dezembro de 1810, à Sociedade Médica e Cirúrgica
de Londres sintomas que ele próprio apresentara e que traduziam
comprometimento isquêmico do tronco cerebral, predominantemente bulbar
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lateral, como desconforto e perda de sensibilidade dolorosa na hemiface

esquerda, paralisia facial esquerda, vertigem, vómitos, disartria, disfagia, ptose
palpebral esquerda, anidrose hemifacial esquerda, perda da sensibilidade
térmica e dolorosa no lado direito do tronco e hemiparesia direita (Fields,

1998). Como se pode depreender, em sua maioria, estas manifestações
apresentadas pelo Dr. Vieusseux são super/enientes às manifestações da
Síndrome de Wallemberg, secundária à obstrução da artéria cerebelar
posterior inferior (De Jong, 1979).

Fields (1998) relata que foi Francois Bayle (1622-1709) quem

primeiro correlacionou arteriosclerose à doença vascular cerebral isquêmica,
embora esta patologia tenha sido reportada muito anteriormente. Estudos

históricos verificaram que a arteriosclerose não era rara no Egito antigo. O rei
Memeptah, o faraó do êxodo hebreu, tinha arteriosclerose, evidenciada
também em várias múmias da XVIII e XVII dinastias, através de exames

microscópicos, em que artérias calcificadas demonstraram placas de ateromas
e úlceras (Sigerist, 1987).

Outros fatos históricos contribuíram para o estado atual de

conhecimento das doenças vasculares cerebrais. O estudo levado a efeito por
Gurdjian & Gurdjian (1979) destaca o reconhecimento clínico das doenças
oclusivas da artéria carótida no pescoço pela associação de paralisia com
manifestações visuais, por Virchow em 1856, o sucesso dos estudos

angiográfícos cerebrais, por Egas Moniz em 1927, as conclusões de Chiari

sobre a associação de placas de ateroma na bifurcação da carótida e episódios
de embolia de vasos intracranianos. Todos estes aspectos, aliados ao
reconhecimento de que a oclusão da artéria carótida era muito mais fi-eqüente
do que até então se supunha e era causa reiterada de ataques isquêmicos
transitórios (Fisher, 1951), induziram uma verdadeira revolução para mudança
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do conceito até então dominante de que 55% dos episódios ictais de doença

vascular cerebral eram atribuídos a "espasmo vascular" (Estol, 1996). Fisher

foi enfático em dar importância a manifestações prodrômicas como afasia,

cegueira unilateral, tonturas, paralisias transitórias, entre outras, na maioria
dos casos de trombose de artéria carótida interna, sugerindo que embolia

cerebral pudesse ser causada por material originário do seio carotídeo e

vislumbrando a possibilidade de intervenção cirúrgica vascular para correção
dinâmica da obstrução vascular.

Um fato que determinou um marco na radiologia e, por extensão,
contribuiu indubitavelmente para uma reestruturação dos conceitos

epidemiológicos e físiopatológicos da doença vascular cerebral foi a

descoberta da tomografía computadorizada, a partir da invenção de G.
Hounsfíeld, que utilizou feixes colimados de raios X na indústria de

equipamentos de música (Taveras & Wood, 1976). O desenvolvimento
subsequente da ressonância nuclear magnética e da tomografía com emissão
de protons impulsionaram sobremodo a compreensão dos mecanismos
estruturais e bioquímicos da isquemia cerebral.

Carrea et al. (1955), em Buenos Aires, reportaram a cirurgia em um
caso de trombose espontânea da porção cervical da artéria carótida interna,

realizando uma anastomose entre o segmento da carótida interna acima da

obstrução com o segmento proximal da carótida externa, após secção da
mesma.

A primeira tromboendarterectomia para remover a obstrução da

artéria carótida interna foi realizada provavelmente em Nova York (Strully et
al, 1953).

Os procedimentos cirúrgicos prosseguiram, logo ficando evidente

que uma seleção mais adequada dos candidatos à cirurgia e uma melhoria das
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condições técnicas resultariam em queda dos índices de mortalidade e

morbidade. Assim os procedimentos cirúrgicos passaram a assumir uma
importância maior no planejamento terapêutico da doença vascular cerebral
isquêmica. No campo da neurocirurgia, teve importância histórica a realização
da cirurgia de derivação temporal superficial - temporal cortical em paciente

com trombose da artéria cerebral média em 1967 (Yasargil et al. apud Chang

& Steinberg, 1998). Com a difusão da técnica cirúrgica de "bypass" carótida

externa - carótida interna, um estudo cooperativo "randomizado" patrocinado

pelo Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos da América foi iniciado

para averiguação do valor terapêutico desta técnica (EC/EI, 1985). Os
resultados advindos deste estudo demonstraram que esta técnica não estava

trazendo benefício adicional para os pacientes que a ela se submetiam.

Estudos paralelos de busca de procedimentos terapêuticos que

pudessem garantir melhor prognóstico em portadores de Doença Vascular
Cerebral Isquêmica incluem a identificação e o controle dos chamados fatores

de risco como hipertensão arterial, diabetes, anormalidades cardíacas, por um

lado, e terapias anticoagulantes específicas e de inibição da adesividade
plaquetária, por outro lado.

O tratamento anticoagulante tomou impulso após a descoberta da

heparina em 1916, por McLean (McLean, 1959), passando esta a desempenhar
importante papel em procedimentos em que se impunha a anticoagulaçâo.
Hoje a ideia de que anticoagulantes são muito eficazes no tratamento e na

prevenção dos trombos cardíacos e na prevenção de episódios trombo-

embólicos em pacientes com próteses valvulares cardíacas (Moulin &
Bogousslavsky, 1998) é difícil de ser contrariada pêlos profissionais que
tratam doença vascular cerebral isquêmica. O primeiro teste clínico,

envolvendo o uso de heparína como anticoagulante na doença vascular



8

cerebral isquêmica foi feito por W. M. Rose (Rose, 1950), sem que resultados
satisfatórios tenham sido obtidos. O uso de heparina na prevenção da embolia

cerebral de origem cardíaca foi documentado na publicação de Wright &
McDevitt(1954).

A avaliação dos resultados terapêuticos do uso de anticoagulantes na

doença cerebrovascular isquêmica, a partir de então, envolvendo

principalmente heparina e dicumarol questionou a utilidade desses
antícoagulantes neste aspecto. Algumas destas avaliações, no entanto, foram

feitas antes do advento da tomografía computadorizada do encéfalo e, assim,

não se pôde afastar a possibilidade de que em alguns casos houvesse

hemorragia parenquimatosa de volume não suficiente para que se pudesse
detectar sangue num simples exame do liquor.

O uso de inibidores da adesividade plaquetária passou a merecer
maior atenção após o uso da aspirina na profilaxia dos eventos

cardiovasculares isquêmicos em 1953 (Craven apud Kappelle et al., 1998).

Com a melhor compreensão da participação das plaquetas no mecanismo da
trombogênse, a aspirina passou a desempenhar papel gradualmente mais
importante na profilaxia da doença vascular cerebral isquêmica (Kappelle et
al., 1998), embora a dose adequada desse fármaco seja assunto polémico e se
mantenha ainda por ser determinada.

A abordagem cirúrgica em segmentos extracranianos das artérias

carótidas na prevenção do infarto isquêmico cerebral teve indicações
estabelecidas por um estudo denominado NASCET ou North American

Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (Beneficial, 1991). Este estudo
concluiu que pacientes com obstrução da artéria carótida, maior que 70 % e
com sintomas adequados, se beneficiam mais com a cirurgia do que com o
tratamento médico sozinho.
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Os primeiros estudos com o uso de trombolíticos iniciaram há pouco

mais de quarenta anos (Sussman & Fitch, 1958) com utilização da angiografía
cerebral e, portanto, num período anterior à disponibilidade da tomografía

computadorizada do encéfalo ou da ressonância nuclear magnética (Boysen &
Pessin, 1998). A terapêutica trombolíticajá foi objeto de estudos-piloto, fase I

e fase II. A fase III surgiu com o estudo cooperativo europeu (ECASS, 1995).

O uso de trombolíticos, embora em protocolos terapêuticos bem
definidos, exige da estrutura hospitalar onde este vai ser empregado condições
mínimas de capacidade de atendimento, como equipes médica e de

enfermagem especificamente treinadas, equipamentos de neuroimagem, como
tomografía computadorizada e ressonância nuclear magnética, sempre prontos
para o paciente em que se pretende empregar a técnica terapêutica.

A recanalização vascular pronta em caso de isquemia cerebral pode
induzir uma complicação adicional, a lesão via reperíusão. Este fato abre
perspectiva para uma nova atitude terapêutica adicional: o uso de anti-

oxi dantes. Numerosos trabalhos experimentais publicados em periódicos
intemacionais, abordando os efeitos benéficos de antioxidantes em modelos

experimentais de isquemia cerebral com reperfusão, testemunham este fato e

abrem uma perspectiva real da necessidade da adição compulsória de
antioxidantes no arsenal terapêutico da isquemia cerebral.

1.2 História da Doença Vascular Cerebral na Universidade
Brasileira

Até meados do século XIX, no Brasil, as doenças do sistema

nervoso não tiveram abordagem científica importante. Em função da
insuficiência do conhecimento destas doenças até então em nosso País, a
caracterização clínico-epidemiológica dos estados mórbidos do sistema
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nervoso não era alvo de concretização adequada. Os sintomas norteavam, na

maioria das vezes, a designação das doenças. No século passado, descreveu-se

uma encefalopatia diagnosticada como "amolecimento cerebral", secundária a

arteriosclerose, e que encerrava em seu contexto clínico uma redução

progressiva das "faculdades intelectuais", bem como da sensação e da função

motora, e que poderia evoluir até uma paralisia total (Santos Filho, 1991a).

Em 1818, os naturalistas Johann Baptist von Spix e Cari Friedrich Philip von

Martius (Santos Filho, 1991 b) fizeram alusão ao "ar-de-estupor",

descrevendo-o como caracterizado por "ataques súbitos de paralisia", que

muitas vezes desapareciam prontamente e que foram tratados com

ipecacuanha e tártaro emético, muitas vezes, sem bons resultados.

Supostamente alguns destes casos de paralisia encerravam manifestações de
doença vascular cerebral.

No século passado, foram publicados alguns trabalhos de autores

brasileiros sobre doença vascular cerebral, muitos deles como teses de

doutoramento (Santos Filho, 1991a). Entre estes destacam-se:

"Hemorragia espontânea do encéfalo". Rio de Janeiro, 1840, tese de

doutoramento de António José Gonçalves Fontes, sendo o autor agraciado em
29/02/1872 com o título de barão do Rio Doce.

Do emprego das sangrias na congestão cerebral e na apoplexia",

Bahia, 1870, tese de doutoramento de Sátiro de Oliveira Dias, sendo o autor

mais tarde presidente das Províncias do Amazonas, Rio Grande do Norte e
Ceará.

"Hemorragia cerebral". Rio de Janeiro, 1878, tese de doutoramento

de Feliciano Pinheiro Bittencourt, gaúcho, nascido em 1854, tendo sido

professor do Liceu de Artes e Ofícios e de outros colégios no Rio de Janeiro.
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"Apoplexia e histeria", trabalho publicado em Boletim Geral de

Medicina e Cirurgia, em 1887, tendo como autor Alfredo Brito,

posteriormente professor da Faculdade de Medicina da Bahia.

"Hemorragia cerebral". Rio de Janeiro, 1889, tese doutoramento de

Olímpio Artur Ribeiro da Fonseca (1868-1938), natural de Niterói, Rio de

Janeiro, e falecido no Rio de Janeiro, tendo sido o autor secretário geral

perpétuo da Academia Nacional de Medicina (1934).

Não podem, finalmente, ser olvidadas algumas obras mais recentes

de autores brasileiros ilustres que constituem manuais de pesquisa para os

mais jovens que demonstram interesse pela patologia vascular encefálica.

Assim, se destacam as publicações Doenças vasculares do encéfalo

(Melaragno Filho & Sanvito, 1976) e Doenças cerebrovasculares: condutas,

tendo esta última obra Rubens José Gagliardi (1996) como editor.

L.
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2 INTRODUÇÃO

2 .1 Comprometimento bio-energético na Isquemia Cerebral

2.1.1 Generalidades

A isquemia cerebral se traduz por uma redução no fluxo sanguíneo

cerebral (FSC) de intensidade suficiente para que se processe uma alteração

metabólica ou uma lesão cerebral inquestionável. Em última análise, a redução

do fluxo sanguíneo cerebral é secundária à obstrução vascular, ao decréscimo

suficientemente importante da pressão arterial ou a um aumento de pressão

intracraniana, bem como tissular. Assim sendo, a isquemia cerebral pode ser

fo'cal ou regional (obstrução vascular, por exemplo) e global ou sistémica

(parada cardíaca ou hipovolemia transitória, por exemplo). Admite-se que a
isquemía cerebral comece a se estabelecer, quando o fluxo sanguíneo cerebral
tenha tido uma redução de pelo menos 50 % do controle, segundo Siesjõ et al.,
(1998). Conforme enfatizam estes autores, caso a pressão de perfüsão seja

inferior a 30 mmHg ou o fluxo sanguíneo cerebral se situe em tomo de 20 %
do controle, há falha bioenergética importante com redução apreciável dos
níveis tissulares de ATP e de fosfocreatina e aumento dos níveis de ADP e

AMP. Instalada a isquemia cerebral, ocorre uma sucessão de eventos

metabólicos, inflamatórios, estruturais que, evoluindo sequencialmente em
cascata, ameaçam a integridade bioquímica e estmtural da célula, mesmo que
o período desta isquemia seja de apenas quatro a seis minutos. E geralmente
aceito o fato de que, se a isquemia cerebral for de intensidade suficiente,
poderá haver importante falha bioenergética.

L.
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2.1.2 Metabolismo Energético e Isquemia Cerebral

O aporte de oxigénio e substrato energético é uma exigência

constante do tecido cerebral. Excetuando-se condições que possam

produzir circunstancialmente aumento dos níveis sanguíneos de corpos
cetônicos (fome, por exemplo), glicose é o substrato energético

obrigatório utilizado pelo cérebro (Kety, 1957; Edvinsson et al., 1993).

Embora tendo apenas 2 % do peso corporal, o cérebro recebe 15 % do

volume de sangue ejetado pelo coração, consome 25 % da glicose

utilizada pelo corpo e representa 20 % do gasto total de oxigénio
(Magistretti et al., 1995). Embora nos tecidos haja uma diversidade de

vias metabólicas a partir da glicose, no cérebro esta é quase inteiramente

oxidada em CÜ2 e HzO. Isto é processado através da glicólise anaeróbica,

do ciclo tricarboxílico de Krebs e da fosforilação oxidativa a ele

associada, e tem como produto metabólico energético importante 38
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP) por molécula de glicose. As
figuras l e 2 resumem os aspectos bioquímicos mais importantes
envolvendo a glicólise e a fosforilação oxidativa.
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Embora glicose seja substrato energético utilizado pelo cérebro,

funções celulares normais são mantidas, mesmo que a concentração
plasmática dessa substância seja mantida em tomo da metade de seus valores
normais (cerca de 6 mM); o metabolismo energético e a homeostase iônica são
preservados, mesmo quando a concentração de glicose atinge l mM (Lewis et
al., 1974; Lewis et al., 1974; Astmp & Norberg, 1979). O que determina o
nível de suprimento de glicose ao cérebro é seu transporte no plano da barreira
hematoencefálica (BHE), que é suficientemente lento para torná-lo, de certo
modo, independente do fluxo sanguíneo (Cunningham, 1986; Robinson &
Rapoport, 1986). Glicose é uma molécula hidrófila e sua entrada nas células é
facilitada por proteínas transportadoras específicas. Estas proteínas
transportadoras contêm 12 domínios transmembrana. São conhecidos sete
destes transportadores e são designados GLUT l a GLUT7 (Edmond, 1992). O
processo pelo qual a glicose é captada pelo parênquima cerebral é altamente
específico para o tipo de célula envolvida na captação. Assim, o transportador
GLUT 1 de peso molecular 55-kDa é acionado para captação de glicose pela
barreira hematoencefálica e, portanto, está presente na membrana abluminal
da célula endotelial; a captação nos astrócitos é promovida por GLUT l de
peso molecular 45-kDa, enquanto a captação da glicose pêlos neurônios é
mediada por GLUT3 (Bondy et al., 1992). Os astrócitos possuem outro tipo de
transportador GLUT2, cuja função parece ser semelhante a do mesmo subtipo
de transportador nas células P das ilhotas pancreáticas, qual seja, a de
"perceber" glicose (Leloup et al., 1994). Já as células da micróglia
demonstram em suas membranas a proteína transportadora GLUT5 (Maher, et
al., 1994).

As relações estmturais entre os astrócitos e os outros elementos do
sistema nervoso central são de importância fundamental no metabolismo
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energético do cérebro. Processos astrocitários envolvendo contactos sinápticos
em um extremo e projeções das mesmas células rodeando capilares
intraparenquimatosos (podócitos) em outro extremo testemunham a
importância dos astrócitos no metabolismo energético do cérebro,
possibilitando que o substrato energético glicose seja captado do sangue e
metabolizado ao nível destas células (figura 3). Estudo experimental com 2-
desoxiglicose (2-DG) marcada radioativamente sugere que a utilização basal
de glicose é maior nos astrócitos que nos neurônios, sendo os valores de cerca
de 20 e 6 nmol por mg de proteína por minuto, respectivamente (Magistretti &
Pellerin, 1996). Técnica auto-radiográfíca "in vivo" com utilização de 2-DG
verificou na substância cinzenta cortical valores similares (Sokoloff et al.
1977). A preponderância de utilização de glicose pêlos astrócitos durante
ativáçâo de uma área cortical com neurotransmissor excitatório "in vitro"
(glutamato, por exemplo) ainda é mais evidente (Magistretti, 1999). Já é de
conhecimento pleno o fato de que a ativaçâo de uma determinada área cortical
provoca aumento de concentração de glutamato no espaço extracelular, que,
por sua vez, foi liberado a partir dos terminais pré-sinápticos dos neurônios
ativados (Fonnum, 1984). O L-glutamato estimula a captação e a fosforilação
de 2-DG pêlos astrócitos, não através da ação em receptores N-metil-D-
aspartato ou não- N-metil-D-aspartato (Figura 3), mas via sistema de captação
de glutamato dependente de Na" (Pellerin & Magistretti, 1994; Takahashi et
al., 1995). São conhecidos três subtipos de transportadores de glutamato:
GLT-1, exclusivamente situado nos astrócitos, EAAC1, exclusivamente
neuronial e GLAST, expresso tanto na glia como em neurônios (Kanai et al.,
1993; Kanner, 1993). Assim, em decorrência da ativação de uma determinada
área cerebral, há liberação de glutamato a partir de terminais pré-sinápticos;
este é captado pêlos astrócitos por intermédio de transportador dependente de
Na e o aumento intracelular deste ati va o sistema Na ,K -ATPase, que
estimula a captação de glicose pelo astrócito, estimulando a glicólise e a
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produção de lactato (Pellerin & Magistretti, 1994). Das duas moléculas de
ATP produzidas pela glicólise, a partir de cada molécula de glicose, uma é
utilizada para ativação da bomba NaT,K'r-ATPase e a outra empregada na
produção de glutamina a partir do glutamato e por ação da glutamina sintetase.
O lactato, liberado pêlos astrócitos e captados pêlos neurônios, é utilizado
como substrato energético. A glutamina é liberada pêlos astrócitos e captada
pêlos neurônios, sendo utilizada para síntese de glutamato. A título de

ilustração, e para melhor compreensão, estes processos metabólicos são aqui
reproduzidos (figura 3).
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Figura 3 - Glicólise ao nível do asu'ocito induzida pelo glutamato durante ativação de uma determinada área
cortical. Os detalhes desta figura são apresentados no texto. Abreviações: Pir - piruvato; Lac - lactato; G -
proteína G; Gin - glutamina, PGK - fosfoglucoquinase. Figura adaptada de MAGISTRETTI, P. Brain Energy
Metabolism. In: ZIGMOND, M. J., BLOOM, F. E., LANDIS, S. C., ROBERTS, J. L., SQUIRE, L. R. (Eds)
Fundamental Neuroscience. San Diego: Academic Press, 1999.p. 389-413.
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Há, portanto, um verdadeiro tráfego metabólico entre astrócitos e

neurônios (figura 3) que define uma compartimentalízação metabólica, sendo
a glicose captada pêlos astrócitos, lá sofrendo glicólise anaeróbica (figura l)
com produção de lactato ou piruvato, os quais são liberados no compartimento
extracelular e utilizados como substratos pêlos neurônios (Magistretti et al.,

1995). Além de piruvato, outros intermediários metabólicos do ciclo

ti-icarboxílico (figura 2), como malato, a-cetoglutarato e citrato são liberados

pêlos astrócitos (Selak et al., 1985; Shank et al., 1993; Sonnewald et al.,
1991).

A principal fonte de energia utilizada para o trabalho celular é

proveniente principalmente de ATP e de outros trifosfatos de nucleosídios
como CTP, UTP ou GTP. A energia necessária para o trabalho celular, assim,

é obtida pela hidrólise de ATP, de acordo com a reação química seguinte (Eq.
l):

ATP + HsO ^ADP +P,+fT (l)

De uma maneira geral, a hidrólise do ATP é compensada por uma
fosforilação do ADP com formação de ATP em nível de cadeia respiratória

mitocondrial (figura 2). Com o aumento da concentração de ADP ou

acidifícação do citosol, há ativação de uma enzima, a creatina quinase (CK),
que catalisa uma reação (Eq. 2), havendo a utilização de fosfocreatina (PCr)
para síntese de ATP. Isto implicará uma redução dos níveis de PCr.

PCr + ADP + TT ^^ C/< + Â7P (2)

Para restaurar os níveis de ATP, quando houver um aumento dos

níveis de ADP, haverá, também, um desvio na reação de equilíbrio da
adenilato quinase (Eq. 3):

ADP + ADP ^^ AMP + ATP (3)
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O comprometimento bioenergético, tal como ocorre na isquemia,

poderá implicar uma redução dos níveis de ATP e PCr, da soma das
concentrações de ATP, ADP e AMP e correspondente aumento dos níveis de
ADP e AMP; a redução da soma das concentrações de ATP, ADP e AMP é

muito gradual. No início e durante períodos breves de isquemia, a redução da
concentração de ATP é compensada pelo aumento da concentração de ADP e
AMP (Siesjõ et al., 1998). Esta compensação é insuficiente na isquemia de
longa duração. Assim, numa isquemia focal de duas horas de duração, a
redução da concentração de ATP e PCr na área de isquemia (focal e perifocal

ou penumbra) não é compensada pelo aumento das concentrações de ADP e

de AMP (Folbergrová et al., 1995), de vez que a síntese de nucleotídeos da

adenina por atividade das quinases é lenta e o aumento destas concentrações
somente ocorre após a recirculaçâo com o restabelecimento da fosforilação
oxidativa (Kleihues et al., 1974) ou após a correção do distúrbio metabólico,
como em caso de hipoglicemia (Chapman et al., 1981).

E pertinente que se procure esclarecer o mecanismo pelo qual o
distúrbio bioenergético caracterizado pela redução dos níveis de ATP e PCr
ocorre em resposta a isquemia. Estabelecida esta, o estado de fosforilação
permanece normal até que ocorra despolarização de membrana e consequente
fluxo iônico, principalmente de Ca e K . Este fluxo iônico (principalmente
de Ca ) implica a atívação de ATPases e, conseqüentemente, redução dos
níveis de ATP e aumento dos níveis de ADP e AMP. Há, portanto, consumo
das reservas de energia. A recuperação de síntese de ATP não se processa, de
modo adequado neste estado, por dois motivos: a continuação do fluxo iônico

intracelular de Ca e a inibição do transporte de elétrons pela cadeia
respiratória mitocondrial ou desacoplamento da fosforilação oxidativa do
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consumo de oxigénio decorrentes do aumento dos níveis intracelulares de
Ca++ e da acidose (Siesjõ et al., 1998).

Outro aspecto bioenergético importante na patogênese da

isquemia diz respeito à lesão via reperfusão que ocorre após restabelecido
o fluxo sanguíneo, antes comprometido. Como será enfatizado mais
adiante, espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres (RL) são
produzidos e potencialmente produzem lesões dos componentes da célula,
comprometendo sua estrutura e promovendo mutações do DNA, bem
como, ativando enzimas como proteases e lipases, seguindo-se,
conseqüentemente, uma série de reações em cadeia que podem produzir
eventualmente morte celular (Coyle & Puttfarken, 1993; Greenlund et al.,

1995). Estas espécies reativas de oxigénio são geradas pela transferência
de elétrons simples a oxigénio molecular ou produtos paralelos

decorrentes de processos celulares fisiológicos (Halliwell, 1992). Entre
estes se incluem a transferência de elétrons associada à fosforilação
oxidativa e certas atividades enzimáticas, como as da monoamino-oxidase,
tirosina-hídroxilase, sintetase de óxido nítrico, lipo-oxigenases e ciclo-
oxigenases (Pou et al., 1992; Boveris & Chance, 1973; Chan & Fishman,
1980; Cross & Jones, 1991).

Embora ATP seja uma substância de importante estoque de
energia no organismo e, principalmente, no cérebro, produtos
intermediários de reações de biossíntese, que estão em um estado mais
oxidado do que seus produtos finais, necessitam de fontes de energia
metabólica proveniente de fontes redutoras. Assim, substâncias redutoras
com energia potencial, como a forma reduzida de fosfato de nicotinamida-

adenina-dinucleotídeo (NADPH), são importantes não somente para
biossíntese de ácidos graxos livres e de componentes da célula nervosa,
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principalmente da membrana, mas, também, por constituírem fonte
doadora importante de H durante reações enzimáticas, em que participam
substâncias removedoras de espécies reativas de oxigénio (Lajtha et al.,
1981). A principal fonte metabólica de NADPH é a via da pentose-fosfato
(Magistretti, 1999), que constitui uma das vias metabólicas de
processamento de glicose (figura 4). Neste ciclo metabólico, a produção
de NADPH é catalisada por ação da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase, bem como, por ação da glicose-6-fosfogliconato
desídrogenase na fase seguinte do ciclo, quando se observa uma reação de
descarboxilação oxidativa. E pertinente ainda salientar que o componente
não oxidativo da pentose-fosfato fornece uma conexão reversível com a
glicólise, de vez que há regeneração de dois intermediários importantes da
via glicolítica, quais sejam gliceraldeído-3-fosfato e frutose-6-fosfato. O
relacionamento metabólico entre as vias da glicólise e da pentose-fosfato
pode ser importante para os mecanismos de adaptação celular a condições
de isquemia.

Um dos mais importantes removedores endógenos de espécies
reativas de oxigénio é o glutation reduzido. NADPH é de importância
fundamental para manutenção de níveis adequados de glutation reduzido.
Assim, indiretamente a via da pentose fosfato, como fonte de NADPH,
tem importância fundamental nos processos metabólicos de defesa do
organismo durante a reperfusão após isquemia. Para uma melhor
compreensão estes aspectos são resumidos na figura seguinte (figura 4).
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Figura 4 - Via da pentose-fosfato. Geração de NADPH e de intomediários metabólicos (giceraldeído-3-
fosfato e fintose-6-fosfato) da glicólise. Figura adaptada de MAGESTRETTI, P. Brain Energy Metabolism.
In: ZIGMOND, M. J., BLOOM, F. E., LANDIS, S. C., ROBERTS, J. L., SQUIRE, L. R. (Eds) Fundamental
Neuroscience. San Diego: Academic Press, 1999. p. 389-413.
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Como será visto oportunamente, dois conjuntos enzimáticos de ação

removedora endógena de radicais livres, superoxidodismutase (SOD) e

glutation peroxidase (GSH-Px), atuando em conjunto e sequencialmente, têm

importante ação antioxidante. A forma oxidada de glutation (GSSG) gerada

por ação da GSH-Px sofre ação da glutation redutase (GSSG-R) para
restituição da forma reduzida de glutation (GSH). Esta última reação (figura 5)

se processa graças à disponibilidade do cofator NADPH gerado pela via da
pentose-fosfato.

4pr

402

20,

2H2Ü2
SOD

o;

GSH p

GSSGGSH

GSSG-

2H2Ü

NADP NADPH

Figura 5 - Reações enzimáticas envolvidas nas reações dos dois sistemas principais da remoção de radicais
livres, SOD e GSH-Px. GSSG-R catalisa a redução do glutation.
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2.2 Fisiopatogênese da Isquemia Cerebral

2.2.1 Generalidades

A isquemia cerebral, particularmente quando intensa, determina
uma série de eventos complexos, em série, com muitos locais de interação.
Estes eventos têm sido estudados em modelos animais de isquemia cerebral.

Vários destes modelos têm sido alvo de muitas críticas (Wibers et al., 1990),
embora resultados consistentes tenham sido obtidos, principalmente com

utilização de roedores, sendo mínima a variação de laboratório para
laboratório (Ginsberg & Busto, 1989).

2.2.2 Mecanismos bioquímicos

Já foi mencionado que a isquemia cerebral começa a se estabelecer,
quando o fluxo sanguíneo cerebral se reduz a pelo menos 50 % do controle e,
nos primatas, quando este fluxo sofre um decremento atingindo as cifras de 10
a 15 ml/lOOg por minuto (normal 50-60 ml/lOOg por minuto), o cérebro sofi-e
privação se seu substrato energético (glicose) e do aceptor de elétrons da
cadeia mitocondrial no curso da fosforilação oxidativa, ou seja, oxigénio
(Pulsinelli, 1992). Quando o fluxo sanguíneo cerebral se reduz, de modo a
atingir cifras de 30 a 35 ml/lOOg por minuto, verifíca-se um aumento da
concentração extracelular de H^ e níveis de 20 ml/100 g por minuto são
suficientes para abolir os potenciais evocados e o eletroencefalograma (EEG)
se toma isoelétrico (Branston et al., 1974; Astmp et al., 1977; Hossmann,
1994; Hossmann, 1998; Hakim, 1998; Hansen et al., 1998).

Instalado o processo isquêmico, a demanda energética supera a
capacidade de síntese de ATP a partir de fontes resumidas de glicose e
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glicogênio, ainda mantidas em reserva. Assim, como citado aqui, há uma
redução dos níveis de ATP e PCr. Conforme ressalta Powers (1992), o
insuficiente aporte de oxigénio com a consequente redução da fosforilação
oxidativa produz aumento da concentração de ácido láctico com decorrente
acidose, em função da utilização metabólica das reservas ainda existentes de
glicose e glicogênio, desenvolvendo-se, secundariamente, ações tóxicas em
que, por exemplo, radicais livres, mediados por íon ferroso, produzem lesão
astroglial. O mesmo autor anda enfatiza que uma diminuição mais severa do
fluxo sanguíneo cerebral (FSC), atingindo, por exemplo, níveis de 10 a 12
ml/lOOg por min, produz uma perda da integridade da membrana celular com
liberação do K" intracelular para o ambiente extracelular e influxo
citoplasmático de Ca" extracelular e que esta redução do FSC ocorre com
redução da taxa metabólica cerebral de oxigénio (TMC02); nos primeiros dias,
há maior redução do fluxo sanguíneo cerebral (FSC) do que da taxa
metabólica cerebral de oxigénio (TMCOz), de modo que a fração de extração
do oxigénio (FEO) é elevada, o que pode indicar um estado de perfusão crítica
em tecido ainda viável. Posteriormente, há um declínio da fraçâo de extração
do oxigénio (FEO) associado a uma redução da taxa metabólica cerebral de
oxigénio (TMCOz) e um aumento do fluxo sanguíneo cerebral (F SC)
(Frackowiack & Wise, 1983).

Quando o fluxo sanguíneo cerebral (FSC) é inadequado para os
requerimentos de oxigénio dos tecidos, como ocorre nos primeiros dias que
seguem a uma obsfrução isquêmica focal cerebral, o fenómeno se denomina
"perfüsão pobre" (Baron, et al., 1981; Derdeyn, et al., 1998). Após vários dias,
quando as taxas metabólicas do tecido estão reduzidas e o fluxo sanguíneo
cerebral (FSC) é mais do que o suficiente para as necessidades do mesmo
tecido, ocorre o fenómeno denominado "perfüsão de luxo" (Lassen, 1966).
Durante do fenómeno de "perfusão pobre", ocorre aumento da fração de
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extração do oxigénio (FEO) e, durante o fenómeno de "perfüsão de luxo",
ocorre redução de FEO. Quando de uma isquemia focal, além de uma região
central de morte celular, há outra região que se interpõe à região central de
necrose e ao tecido normal, denominada "penumbra isquêmica". Poder-se-ia
supor que o fenómeno de "perfusão pobre" ocorreria na região de "penumbra
isquêmica". O aumento da firação de extração de oxigénio (FEO) é consistente
com as modificações do fluxo sanguíneo cerebral (FSC) e da taxa metabólica
cerebral que ocorrem durante o período de hipoperfusão em animais (Powers,
1992). No entanto, em pacientes, estudos não foram capazes de confirmar a
associação entre fi-ação de extração de oxigénio (FEO) e penumbra isquêmica
(Wise et al., 1983).

A tomografía com emissão de positrons é uma técnica adequada
para estudo do metabolismo durante isquemia cerebral. E relativamente não
invasiva, pode ser empregada várias vezes em um paciente com isquemia
cerebral, sendo usada para estudo do metabolismo regional no cérebro
(Greenberg, 1998). A taxa de utilização ou produção de substâncias pelo
cérebro (Eq. 4) é obtida pelo produto do fluxo sanguíneo cerebral (FSC) e
diferença da concentração destas no sangue arterial e venoso (Greenberg,
1998). Logo, a taxa metabólica de utilização de Oi pelo cérebro (TMCOs)
pode ser calculada como:

TMCOz (mL/g/min) = FSC x (A-V)o2' (4)
onde FSC é o fluxo sanguíneo cerebral e (A-V)o2 é a diferença de
concentração arterial e venosa de oxigénio. Do mesmo modo, a taxa de
utilização de glicose pelo cérebro (TMGlu) é calculada conforme a Eq. 5:

TMGlu (mL/g/min) = FSC x (A-V)oiu, (5)
sendo (A-V)oiu a diferença de concentração arterial e venosa de glicose.
Valores regionais para a taxa metabólica de utilização de Ü2 pelo cérebro
(TMCOz) são medidos por meio desta técnica, com utilização de 150 em
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combinação com medidas de fluxo sanguíneo cerebral (FSC) e volume de
sangue cerebral (Baron et al., 1989).

Em modelos de isquemia global completa ou parcial, a utilização de
técnicas para estudo de alterações metabólicas evidenciou diferenças regionais
destas alterações, o que fez sugerir que variações significativas do fluxo
sanguíneo residual são obser/adas em diferentes distribuições arteriais,
quando a pressão de perfusão é reduzida a níveis críticos (Welsh, 1998).

Estudando isquemia global, Welsh et al. (1977) identificaram
padrões diferentes de modificação metabólica. Assim, durante isquemia leve,
as alterações metabólicas foram mais pronunciadas na substância branca do
que no córtex cerebral ou no "striatum". Para explicar esta relativa
sensibilidade da substância branca, algumas especulações foram formuladas.
Uma delas sugere que isto decorre do fato de que o fluxo sanguíneo na
substância branca é normalmente menor que na matéria cinzenta (Ginsberg et
al., 1978), sendo este efeito possivelmente acentuado pela localização distai da
substância branca ao longo das arteríolas corticais penetrantes (Welsh, 1998).
Supõe-se que estas alterações se expressem nas tomografías computadorizadas
como áreas de redução de densidade da substância branca periventricular e
que são conhecidas como leucoairaose (Hachinski et al., 1987). Este fato
lembra o que se encontra na encefalopatia arteriosclerótica subcortical. Nesta
doença, as alterações cognitivas podem resultar do espessamento arteriolar
difuso em correspondência com a completa rarefação da substância branca
subcortical, com exceção das fibras em U (De Reuck et al., 1980; Roman,
1987; Van Gijn, 1998; Bogousslavsky, 1998). Admite-se que esta doença seja
análoga à enfermidade de Binswanger, descrita pela primeira vez por um
neurologista suíço em 1894 (Van Gijn, 1998).

Em caso de redução mais severa do fluxo sanguíneo cerebral, um
tipo incomparável de alteração metabólica regional ocorre na substância
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cinzenta cerebral caracterizada por alterações microrregionais na fluorescência
de NADH (Welsh et al, 1977a; Welsh et al., 1977b; Welsh et al., 1978).
Havendo completa perda de fluxo sanguíneo, há aumento regionalmente
difuso de fluorescência de NADH e redução de fosfatos de alta energia
(Welsh, et al, 1978).

Durante o período de reperfusão pós-isquêmica, foi demonstrada

recuperação dos metabólitos energéticos (Kleihues et al., 1974). Embora haja
restauração da razão ATP/ADP, o nível total de ATP, ADP e AMP permanece
baixo durante o período inicial de reperfüsão (Klehues et al., 1974; Ljunggren,
et al., 1974). Toma-se, assim evidente que, seguindo-se a recirculação
adequada, ocorre restabelecimento do metabolismo energético cerebral em
extensas áreas do tecido cerebral. Há, contudo, evidência de que, no cérebro,
há regiões contendo neurônios vulneráveis, que mais facilmente sofrem
necrose, seguindo-se a uma isquemia global (Pulsinelli et al., 1982; Marshall
et al., 1975). Foi demonstrado que estas regiões, contendo células nervosas
vulneráveis, exibiram comprometimento irreversível do metabolismo
energético durante a fase de reperfusão pós-isquêmica (Pulsinelli & Duffy,
1983). Pulsinelli e Dufíy verificaram que PCr, ATP e glicose foram muito
reduzidos, enquanto que os níveis de lactato foram aumentados no neocórtex
paramediano, estriado dorsal-lateral e região CAI do hipocampo de ratos
submetidos a isquemia prosencefálica durante frínta minutos. Instalada a
reperfusão, houve recuperação dos níveis controle de PCr, ATP e lactato no
neocórtex paramediano e na região CAI do hipocampo, após 6 a 24 horas. Os
níveis destas substâncias foram muito próximos dos valores-controle no
esmado, após 6 a 24 horas, e na região CAI do hipocampo, após 24 a 72 horas. Os
níveis de PCr e ATP voltaram a cair e os de lactato voltaram a aumentar no

estriado, 6 a 24 horas depois do período de recuperação, e na região CAI do
hipocampo após 24 a 72 horas, o que coincidiu com o início e progressão do
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comprometimento morfológico destas regiões cerebrais. Estes dados
experimentais comprovam que, em modelos experimentais de isquemia
prosencefálica, ocorre comprometimento adicional do metabolismo energético
durante a fase de reperíüsâo pós-isquêmica em regiões cerebrais especifícamente
vuüieráveis, como o estriado e região CAI do hipocampo. Outros estudos
experimentais em modelos de isquemia cerebral também verifícaram
comportamento súnilar no tocante à evolução dos parâmetros de comportamento
energético metabólico com evidência de vulnerabilidade de determinadas regiões
cerebrais, principalmente durante o período de reperfusão pós-isquêmica (Arai et
al, 1986; Kirino, 1982).

E de grande importância terapêutica que sejam identificados os fatores
que mfluenciam a recuperação pós-isquêmica do metabolismo energético.

Após instalada a isquemia cerebral e instituída a reperíusão pós-
isquêmica, a manutenção de uma atividade metabólica crítica adequada depende
do nível de fluxo sanguíneo cerebral. Vários estudos demonsti-aram paralelismo
entre o grau de comprometimento do metabolismo energético e o mvel de fluxo
sanguíneo durante a reperfüsão (Welsh et al., 1978; Ginsberg et al., 1978). Estes
dados experimentais enconti-am paralelismo com a experiência clínica, em que um
nível de pressão arterial mantida é ünportante para garantü' um prognóstico melhor
em pacientes que sofi-eram processo isquêmico cerebral. E, pois, importante que se
evite nestes pacientes hipotensão arterial absoluta ou relativa (redução muito
bmsca da pressão arterial em pacientes com hipertensão arterial), a fim de que um
fluxo sanguíneo cerebral adequado seja mantido para satisfação das exigências
metabólicas básicas do tecido previamente isquêmico.

Outro fator importante pode ser percebido a partir da observação de que
paradoxaknente uma isquemia incompleta pode comprometer mais severamente a
recuperação do metabolismo energético do que uma ísquemia completa (Hossman
& Kleüiues, 1973; Hossman & Zimmermann, 1974). Durante a isquemia
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incompleta, o acúmulo de ácido láctico justifica o comprometimento maior do
metabolismo energético em relação a isquemia completa. O fluxo sanguíneo
residual durante uma isquemia incompleta continua promovendo um aporte de
glicose, cuja transformação metabóüca em condições predominantemente
anaeróbicas implica maior produção tissular de ácido láctico e de íons íT;
concentrações tissulares acima de 30 a 40 [imoVg foram encontradas nestas
circunstâncias (Elkof & Siesjõ, 1972; Nordstrõm & Siesjõ, 1978; Welsh, et al,
1980a). Em isquemia completa, a quantidade de ácido láctico formado é proveniente
das reservas tissulares pré-isquêmicas de glicose e glicogênio (Ljunggren, et al.,
1974). Em revisão recente sobre o tema, Siesjõ et al. (1996) resumem as conclusões
de vários trabalhos de pesquisa, enfatizando que hiperglicemia pré-isquêmica agrava
lesão secundária a uma densa ísquemia transitória. Outras observações importantes
têm realce nesta revisão. Assim, instalada uma isquemia ou hipoxia, ocorrerá um
bloqueio de transporte de eléti-ons durante a fosforilação oxidatíva, bem como da
atividade de enzimas como pimvato desidrogenase e de outras desidrogenases
mitocondriais. A falta de oxigénio nos dos citocromos a-as impüca o aumento, a
montante, de substâncias reduzidas como NADH. O aumento de NADH em
comparação com o NAD" desencadeia aumento da concentração de piruvato, e, em
sequência, mcremento da concentração de lactato e ïf (figura 6) com desvio de
ação da enzima lactato-desidrogenase. Como mencionado, cada molécula de glicose
sofire conversão metabólica anaeróbica em duas moléculas de lactato e dois ïf. A

hidrólise de ATP e de outros compostos similares, bem como de fosfoüpídios,
ocorrendo de modo mais acentuado em situação de isquemia, gera adicionalmente
mais H^. Toma-se fácü prever e identificar os efeitos que um aumento prévio da
glicemia em uma situação de isquemia poderia produzir, sendo o principal deles um
aumento da concentração de lactato e de H^. Como será realçado mais adiante, em
situações de isquemia há uma redução de fosfatas ricos em energia, como ATP,
ficando a célula mcapaz de manter a polaridade de sua membrana. Isto, aliado a

(,
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outras alterações, detennina, em última análise, um maior mfluxo celular de CaTT.
As mitocôndrias funcionam como tampão, sequestrando o Ca"-r citosólico,
prmcipaünente em caso de amíiento patológico de seus níveis, como ocorre em
situações de isquemia (Carafoli, 1987; Nicholls, 1985).

Não há dúvida de que uma elevação de glicose antes de instalado um

insulto isquêmico provocará maior acúmulo de ácido lático durante a isquemia.
Secundariamente, há comprometimento da recuperação do metabolismo energético
durante a fase de reperfüsão (Welsh et al., 1980b; Rehncrona et al., 1981).
Oportunamente, serão discutidos os possíveis mecanismos de envolvimento da
acidose na excitotoxicidade imposta pela isquemia nos microvasos, das células
gliais, dos neurônios e do DNA.

Hipoxia
Isquemia

Ca+

2NAD+ 2NADH

Glicose — glicólise

2ADP+2PÍ 2ATP
^

^^> 2NADH
Wà

+/-

2 piruvato-^^«ï^ .6C02

60z 36 ATP

2NAD+
w

2 lactato~+ 2H+

Figura 6 - Pnxtução de ATP durante o metabolismo aeróbico e anaeróbico de ghcose. A açâo da piruvato deádrogenase
(PDH) é bloqueada ou reduzida pelo processo isquànico, havendo, em consequência, redução de puruvato a lactato e H+.
O ATP formado durante a glicólisc é logo consumido, o que contribui para mais aumento de }f. Enquanto a mitocôndria
mantém o potencial de sua membrana, ela sequestra uma parte do Ca , que excessivamente fluiu para o dtosol em razão
da isquemia Com a lesão mitocondrial, haverá Uberação do Ca++ de seu interior. Figura adaptada de SIESJÕ, B. K.,
KATSURA, K., KRISTIAN, T. Addoás-Relaíed Damage. In: SEESJÕ, B. K., WIELOCH T. (Eds) Advances m
neurology: cellular and molecular mechanisms of ischemic brain damage. Philadelphia: Lippincot-Raven, 19%. v. 71, p
210.
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2.2.3 Efeitos da temperatura sobre as lesões secundárias à

isquemia cerebral

O estudo da ação da temperatura em vários órgãos, como rim

(Fonteles & Karow, 1975; Ponteies & Karow, 1976), fígado (Leducq et al.,
1998; Delmas et al., 1992) e coração (Winegard, 1997; Kuwabara et al., 1997)

justifica a considerável atenção devotada à hipotermia como medida
citoprotetora.

E a temperatura fator importante no grau de comprometimento

energético durante uma isquemia cerebral. Moderada hipotermia é capaz de
atenuar lesão isquêmica, mesmo que aplicada em período pós-isquêmico,
enquanto que hipertermia pode acentuá-la (Ginsberg et al., 1992). Estudos têm
demonstrado que pequenas reduções de temperatura (l a 2 °C) produzem
significativa redução da lesão cerebral (Busto et al., 1987; Minamisawa et al.,
1990). A utilização em modelos animais experimentais de terapêutica
citoprotetora deve ser levada a efeito sob controle rigoroso da temperatura
corporal e tissular do animal, de vez que uma redução de temperatura pode
induzir a obtenção de resultados falsos. Assim é que os trabalhos
experimentais recentes de utilização de substâncias, para estudo de sua
possível açâo citoprotetora, são realizados sob controle cuidadoso da

temperatura, para que se assegure que uma redução calórica não possa
interferir nos resultados experimentais (Cramer & Toorop, 1998; Britton et al.,
1997; Asakura et al., 1997; Dogan et al., 1997). Há alguma polémica com
relação ao efeito protetor induzido por hipotermia em isquemia cerebral,
porquanto alguns investigadores não conseguiram demonstrá-lo em modelos
animais experimentais em seguida à recirculação pós-isquêmica (Welsh,
1998). No entanto, um importante número de observações clínicas e
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experimentais demonstram o efeito protetor de hipotermia, principalmente
após trauma do sistema nervoso central (Clifton et al., 1991; Clifton et al.,
1993; Diefa-ich et al., 1994; Marion et al., 1993; Safar, 1986; Sakamoto et al.,
1990).

Em estudo recente de ísquemia focal transitória em modelo de

oclusão da artéria cerebral média de ratos espontaneamente hipertensos, seus
autores sugeriram que a hipotermia cerebral constitui a medida terapêutica
mais eficaz de reduzir a lesão cerebral isquêmica (Barone et al., 1997). Huang
e colaboradores (1998a), trabalhando também em modelo de oclusão da artéria
cerebral media de ratos, ampliaram suas observações, incluindo avaliação das
alterações da barreira hemato-encefálica. Estes autores verificaram que a
hiperperfüsão pós-isquêmica aguda e a hipoperfüsão protraída na área de
"penumbra" isquêmica, bem como a hipoperfusâo sustentada no centro da
isquemia foram inibidas pela hipotermia e, nestes, as alterações da barreira
hemato-encefálica foram significativamente menores; em todos os casos, a
ação protetora foi maior nos grupos em que reperfíisão foi incluída. Uma
revisão recente do assunto (Ginsberg & Busto, 1998) sugere que já há
suficiente evidência disponível para que se justifique o controle assíduo da
febre em pacientes vítimas de doença vascular cerebral isquêmica ou trauma, e
que a temperatura do paciente seja mantida, pelo menos, entre 36,7 a 37 graus
Celsius, pelo menos nos primeiros dias que se seguem à fase aguda da
ísquemia cerebral ou do traumatismo craniano.

Os mecanismos que norteiam a possível citoproteção induzida por
hipotermia ainda não são bem conhecidos. A sugestão de que a hipotermia
possa reduzir as consequências metabólicas da isquemia cerebral pode ser
aceitável. Dietrich e colaboradores (1996), em revisão recente sobre o assunto,
sugerem que, embora não podendo prevenir a eventual depleçâo de ATP ou
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acúmulo de lactato durante uma isquemia prolongada, a hipotermia pode

postergar este efeito e, assim, ter importante papel na proteção cerebral
durante períodos breves de isquemia. Foi demonstrado que hipotermía
moderada reduziu o aumento de glutamato, aspartato e glicina induzido por
isquemia global no "striatum" e no hipocampo (Baker, et al., 1991; Busto, et
al., 1989; Mitani & Kataoka, 1991; Huang et al., 1998b). A hípotermia pode
também atuar no plano da barreira hemato-encefálica, inibindo as alterações
de permeabilidade desta pelo processo ísquêmico. Assim, Dempsey e
colaboradores (1987) comprovaram que moderada hipotermia inibiu formação
de edema após isquemia. O acúmulo intracelular hipocampal de cálcio
dependente de temperatura foi bem documentado por Mitani et al. (1991). De
posse dos resultados experimentais, estes estudiosos sugeriram uma correlação
entre o atraso no acúmulo de cálcio induzido por hipotermia e a redução da
lesão isquêmica. A redução do aumento dos níveis de cálcio citosólico
induzido por isquemia, poderia ser, pois, um dos mecanismos através dos
quais a hipotermia exerce efeito citoprotetor (Dietrich et al., 1996). A
translocação e a inibição de proteína quinase C são fenómenos que se seguem
a uma isquemia cerebral transitória (Busto et al., 1994), e foi verificado que a
hipotermia, durante isquemia, aboliu a translocação e inibição da proteína
quinase C (Cardell et al., 1991). A inibição precoce e permanente da atividade
da proteína quinase II dependente de cálcio/calmodulina (CaM quinase II) foi
observada em isquemia (Taft et al., 1988). Esta enzima é importante para
manutenção de muitas funções importantes da célula ner/osa, como liberação
de neurotransmissores, modulação sináptica, função citoesquelética, além de
outras. A hipotermia previne a inibição da CaM quinase II durante o processo
isquêmico (Chum et al., 1990) e inibe a redução da proteína 2 associada a
microtúbulos (MAP-2) induzida pela isquemia (Miyasawa et al., 1993)



36

podendo, assim, ser considerada citoprotetora, de vez que a MAP-2 é um
constituinte importante do citoesqueleto do neurônio, sendo indispensável
para sua viabilidade. A relação entre temperatura e produção de radicais livres
durante a isquemia cerebral passou a ser observada a partir da análise de
dados, indicando que a indução de modificações do nível de temperatura altera
o perfil temporal de acúmulo de leucócitos no tecido cerebral ísquêmico
(Dietích et al., 1991). Evidências experimentais levaram a concluir que o
aumento de temperatura no foco isquêmico aumentou a fi-eqüência de células
sanguíneas neste locus, enquanto a hipotermia reduziu significativamente o
acúmulo de leucócitos (Dietrich et al., 1966). A partir destas observações,
passou-se a investigar a correlação entre a produção de radicais livres, em
parte decorrente da participação de leucócitos na físiopatologia do infarto
isquêmico, e a temperatura. O uso de método de captação de radicais hidroxila
após administração de salicilato comprovou um aumento signifícativo de
ácido 2,3- e 2,5-di-hidroxibenzóico (compostos resultantes da reaçâo de
radicais livres hidroxila com o salicilato administrado), após hipertermia
durante a isquemia (Globus et al., 1995).

2.2.4 Isquemia focal: fluxo sanguíneo e requerimentos energéticos

Como ocorre com isquemia global, o estudo da correlação entre o
fluxo sanguíneo e os requerimentos energéticos em isquemia focal é pertinente
para compreensão da físiopatologia desta. Em alguns aspectos, o
comportamento do metabolismo energético durante isquemia focal se difere
do mesmo em caso de isquemia global, principalmente com relação à
evolução das alterações e à distribuição regional das alterações metabólicas.
Foi verificado, por exemplo, que a captação de glicose é suprimida no foco
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isquêmico e elevada em áreas a este vizinhas, onde a glicólise é elevada,
sugerindo aumento da glicólise anaeróbica nas últimas regiões (Ratcheson &
Ferrendelli, 1980; Welsh et al., 1980a; Ginsberg et al., 1977). Selman e

colaboradores (1987) descreveram uma técnica de identificação visual para
análise das alterações metabólicas regionais em um modelo animal de

obstrução da artéria cerebral média. Estes autores não só confirmaram, através

da utilização de corantes vitais, a região de "penumbra metabólica" como o

local em tomo do núcleo isquêmico, mas também fizeram uma análise do

comportamento metabólico, através da dosagem de fosfates de alta energia

(ATP e PCr) e de metabólitos da glicose, demonstrando um gradiente de
alteração metabólica nesta região. Com utilização de método idêntico,

verifícou-se que esta região de "penumbra" demonstrou uma gradual

deterioração, passando a ser incorporada ao setor de falha metabólica total, 24

horas após a instalação da isquemia (Selman et al., 1990).

Uma correlação entre hiperglicemia, fosforilação oxidativa e infarto
cortical em modelo experimental de isquemia focal foi encontrada em um

estudo de avaliação de mudanças dos níveis de potássio extracelular

(Nedergaard & Astrup, 1986). Este estudo estabelece relação entre o infarto
cortical e as mudanças recorrentes no potássio extracelular (lembrando o

fenómeno de depressão alastrante); a inibição dos aumentos transitórios do

potássio extracelular é suficiente para manter o metabolismo normal nas

mesmas áreas corticais, evitando, assim, a expansão do volume de falha do

metabolismo energético. Há evidência de que estas mudanças recorrentes do
potássio extracelular, que, do ponto de vista eletrofísiológico, se expressam
como deflexões repetitivas dos potenciais de corrente direta corticais na zona

marginal, em tomo do infarto, contribuem para expansão dos infartos
isquêmicos; substâncias que reduzem a frequência destas despolarizações
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recorrentes, como o MK-801, durante a obstrução da artéria cerebral média,

também reduzem o volume de tecido com ATP diminuído e, portanto, reduzem
o volume de infarto (Ijíma et al-., 1992).

2.3 Sinalização celular na Isquemia Cerebral

As alterações celulares determinadas por aminoácidos excitadores
constituem, no conjunto, o fenómeno denominado excitotoxicidade (Hugon et
al., 1996). Muitas doenças do sistema nervoso central, tais como Doença de
Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotrófica, Doença de Parkinson, Doença de
Huntington e Doença Vascular Cerebral Isquêmica têm como fenómeno
biomolecular predominante um conjunto de reações e alterações bioquímicas
em sequência, de certo modo específicas, que podem implicar morte celular
neuronial.

Com redução do fluxo sanguíneo cerebral e de oxigénio (necessário
para o metabolismo oxidativo normal), a necessidade de utilização de energia a
partir de ATP supera a capacidade de sua smtese através do metabolismo
anaeróbico e a partir de fontes resumidas ainda presentes de glicose e
glicogênio (Pulsinelli, 1992). Isto implica aumento de concentração de lactato e
de ions hidrogénio não tamponados. A açâo tóxica dos íons hidrogénio,
principalmente com relação à participação de íon ferroso no mecanismos de
produção de radicais livres será posteriormente comentado. Convém, no
entanto, enfatizar que a administração de glicose nesta fase e a não correçâo
criteriosa de hiperglicemia implicarão aumento ainda maior da concentração de
ions hidrogénio e de lactato e, consequentemente, acentuação das alterações
bioquímicas e estruturais. Evidências experimentais e clínicas pertinentes à
ação da glicose administorada antes de instalada a isquemia, aumentando ou
acelerando o infarto cerebral, são bem conhecidas (Ginsberg, 1990).
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Como foi ressaltado, a principal consequência da isquemia é a
insuficiente "regeneração" do ATP e de outros fosfatos ricos em energia; nesta
situação, a única fonte desta "regeneração" é a via glicolítica e esta produz,
segundo Hansen et al. (1998), em revisão recente sobre este assunto, apenas 5
a 7 % do que é gerado por combustão de glicose. Em sua revisão, estes autores
resumem aspectos importantes sobre os mecanismos de excitotoxicidade que
ocorrem na isquemia cerebral e que são apresentados a seguir. Assim, a
redução dos níveis de fosfatos ricos em energia como ATP induz uma falha
nos mecanismos que necessitam de energia, como os de "bomba iônica", tais
como Na", K'r-ATPase, implicando uma despolarização das membranas
secundária a uma queda nos gradientes iônicos entre as faces intra e
extracelular das mesmas (despolarização anóxica). Instalada a isquemia, há,
inicialmente um aumento da concentração de K extracelular por provável
ativação dos canais de potássio não dependentes de ATP; numa fase seguinte,
há um aumento ainda maior deste, envolvendo canais de potássio dependentes
de ATP, concomitante a uma redução da concentração extracelular de Na+, Cl'
e Ca". Nesta mesma revisão e, com base em dados experimentais, foi
sugerido que as alterações do gradiente iônico que ocorrem na fase de redução
da concentração extracelular de sódio, cálcio e aumento da concentração
extracelular de potássio são parcialmente a causa e não consequência da
redução de ATP. A despolarização da membrana secundária ao fluxo iônico
através da mesma determina uma ativação dos canais de cálcio sensitivos a
voltagem dos tipos N e P, seguíndo-se um influxo de Ca++ através destes
canais (Pulsinelli, 1992). Este influxo celular de Ca está envolvido no
mecanismo de liberação pré-sináptica de aminoácidos excitadores, como o
glutamato ou aspartato. Isto implica, como será relatado mais adiante, abertura
dos canais iônicos e redução ou abolição dos gradientes iônicos. Em resumo, o
aporte reduzido de oxigénio e de glicose secundários à isquemia induz,
secundariamente, acentuação da via glicolítica, sendo esta incapaz de manter
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níveis adequados de ATP. Para reduzir o consumo de energia, em virtude da
redução dos níveis de ATP, há fechamento dos canais de Na e de Ca e o
potencial de membrana é inicialmente mantido pela ativação dos canais de K''
(Hansen et al., 1998). Na fase seguinte, quando os níveis de ATP são muito
baixos, há liberação de neurotransmissores, em virtude do que há uma
abertura de canais iônicos e, conseqüentemente, comprometimento da
homeostase iônica, havendo ativaçâo de processos enzimáticos em cascata,
que podem produzir dano e morte celular. No entanto, a reperíüsão, pode, de
certo modo, reabilitar a homeostase iônica.

O prmcipal neurotransmissor excitador liberado, nestas condições, é o
glutamato. Vários são os mecanismos, sugeridos através de estudo de microdiálise
ou de outros estudos experimentais, através dos quais a concentração intersticial de
glutamato aumenta em condições de isquemia cerebral. A liberação deste
neuroti-ansmissor pode ocorrer a partir de vesículas pré-sinápticas (Nicholls &
Attwell, 1990; Barbour et al., 1988). A liberação a partir de fontes citoplasmáticas
não vesiculares, através de trânsito reverso ao dos transportadores e de fontes não
vesiculares do citoplasma da célula glial e através do mesmo mecanismo também
ocorre, conforme ressaltado por Benveniste & Wamer (1998). Em sua revisão,
estes autores ainda enfatizam que a liberação de glutamato a partir de vesículas
pré-smápticas se faz por processo dependente de cálcio e de ATP e, portanto,
ocorre no mício do processo isquêmico, quando amda há fontes energéticas
disponíveis e que a liberação a partir de espinhas dendríticas pós-sinápticas não é
certa. Uma vez mstalada uma redução importante dos níveis de ATP, o que ocon-e
mais tardiamente durante o processo isquêmico, há liberação de glutamato,
imposta pelo gradiente de concentração, do compartimento intracelular ao espaço
intersticial, através, portanto, de um processo reverso ao do transportador. Isto é
perfeitamente admissível, de vez que, normabnente dentro do neurônio, a
concentração de glutamato está em tomo de 10 mM, enquanto que, no plano
extracelular, a concentração é cerca de l ^iM (Lipton & Rosenberg, 1994).
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Concentrações extracelulares de glutamato na fabca de 0,2 a 1,0 mM desencadeiam
excitotoxicidade ÇLeigh & Meldmm, 1996).

A participação dos receptores do glutamato no mecanismo
físiopatológico das lesões celulares tem sido sugerida em algumas doenças do
sistema nervoso central. Em destaque, cumpre citar a doença vascular cerebral
isquêmica, o trauma, a hipoglicemia, a epüepsía e as doenças degenerativas do
sistema nervoso central, tais como, doença de Huntmgton, esclerose lateral
amiotrófíca e doença de Parkinson (Choi, 1988a; Rothman & Okiey, 1986;
Meldrum, 1985; Lipton et al., 1993), complexo demência da síndrome de
deficiência ünune adquirida, síndromes de dores neuropáticas, atrofía olivo-ponto-
cerebelar, síndrome MELAS (miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose láctica e
episódios semelhantes a doença vascular cerebral devidas a mutação pontual no
DNA mitocondrial), Síndrome MERFF (epüepsia mioclônica com fibras
musculares tipo ragged-red, também devida a mutação pontual no DNA
mitocondrial), doença de Leber, encefalopatia de Wemicke, síndrome de Rett,
homocisteinúria, hiperprolmemia, hiperglicmemia não cetótica, aminoacidúria
hidroxibutírica, deficiência de smtetase oxibutírica, encefalopatia plúmbica, doença
de Alzheimer, encefalopatia hepática, doença de Gilles de La Tomrette, bem como,
dependência e tolerância a drogas (Lipton & Rosenberg, 1994).

Os receptores do glutamato medeiam a maioria das transmissões
excitatórias do sistema nervoso central. São conhecidos vários tipos destes
receptores (figura 7). Estes podem ser classificados em receptores ionotrópricos,
ligados a canais iônicos, e metaboti'opicos, acoplados a segundo mensageiro através
de proteína G (Mattson & Mark, 1996; Gasic & Hollman, 1992; Seeburg, 1993). Os
receptores ionotrópicos são relativamente grandes e é composto de múltiplas sub-
unidades complexas e formam, como já realçado, canais iônicos através das
membranas, enquanto que os metabotrópicos são compostos de um sünples
polipeptídio (Waxam, 1999). Os receptores ionotrópicos se subdividem em NMDA,
tendo como agonista o N-metil-D-aspartato, Cainato, tendo como agonista o ácido
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caínico e AMPA, sendo o agonista o ácido a-amino-3-hidroxi-5-metíl-4-
isoxazole-propiônico (Watkins & Evans, 1981).

Detalhes sobre estrutura e função dos receptores dos aminoácidos
excitadores, como glutamato, são revistos por Mattson & Mark (1996) e por
Waxham (1999). Os receptores NMDA, pelo menos em parte, são
responsáveis por aspectos do desenvolvimento, aprendizado e memória. Há
dois grupos de receptores NMDA. Um dos grupos é constituído de
subunidades NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D (formas heteroméricas de
NR1 e uma das subunidades NR2) e o outro é formado por uma subunidade
ligadora de glutamato de 71 kDa e outra subunidade antagonista ligadora de
CPP de 80 kDa. Cada receptor NMDA tem um sítio de ligação de glutamato,
um sítio de ligação de glicina, um sítio de ligação de antagonista não
competitivo, além dos sítios de ligação de Ca'r"/Mg'r". Formando os receptores
AMPA, há a combinação das subunidades GluRl-GluR4, sendo que a
expressão da subunidade R2 toma o receptor impermeável ao Ca++; os
receptores AMPA sem subunidade GluR2 são francamente permeáveis ao
Ca++. Os receptores camato são constituído por subunidades GluR5-GluR7.
Há expressão genética de duas outras subunidades de receptores cainato (KA l
e KA2). Glutamato atuando no receptor metabotrópico ativa uma enzima, a
fosfolipase C, que catalisa a reação em que o fosfolipídio inositol (PIP2)
produz trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Trifosfato de
inositol (PIP3) atua em receptores específicos do sistema retículo
endoplasmátíco, liberando o Ca++, a partir do mesmo. Diacilglicerol (DAG),
por sua vez, ati va a enzima proteína-kinase C. Os receptores metabotrópicos
são acoplados também a proteína G, a qual negativamente atua sobre o
sistema adenilato ciclase com a consequente redução dos níveis intracelulares
de AMP.

Choi (1987) sugere, pela primeira vez, que a neurotoxicidade do
glutamato se processa em duas etapas sucessivas. A primeira manifestação
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estmtural secundária à toxicidade pelo glutamato é o edema celular (edema
citotóxico) e este se desenvolve depois de alguns minutos após ativação do
receptor (Choi et al., 1987). Este edema decorre do grande influxo celular de
Na , CF e água. A remoção de Na e CF do meio extracelular pode bloquear a
toxicidade aguda associada com a exposição ao glutamato (Lipton &
Rosenberg, 1994). O segundo componente da neurotoxicidade do glutamato
ocorre, a seguir, e é dependente dos níveis extracelulares de Ca~rT, sendo
determinado por um influxo deste íon através da membrana plasmática.

Glutamato
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Figura 7 - Representação esquemática de receptores de aminoácidos excitadores, principaknente glutamato.
Os detalhes são descritos no texto. Esta figura foi adaptada de MATTSON, M. P., MARK, R. J.
Excitotoxicity and Excitoprotection "In Vitro". In: SIESJÕ, B. K., WIELOCH, T. (Eds). Advances in
neurology, vol. 71; cellular and molecular mechanisms ofischemic brain damage. Philadelphia: Lippincot-
Raven,1996. v. 71, p 1-36.
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Como destacado anteriormente, além do influxo celular de Na" e Cl,

implicando edema citotóxico pelo deslocamento intracelular concomitante de
água, entrada de cálcio nas células tem marcada importância como fato
preponderante no mecanismo de lesão celular durante uma isquemia, bem
como no curso da reperfusão. Vários mecanismos poderiam nortear o influxo
celular de cálcio, cumprindo-se destacar o influxo através dos canais de cálcio
sensitivos à voltagem, através de canais operados por agonistas ou por meio
do sistema de troca 3 Na+/Ca++ (Miller, 1987; Miller, 1992). No entanto, como
não foi experimentalmente possível bloquear substancialmente a
neurotoxicídade tardia do glutamato com Mg ou mantendo cultura de células
em solução livre de Na", chegou-se à conclusão de que os canais de cálcio

sensitivos à voltagem não desempenham papel importante na físiopatologia de
lesões celulares secundárias ao influxo de cálcio (Choi, 1987). A redução da
fonte energética durante uma isquemia cerebral contribui para outro
mecanismo de aumento da concentração intracitoplasmática de Ca . Este é
secundário ao comprometimento da extmsão e sequestro de Ca dependente
de ATP. Havendo falha da bomba Ca++-ATPase, há um impedimento direto da
extmsão; a redução do sequestro de CzTT pelas mitocôndrias (este ocorre
normalmente, quando o Ca atinge níveis micromolares de concentração)
pode ser observada em condições de isquemia, de vez que o processo de
transporte de Ca pela membrana mitocondrial é dependente de ATP
(Tymianski, 1998). O mesmo mecanismo pode operar no sistema Ca -
ATPase do retículo endoplasmático (Mattson & Mark, 1996). Determinadas
proteínas plasmáticas podem desempenhar açâo citoprotetora pela capacidade
de ligação ao Ca livre (Heizmann & Hunziker, 1991). Uma destas proteínas
ligadores de Ca livre é a calbidina e, a propósito, foi experimentalmente
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verificado que culturas de neurônios hipocampais com expressão de calbidina
são resistentes à excitotoxicidade induzida por glutamato (Mattson et al.,
1991).

Em condições fisiológicas, a liberação de neurotransmissores
excitadores nas fendas sinápticas é efetuada graças à despolarização da
membrana pré-sináptica e consequente ativação do canais de cálcio sensitivos
à voltagem, principalmente os do tipo N e P (McCormick, 1999). Isto
determina a liberação do neurotransmissor excitador, principalmente
glutamato e secundariamente ativação de receptores, principalmente NMDA e
AMPA. A despolarização da membrana pós-sináptica é, em grande parte,
determinada pela ativação de receptores AMPA, fato este que permite um
influxo de Na", seguindo-se de ativação dos canais de cálcio sensitivos à

voltagem (Lipton & Rosenberg, 1994) e liberação do bloqueio de Mg nos
receptores NMDA (Siesjõ et al., 1998). Instala-se secundariamente um influxo

de Ca com atívação de processos enzimáticos dependentes de Ca . Estes
fenómenos são necessários para que haja tráfego de impulsos de um neurônio
para outro.

Em condições patológicas, há acentuação da magnitude destas
respostas e (ou) redução de seus mecanismos de modulação. A
índisponibilidade de fontes energéticas, em condições de isquemia cerebral,
além de propiciar uma liberação sináptica de glutamato a partir de estruturas
pré-sínápticas, irá comprometer os mecanismos de recaptaçâo do mesmo

neurotransmissor pêlos neurônios e por células da glia (Tymianski, 1998).
Estes dois fatos produzem um aumento exagerado de glutamato e consequente
ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos.

O receptor NMDA, uma vez ativado, permite um influxo de cálcio,

sendo isto um aspecto essencial para a implementação de todos os eventos que
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compõem a cascata de reações em cadeia que caracteriza a excitotoxicidade
(Garthwaite & Meldmm, 1990). Em condições patológicas, como acontece
durante isquemia cerebral, o glutamato liberado se liga aos receptores NMDA,
os quais têm elevada condutância ao cálcio, produzindo, assim, elevação dos
níveis intracelulares deste íon. (Choi, 1987). O aumento do influxo de Na'r,

determinado, principalmente, pela ação do glutamato sobre os receptores
AMPA, provoca despolarização das membranas com abertura dos canais de
cálcio sensitivos à voltagem, contribuindo ainda mais para o aumento dos
níveis intracelulares de cálcio (Mattson & Mark, 1996). No entanto, como
salientado anteriormente, a abertura dos canais de Ca sensitivos à voltagem
não tem participação absolutamente necessária para lesão celular tardia
induzida pelo glutamato. A ligação do glutamato aos receptores
metabotrópicos do gmpo l (figura 7) provoca ativação da fosfolipase C, a qual
atua sobre o fosfolipídio inositol de membrana, resultando na liberação de IP3
e DAG (Leigh & Meldmm, 1996). O EP3, por sua vez, se liga a receptores
específicos do retículo endoplasmático, liberando Ca++ do mesmo, assim,
promovendo um aumento da concentração do Ca citosólico, enquanto DAG
ativa a enzima proteína quinase C (Schulman & Hyman, 1999). Ben-Ari et al.
(1992) demonstraram que a proteína quinase C (PKC) dependente de Ca -
fosfolipídio, uma vez translocada à membrana plasmática e, presumivelmente,
por fosforilação do complexo canal-receptor, provoca modulação positiva de
correntes afravés dos canais NMDA, induzindo potenciação de longa duração
da transmissão sináptica. Não se sabe amda se este fenómeno ocorre em
resposta à isquemia.

O aumento de fosforilação das proteínas de membrana celular
durante a isquemia cerebral (figura 8) tem sido reportado (Wieloch & Kamme,
1998). A fosforilação aumentada da subunidade NR2 do receptor NMDA foi
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documentada por alguns pesquisadores durante isquemia (Hu & Wieloch,
1994; Moom et al., 1994; Lau & Huganir, 1995), havendo consequente
aumento da condutância de cálcio por estes receptores. Sabe-se que tirosina-

quinases do tipo src fosforilam subunidades 2A e 2B dos receptores NMDA
(Suzuki & Okumura, 1995) e que as correntes de cálcio são aumentadas nesta
condição e diminuídas pêlos inibidores da tirosina-quinase (Wang et al., 1996;

Wang & Salter, 1994). Níveis aumentados de Ca (i) podem determinar a
translocaçâo da enzima quinase II dependente de cálcio/calmodulina

(CaMKÜ) às regiões de densidade pós-sináptica, provocando fosforilaçâo de
receptores de glutamato e provocando aumento da condutância iônica

(Wieloch & Kamme, 1998). Evidência aparentemente paradoxal de redução da
atividade tirosina-quinase, sem comprometunento da atividade tirosina-
fosfatase, durante anoxia foi obtida recentemente por Braunton et al. (1998).
Estes autores sugerem que, neste caso, uma nova via de transduçâo de sinal

com atividade citoprotetora é utilizada em contraposição à ação citotóxica
induzida pelo glutamato.

Vários trabalhos experimentais identificam o Ca como um
segundo mensageiro que medeia a lesão e a morte celular (Siesjõ, 1981; Choi,
1988b; Murphy et al., 1988; Morley, et al., 1994). Em recente revisão, Síesjõ
& Siesjõ (1996) identificam aspectos importantes da participação do cálcio na
lesão cerebral secundária a isquemia, quais sejam: a) alteração da atuação da
membrana plasmática na distribuição do Ca intra e extracelular, com
aumento gradual da concentração do cálcio citosólico livre (Ca (;)) e
sobrecarga deste no interior das mitocôndrias; b) diminuição da síntese
proteica, havendo redução dos fatores trófícos e enzimas importantes; c)
desencadeamento do mecanismo de apoptose celular.
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Figura 8 - Mecanismos de fosforilação de receptores de glutamato durante a isquem ia cerebral por ação da
protema-quinase C (PKC), quinase II dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII) e tirosina-quinase (PTK).
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KURIHARA, J, SAKATA, K Intracellular Signal Tranduction in the Postischemic Brain. In: SIESJÕ, B. K.
& WIELOCH, T. (Eds.) Advances in neurology: cellular and molecular mechanisms of ischemic brain
damage. Philadelphia: Lippincott-Raven, 1996. v. 71, p. 371-388.

Em decorrência da isquemia, há, como foi visto, um excessivo

influxo celular de Ca . Conseqüentemente, além de alteração funcional dos
receptores de membrana, canais iônicos e translocases iônicas por fosforilação

secundária a ativação de proteína-quinases, há ativação não fisiológica de

proteases, lipases e endonucleases (Siesjõ, 1992), bem como, de outros

sistemas enzimáticos com a sintetase de óxido nítrico (Dawson et al., 1991;

Dauwson et al., 1993). A ativação de proteases produz alterações de

componentes do esqueleto celular e compromete a ancoragem entre a

membrana celular e este esqueleto celular (Seubert et al., 1989; Siman &

Noszek, 1988). A partk do momento em que se disponha de inibidores de

protease capazes de atravessar a barreü-a hemato-encefálica, um dispositivo
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importante para o tratamento da doença vascular cerebral isquêmica
poderá estar à disposição de clínicos e neurologistas.

A ativaçâo de receptores metabotrópicos do glutamato com
ativação da fosfolipase C também contribui para o aumento dos níveis
citosólicos de cálcio, principalmente em decorrência da liberação deste íon
a partir do sistema retículo-endoplasático.

Níveis aumentados de CsTr citosólico ativam e translocam outra

enzima relacionada com o metabolismo de fosfolipídios, a fosfolipase Az
(PLÂ2), que catalisa a clivagem hidrolítica da ligação do radical acil ao
segundo carbono da estrutura do glicerol na molécula de fosfolipídios,
produzindo ácido araquidônico e fator de ativação plaquetária (PAF),
sendo este último obtido a partir de liso-PAF pela ação de uma
acetiltransferase (Siesjõ, 1992). O acúmulo de fator de ativaçâo
plaquetária (PAF ou l-0-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina),
proporcionado por estímulos repetidos, nas fendas sinápticas determina
sua ligação com receptores pré-sinápticos e, por mecanismo ainda não
definido, produz exocitose de glutamato (Bazan & Allan, 1998). Isto foi
evidenciado a partir das observações de Clark et al. (1992) que, estudando
a transmissão sináptica em cultura de neurônios hipocampais de ratos,
demonstraram que PAF aumentou a transmissão sináptica excitatória. Por
este mecanismo PAF, pode participar como mediador de excitotoxicidade

durante a isquemia cerebral. Nishida & Markey (1996) obtiveram, através
de medida direta de PAF em tecidos neuroniaís, evidências de que o PAF
está envolvido na físiopatologia da isquemia cerebral, durante os estágios
iniciais de reperfusão. Níveis aumentados de PAF durante a isquemia
cerebral resultam da ativação de PLAs e de acetiltransferase (Bazan,
1995). Além de promover a atívaçâo de neutrófílos e sua adesão às células
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endoteliais (Siesjõ, 1992), ativação e agregação plaquetária, PAF é
importante mediador da expressão genética neuronial e em células
inflamatórias (Bazan & Allan, 1998), sendo isto uma contribuição
importante para o comprometimento da microcirculação na isquemia
cerebral. PAF pode também estimular receptores acoplados a PLÁ2 (Bazan
et al., 1991), positivamente retroalimentando a síntese de AÃ e do próprio
PAF.

A utilização de antagonistas do PAF em trabalhos experimentais

também comprovam sua participação como mediador de lesões induzidas
por isquemia ou isquemia e reperfusão. Matsuo et al. (1996)
demonstraram que PAF e tromboxane A2 participam dos mecanismos de
lesão via reperfusão após isquemia cerebral, aumentando a geração de
radicais de oxigénio pêlos neutrófílos e, para isto, se utilizaram de
antagonistas específicos dos radicais. Anteriormente Panetta e
colaboradores (1987) empreenderam estudos experimentais semelhantes,
em que se utilizando de antagonistas de PAF verificaram redução da lesão
via reperfusão. Estudando geração de ânions superóxidos em cobaias,
Kato et al. (1993) também sugeriram que a produção de radicais de
oxigénio por neutrófílos é mediada por ativação de receptor de PAF e pela
produção de tromboxane As.

Em condições de isquemia parcial ou durante a reperfusão pós-
isquêmica, os ácidos graxas livres, como o AÃ, são substratos da açâo de
ciclo-oxigenases (COX) e lipo-oxigenases, como a 5-lipo-oxigenase
(figura 9), com a consequente produção de eicosanóides (Siesjõ, 1992).
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O conjunto de reações a partir do ácido araquidônico, processando-

se durante uma isquemia e reperfüsão, ocorre em duas etapas. Durante a
primeira fase, ou seja, durante a isquemia, há ativaçâo de fosfolipases, porém,
em decorrência dos baixos níveis de energia e de tensão de oxigénio, não se
processam, em intensidade adequada, as reações de reacilaçâo dos lipídios de

membrana dependentes de energia, havendo acúmulo de AÃ livre; na segunda
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fase (reperfusão), com recuperação do fluxo sanguíneo e aumento da
tensão de oxigénio, ocorre um aumento dos níveis de eicosanóides (Bazan
& Allan, 1998) e, portanto, de produtos de peroxidação lipídica. Logo,
metabólitos do AÃ podem ser mediadores importantes de lesão tissular
durante a reperfusão após isquemia cerebral. Estudos experimentais
também comprovaram que microvasos cerebrais são também fontes de
eicosanóides em isquemia cerebral (Asano et al., 1985). O produto inicial
da alça metabólica da 5-lípo-oxigenase é o ácido 5-hidroperoxi-
eicosatetraenóico (5-HPETE), do qual se origina o ácido 5-hidroxi-
eicosatetraenóico (5-HETE), que encerra importante propriedade
quimiotáctica sobre os leucócitos polimorfonucleares, e leucotrienos,
como o leucotrieno 84, que também tem ação quimiotáctica sobre os
leucócitos (Siesjõ, 1992). Os demais leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4)
aumentam a permeabilidade vascular (Samuelsson, 1983).

Os produtos derivados da açâo da ciclo-oxigenas (COX) sobre o
AÃ têm maior importância na físiopatologia da isquemia cerebral. O
TXÂ2 tem açâo vasoconstrictora e promove agregação plaquetária e de

leucócitos; a prostaciclina tem ação vasodilatadora e antiagregante e,
durante isquemia, tanto a sintetase de TXAz quanto a sintetase de
prostaciclina são ativadas, porém os radicais livres inibem a última e, isto
explica porque, numa isquemia com reperfusâo, há predomínio da ação
vasoconstrictora e agregadora de plaquetas do TXAz (Siesjõ, 1992).
Kochanek et al. (1988) utilizaram experimentalmente inibidor da COX
(indometacina), avaliando o fluxo sanguíneo cerebral, a adesividade das
plaquetas ao endotélio vascular e os potenciais evocados somato-
sensitivos corticais em cães com isquemia cerebral focal. Estes autores

observaram que a administração de indometacína produziu uma melhora
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do fluxo sanguíneo cerebral, após quatro horas de reperfusão e uma
recuperação não sustentada da amplitude dos potenciais evocados uma
hora após reperfusâo, sem modificação significativa da adesividade
plaquetária ao endotélio. Em experimento similar, foi verificada melhora
do fluxo sanguíneo cerebral sem ocorrer modificação do acúmulo de
leucócitos, após isquemia (Kochanek et al., 1987). Diferentemente do que
estes experimentos possam sugerir, para Chen et al. (1995), inibidores da
COX, como a aspirina, são úteis para prevenir a isquemia cerebral, porém
não têm qualquer efeito em reduzir as lesões tissulares isquêmicas. Estes
autores sugerem que uma inibição da COX, produzindo, em compensação,
uma acentuação da via das lipo-oxigenases justificaria a ineficácia dos
inibidores da COX em reduzir uma lesão isquêmica. Assim, utilizando um
modelo de isquemia focal transitória, Chen et al. (1995) conseguiram
reduzir a hipoperfusão pós-isquêmica e a lesão pós-reperfusão, com a
utilização de um inibidor da COX e da lipoxigenase (BW755C). Pettigrew
et al. (1989) comprovaram o aumento do fluxo sanguíneo cerebral
concomitante à redução dos níveis cerebrais de TXÂ2 em um modelo de

isquemia cerebral transitória, utilizando um inibidor da tromboxane
sintetase (1-bezilimidazol).

2.3.2 Radicals livres e estresse oxidativo na isquemia cerebral
Muitas doenças resultam da falta ou de um insuficiente aporte de

sangue a determinadas regiões do organismo. Em sua atividade cotidiana,
os profissionais de saúde se deparam frequentemente com certas
condições, em que a isquemia é o fenómeno determinante de morte ou de
sequelas que limitam a atividade diária dos pacientes, tais como, infarto
do miocárdio, doença vascular cerebral isquêmica trombótica ou embólica,
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"angina pectoris", insuficiência vascular periférica, cirurgia cardíaca e
transplante de órgãos. Sempre que se dispôs a empreender um estudo
epidemiológico nas diversas regiões, onde se possa conseguir resultados
confiáveis, a doença vascular cerebral isquêmica tem oferecido uma

magna contribuição para os índices de mortalidade e morbidade. O
extraordinário avanço dos conhecimentos em Medicina, particularmente
em Farmacologia e Cirurgia, tem permitido a reversão cada vez mais
precoce do processo isquêmico no sentido de se evitar a necrose tissular.
Estudos experimentais, contudo, têm demonstrado outro problema
secundário à recirculação de tecidos previamente isquêmicos: o
comprometimento estrutural e funcional secundário ao aporte de oxigénio
a estes tecidos e que constitui a chamada lesão via reperfusâo ou lesão
pós-isquêmica (McCord, 1985).

E inegável que a administração de oxigénio seja, talvez, a forma

de tratamento mais frequentemente utilizada em hospitais de todo o
mundo. No entanto, também é inegável que o oxigénio contribui para
produção de espécies reativas de oxigénio, que são implicadas na
físiopatologia de muitas enfermidades graves. O reverendo Joseph
Priestley, que descobriu o oxigénio, já, em primeira mão, chamava a
atenção para o fato de que o gás poderia causar reações tóxicas, utilizando
a analogia em que uma vela queima muito mais rapidamente em ambiente

de oxigénio puro que em ambiente de ar (Beckman, 1998). Uma prova
inequívoca dos efeitos adversos do 0^ é que a administração deste gás sob
alta pressão causa toxicidade aguda no sistema nervoso, podendo produzir
convulsões (Halliwell, 1992). A partir da explosão da primeira bomba
atómica durante a Segunda Guerra Mundial, houve um crescente interesse

pelo estudo da ação das espécies reativas de oxigénio, alimentado pelo
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conhecimento de que o oxigénio aumentava a toxicidade da radiação em

organismos anaeróbicos. Os oncologistas logo verificaram que tumores
hipóxicos e pouco vascularizados eram muito mais resistentes à
radioterapia (Beckman, 1998).

Em relação à isquemia cerebral, dois mecanismos são

supostamente responsáveis por lesão cerebral secundária, segundo Siesjõ
& Siesjõ, 1996. O primeiro mecanismo envolve vários aspectos, sendo a
maior parte mencionada anteriormente: modificações de transdução de
sinais desde a estimulação de receptores de glutamato e de fatores de
crescimento com a consequente geração de segundos mensageiros, os
quais modulam sinalização intracelular e podendo influenciar, deste modo,
fatores citosólicos de transcrição, os quais regulam a expressão genética e
síntese de proteínas (Wieloch et al., 1996). Assim a inibição de síntese de
proteínas, condicionada por este mecanismo alterado de transduçâo de
sinal poderá, em isquemía demorada, induzir a morte celular. O segundo
mecanismo é condicionado pelo retorno do aporte de oxigénio durante a
fase de reperfusâo e envolve a produção de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e radicais livres.

Precedendo comentários sobre os mecanismos de geração de
ERO e radicais livres durante e após a isquemia, serão apresentados
aspectos conceptuais sobre os mesmos.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) são entidades químicas que
contém oxigénio em sua composição e que facilmente doam elétrons a
outras substâncias ou têm a capacidade de recebê-los de outras estruturas

químicas, enquanto espécies químicas que contêm um ou mais elétrons
não pareados e que têm existência independente são denominadas radicais

livres (Halliwell, 1989). A existência de um ou mais elétrons não pareados
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e, portanto, de orbitais contendo apenas um elétron, torna os radicais
livres muito reativos. Radicais livres podem compartilhar elétron não

pareado com elétron de "spin" oposto de outro radical, constituindo uma
ligação covalente; podem doar seu elétron não pareado (radical redutor) a
um não-radical ou extrair um elétron (radical oxidante) de um não-radical.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem encerrar ou não as

características de radicais livres. As principais delas que se comportam

como radicais livres são o oxigénio molecular (Ü2:), ânion superóxido (02'.),

radical hidroxila (OH.) e radical óxido nítrico (NO*); o oxigénio não

molecular (singlet) (W, o ácido hipocloroso (HOC1), o peróxido de
hidrogénio (HOOH) e o ânion peroxinitrito (ONOO') são as principais

espécies reativas de oxigénio (ERO) não radicais (Juurlink, 1997). Outros

radicais livres incluem moléculas orgânicas, tais como, radicais alcoxi,

radicais peroxi (Bowling & Beal, 1995), átomo de hidrogénio (H'),

triclorometil (Cds'), glutation tiil (GS' ), lipídio peroxil (lipídio-02') e

fenoxil (C5H5-0') com elétron deslocado no anel benzênico (Halliwell,
1992).

O oxigénio molecular é um radical livre, tendo dois eletrons não

pareados em orbitais diferentes e com o mesmo número quântico do
"spin". 0 ânion superóxido pode provir da recepção de um elétron de
"spin" oposto por um dos orbitais do oxigénio molecular, contendo um

elétron. O ânion superóxido pode ser transformado em peróxido de
hidrogénio; a metaloenzima superóxido-dismutase (SOD) catalisa esta
reação (Tainer et al., 1983). O peróxido de hidrogénio pode reagir com
Fe para formar Fe e radical hidroxila, sendo este último capaz de
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oxidar proteínas, lipídios, RNA e DNA (Puppo & Halliwell, 1988; Wilson,
1997); o íon Fe pode ser reduzido a Fe pelo íon superóxido (Cross et
al., 1987). Além de SOD, outros sistemas antioxidantes endógenos podem
modular a concentração de radicais livres, como os sistemas enzimáticos

catalase e glutation-peroxidase (GSH-Px), que atuam, por exemplo, sobre

o peróxido de hidrogénio, impedindo a formação de radicais hidroxila

(Wilson, 1997). As seguintes reações de interconversão de espécies

reativas de oxigénio em outras podem ocorrer frequentemente em várias
condições.

202 + 2H+-^. HOOH+02 (6)

Fe^ + HOOH

Fe+++ + O;

Fe + HO + HO (7)

Fe" +Ü2 (8)

HOOH catalase' GSH^PX 02 + H^O (9)

Os radicais livres podem comprometer estruturalmente várias

macromoléculas através de reações de oxidação e redução, produzindo,
por exemplo, quebra na alça do DNA (Devasagayam, et al., 1991),
formação de produtos de quebra do DNA, como 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (Shigenaga & Ames, 1991), peroxidaçâo lipídica
(Wilson, 1997; Hall, 1996) e formação de grupos carbonila (Smith et al.,
1991).
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2.4 Fontes de Espécies Reativas de Oxigénio

2.4.1 Cadeia mitocondrial de transporte de elétrons

Há evidências de que, no processo respiratório mitocondrial normal,

3% do oxigénio utilizado sejam destinados à produção de peróxido de
hidrogénio (Chance et al., 1979). Como foi visto, o.peróxido de hidrogénio é
produzido a partir da reação de ânions superóxido por ação da SOD. O
peróxido de hidrogénio, por sua vez, pode ser modificado por açâo de metais
de transição reduzidos ou da ubi-semiquinona reduzida mitocondrial (Elliot &
Koliwad, 1995). A produção de espécies reativas de oxigénio (ERO) é
amplificada em situações em que a concentração de oxigénio é aumentada,
como na reperfusâo pós-isquêmica ou quando a cadeia respiratória é reduzida,
em situações de isquemia (Piper apud Maxwell & Lip, 1997). O aumento de
produção de espécies reatívas de oxigénio (ERO) secundário a ativaçâo de
receptores NMDA durante isquemia pode ser bloqueado por inibidores do
transporte de elétrons na mitocôndria ou reproduzido por desacoplador deste
transporte; estes fatos promovem suporte à possibilidade de que o estresse
oxidatívo pode ser produzido por desacoplamento do transporte eletrônico
mitocondrial dependente de cálcio e mediado por receptor NMDA (Dugan et
al., 1995).

2.4.2 Xantina oxidase - xantina desidrogenase

Uma das fontes importantes de espécies reativas de oxigénio (ERO)
em tecidos pós-isquêmicos é a atividade da enzima xantina oxidase (McCord,
1985). Como comentado, a queda do aporte de fonte energética aos tecidos
isquêmicos, em decorrência da redução do fluxo sanguíneo, provoca uma
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redução da fosforilação oxidativa e, portanto, diminuição da síntese de ATP e
PCr. Os precursores de ATP são degradados a hipoxantina e xantina, os quais
são substratos do complexo enzimático xantina desidrogenase-oxigenase
(Maxwell & Lip, 1997). Supõe-se que os níveis intracelulares de Ca"
elevados durante o processo isquêmico ativem uma protease inü-acelular capaz
de converter a enzima xantina desidrogenase em xantina oxidase, que, por sua

vez, ti-ansfere elétorons da hipoxantina ao oxigénio molecular, já disponível na
fase de reperfüsão, transformando-o em ânion peróxido (Southom & Powis,
1988).

2.4.3 Leucócitos polimorfonucleares

A lesão via reperfüsâo tem etiologia multifatorial, sendo a infíltraçâo de
neutrófilos um dos aspectos detenninantes no mecanismo desta lesão. Leucotrieno

B4 (LTË4) e fator de ativação plaquetária (PAF) são produzidos a partir dos
fosfolipídios de membrana em condições de isquemia. Estas substâncias (Grace,
1994), além de citocinas, como a Inteleucina-1 (Clark, 1997), atuam no processo
de ativaçâo dos neutrófílos; segue-se acúmulo e adesão dos mesmos ao endotélio,

com liberação de mediadores provenientes de típídios e espécies reativas de
oxigénio (Zimmerman, 1998; Winquist & Kerr, 1997). O ácido araquidônico (AÃ)
produzido por atividade da PLAs, durante a isquemia, ativa o complexo NADPH-
oxidase dos neutrófílos, havendo ti-ansferência de um elétron do NADPH ao

oxigénio molecular e consequente produção de ânion superóxido.

2.4.4 Produtos metabólicos do ácido araquidônico

Já foram reportados os mecanismos, através dos quais há atívaçâo de
fosfolipases e de enzimas, como lipoxigenases e ciclo-oxigenase (COX),
resultando ácidos graxas livres e outros produtos implicados na físiopatologia da
isquemia cerebral. Produtos metabólicos derivados do ácido araquidônico (AÃ),
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como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos secundários à ação da ciclo-
oxigenase (COX) e das lipo-oxigenases (figura 9), envolvem também mtermediários
peroxi-lipídios e, portanto, espécies reativas de oxigénio (ERO).

2.4.5 Espédes reativas de oxigénio e catecolaminas

Catecolaminas potencialmente podem sofrer auto-oxidaçâo, sendo

possível elevação de seus níveis em caso de isquemia, sendo esta reação importante
no mecanismo da cardiopatia (Singal, et al., 1983). Evidência experimental recente

demonstra que a toxicidade da 6-hidroxidopamina sobre a via dopaminérgica nigro-

esüriatal envolve a geração de ânion superóxido secundária à auto-oxidação e, ao

mesmo tempo, sugere que espécies reativas de oxigénio (ERO) podem constituir

determinantes ünportantes do comprometimento neurodegenerativo em razão das

catecolaminas (Asanuma et al., 1998). Já é fato bem conhecido que complicações

cardíacas na vigência de hemorragia sub-aracnóide são 6'eqüentes e mcluem
alterações no eletrocardiograma, arritmias, lesão miocárdica e edema puünonar
neurgênico e são decorrentes de desequilíbrio autonômico com überação aumentada
de catecolaminas (Etófai et al., 1996; Di Pasquale et al., 1998; RandeU et al., 1999).
2.4.6 Metais de transição

Metais de transição, como ferro, participam das reações de transferência
de elétrons, envolvendo radicais livres. Como mencionado, facüitam a produção de
radicais hidroxila, muito tóxicas, a partir de radicais superóxidos, menos tóxicos.
Evitar que metais de transição participem da formação de radicais livres constitui

uma forma maior de prevenção de formação de radicais üvres no plasma humano
(HalliweU, 1992). A quelaçâo de metais como, por exemplo, cobre e ferro, por
protemas específicas plasmáticas constitui um mecanismo natiral também de

atividade antioxidante. A deficiência de ceruloplasmma, substância endógena
queladora de cobre, como ocorre na doença de Wilson, tem como consequência
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importância fundamental nas lesões, principalmente do sistema nervoso central, em
que o estresse oxidativo constitui aspecto importante no panorama patológico desta
enfermidade, em função da participação do cobre na génese de espécies reatívas de
oxigëmo.

2.5 Mecanismos de lesão cerebral a partir da produção de
radicais livres

2.5.1 Alterações da barreira hemato-encefálica

Alteração da barreü-a hemato-encefálica por comprometimento de

membranas endoteliais em decorrência da participação do ácido araquidônico

(AÃ) ou de radicais livres tem sido descrita, ocorrendo secundariamente um

edema de origem vascular com aumento da concentração extracelular de

aminoácidos excitadores e acentuação da lesão neuronial (Betz, 1996).

Abertura da barreira hematoencefálica, neste caso, pode ser secundária ao
rompimento da parte externa do lado luminal da membrana da célula
endotelial (Wakai et al., 1982).

2.5.2 Alterações na permeabilidade de membrana

A peroxidação lipídica altera as propriedades físicas da membrana,

modificando as funções das proteínas situadas entre as camadas lipídicas da
mesma (Juurlink, 1997). Adicionalmente, os radicais livres inibem a Na+-K
ATPase, dissipando o gradiente de Na e K através da membrana, com o

consequente aumento de sua permeabilidade, formação de edema (edema
citotóxico) e lise celular (Wilson, 1997).

2.5.3 Peroxidação lipídica

A lesão celular imposta por estresse oxidativo em decorrência de

peroxidação lipídica tem sido postulada há cerca de vinte anos. Assim ERO
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oxidam facilmente ácidos graxos polinsaturados: o radical hídroxila subtrai

um átomo de hidrogénio previamente ligado a carbono "metilênico" do ácido

graxa insaturado, havendo formação de um radical livre centrado em um
átomo de carbono (equação 10); muito frequentemente, este radical reage com

o oxigénio, originando um radical peroxi (equação 11); este, por sua vez, é

transformado em hidroperóxido de lipídio pela subtração de um átomo de

hidrogénio de um carbono "metilênico" de um ácido graxo insaturado

adjacente, com formação de um novo radical livre lipídico (equação 12); a

reação em cadeia prossegue até que dois radicais liwes se liguem entre si, ou

até que o radical lipídico apresente interação com um antioxidante, como a

vitamina E (Hall & Braughler, 1989; Siesjõ et al., 1989). O ferro pode

participar do processo de peroxidação lipídica. Neste caso, hidroperóxidos
reagem com Fe , havendo formação de radicais alcoxil, íon hidroxila e Fe
(equação 13); hidroperóxidos também reagem com Fe (equação 14) com
fomiação de radicais peroxil e ¥e~r (Hall, 1996). As reações seguintes são
representativas da peroxidação lipídica.

LH + OH —— > L + HOH (10)

L + O 2-^ LOO (11)

LH + LOO — > L + LOOH (12)

LOOH + Fe++ — ^Fe+++ + LO + OH (13)

LOOH + Fe+++ —^ Fe++ + ZOO + 7^ (14)

Ácidos graxas livres podem ser liberados a partir da desesterifícação

de fosfolipídios de membrana por ação de ERO (Deby & Goutier, 1990).
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2.5.4 Redução das reservas de energia

Vários são os mecanismos básicos de redução das reservas de

energia por ação de espécies reativas de oxigénio (ERO). O ânion superóxido
converte NADH ligada a desidrogenase de lactato a NAD; este interage com

oxigénio molecular, originando mais ânions superóxido e causando maior

redução dos níveis de NAD (Fridovich, 1986). Espécies reativas de oxigénio,
como os radicais hidroxila gerados pela participação de metais de transição,

como ferro, causam quebra em uma das alças de DNA (Beckman, 1998).

Secundariamente à quebra da alça do DNA e para que se estabeleça a

reestruturação do mesmo, há ativaçâo da enzima poli-ADP ribose-sintetase

(PARS), a qual adiciona unidades ADP-ribose às proteínas nucleares; a
ativação desta enzima implica a depleção de NAD e, conseqüentemente, de
ATP, o que pode implicar morte celular (Zhang et al., 1994; De Murcia et al.,

1991; Dawson & Dawson, 1995). Espécies reativas de oxigénio (ERO) podem

também comprometer a produção de ATP pelas mitocôndrias (Comelli et al.,

1998; Mehrotra et al., 1991; Kristián & Siesjõ, 1998). Espécies reativas de

oxigénio (ERO), como peroxinitrito, ainda podem atuar sobre as mitocôndrias,

promovendo saída de Ca mitocondrial para o citoplasma e morte celular ou

comprometer a homeostase energética celular com inativação de enzimas

importantes para o metabolismo energético como a aconitase (Muijsers et al.,
1997).

2.5.5 Necrose e apoptose

Como anterionnente enfatizado, a produção de espécies reativas de

oxigénio (ERO) e, conseqüentemente, de radicais livres constitui um processo

importante na físiopatologia da lesão via reperfüsão. O excessivo influxo de cálcio

em decorrência da hiperatividade de receptores NMDA do glutamato detemiina
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ativação de processos enzimáticos citoplasmáticos miciadores de eventos citotóxicos
(Lipton & Rosenberg, 1994). A sintetase de óxido nítrico (NOS) constitui um dos
complexos enzimáticos ativados por este mecanismo, e óxido nítrico ÇNO) pode
atuar como mediador da neurotoxicidade do glutamato (Dawson et al., 1991). O
óxido nítrico se difunde muito rapidamente e não pode ser transportado por via

vascular, de vez que logo sofi-e a açâo da oxi-hemoglobina (Beckman & Koppenol,

1996); reage com outi-o radical, o ânion superóxido, para fomiar peroxinitrito
(ONOO'), sendo esta reação dependente da difusão dos reagentes (Beckman, 1998).
O ânion ONOO' é, em grande parte, responsável pela neurotoxicidade mediada por
óxido nítrico, embora este também possa desempenhar ação neuroprotetora

secundária à inibição da atividade de receptores NMDA decorrente da nitrosüação
por íons nitrônio (NO4) de gmpos tióis presentes nestes receptores (Lipton et al.,
1993).

Tanto necrose quanto apoptose (morte celular programada) têm sido

imputadas como fenómenos secundários à ação de espécies reatoivas de oxigénio
(ERO), em particular, NO e superóxido (Bonfoco et al., 1995; Linnik et al., 1993).
Necrose compreende as alterações estiiiturais caracterizadas por edema celular
inicial, discreta condensação de cromatina, vacuolização citoplasmática, mptura de
organelas e da membrana plasmática com liberação do conteúdo citoplasmático e
reação inflamatória secundária, além de redução e perda da cromatina nuclear

(Oppenheim, 1999). Kerr et al. (1972) fizeram referência a vários aspectos, inclusive
morfológicos, que podem pennitir a diferenciação entre necrose e apoptose. A
apoptose é um processo ativo em que as células se desidratam com perda do contato
entre seus compartimentos, havendo, em seguida, densa condensação de cromatina,
fragmentação nuclear, formação de "bolhas" citoplasmáticas, fiagmentação celular e
formação de corpos de apoptose (Hetts, 1998). A apoptose não desencadeia reação
mflamatória (Oppenheün, 1999), de vez que as células, na vigência deste processo,
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protegem seu conteúdo mti^celular, evitando sua liberação, muitas vezes, utilizando
as próprias proteínas de membrana (Bonfoco et al., 1995).

Muijsers e colaboradores (1997) ressaltam que a concentração de

peroxüütrito determina o mecanismo de morte celular: altas concentrações
determinam necrose, e concentrações relativamente baixas determinam apoptose.

Estes autores enfatizam que o início da apoptose causada por peroxinitrito envolve

processos como a nitrosüaçâo de resíduos de tirosina ou oxidação de fatores de

ti'anscricao, embora possa produzü' também quebra da alça de DNA. Há,

conseqüentemente, ativação da PARS e utiüzação de NAD" como substrato (Szabó

& Dawson, 1998). A ação tóxica, necrose e possível apoptose, desenvolvidas pela

neurotoxina indutora de parkinsonismo l-metil-4-fenil-l,2,3,6-tetraidropiridma

(MPTP) e, conseqüentemente, por seu metabóüto, l-metil-4-femlpmdinium (MPP^
é, em parte, devida a peroxinitrito (Packer et al., 1996). A participação de MPP no
estresse oxidatívo se completa, também, com a geração de radicais hidroxüa pelo

ciclo redox (Klaidman et al., 1993; Mukherjee et al., 1997). Recentemente, Burke et
al. (1998) estudaram o mecanismo através do qual 3,4-di-hiroxifenilgücoaldeído
(DOPEGAL), um metabólito da epmefiina e norepinefiTna, produzido pela ação da
enzima monoamino-oxidase A (MAO-A) mitocondrial, induz apoptose. Estes
autores demonstraram a produção de estresse oxidativo e indução de alteração de
penneabüidade nütocondrial mediada por Ca4+ com überação de fatores da matriz
mitocondrial, como o fator mdutor de apoptose (AIF), e Ca++ . Estes fatores, em
etapas que se seguem, ativam endonucleases. Trabalhos recentes demonstram que
na Doença de Huntmgton caspase 3 especificamente cliva huntingtina de modo
dependente da extensão do trinucleotídeo CAG que estaria expandido nesta

enfermidade (WeUington et al., 1997) e que inibidores da caspase mibe a progressão
da doença e a mortalidade em modelo animal de doença de Huntington (Ona et al.,
1999).
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2.6 Mecanismos celulares de remoção de radicais livres

2.6.1 Enzimas do grupo superóxido-dismutase (SOD)

Há mecanismos enzünáticos e não-enzimáticos de remoção de radicais
livres. Na linha de fi-ente dos mecanismos enzimáticos está o gmpo de enzimas
que constituem as superóxido-dismutases. Como ressaltado neste estudo, SOD
catalisa a conversão do ânion superóxido em peróxido de hidrogénio, impedindo a
formação de oxigénio não molecular. Há duas SOD- Cu/Zn, de expressão
constitutiva, sendo uma de localização citosólica e a outra de localização
exti-acelular; outi-a superóxido-dismutase (SOD) é encontrada nas mitocôndrias,
tem expressão induzida em resposta à estimulação por citocmas ou a estresse
oxidativo e tem um átomo de Mn em seu segmento catau'tico (Fridovich, 1995).
Vários estudos demonstiraram mutações na superóxido-dismutase como
causadoras de formas familiares de esclerose lateral amiotrófíca (Kadekawa et al.,
1997; Kostic et al, 1997; Watanabe et al., 1997; Ratovitski et al, 1999). A
importância da superóxido-dismutase (SOD) como atenuante das lesões induzidas
por espécies reativas de oxigénio (ERO), após isquemia cerebral, tem sido
testemunhada em vários trabalhos experimentais. Como a superóxido-dismutase
(SOD) não atravessa a barreira hemato-encefálica, tem-se usado a enzima
quimicamente modificada. Redução do volume de infarto isquêmico cerebral foi
experimentalmente verificada com o uso prévio de SOD conjugado a
polietilenoglicol (PEG) em modelo de isquemia focal (Liu et al., 1989).
Comprovou-se experimentalmente que a atividade da SOD endógena reduz lesão
ísquêmica (Kinouchi et al., 1991). Estes investigadores verificaram redução da
lesão cerebral isquêmica focal em camundongos transgênicos com expressão
aumentada de SOD-Cu/Zn. O uso de superóxido-dismutase conjugada ao
polietileno-glicol na espécie humana foi bem tolerado e demonstrou ser promissor
em pacientes com traumatismo crânio-encefálico severo com pontuação de 8 ou
menos na escala de Glasgow (Muizelaar et al., 1993).
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2.6.2 Catalase, glutation peroxidase (GSH peroxidase) e outros
sistemas antioxidantes

Este gmpo de enzimas, envolvidas no mecanismo de remoção de
radicais livres e que constitui a segunda linha de defesa catalisando a
transformação de peroxide de hidrogénio em água e oxigénio, é formado por
catalase e GSH peroxidase (Chance et al., 1979). Localizada primariamente
nos peroxissomos, a catalase tem relativamente baixa afinidade por peróxido
de hidrogénio, enquanto GSH peroxidase transformará qualquer peróxido, e
não somente peroxide de hidrogénio (reação 15), ou grupo hidroxila (reaçâo
16), em oxigénio e água (Juurlink, 1997). Esta enzima necessita de glutation
reduzido (GSH) para sua atividade. Conforme será reportado, durante esta
atividade (reações 15, 16 e 17), GSH é transformado em glutation oxidado ou
dissulfeto de glutation (GSSG).

2 GSH + 2 H 202

GSH

GSH-Px
-> 2H2Ü + 02 + GSSG (15)

OH~ __ ^GS' + HzO (16)
2GS' — ^GSSG (17)

GSH tem maior afinidade por seu substrato que catalase (Simmons
& Jamall, 1988) e é localizada no citosol e nas mitocôndrias e não nos
peroxissomos (Meister, 1991). A interconversâo entre GSSG e GSH (reação
18) tem importância biológica fundamental, sendo muito pertinente ressaltar
que o cérebro tem baixas concentrações de GSSG, em decorrência da alta
atividade da flavoproteína GSSG redutase (Cooper, 1998). Como será
enfatizado, GSH desempenha importante papel na manutenção do estado
funcional das proteínas e lipídios celulares, impedindo sua oxidação (Maxwell
& Lip, 1997). As células utilizam, como foi visto, o NADPH proveniente da
utilização da glicose na via da pentose-fosfato para regeneração de GSH a
partü- de GSSG.

GSSG + NADPH+H+ GSSG-Red«tase ^ ^ ç^ ^ 2 NADP+ (18)
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Um constituinte fisiológico das membranas biológicas, o ácido a-
lipóico e sua forma reduzida, o ácido di-hidrolipóíco, participam, também, dos
mecanismos antioxidantes e,- portanto, da remoção de radicais livres dos
tecidos orgânicos (Busse et al., 1992). Vários antioxidantes podem ser
consonantes em sua ação removedora de radicais livres (figura 10), e, deste
modo, o ácido di-hidrolipóico pode reduzü' GSSG (Bast & Haenen, 1988), de-
hidroascorbato e radical semide-hidroascorbil (Kagan et al., 1992b;) ou
ubiquínona (Kagan et al., 1990). Todos participam da recuperação de vitamina
E a partir de seu radical oxidado (Kagan et al., 1992a). As vias de reciclagem
dos vários oxidantes nos sistemas biológicos são apresentados na figura 10.

ROO

ROOH / /|

Vitamina E
a-tocoferol

a-tocotrienol >Ubi-semiquinona|^|^|— Ac- di-hidrolipóico

Vitamina E
Radical

NADPH

-^

Ubiquinol

Radical semi-
de-hidroascorbatcEsl

Ascorbato

GSSG

NADP+
GSH

>Tioredoxina(ox) |^j

Tioredoxina (re)<
•^ Ác.a-Iipóico l

Figura 10 - Vias de reciclagem de anüoxidantes em meios biológicos. Detalhes são apresentados no texto;
ROO - radical livre; ROOH - radical reduzido; GSSG - dissulfeto de glutaüon (glutation oxidado); GSH -
glutaüon (reduzido); ox - oxidado; re- reduzido. Modificado de PACKER et al., 1997.
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2.7 Glutation no Sistema Nervoso

2.7.1 Generalidades

Glutation é um ta-ipeptídio natural (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina)

que tem, entre outras, a função de proteger as células contra a lesão induzida
por estresse oxidativo, existindo sob a forma reduzida (GSH) e como dímero
oxidado (GSSG). Foi descoberto há mais de cem anos (De Rey-Pailhade,
1888a,b). Para Wang & Ballatori (1998), glutation reduzido é "o mais

abundante tíol não proteico entre os seres vivos aeróbicos" e suas

concentrações extracelulares são cerca de três ou quatro vezes menores do que
as concentrações intracelulares. Tentando enfatizar a importância do glutation

para os sistemas biológicos. Holt (1993) sugere que as reações cíclicas que
transformam glutation oxidado em reduzido e glutation reduzido em oxidado

foram necessárias para o surgimento da vida. A estrutura química do GSH é
representada na figura 12.

E admitido que a concentração de GSH no cérebro enfare as espécies
varia entre l a 3 mM (Cooper, 1998). Para Cooper et al. (1980), a
concentração de GSSG em cérebros de ratos é cerca de 0,2 % da concentração
total de glutation. Slivka et al. (1987) reportaram que os níveis de GSSG em

cérebros humanos e de macacos atinge cifras iguais ou menores que 1,2 % dos
níveis de glutation total. Uma pequena parcela de glutation existe sob a forma
de dissulfetos mistos (principalmente GS-S-proteína) e de tíoéteres (Cooper,
1997). No cérebro, as maiores concentrações de glutation se encontram nas
células endoteliais e nos astrócitos e, portanto, altas em comparação com as
dos neurônios (Yudkoffet al., 1990; Raps et al., 1989). Deste modo, a glia tem
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importância fundamental na proteção dos neurônios contra o esti'esse
oxidativo.

CH2-SH

HzN-CH-CHs-CHs-CO-NH-ÇH

COOH CO-NH-CHz-COOH

Figura 12 - Estrutura química de GSH

2.7.2 Síntese e degradação de glutation

Glutathion é produzido e degradado em muitos tipos de células do

organismo, através de reações em que participam vários complexos
enzimáticos (Meister, 1991).

A produção de GSH tem lugar no citosol e a partir de seus

aminoácidos constituintes L-glutamato, L-cisteína e glicina em duas etapas

distintas, catalisadas respectivamente pelas enzimas y-glutamil-cisteína-

sintetase e GSH sintetase (Reed, 1990). Cada etapa utiliza um mói de ATP

para cada mói de GSH produzido. Em trabalhos experimentais e de revisão,

Meister (1988 e 1991) estudou os aspectos do metabolismo de glutation que

serviram de parâmetros para futuros estudos sobre o assunto. De acordo com

estes estudos a degradação metabólica de GSH ocorre no espaço extracelular.

GSH pode ser conjugado no meio intracelular com formação de conjugados
-S-cisteína, (açâo de enzimas GSH S-transferases), os quais são transportados

pela membrana para o espaço extracelular, aí sofi-endo ação da y-gutamil-

transpeptidase (y-GT) e dipeptidases, havendo liberação dos componentes y-
glutamil e glicina, respectivamente; o produto, conjugado de cisteína, pode ser

transportado de volta ao meio intracelular. Os conjugados de cisteína podem
ser acetilados com formação de mercapturatos, ou seja, conjugados N-acetil-S-
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cisterna, os quais são eliminados pela urina. Conjugados de cisterna também

sofrem ação da y-glutamil-transpeptidase, com a consequente y-glutamilação.

Na superfície das células, sob ação da y-glutamil-transpeptidase, formam-se y-
glutamil-aminoácidos e cisteinilglicina; estes são convertidos em 5-oxoprolina

e aminoácidos correspondentes, já ao nível intracelular, por ação da enzima y-

glutamil-ciclotransferase. Por sua vez, 5-oxoprolina sofi'e ação da 5-

oxoprolinase com produção de glutamato. Entre os y-glutamil-aminoácidos, a

y-glutamilcistina, também intracelular, é reduzida a cisteína livre e a y-

glutamilcisteína, sendo esta última substrato da GSH sintetase. Tanto

conjugados de cisterna, quanto de glutation sofrem outras reações que são
catalizadas por enzimas envolvidas em outros aspectos do metabolismo.

A figura 13 resume as etapas metabólicas de síntese e degradação de
glutation.

(-)

t

L-cisteína + L-glutamato ï-81utam"clsteina sintet^e y-glutamilcisteína + L-glicinaGSH slntetase

GSH

Y-glutamlltranspeptídase

glicina + cisterna ^«liPePtidases cisteinilglicina + glutamato

Figura 13 - Síntese e degradação de GSH (para maiores detalhes, consultar MEISTER, 1991).
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Como foi visto, o glutation existe em duas formas - reduzida (GSH)

e oxidada (GSSG) -, as quais são interconversíveis, conforme se demonstra

na figura 14. O sistema GSSG-R é muito ativo, mantendo glutation em seu

estado reduzido em níveis superiores a 98 % (Wang & Ballatori, 1998).

HsO

GSH <

H,02\->2

^
>•

GSH-Px

••^

GSSG - R - NADP+ NADPH, H+

Figura 14-Ciclo GSH-GSSG

GSSG

2.7.3 Funções biológicas do glutation

Uma das mais importantes funções do glutation consiste nas reações

de óxido-redução (figura 15). Neste aspecto, o GSH exerce ação protetora
contra produtos tóxicos de oxigénio, principalmente os gerados nas

mitocôndrias, uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio (Deleve

& Kaplovitz, 1991). As mitocôndrias importam do citosol o GSH necessário

para esta ação, de vez que as mesmas não possuem as enzimas necessárias

para sua síntese e, como o sistema catalase é compartímentalizado nos

peroxissomos, o sistema GHS-Px dependente de selênio, bem como o sistema

independente de ser provido por enzimas do grupo GSH-S transferases,

assumem papel fundamental na remoção das espécies reatívas de oxigénio
(ERO) aí produzidas (Benzi & Moretti, 1998).
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ROOI^^2GSH<\ òNADP< AH;
^ ^y

Enzima geradora de NADPHGSH-Px GSSG-R

R0ïí( y\"\GSSG 1^1|NADPH+H< ^/ \ ^ A
Y V/< " ^ V

-H<7^
ROOH 2ÜSH

OSH-S tramfcrascs
^ ROH + HzO

Figura 15 -GSH no equüíbrio da óxido-redução dos grupos tióis. Veja detalhes no texto

Outra função importante do GSH diz respeito à capacidade de
redução dos dissulfetos de proteína resultantes da oxidação de seus resíduos

cisteinil, já que os sistemas biológicos dos seres aeróbicos estão sob tensão

elevada de oxigénio e, portanto, os grupos sulfídrila de seus componentes
estão constantemente susceptíveis de serem comprometidos por esti'esse

oxidativo (Sohal & Weindruch, 1996; Sundquist & Fahey, 1989). A redução
de dissulfetos de proteína é catalisada por enzimas do grupo das tiol-
transferases (Cooper, 1997) na presença de GSH reversivelmente oxidado a
GSSG (reações 19 e 20).

RS-SR'+GSH ^°'^^ RS-SG+R'SH (19)

RS-SG + GSH ^ —^RSH + GSSG (20)

O GSH também tem a função de permitir o estoque, de modo
seguro, de cisterna, já que a mesma livre se auto-oxida rapidamente, em
cistína, que, por sua vez, é um dissulfeto potencialmente tóxico (Olney et al.,
1990).
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Glutation pode participar das reações de conjugação de
eletrofílicos e de metais (reações 21 e 22) e, portanto, tem importante

participação na desintoxicação de xenobióticos eletrofílicos. Em virtude
do espectro relativamente grande de substratos que podem participar de
reações catalisadas por GSH-S transferases, glutation pode participar da

remoção de compostos químicos variados, envolvendo, por exemplo,

ataques nucleofílicos de GSH a carbonos eletrofílicos (Cooper, 1998). Em
revisão recente sobre o assunto, Johnson et al. (1993), bem como,
Lowndes et al. (1994), chamam a atenção para o fato de que o cérebro
contém GSH-S-transferases. GSH pode formar complexos com metais sem

participação enzimática, como na mobilização de metais entre ligantes, no
transporte de metal através das membranas celulares, como fonte de

cisterna para ligação com os mesmos, como cofator nas reações de óxido-
redução envolvendo metais (Wang & Ballatori, 1998).

EletrofÜÍCOS (E) + r^H GSH.transfera^s ^_g ^1)

Metais (M) + GSH -> GS-M (22)

Deve-se salientar ainda que o glutation pode desempenhar

funções metabólicas importantes como: síntese e reparo de DNA, síntese
de proteínas, síntese de prostaglandinas, transporte de aminoácidos,
metabolismo de toxinas e carcinógenos, ampliação da função imune,
prevenção da lesão oxidativa das células, ativação de enzimas, fonte de

cisteína, cofator de reações de óxido-reduçâo, transporte de metais através
de membranas e liberação de metais entre os ligantes, modificações de
níveis de segundos-mensageiros a partir da ativação de receptores
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metabotrópicos (Shaw, 1998). Alguns aspectos, envolvendo estado de
óxido-redução, podem desempenhar papel importante na função do
receptor. Supõe-se que GSH pode controlar correntes iônicas através de
receptores NMDA ou outros receptores íonotrópicos (Ogita et al., 1995),
reduzindo, deste modo, a produção de radicais livres mediada por cálcio

(Orrenius et al., 1992). Uma possível atuaçâo de GSH como
neurotransmissor tem sido discutida (Shaw et al., 1996).

2.7.4 GSH e doença neurológica

Em parte anterior deste trabalho, comenta-se que o estresse

oxidativo desempenha papel importante em muitas doenças do sistema

nervoso, especialmente as doenças degenerativas como doença de

Alzheimer, doença de Huntington, doença de Parkinson, esclerose lateral

amiotrófíca e a isquemia cerebral, entre outras. Nestas enfermidades o

estresse oxidativo desempenha papel fundamental na indução de necrose,
apoptose e morte celular por excitotoxicidade. A falha de qualquer uma
das atividades do GSH no sistema nervoso central pode desempenhar
papel fundamental nas determinações das lesões neurológicas observadas
nestas enfermidades. Assim, a redução dos níveis de GSH (redução de
síntese, atividade da GSH não satisfatória, comprometimento da atividade
da GSH-Px) pode comprometer qualquer uma das funções biológicas e
metabólicas do glutation, implicando ativação das lesões degenerativas,
observáveis em muitas doenças do sistema nervoso central e no
envelhecimento fisiológico (Bains & Shaw, 1998).
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2.8 Acido a-lipóico

2.8.1 Estrutura química e funções

O ácido a-lipóico (ácido tiótico, ácido l,2-ditiolane-3-pentanóico,

ácido l,2-ditíolane-3-valérico ou ácido 6,8-tiótico), bem como sua forma

reduzida (ácido di-hidrolipóico) são componentes naturais das membranas

biológicas, atuando como cofator (lipoamida) de desidrogenases de a-
cetoácidos mitocondriais (Reed & Hackert, 1990; Liu et al., 1995a).

H
s

H
s s — s

(CH2)4-COOH

Acido di-hidrolipóico

(CHz)4 - COOH

Acido a-lipóico

Figura 16 - Estrutura química do ácido di-hidrolipóico e a-lipóico.

Embora, durante muito tempo, ao ácido a-lipóico tenha sido

atribuída apenas a função de cofator (Schmidt, et al.,1969; Reed & Hackert,
1990; Fujiwara et al., 1992; Lia et al. 1995b; Haramaki et al.,1997), a
participação no estado de óxido-redução desse ácido suprido por fontes
externas constitui um dos aspectos importantes estudados recentemente. O

ácido a-lipóico obtido de fontes externas é rapidamente absorvido, captado
pelas células e, depois, é reduzido a ácido di-hidrolipóico (figura 16), com a
utilização de NADH e NADPH; deste modo, o ácido a-lipóico modula as
razões NADH/NAD+ e NADPH/NADP+, sendo as mitocôndrias o principal
local de sua ação antioxidante (Haramaki et al., 1997). Foi verificado
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recentemente que a redução do ácido a-lipóico a ácido di-hidrolipóico
também ocorre nos eritrócitos na presença de glicose e não de desoxiglicose, o
que sugere um processo dependente de NADPH e importante para proteção
contra estresse oxidativo na corrente sanguínea (Constatínescu et al., 1995). O

ácido di-hidrolipóico formado no compartimento intracelular é liberado no
meio extracelular, onde desenvolve atividade antioxidante (Packer et al.,

1995). O ácido a-lipóico atua como cofator no ciclo do ácido cítrico, havendo
a participação nas enzimas dos complexos desidrogenase pirúvica (Perham,

1991, Jordan & Cronan, 1997) e a-cetoglutarato desidrogenase (Jordan &
Cronan, 1997). São as seguintes as reações, que se miciam com cetoácidos
como substrato da enzima El e das quais participa o lipoato livre com os
complexos desidrogenase nas mitocôndrias (equações 23 a 27):

/. R-CO-COOH + TPP-E1 R-COH=TPP-E1 + C02 (23)

s
///. R-COH=TPP-E1 + E2-L^ TPP-E1 +E2-L
's

s-CO-R

^SH
(24)

S-CO-R SH
///. E2-L ^ + CoA-SH —— ^ E2-L ^ + R-CO-S-CoA (25)

SHSH

IV. E2-L
SH

SH
+ E3-FAD E2-L/

\

5

i+ E3-FADH2 (26)

V. E3-FADH2 + NAD+ E3-FAD + NADH + H+ (27)
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A figura 17 enfatiza as reações IV e V e indicam reversão de seu

padrão nomial na presença de ácido a-lipóico livre (equações 26 e 27).

II Es-FADH, /l\ A A^0+

Reação IV

^ fA

s

SH

A«

Reação V

Es-FAD NADH + /f

Figura 17 - Reações IV e V (equações 26 e 27) indicam reversão de seu padrão normal na presença de ácido
a-lipóico (AL) livre. O ácido a-lipóico é o substrato da enzima Ë2. Ea - di-hidrolipoamida desidrogenase.

Enti-e as funções mais importantes do ácido a-lipóico, destaca-se a

remoção de radicais hidroxila, ácido hipocloroso, peróxido de hidrogénio,
oxigénio não molecular (Packer et al., 1997), oxido nítrico (Petit et al., 1996) e

peroxinitorito (Whitman et al., 1996). O ácido a-lipóico parece modular níveis
de óxido nítrico no cérebro e no tecido nervoso, o que faz aumentar o interesse
da pesquisa na participação deste antioxidante em condições patológicas do
sistema nervoso centi'al, como lesão via reperfúsão, excitotoxicidade e
doenças degenerativas (Gross & Wolin, 1995).

Boas perspectivas terapêuticas com ácido a-lipóico parecem
evidentes a partir da constatação experimental de que este é eficaz contra a
neuropatia diabética (Cameron et al. 1998), tendo sido usado no tratamento de

pacientes com esta enfermidade (Packer et al., 1995). Pesquisadores
evidenciaram que o ácido a-lipóico aumenta a capacidade do sistema de
transporte de glicose estimulado por insulina e das vias oxidativa e não
oxidativa do metabolismo de glicose em músculo esquelético de ratos
resistentes a insulina (Jacob et al., 1996). Mais recentemente, Henriksen et al.
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(1997) ratificaram esta ação, demonstrando experimentalmente que o ácido a-
lipóico ativa o transporte de glicose em músculo esquelético por mecanismos
dependentes e não dependentes de insulina. Este fato abre boas perspectivas

para a inclusão de ácido a-lipóico no arsenal terapêutico do diabetes melito.

Também tem sido dada importância à açâo quelante do ácido a-lipóico sobre
cobre, ferro e outros metais de transição, e a ação antioxidante ainda mais
potente do ácido di-hídrolipóico, tendo este destacada ação removedora de
radicais superóxido e peroxil (Packer et al., 1996).

O ácido a-lipóico inibe a ativação do fator de transcrição NF-/íB

(Suzuki et al., 1992) e o ácido di-hidrolipóico tem ação reguladora da ligação

do DNA pelo fator NF-/íB ativado, ativando as interações proteína-DNA

(Suzuki et al. 1995). Estes dados abrem a perspectiva de que o ácido a-lipóico
possa demonstrar eficácia no tratamento da Síndrome de Imunodefíciência
Adquirida.

2.8.2 Efeito do ácido a-lipóico e di-hidrolipóico na lesão decorrente
de isquemia-reperfusão

Vários estudos têm demonstrado que o ácido di-hidrolipóico
desenvolve ação neuroprotetora contra lesão causada por hipoxia (Suzuki et
al., 1993; Kagan et al., 1992b; Prehn et al., 1992). Durante a reperfüsão pós-
ísquemia, espécies reatívas de oxigénio (ERO) participam, como foi visto, dos
mecanismos através dos quais as lesões celulares prosseguem. Uma
consequência disto é a redução dos níveis de GSH (Shivakumar et al., 1995;

Panigrahi et al., 1996). O ácido a-lipóico, pelas qualidades antioxidantes e

pela capacidade de restaurar os níveis intracelulares de glutation (Busse et al.,
1992; Han et al., 1995), pode se oferecer como um importante agente
terapêutico nesta condição.
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Em modelo animal experimental de isquemia cerebral focal em
animais foi demonstrado que ácido di-hidrolipóico e não ácido a-lipóico foi
capaz de reduzir o volume de infarto cerebral (Prehn et al., 1992). Wolz &
Krieglstein (1996) verifícaram experimentalmente que o ácido a-lipóico
(enantiômeros R e S) foi capaz de exercer atividade neuroprotetora em um
modelo experimental de isquemia cerebral focal somente quando administrado
por via subcutânea e não por via intraperitoneal ou na cisterna magna. Estes
autores sugeriram que o ácido a-lipóico tem que ser reduzido a ácido di-
hidrolipóico para induzir neuroproteçâo. Anteriormente, Cão & Philis (1995)
em um modelo de isquemia global com reperfüsão, demonstraram efeito
neuroprotetor de ácido a-lipóico. Estes autores trataram ratos previamente à
indução de isquemia e reperfüsão com duas injeções por dia de ácido a-
lipóico (20 mg/kg) durante seis dias e confirmaram a ação neuroprotetora,
monitorizando a atividade locomotora e estudando as lesões da camada de

células piramidais CA] do hipocampo, cinco dias após recuperação.

A ação neuroprotetora do ácido a-lipóico e di-hidrolipóico em caso
de lesão via reperfusâo pós-isquemia pode ser feita supostamente por vários
mecanismos: açâo de quelação pelo ácido di-hidrolipóico sobre os íons ferro,
sendo esta ação de quelação confirmada recentemente por Ou e colaboradores
(1996), bem como, por Do vino vá e colaboradores (1999); remoção de óxido
nítrico (Vriesman et al., 1997) e de outras espécies reativas de oxigénio, tais
como, superóxido, hidroxila e peróxido de hidrogénio pelo ácido a-lipóico e
di-hidrolipóico, bem como, regeneração de vitamina E e de outros
antioxidantes pelo ácido di-hidrolipóico (Biewenga et al., 1997); redução de
GSSG (Bast & Haenen, 1990), de-hidroascorbato, radical semide-
hidroascorbato (Kagan et al., 1992b) e ubiquinona (Gõtz et al., 1994).
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2.9

2.9.1

Eletroencefalograma e isquemia cerebral

Generalidades

O eletroencefalograma é o conjunto de potenciais de membrana dos

neurônios corticaís, de amplitude flutuante, que na prática clínica são captados a
partir de eletrodos aderidos ao couro cabeludo. Estes potenciais de membrana são
influenciados por atividade de fibras serotoninérgicas, noradrenérgicas e
colinérgicas subcorticais e do tronco cerebral, aferentes difusamente ao córtex,
modulando o estado de vigília, bem como, por alças tálamo-corticais

provenientes dos núcleos reticulares íntratalâmicos, as quais modulam a
reatividade cortical (Mauguière, 1998).

A atividade eletroencefalográfíca pode ser caracterizada em faixas, de
acordo com a fi'equencia . As seguintes faixas de frequência são definidas: delta,
com frequência abaixo de 3,5 Hz (geralmente 0,1 a 3,5 Hz); teta, com frequência
de 4 a 7 Hz; alfa, com fi-eqüência de 8 a 13 Hz; beta, com jfreqüência acima de 13
Hz (Niedermeyer, 1999a). Mais recentemente, ritmo com oscilações de
fi'equencia superior a 30 Hz, denominado gama, tem sido caracterizado.

2.9.2 Substrates anatómicos dos ritmos do eletroencefalograma

Boa parte do conhecimento a respeito das estiiituras anatómicas
cerebrais geradoras dos diversos ritmos eletroencefalográfícos ainda está por se
completar. Recentemente, Steriade (1999), em revisão sobre o assunto, forneceu
noções gerais a respeito dos mecanismos envolvidos na génese das diversas
faixas espectrais dos potenciais eletroencefalográfícos. O espectro delta
compreende um gmpo heterogéneo de ritmos em que os mecanismos e as fontes
de génese são diferentes e que se originam dentro do tálamo ou do neocórtex. O
ritmo teta é produzido no hipocampo, sendo polémicos os mecanismos de sua
génese. Os conhecimentos pertinentes às fontes cerebrais geradores de ritmo beta
ainda são muito limitadas. Este ritmo é mais evidente durante estados de atenção
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sustentada e durante a fase REM (movimentos oculares rápidos) do sono. Também
não há conhecimento satisfatório sobre o local preciso de génese do ritmo alfa. E
aqui ainda pertinente que se faça referência a um ritmo que ocorre nas fases
miciais do sono NREM (não movünento ocular rápido). Trata-se do ritmo sigma
ou de fusos de sono, que compreende um ritiiio de ondas com 6'eqüência de 7-14
Hz de amplitude gradualmente crescente e decrescente, que é gerado no tálamo,
porém sua sincronização e forma são influenciadas pelo córtex cerebral. Durante a
fase 2 do sono NREM, os fusos de sono ocorrem associados a deflecções,
constituindo ondas agudas e de 6'eqüência menor conhecidas como complexos K.
Nesta fase de sono NREM, além do ritmo sigma, observam-se potenciais agudos
de vertex. 0 potencial agudo de vertex é um potencial composto, constituído de
uma pequena espícula positiva, seguida de ampla onda aguda negativa e de outra
pequena espícula positiva, de localização predominantemente no vertex e que pode
traduzir resposta evocada (Niedenneyer, 1999b).

2.9.3 EEG como meio experimental de investigação na isquemia
cerebral

A lentifícação da atividade elétrica cerebral (Caplan & Young, 1972;
Adams et al., 1997), bem como reduções de amplitudes das várias faixas espectrais
de fi-eqüência, ambas averiguados pelo exame eletroencefalográfíco como um
marcador micial de isquemia cerebral, constituem um indicadores sensíveis de
disftmção cortical (Nuwer et al., 1987; Dufíy, 1989; Nagata, 1989; Logar &
Boswell, 1991). O EEG tem também sido usado como marcador micial em
estudos experimentais de isquemia cerebral mduzida em animais (Dora et al.,
1986; Frazee et al, 1990; Zhang & ladecola, 1992; Dezsi et al, 1994; Zagrean et
al, 1995).
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3 OB J ETI VOS

3.1 Objetivos gerais

As repercussões funcionais impostas pela isquemia cerebral são

passíveis de avaliação por métodos complementares. A monitorização destes

métodos pode fornecer dados importantes a respeito da evolução e do

prognóstico do processo, além de proporcionar até mesmo uma avaliação dos

mecanismos estruturais e bioquímicos operantes ao nível de substratos

celulares. Estes métodos podem permitir uma avaliação da atividade

citoprotetora ou citotóxica de substâncias diversas em modelos de isquemia
cerebral.

O trabalho experimental do pesquisador se fundamenta em três
objetivos gerais:

i. propor um modelo experimental de avaliação

eletroencefalográfíca em ratos Wistar-Kyoto submetidos a

isquemia cerebral, sendo os dados quantitativos, obtidos a partir

da análise computadorizada dos diversos espectros de

frequência, o alvo principal desta avaliação;

ii. avaliar, utilizando este modelo, a ação de substâncias

reconhecidamente detentoras de atividade citoprotetora ou

eventualmente citotóxica no sistema nervoso central;

iïi. verificar possível modificação dos níveis de glutation reduzido no

sistema nervoso central dos animais experimentais utilizados

após administração parenteral de substâncias citoprotetoras ou
citotóxicas.
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3.2 Objetivos específicos

Aqui, é proposta uma avaliação funcional da ação do glutation
reduzido e de dois aminoácidos a ele relacionados (L-cistina e L-glutamina),

bem como do ácido a-lipóico, durante isquemia cerebral em ratos, em face da

participação do glutation reduzido e do ácido a-lipóico como substâncias
endógenas nas ações neuroprotetoras, durante a atividade normal ou em
condições patológicas. Incluiu-se também o estudo isolado do veículo de
infusão (solução salina normal a 0,9 %) nas mesmas condições. Assim sendo,
em ratos Wistar-Kyoto, anestesiados com uretana por via intraperitoneal, o
presente estudo teve os seguintes objetivos específicos:

i. em ratos, submetidos a oclusão das artérias carótidas comuns,

mensurar as modificações sobre as amplitudes absolutas médias

dos espectros de 6'eqüência do eletroencefalograma, induzidas

por infusão intracarotídea esquerda (segmento cefálico) de

solução 0,12 mM e 1,2 mM de glutation reduzido, 2,1 mM de L-

cistina, 1,2 mM de L-glutamina, 0,9 % de salina, 3,03 mM, 6,06

mM e 60,6 mM de ácido a-lipóico, correlacionando estas

modificações com possíveis ações anti-oxidantes ou pró-
oxidantes;

ii. em ratos, submetidos a oclusão da artéria carótida comum

esquerda, avaliar possíveis efeitos sobre as amplitudes absolutas

médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma,

induzidos pela infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2

mM de glutation reduzido, procurando-se averiguar a açâo desta
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substância em condições de pouca ou nenhuma isquemia
cerebral;

iíi. dosar glutation reduzido em firagmentos de tecido cerebral dos

seguintes gmpos de animais: a) ratos anestesiados, b) ratos
anestesiados e previamente submetidos a oclusão das artérias
carótidas comuns, c) ratos anestesiados após oclusão das artérias
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução

1,2 mM de glutation reduzido, d) ratos anestesiados após

oclusão das artérias carótidas comuns e posterior infusão

inti-acarotídea esquerda de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico,

e) ratos anestesiados após oclusão das artérias carótidas comuns

e infusão intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido

a-lipóico, procurando-se averiguar se o glutation adminstrado

por infusão intracarotídea atravessa a barreira hemato-encefálica

e que efeitos nos níveis de glutation cerebral produzirá a oclusão

das artérias carótidas comuns e a infusão de ácido a-lípóico em

concentrações variadas utilizadas durante avaliação
eletroencefalográfíca.
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4.1

4 MATERIAL E MÉTODOS

Animais de laboratório utilizados

Foram utilizados, ao todo, 103 ratos Wistar-Kyoto machos em jejum

durante as vinte e quatro horas prévias, com livre acesso à água e pesando

entre 220-510 gramas (peso médio 450 gramas). Durante todo o procedimento

experimental, os animais foram anestesiados com uretana por via

intraperitoneal (1,5 g/kg de peso). Cerca de 20 % dos animais faleceram antes

da conclusão do experimento, sendo os mesmos substituídos por outros.

4.2 Avaliação eletrofísiológica: eletroencefalograma
eletrocardiograma

e

Para monitorização eletroencefalográfíca e eletrocardiográfíca, foi

usado o sistema EMSA , constituído de um painel de eletrodos (pré-
amplificador), amplificadores com as constantes de tempo reajustáveis,
conversor analógico-digital com precisão de conversão de 12 bits, e um

microcomputador compatível com a marca IBM, além do "software"

Braintech , para estudo da atividade espectral e da amplitude absoluta média
das diversas faixas de fi-eqüência do eletroencefalograma. Este programa

calcula os componentes de fi-eqüência com precisão de 0,35 Hz e utiliza

épocas de 2,84 segundos. Detalhes técnicos sobre este sistema de aquisição de
dados poderão ser observados em revisões recentes de Kamp et al.(1999) e
Lesser & Weber (1999). A figura 18 esquematiza o aparato de avaliação
eletrofísiológica usado.
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Figura 18 - Sistema de captação, análise e armazenamento dos sinais eletroencefalográficos e
eletrocardiogrâficos. Este sistema originalmente é utilizado para realização de EEG digital em pacientes
humanos. Foi adaptado para uso em animais, com uülização de um menor número de eletrodos (dez).

Eletrodos subcutâneos foram inseridos na região frontal direita (F4),
frontal esquerda (F3), ambos inseridos em local correspondente à distância de
4 mm posterior às órbitas de cada lado, parietal direita (P4) e parietal esquerda
(P3), ambos inseridos em local correspondente à distância de 10 mm posterior
à inserção dos eletrodos fi-ontais. Os eletrodos referência (Cz) e terra foram
inseridos na região do násio, separados entre si por um distânca aproximada
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de 4 mm. Os eletrodos-referência (eletrodos de superfície) Al e A2 foram

aderidos às orelhas esquerda e direita, respectivamente, utilízando-se pastas
condutoras especiais. Eletrodos, também de superfície, foram aderidos às

patas dianteiras direita e esquerda (T3 e T5) com a utilização da mesma pasta
condutora para monitorização eletrocardiográfíca. Os eletrodos auriculares e

das patas foram confeccionados a partir de pequenas pinças metálicas. Os
eletrodos subcutâneos foram confeccionados a partir de eletrodos monopolares
utilizados em eletromiografía.

Períodos de cerca de dois em cada dez minutos de registro da

atividade eletrofísiológica (EEG e ECG) foram gravados no disco rígido do

microcomputador para posterior análise. Períodos adicionais de registro foram

eventualmente gravados, caso algum aspecto de interesse fosse detectado

durante a visualização da monitorização.

A análise quantitativa das amplitudes absolutas médias das diversas

faixas espectrais de frequência eletroencefalográfícas foi feita pela escolha de

épocas de 2,84 segundos do eletroencefalograma gravado no disco rígido.

Épocas contendo artefatos foram rejeitadas. Cinco a quarenta épocas de cada

registro por grupo experimental gravado foram escolhidas para o

processamento computadorizado das amplitudes absolutas médias regionais de

cada faixa de frequência espectral do EEG (alfa, betai, betas, betas, teta e

delta). Não se incluiu nesta avaliação a ativídade eletrocardiográfíca captada
pêlos eletrodos T3 e T4. As seguintes faixas de 6'eqüência da atividade
eletroencefalográfíca foram usadas em nosso estudo: alfa (8,09 a 12,66 Hz),
betai (13,01 a 19,69 Hz), betâ2 (20,84-26,02 Hz), betas (26,37 a 32,70 Hz), teta
(4,22 a 7,73 Hz) e delta (0,35 a 3,87 Hz).
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4.3 Oclusão carotídea, monitorização da pressão arterial e
infusão intracarotídea de substâncias

Foram utilizados ratos Wistar-Kyoto machos, pesando, em

média, 450g, em jejum com livre acesso à agua nas vinte e quatro horas
prévias. O procedimento cirúrgico consistiu sumariamente de uma incisão
cervical mediana, após limpeza do campo, com exposição da traquéia e
identificação das artérias carótidas comuns. Estas foram obliteradas com
fio cirúrgico de algodão. Uma cânula de polietileno (PE 50) foi inserida e
fixa no segmento cefálico (distai) da artéria carótida comum esquerda e
acoplada a uma bomba de infusão, por meio da qual se realizará a infusão
da solução das diversas substâncias utilizadas no estudo experimental a 37
°C e a um pH de 7,4; outra cânula similar foi inserida no segmento
cefálico (distai) da artéria carótida comum direita , conectada a um
transdutor P23 Staham, sendo este, por sua vez, conectado ao físiógrafo
Narco Bio System para registro da pressão intracarotídea ou arterial. Em
nosso estudo, um dos grupos de animais se submeteu a obstrução carotídea
unilateral (esquerda); neste caso, a cânula utilizada no sistema de
mensuraçâo da pressão arterial foi introduzida no segmento proximal da
artéria carótida comum esquerda, permitindo avaliação da pressão arterial
e a cânula utilizada para infusão da substância estudada foi introduzida em
seu segmento cefálico. As figuras 19, 20 e 21 detalham estes diversos
aspectos experimentais comentados.
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Figura 19 - Sistema de infusão e de captação e análise de sinais eletrofísiológicos utilizados
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AD.
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Figura 20 - Disposição dos eletrodos usados para captação de sinais
do eletroencefalograma e do eletrocardiograma.

M
]•
^
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m

Figura 21 - Artérias carótidas comuns canuladas (setas).
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4.4 Efeitos da oclusão carótides sobre a amplitude absoluta
média dos espectros do eletroencefalograma.

Nesta fase experimental, a isquemia foi induzida por oclusão das

artérias carótidas comuns e o exame eletrofísiológico foi realizado

concomitante à infusão intracarotídea esquerda, a 44,82 ^1/lOOg/min, de
solução salina a 0,9 % durante sessenta minutos.

No grupo controle, constituído por oito ratos, cada animal foi

submetido a exame de eletroencefalograma (EEG) e eletrocardiograma
(ECG) durante trinta minutos, seguindo-se os mesmos procedimentos
descritos no item 4.2.

Os mesmos animais do grupo controle se submeteram à

intervenção cirúrgica, após retirada dos eletrodos para o estudo

eletrofísiológico, conforme procedimentos descritos no item 4.3,

promovendo-se, assim, a obstrução bilateral das carótidas comuns,

introdução das cânulas para monitorização da pressão arterial e infusão

intracarotídea esquerda de solução salina. Os eletrodos para captação dos

sinais eletroencefalográfícos e eletrocardiográfícos foram reposicionados e

o registro eletrofísiológico, bem como da pressão intracarotídea, foram
iniciados logo após iniciada a perfusâo intracarotídea esquerda da solução
salina. A solução salina foi infundida a 166 til/min durante sessenta
minutos.
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Caso a monitorização da pressão intracarotídea ou o registro

eletrocardiográfíco denotasse instabilidade autonômica (variação

importante da pressão ou arritmia cardíaca), o animal era eliminado da
análise. Os animais foram sacrificados com dose letal de uretana após o
término do experimento.

A análise computadorizada das amplitudes absolutas médias dos

espectros do eletroncefalograma a partir da escolha das épocas de registro,

tanto no grupo controle, quanto no grupo de tratamento, foi feita,
conforme descrito no item 4.2.

Nesta fase experimental do presente estudo, a análise da

amplitude da região posterior esquerda não foi incluída, porquanto o

programa de computador usado no processamento levou em consideração

a atividade regional, e não somente do local usado para inserção do

eletrodo. Os eletrodos utilizados para captação eletroencefalográfíca desta

região (T3 e T5) foram utilizados, em nosso modelo, para captação do
eletrocardiograma.

O teste t-Student pareado (Daniel, 1991 b) foi usado para

comparação dos valores das amplitudes de cada espectro de frequência em
cada região entre os grupos-controle e de tratamento. O teste de

normalidade, envolvendo os dados de cada dois grupos comparados, foi
processado e, havendo falha, processou-se também o teste de Wilcoxon

("Wilcoxon Rank Test") (Daniel, 1991a). Diferenças significativas foram
consideradas quando P<0,05.
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4.5 Infusão intracarotídea de glutation reduzido (0,12 mM)

e amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalográficos em ratos com oclusão das
artérias carótidas cumuns .

Oito ratos Wistar-Kyoto foram usados nesta fase experimental e

distribuídos em dois grupos pareados (n=S), sendo um constituído por

animais com obstrução bilateral de carótidas comuns e o outro formado

pêlos mesmos animais, e infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12

mM de glutation reduzido a 38,99 |Lil/100g/min, durante sessenta minutos,

com pH ajustado em 7.4 e temperatura de 37°C. O glutation reduzido foi

adquirido da "Sigma Chemical Company, St. Louis, USA".

O estudo do grupo-controle, constituído pelo registro

eletroencefalográfíco, eletrocardiográfíco e monitorização da pressão
intracarotídea foi feito durante 30 minutos e o do grupo de tratamento foi

realizado durante aproximadamente 60 minutos, seguindo-se, em linhas

gerais, os mesmos procedimentos descritos no item 4.4, porém, ao invés

de salina, foi infundida solução 0,12 mM de glutation, conforme
ressaltado. Os animais foram sacrificados no fim do experimento com
dose letal de uretana.
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Como já ressaltado, a análise quantitativa do EEG foi feita com a

escolha de épocas de 2,84 segundos de duração a partir do EEG gravado no
disco rígido; este procedimento matemático permitiu o cálculo da média das
amplitudes absolutas de todas as faixas espectrais de fi-eqüência do
eletroencefalograma. Com a atualízaçâo do "software'", estes valores foram
específicos para cada região abordada pelo eletrodo correspondente e não
representava a média regional, como no item anterior.

Para comparação das médias das amplitudes absolutas médias dos

espectros de frequência do eletroencefalograma em cada região entre os

grupos controle e de tratamento, seguiu-se o mesmo procedimento estatístico
do item anterior.

4.6 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das

carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução de
solução 1,2 mM de glutation reduzido

Oito ratos Wistar-Kyoto foram usados e o mesmo procedimento

experimental anterior (item 4.4) foi seguido, no entanto, a concentração de

glutation reduzido usada na infusão intracarotídea esquerda foi 1,2 mM e a
velocidade de infusão foi de 43,67 tiVlOOg/min, durante sessenta minutos.
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4.7 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução
salina

Nove ratos foram usados e o mesmo procedimento experimental

anterior (item 4.6) foi seguido, no entanto, solução salina 0,9 % a 43,70 ^il/lOO

g/min, durante sessenta minutos, foi usada para infusão intracarotídea
esquerda, ao invés de solução de glutation.

4.8 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos: ratos sem isquemía; com oclusão
da carótida comum esquerda; com oclusão da carótida
comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de
glutation 1,2 mM.

Neste procedimento, foram utilizados oito animais. Diferentemente

dos gmpos anteriores, apenas a artéria carótida comum esquerda foi
obliterada, sendo a monitorização da pressão arterial realizada por meio de
uma cânula introduzida no segmento proximal da carótida comum esquerda e
a infusão de glutation reduzido possibilitada pelo acesso de seu segmento
cefálico, através de inti-oduçâo de uma cânula, conforme explicado. Os oito
animais participaram de três grupos de estudo: o gmpo constituído por
animais anestesiados, sem obstrução da artéria carótida (SÓ), o grupo
constituído pêlos mesmos animais com obstrução da artéria carótida externa
(CE) e o gmpo constituído pêlos mesmos animais com obstrução da artéria
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carótida externa e infusão íntracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de
glutation reduzido a 41,50 ^1/lOOg/min (CEG). O primeiro gmpo se submeteu
apenas a monitorização com registro eletrocardiográfico e
eletroencefalográfíco durante quinze minutos; o segundo grupo também se
submeteu ao mesmo procedimento durante mais quinze minutos; o terceiro

grupo foi mantido sob monitorização da pressão arterial, registro
eletroencefalográfíco e eletrocardiográfíco durante sessenta minutos. A
gravação da aquisição dos sinais eletroencefalográfícos e eletrocardiográfícos
em disco rígido obedeceu aos mesmos princípios citados.

A análise quantitativa das amplitudes absolutas médias das diversas

faixas espectrais de frequência do EEG foi feita, utilizando-se os mesmos
métodos comentados anteriormente.

Análise de Variância (ANOVA "ONE WAr' RM) foi utilizada
para estudo das diferenças de amplitude absoluta média das diversas faixas
espectrais do eletroencefalograma em cada região entre cada dois dos três
grupos (Daniel, 1991 c). Quando o teste de normalidade realizado com os

dados obtidos de cada três grupos comparados falhou, a Análise de Variância
de Medidas Repetidas de Friedman foi realizada (Daniel, 1991a). Quando o
valor de P foi menor do que 0,05, foram adotados os procedimentos de
comparação de pares múltiplos ou método de Student-Newman-Keuls (Daniel
1991 c) para identificação dos gmpos pares em que a diferença entre os valores
da amplitude absoluta média foi estatisticamente significativa (P<0,05).



99

4.9 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução de
solução 2,1 mM de L-cistina.

O procedimento experimental adotado foi o mesmo descrito no item

4.5, no entanto, no lugar da solução de glutation reduzido, solução 2,1 mM de

L-cistina foi usada em infusão intracarotídea esquerda a 43,32 jLiVlOOg/min,
durante sessenta minutos, em cada animal dos nove utilizados. Para o preparo
da solução de L-cistína, procedeu-se do seguinte modo; 50 mg de L-cistina
foram dissolvidas em l ml de DMSO (dimetilsulfóxido). Esta solução foi
dividida igualmente em 10 tubos, contendo aproximadamente 100 ^il cada. Em
cada tubo foi adicionada solução salina até completar o volume total de 10 ml.
O conteúdo do último tubo foi desprezado. O pH de cada solução foi ajustado
em 7,4 e a temperatura foi mantida em 37 °C imediatamente antes da infusão.
L-cistína e DMSO foram adquiridos da "Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA".

A comparação dos valores das amplitudes absolutas médias de cada
espectro de frequência, em cada região, entre os grupos controle e de
tratamento incluiu o mesmo processamento estatístico comentado no item 4.4.
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4.10 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução 1,2
mM de L-glutamina.

Oito ratos Wistar-Kyoto foram usados e o mesmo procedimento

experimental do item 4.9 foi seguido; no entanto, através do segmento cefálico
(distal) da artéria carótida comum esquerda de cada animal, foi feita infusão
de solução 1,2 mM de L-glutamina, com pH ajustado para 7,4, a 42,94
(il/lOOg/min, durante sessenta minutos. A temperatura da solução no início da
infusão foi 37 OC. A análise matemática das amplitudes absolutas médias dos
espectros de frequência do eletroencefalograma, bem como, o processamente
estatístico foram os mesmos usados no item anterior. L- glutamina foi
adquirida da "Sigma Chemical Company, St. Louis, USA."5;

4.11 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de ácido a-

lipóico 3,03 mM.

Sete ratos Wistar-Kyoto foram usados e o mesmo procedimento

experimental do item 4.9 foi seguido; no entanto, através do segmento cefálico
(distal) da artéria carótida comum esquerda de cada animal, foi feita infusão
de solução 3,03 mM de ácido alfa-lipóico, com pH ajustado em 7,4, a 41,91
^VIOO g/min, durante trinta minutos, e a temperatura de 37 °C no início da
infusão. Esta infusão foi feita durante cerca de trinta minutos. Foram feitos os

registros do eletroencefalograma e eletrocardiograma, bem como, a
monitorização da pressão íntoracarotídea durante quinze minutos antes da
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infusão intracarotídea de ácido a-lipóico (controle) e durante os trinta minutos
de infusão do mesmo (tratamento). Seguiram-se os mesmos métodos de
registro e gravação do eletroencefalograma e eletrocardiograma no disco
rígido do microcomputador. O ácido a-lipóico foi adquirido da "Sigma
chemical company. St. Louis, USA".

Durante a análise do comportamento das amplitudes absolutas

dos espectros eletroencefalográfícos, verifícou-se um padrão de redução
inicial dessas amplitudes e um tendência posterior à recuperação. Assim
foram considerados quatro grupos para análise dos resultados: o grupo

Isquemia, constituído pêlos ratos antes da infusão do ácido a-lipóico, o
grupo Inicial, constituído pêlos mesmos animais no período inicial de
infusão intracarotídea do ácido a-lipóico, o grupo Intermediário,
constituído pêlos mesmos animais na fase intermediária de infusão

intracarotídea do ácido a-lipóico, e o grupo Final, constituído pêlos

mesmos animais na fase final de infusão intracarotídea do ácido a-lipóico.
As fases inicial, intermediária e final de infusão do ácido a-lipóico
tiveram, cada uma, duração de cerca de dez minutos. O exame
eletroencefalográfíco e eletrocardiográfíco correspondente ao grupo
Isquemia teve duração de quinze minutos.

O estudo estatístico das amplitudes absolutas médias das
diversas faixas de frequência do eletroencefalograma dos quatro grupos
utilizou a Análise de Variância (ANOVA "One Way"), conforme
comentado no item 4.8, sendo consideradas estatisticamente significativas
as diferenças das médias das amplitudes absolutas médias entre cada dois
grupos, quando P<0,05.
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4.12 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de ácido a-

lipóico 6,06 mM.

Seis ratos Wistar-Kyoto foram usados, tendo sido seguido o mesmo
procedimento experimental do item anterior; no entanto, a concentração de

ácido a-lipóico usado na infusão intracarotídea esquerda foi 6,06 mM e a
velocidade de infusão foi 45,87 ^iVlOOg/min , durante trinta minutos.

Como não foi observado o mesmo padrão de evolução das
amplitudes absolutas médias durante o registro eletroencefalográfíco
comentado no intern anterior, foram considerados dois grupos para tratamento
estatístico dos resultados: Isquemia, constituído por animais com obstrução

das artérias carótidas comuns e Infusão de Acido a-lipóico, constituído pêlos
mesmos animais com obstrução carotídea bilateral e que se submeteram a

infusão intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico. O registro
eletroencefalográfíco e eletrocardiográfíco, bem como, a monitorização da
pressão arterial no grupo Isquemia foram feitos durante quinze minutos, e no

gmpo Infusão de Acido a-lipóico, foram procedidos durante trinta minutos.
O teste t-student pareado foi usado na análise estatística dos

resultados dos dois grupos estudados, conforme procedimento descrito no item

4.4, sendo consideradas significativas as diferenças das médias das amplitudes
absolutas médias , quando P<0,05.
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4.13 Amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de ácido a-
lipóico 60,6 mM.

Seis animais foram utilizados nesta fase experimental. Foram
seguidos os mesmos procedimentos experimentais descritos no item anterior;
no entanto a concentração do ácido a-lipóico usado na infusão intracarotídea
esquerda foi 60,6 mM, sendo esta realizada a 44,84 ^VlOOg/min, durante
trinta minutos. Foram considerados dois gmpos para tratamento estatístico dos
resultados: Isquemia, constituído por animais com obstrução das artérias
carótidas comuns e Infusão de Acido a-lipóico, representado pêlos mesmos
animais com obstrução carotídea bilateral e que se submeteram a infusão
intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico. O registro eletroencefalográfíco e
eletrocardiográfíco, bem como, a monitorização da pressão arterial no grupo
Isquemia foram feitos durante quinze minutos, e, no grupo Infusão de Acido
a-lipóico, foram realizados durante trinta minutos.

O teste t-student pareado foi usado na análise estatística dos
resultados dos dois gmpos estudados, conforme procedimento descrito no item
4.4, sendo consideradas significativas as diferenças das médias das amplitudes
absolutas médias , quando P<0,05.
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4.14 Dosagem de glutation reduzido em fragmentos de córtex
cerebral de ratos Wistar-Kyoto

Este estudo experimental se processou em várias etapas:

determinação da curva-padrão de glutation reduzido, dosagem de glutation em

fragmentos de córtex cerebral de ratos anestesiados; de ratos anestesiados e
com obstrução das artérias carótidas comuns; de ratos anestesiados com

obsfrução das artérias carótidas comuns e após infusão intracarotídea esquerda

de solução 1,2 mM de glutation reduzido a 43,67 ^V100g/min,durante

sessenta minutos; de ratos anestesiados com obstrução das artérias carótidas

comuns e após infusão intracarotídea esquerda de 5 ml de solução 6,06 mM de

ácido a-lipóico a 45,87 ^1/lOOg/min, durante trinta minutos e de ratos

anestesiados anestesiados com obstrução das artérias carótidas comuns e após

infusão intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico,
durante trinta minutos.

Para detenninação da curva-padrão de glutation e dosagem do

mesmo em fragmentos cortícais cerebrais de ratos Wistar-Kyoto, foram

utilizados os seguintes reagentes: DTNB ou ácido 5,5'ditiobis-(2-

nitrobenzóico) adquirido da "Aldrích Chemical Company, Milwaukee, Wis." -

40 mg para 100 ml de citrato de sódio a 1 %; tampão fosfato - 21,3 g de

Na2ÍíP04 para 500 ml de HsO destilada; TCA (ácido tricloroacético) diluído a

6 %; solução l % de citrato de sódio (l g de citrato de sódio diluído em 100 ml
de H2Ü destilada).

A dosagem de glutation em nossos experimentos foi feita por

espectrofotometria, sendo usado o método de Beutler et al. (1963) modificado.
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4.14.1 Determinação da curva padrão de glutation

O glutation reduzido foi adquirido comercialmente da "Sigma
Chemical Corporation". Foram preparadas soluções de glutation reduzido em
HzO destilada nas concentrações de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100
tig/ml.

Foram separados dez tubos de ensaio em condições adequadas de
uso e, em cada um destes tubos, realizou-se a mistura de l ml da solução de
glutation reduzido em cada uma das concentrações a l ml de solução de TCA
a 6 %. Para calibração do espectrofotômetro, foi utilizada uma mistura
denominada "branco", contendo 500 \ii de HiO destilada, 500 ^1 de TCA a

6%, 4 ml da soluçâo-tampâo de Na2HP04 na concentração citada
anteriormente e 500 ^il de solução de DTNB em citrato de sódio, também na

concentração mencionada. Esta mistura foi levada ao espectrofotômetro e lida
a um comprimento de onda de 412 nm, calibrando-se, então, a absorbância em
zero. A seguir, misturam-se 500 ^il da solução de glutation reduzido
provenientes de cada um dos dez tubos e, portanto, com concentração
conhecida a uma soluçâo-padrão contendo 500 [i\ de TCA a 6%, 4 ml da
solução-tampâo de Na2HP04 na concentração citada anteriormente e 500 4! de
solução de DTNB, também com concentração citada anteriormente,
utilizando-se dez novos tubos de ensaio. O conteúdo de cada novo tubo de

ensaio foi levado ao espectrofotômetro e o valor da absorbância foi registrado
em correspondência à concentração da solução de glutation utilizada.

A análise estatística dos valores das concentrações de glutation
reduzido utilizadas e valores da absorbância obtidos no procedimento
experimental, foi feita através do método de regressão linear simples (Daniel,
1991d).
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A tabela l detalha os valores das concentrações de glutation

reduzido e as absorbâncias correspondentes obtidas por espectrofotometria. A
correlação linear entre estas duas variáveis também é observada no gráfico l.

Concentração de glutation reduzido Oig/ml) Absorbância (nm)
10,00 0,0180
20,00 0,0550
40,00 0,1360
60,00 0,2170
80,00 0,3000
100,00 0,3790
120,00 0,4490
140,00 0.5280
160,00 0.6050
180,00 0,6920
200,00 0.7540

Tabela l - Correlação entre as concentrações de glutation pré-estabelecidas e as densidades ópücas obtidas
por espectrofotometóa. A análise de regressão destes dados deduziu a equação: Cone = 4,83 + (255,7 x DO),
onde Cone significa concentração de glutation reduzido (^g/ml) e DO, significa densidade ópüca ou
absorbância (mn).
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Gráfico l - Curva padrão de GSH (glutation reduzido). Uma correlação linear foi verificada entre os niveis de
concentração de GSH pré-estabelecidos e os valores de absorbância obtidos por espectrofotometria (R= 1,0).
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4.14.2 Determinação dos níveis de glutation reduzido em fragmentos
de córtex cerebral de ratos Wistar-Kyoto

Foram estudados cinco gmpos de animais anestesiados com uretana:
Controle (n=4); Isquemia (n=5), constituído por ratos com isquemia cerebral
induzida por obstrução das artérias carótidas comuns; Glutatíon (n=5), grupo
constituído por ratos com isquemia cerebral induzida por obstrução de ambas
as artérias carótidas comuns e posterior infusão intracarotídea esquerda de
solução 1,2 mM de glutation reduzido a 43,67 ^1/lOOg/min, durante sessenta
minutos; Acido a-lipóico 6,07 mM (n=5), grupo composto de animais com
obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e posterior infusão
intracarotídea esquerda de solução 6,07 mM de ácido a-lipóico a
45,87|Lil/100g/min, durante trinta minutos; Acido a-Iipóico 60,6 mM (n=5),
grupo composto de animais com obstrução bilateral das artérias carótidas
comuns e posterior infusão intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM
mg/ml de ácido alfa-lipóico a 44,84^1/1 OOg/min, durante trinta minutos.

Cada animal utilizado nesta fase experimental foi anestesiado com
uretana por via intraperitoneal na dose de 1,2 g/kg de peso. O procedimento
cimrgico, em cada animal, para obtenção dos fi-agmentos de córtex cerebral
consistiu em: incisão longitudinal mediana do couro cabeludo a partir do local
correspondente ao ponto médio entre as órbitas até a região occipital,
exposição do crânio ósseo e limpeza do periósteo com visualização das
suturas e fontanelas; cuidadosa retirada do plano ósseo com utilização de uma
broca odontológica, exposição e incisão da dura-máter e aracnóide, e
exposição dos hemisférios cerebrais; retú-ada de seis fragmentos de córtex
cerebral com auxílio de um bisturi (regiões frontal, central e parietal direitas e
esquerdas). Os animais eram posteriormente sacrificados com dose letal de
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uretana. Os fragmentos de córtex eram imediatamente, após a retirada,
conservados em tubos de ensaio mergulhados em nitrogénio líquido e,
posteriormente, pesados para dosagem de glutation. Os animais de todos os
grupos, com exceção dos ratos do grupo Controle, previamente, se
submeteram a obstrução das artérias carótidas comuns, conforme descrição
anterior. Os animais dos gmpos Glutation, Acido a-lipóico 6,06 mM e
Acido a-lipóico 60,6 mM se submeteram, após obstrução das artérias
carótidas comuns, à iníüsão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de
glutatíon reduzido, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico e de solução 60,6
mM de ácido a-lipóico respectivamente, conforme descrito acima.

A seguir, os fragmentos de córtex cerebral, após pesados, foram
macerados e homogeneizados em solução a 6 % de TCA. Para cada 50 mg de
tecido cortical foi utilizado l ml da solução de TCA. Cada homogeneizado era
centrifügado (4.000 r.p.m.) durante dez minutos. De cada tubo foram colhidos
500 (il do sobrenadante e reconduzidos a oufros tubos aos quais eram
adicionados 500 ^il de TCA a 6 % (no tubo "branco" usado como prova foi
usado l ml de TCA a 6%, não sendo adicionado sobrenadante). A todos os
tubos eram adicionados 4 ml de Nâ2HP04 e 500 |il de DTNB. O material de
cada tubo era analisado em espectrofotômetro e a absorbância era registrada.
A partir destes valores e, com utilização da equação de padronização obtida
pela análise de regressão linear (veja item 4.14.1), foi possível calcular as
concentrações de glutation reduzido na solução analisada por
espectrofotometria e, conseqüentemente, a concentração do mesmo, obtido de
cada mg de córtex cerebral.

O teste t-student para estudo comparativo entre os gmpos controle e
os diversos gmpos de tratamento foi utilizado como instrumento de análise
estatística. Diferenças foram consideradas significativas quando P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da isquemia induzida por obstrução bilateral das

artérias carótidas comuns sobre a amplitude absoluta

média dos espectros do EEG

As tabelas 2 a 7 demonstram os valores das amplitudes absolutas

médias dos espectros de jfreqüência do EEG (alfa, betai, beta2, beta3, delta e
teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no grupo controle (ratos

anestesiados) e no grupo isquemia (mesmos ratos anestesiados com obstrução

bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de

solução salina). As tabelas 8 e 9 demonstram os valores de P e as médias das

amplitudes médias absolutas ± erro padrão da média respectivamente. Os

gráficos 2 a 7 resumem os achados estatísticos e a figura 22 demonstra um

EEG no animal controle e com isquemia.

Alfa
(região anterior direita)

Alfa
(região anterior esquerda)

Alfa
(região posterior direita)

Controle | Isquemia | Controle | Isquemia | Controle | Isquemia
14,58 4,31 24,13 4,60 16.05 3,89
6,26 4,45 15,44 5,06 13,07 3,21
39,16 5,76 24,34 6,37 16,04 6,01
23,00 6,77 22,97 6,56 23,85 6,32
17,95 4,08 18,20 9,44 15,59 2,45
21,27 2,92 20,09 2,06 13,27 2,79
28,40 4,48 32,48 5,63 19,99 3,67
27,55 3,81 13,73 3,08 17.00 3,20

Tabela 2- Amplitudes absolutas médias (pV) da faixa de fi-eqüência alfa processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana: grupos controle
e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).
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Betai
(região anterior direita)

Beta2
(região anterior direita)

Betas
(região anterior direita)

Controle | Isquemia | Controle | Isquemia | Controle | Isquemia
22,45 4,39 16,52 2,63 15,61 2.15
7,36 4,63 5,32 3,97 3,48 _3,5A_
28,20 5,35 15,43 3,79 10,26 3,40
22,18 7,64 16,44 8,41 9,48 6,02
15,47 4,04 8,84 2,78 6,09 2,11
21,12 4,77 15,38 3,38 11,16 3.34
39,02 3,96 24,42 2,73 19,26 2,60
22,98 4,23 18,46 5,42 12,95 5,85

Tabela 3- Amplitudes absolutas médias (|^V) da faixa de fi-eqüência beta da região anterior
direita processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com
uretana: gmpos controle e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).

Betai
(região posterior direita)

Beta;
(região posterior direita)

Betaa
(região posterior direita)

Controle | Isquemia | Controle | Isquemia | Controle | Isquemia
21,99 3,96 17,22 2,41 14,76 1,87
12,77 3,57 6,71 3,42 4,64 3,41
15,08 5,90 12,56 4,55, 9,60 4,02
20,79 7,86 16,50 9,54 10,51 6,82
17,60 3,04 10,74 2,59 7,14 2,48
16,83 4,64 13,78 3,90 10,83 3,89
33,76 3,89 31,60 3,7_1_ 23,58 3,45
25,56 4,41 17,64 4,47 13,05 6,29

Tabela 4- Amplitudes absolutas médias ((^V) da faixa de frequência beta da região posterior
dü-eita processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com
uretana: gmpos controle e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).
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Betai
(região anterior esquerda)

Betaz
(região anterior esquerda)

Beta3
(região anterior esquerda)

Controle | Isquemia | Controle | Isquemia | Controle | Isquemia
39,94 5,34 21,83 3,16 16,38 2,60
13,93 6,30 7,51 5,33 4,97 4,50
20,90 5,63 13,65 4,06 10,05 3,91
22,96 7,55 16,75 8,55 9,87 6,16
16,94 8,99 8,54 5,56 5,56 4,06
18,25 2,96 14,31 2,54 10,25 2,76
46,13 5,40 24,54 3,66 19,90 3,27
16,06 4,79 15,41 6,65 10,33 6,77

Tabela 5- Amplitudes absolutas médias (pV) da faixa de frequência beta da região anterior
esquerda processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com
uretana: grupos controle e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).

Delta
(região anterior direita)

Delta
(região anterior esquerda)

Delta
(região posterior direita)

Controle | Isquemia | Controle Isquemia | Controle | Isquemia
36,28 10,84 72,14 9,89 31,47 10,05
9,83 8,43 26,02 7,05 21,85 6,99
54,83 15,27 41,06 16,08 29,18 14,93
63,31 15,52 58,56 16,24 50,32 15,60
24,93 9,62 35,85 15,73 23,47 8,39
26,49 5,99 27,12 4,94 15,34 5,01
47,23 8,95 50,34 10,54 28,55 8,88
78,55 7,54 59,04 6.05 37,75 6,34

Tabela 6- Amplitudes absolutas médias (|iV) da faixa de frequência delta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana: grupos controle
e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).
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Teta
(região anterior direita)

Teta
(região anterior esquerda)

Teta
(região posterior direita)

Controle | Isquemia | Controle Isquemia | Controle | Isquemia
18,22 6,78 29,05 7,59 14,59 5,36
9,71 6,53 24,71 8,23 19,91 3,76
45,01 9,90 29,92 10,06 19,24 10,48
33,59 10,77 31,49 10,67 30.32 10,36
20,92 6,17 24,53 14,13 15,82 2,95
28,5 6,96 27,28 3,01 14,33 3.84
45,31 6,42 45,79 9,15 37,34 4,86
44,15 4,83 59,04 6,30 27,64 2,72

Tabela 7- Amplitudes absolutas médias (|iV) da faixa de 6'eqüência teta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana: grupos controle
e isquemia (oclusão das artérias carótidas comuns).

Região
p

Betaa Beta2 Beta, Alfa Teta Delta

Anterior
direita

0,0062 0,0013 0,0011 0,0012 0,0017 0,0038

Posterior
direita

0,0143(t)
0,0078(x)
0,0084(st)

0,0034 0,0004 <0,0001 0,0008 0,0003

Anterior

esquerda
0,0139 0,0031

0,0143(t)
0,0078(x)
0,003 8(st)

0.0001 0,0010 0,0005

Tabela 8 - Nível de significânica (P) com relação à redução da amplitude dos potenciais do
eletroencefalograma induzida por obstrução bilateral das carótidas comuns de ratos Wistar-
Kyoto; (t) significa estatístico; (x), exato; (st), teste t-Student; (x) e (st) se referem ao teste
"Wilcoxon Signed Rank".
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Gráfico 7 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a amplitude absoluta do espectro teta do
eletroencefalograma de ratos Wistar-Kyoto anestesiados. A isquemia induzida determina redução significativa
da amplitude absoluta dos potenciais eletroencefalográficos. Obs. * significa P<0,05; AD, região anterior
direita; AE, região anterior esquerda; PD, região posterior direita; C, grupo controle; I, grupo com isquemia
por obstrução das artérias carótidas comuns.
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F3-Rf
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A - Sem isquemia
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n
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B - Com isquemia

Figura 22 -EEG de rato sem e com isquemia: observa-se importante redução da amplitude dos potenciais
após instalada a isquemia. Obs. F3 e F4 significam frontal esquerdo e parietal esquerdo respectivamente; P3 e
P4, parietal esquerdo e direito, respectivamente; Rf, referência.
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Foram verificadas diferenças estatisticamente significativas, quando
as amplitudes absolutas médias de cada fabía espectral de fi-eqüência do EEG
(alfa, betai, betâ2, betâ3, teta e delta) captada nas regiões anterior direita,
anterior esquerda e posterior direita do grupo controle e dos mesmos animais,
então fazendo parte do gmpo isquemia secundária à obstrução das artérias
carótidas comuns, foram comparadas (tabela 8, gráficos 2 a 7). Não foi
mcluída, na análise estatística, a região posterior esquerda. Os eletrodos desta
região foram utilizados para a monitorização do eletrocardiograma. A figura
22 representa o registro gráfico de monitorização eletrofisiológica de um dos

animais utilizados no estudo, em que, visualmente, se observa a redução da
amplitude dos potenciais cerebrais induzida por isquemia. A análise da tabela
8 nos induz a verificar que as faixas espectrais de menor fi-eqüência (alfa, teta
e delta) ofereceram as mais significativas reduções da amplitude absoluta,
quando a isquemia foi experimentalmente induzida (P<0,004). O conjunto das

faixas de frequência espectral beta ofereceu reduções menos significativas da
amplitude absoluta após isquemia (P<0,02), quando comparadas com as faixas

de fi-eqüência menor. O estudo estatístico envolvendo os espectros betas da
região posterior direita e betai da região anterior esquerda revelou falha do
teste de normalidade. Neste caso, os valores das medianas foram utilizados

para aplicação do teste "Wilcoxon Signed Rank" (Daniel, 1991a) em adição

ao estudo estatístico previamente realizado. Os resultados então obtidos com a
aplicação deste teste foram similares aos anteriormente obtidos, não alterando
as conclusões prévias.

l .
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5.2 Açãò da solução 0,12 mM de glutation reduzido em
infusão intracarotídea a 38,99 til/IOOg/min, durante

sessenta minutos, sobre as amplitudes absolutas

médias dos espectros eletroencefalográficos de ratos
com oclusão das artérias carótidas cumuns

As tabelas 10al5el8a23 demonstram os valores das amplitudes

absolutas médias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa,
betai, betaz, betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no
grupo controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das
artérias carótidas comuns) e no grupo tratamento (mesmos ratos, nos quais se

promoveu mfusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation
reduzido). As tabelas 16, 25 e 26 demonstram os valores das médias das

amplitudes médias absolutas ± erro padrão da média, e as tabelas 17 e 24
demonstram os valores de P. Os gráficos 8 a 13, expressando a atividade não
hipersíncrona, e 14 a 19, expressando a atividade hipersíncrona, resumem os
achados estatísticos; a figura 23 demonstra eletroencefalograma com atividade

hipersíncrona do animal com isquemia e infusão intracarotídea esquerda de
solução de glutation reduzido.

A análise do eletroencefalograma dos animais desta fase do

experimento permitiu a distinção de dois padrões eletrofisiológicos distintos:
uma atividade, provavelmente significando atividade cortical secundária à

modulação subcortical, similar aos padrões de fusos de sono (ritmo sigma) de
potenciais agudos de vertex, e uma atividade de base, igual ao observado nos
experimentos anteriores, e se distribuindo nas faixas de frequência já
estudadas. A primeu-a foi considerada pelo pesquisador como atividade
hipersíncrona e a segunda, como atividade não hipersíncrona. A fígura 23
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demonstra a atividade hipersíncrona. Nem todos os anünais apresentaram

atividade hipersíncrona, razão por que algumas tabelas apresentam espaços
sem dados, e os cálculos estatísticos foram realizados, utilizando-se apenas
dos animais em que se pôde realizar comparações pareadas.

Neste estudo foram utilizados nove ratos. As médias das amplitudes

absolutas médias dos diversos espectros de ondas do eletroencefalograma,
envolvendo atividade não hipersíncrona, são individualmente apresentadas nas
tabelas 10 a 15. O teste de normalidade envolvendo os valores médios das

amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do eletroencefalograma
não falhou nas diversas regiões, com exceção dos espectros beta (betai, betaz e
beta3) na região frontal direita e do espectro betâ3 na região parietal esquerda.
A análise estatística no último caso também incluiu o teste "Wilcoxon Signed
Rank" (já referido).

A tabela 16 e os gráficos 8 a 13 demonstram uma elevação das

médias das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do
eletroencefalograma em todas as regiões, com exceçâo do espectro teta nas
regiões fi-ontais e parietal esquerda, e do espectro delta nas regiões frontal e
parietal du'eitas com a infusão de glutation reduzido 0,12 mM (38,99
pl/lOOg/min). Tal elevação não é estatisticamente significativa (tabela 17).

Assim, a infusão intracarotídea de glutation reduzido 0,12 mM a

38,99 pV100g/min,durante 60 minutos, em ratos Wistar-Kyoto submetidos

previamente a obstrução bilateral das carótidas comuns, não determinou

aumento significativo das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros
do eletroencefalograma.
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As médias das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros
de ondas do eletroencefalograma, envolvendo atividade hipersíncrona, são
individualmente apresentadas nas tabelas 18 a 23. Os espaços vazios nestas
tabelas indicam que a atividade hipersíncrona não foi obtida. Dos nove
animais estudados, seis não apresentaram atividade hipersíncrona, quando
constituíram o grupo com isquemia, e apenas dois do grupo com isquemia e
durante infusão mtracarotídea de glutation reduzido 0,12 mM não
apresentaram atividade hipersíncrona. A tabela 25 relaciona as médias das
amplitudes absolutas médias dos diversos espectros, incluindo aqueles que não
apresentaram atividade hipersíncrona nos grupos Isquemia e Infusão de
glutatíon. A tabela 26 apresenta as médias das amplitudes absolutas médias
dos espectros em que os grupos (Isquemia e Infusão de glutatíon), em
comparação pareada, apresentaram atividade hipersíncrona. Assim, para
interpretação dos resultados, apenas a tabela 26, entre as duas últimas, foi
levada em consideração.

Observa-se um aumento inconstante da média das amplitudes
absolutas médias dos diversos espectros de ondas do eletroencefalograma nos
grupos Isquemia e Infusão de glutation; isto não foi verificado com o
espectro delta nas regiões fi'ontais e na região parietal esquerda, alfa na região
parietal esquerda, betai na região fi-ontal esquerda e nas regiões parietais, betaz
nas regiões parietais e beta3 na região parietal esquerda (tabela 26). O aumento
da média da amplitude absoluta média do especto betai na região frontal
direita (Isquemia e Infusão de glutation) é estatisticamente significativo
(tabela 24). As modificações das amplitudes absolutas médias, envolvendo
este espectro nas outras regiões e os demais espectros, em todas as regiões
estudadas nesta fase experimental, não foram estatisticamente significativas.
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Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

_9,71_ 13,78 9,23 12,57 22,89 29,03 23,15 25,73
47,47 45,50 41,34 37,28 46,05 64,15 48,67 53,82
37,14 31,72 57,77 43,98 69,65 52,50 117,60 86,71
23,63 34,00 23,11 25,29 28,16 35,04 26,13 35,76
43,63 63,28 39,65 73,15 40,10 44,68 34,76 60,25
39,50 47,28 52,09 68,00 55,88 64,00 59.84 73,94
35,24 47,88 33,98 38,37 53,86 61,33 49.13 86,90
49,76 52,85 40,98 39,02 39,74 41,02 34,25 35,34
26,47 28,87 17.91 24,88 16,91 31,29 25,45 25.69

Tabela 10- Amplitudes absolutas médias (f^V) da fabía de frequência alfa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (míüsão intracarotídea esquerda a 38,99 ^iVlOOg/min de solução 0,12 mM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.

Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

11,87 13,42 12,48 14,44 22,19 29,27 25,15 32,07
44,56 43,59 37,36 37,02 46,04 58,30 47,16 52,30
34,72 27,49 44,25 34,32 57,98 43,28 117,60 78,94
20,36 25,39 24,69 25,33 29,31 33,47 32,15 45,55
45,70 69,33 45,36 99,51 38,07 53,08 38,58 59,80
43,32 45,11 54,34 61,13 56,02 59,74 59,53 72,18
39,62 48,85 34,92 41,71 47,58 63,61 55,46 107,40
46,48 51,63 40,39 43,01 47,10 46,19 43,87 43,08
29,75 25,55 20,96 21,45 23,86 28,68 28,17 25,54

Tabela 11 - Amplitudes absolutas médias (pV) da faka de frequência betai processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (míüsão intracarotídea esquerda a 38,99 i^VlOOg/min de solução 0,12 mM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.
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Beta2 (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Beta; (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia -Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
9,47 10,04 10,99 11,54 14,38 16,17 17,69 20,84
36,30 30,11 29,79 27,53 34,43 31,58 36,49 36,06
18,43 16,60 21,90 18,10 32,09 22,03 69,92 51,77
13,41 16,19 16,72 15,02 18,56 21,23 20,46 28,56
26,90 38,92 28,91 70,57 26,46 32,52 28,02 36,58
27,59 29,47 28,64 38,78 29,21 35,24 29,49 46,57
27,01 30,98 21,21 26,64 32,76 37,56 35,77 69,87
28,00 33,12 26,19 28,47 28,29 28,20 29,95 27,94
18,46 15,13 10,44 15,58 15,84 18,47 17,55 16,93

Tabela 12 - Amplitudes absolutas médias (|J.V) da fabía de frequência beta2 processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (infusão intracarotídea esquerda a 38,99 fJVlOOg/mm de solução 0,12 niM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.

Betaa (região frontal
esquerda)

Betaa (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda

Betfl3 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
6,82 8,53 6,41 7,45 10,16 12,69 10,36 14,64
20,34 20,10 17,59 18,62 19,17 23,80 19,35 24,16
13,28 10,76 14,74 12,27 22,97 15,37 39,77 35,27
14,22 13,01 14,36 10,24 16,71 14,69 16,24 17,77
17,64 22,96 20,30 46,79 19,71 21,95 21,33 26,77
21,26 23,65 20,81 26,98 24,45 26,80 21,07 31,20
19,48 22,53 15,33 18,74 22,58 26,99 25,24 43,83
20,95 24,47 19,56 19,79 17,98 19,79 21,71 21,06
12,60 10,99 7,21 10,77 12,13 13,15 11,43 12,11

Tabela 13 - Amplitudes absolutas médias (jiiV) da faixa de fi-eqüência betaa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (infusão intracarotídea esquerda a 38,99 ^iVlOOg/min de solução 0,12 mM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.



•125

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutatíon

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutatíon

Isquemia Infusão de
glutation

122,90 172,80 109,00 156,70 89,59 112,40 86,57 111,00
491,70 481,70 450,10 415,60 374,20 370,50 445,40 431,80
165,60 179,90 135,80 123,20 223,20 239,20 269,40 268,90
111,60 180,30 172,10 225,10 189,80 235,00 158,20 199,30
195,70 132,70 208,10 144,70 303,50 193,10 252,60 136,90
88,87 136,40 96,89 141,70 90,75 129,10 96,08 137,60
323,40 283,50 374,80 295,90 291,90 257,90 338,40 296,90
221,10 201,60 170,50 155,90 166,50 154,20 158,20 145,80
84,04 97,79 67,55 84,06 80,85 133,70 55,55 80,84

Tabela 14 - Amplitudes absolutas médias (|^V) da fabía de fi-eqüência delta processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (iníüsão intracarotídea esquerda a 38,99 (iVlOOg/min de solução 0,12 mM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.

Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

26,64 51,21 29,21 50,31 39,51 49,35 44,13 53,40
91,41 87,71 77,42 68,94 85,33 102,40 85,77 92,47
52,63 46,14 123,50 70,60 92,61 79,90 112,50 113,70
59,18 35,88 54,92 32,07 60,41 40,64 61,56 45,20
77,77 76,50 63,40 92,39 65,93 60.40 55,08 65,13
44,54 59,08 63,63 79,22 71,17 78,65 73,02 91,10
61,27 59,93 75,53 56,70 89,51 74,65 81,89 91,89
81,10 65,24 67,89 53,65 84,01 61,94 68,15 56,83
37,14 38,66 23,24 27,91 27,56 41,17 26,73 40,11

Tabela 15 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da faixa de fi-eqüência teta processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com
obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (infusão intracarotídea esquerda a 38,99 |iiV100g/min de solução 0,12 mM de
glutation reduzido). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.



Grupo

Frontal
esquerdo

Isquemia

Betâ3

16,29 ±
1,63

Beta;

22,84 ±
2,82

Betai

35,15 ±
4,09

Alfa

34,73 ±
4,27

Teta

59,08 ±
7,14

Infusão de
glutation

17,44 ±
2,16

24,51 ±
3,35^

38,93 ±
5,76

40,57 ±
4,95

57,82 ±
5,69
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Delta

200,55 ±
44,30

207,41 ±
38,40

Frontal
direito

Isquemia
15,15 ±
1,76

21,64±
2,51

34,97 ±
4,43

35,12 ±
5,28

64,30 ±
9,73

Infusão de
glutatíon

19,07 ±
4,01

28,03 ±
6,04

41,99 ±
8,51

40,28 ±
6,57

59,09 ±
7,03

198,32 ±
43,40

193,65 ±
34,50

Parietal
esquerdo

Isquemia
18,43 ±
1,61

25,78 ±
2,54

40,91 ±
4,43

41,47 ±
5,66

68,45 ±
7,58

Infusão de
glutatíon

19,47 ±
1,90

27,00 ±
2,58

46,18 ±
4,48

47,00 ±
4,67

65,46 ±
6,81

201,14±
35,30

202,79 ±
27,50

Parietal
direito

Isquemia
20,72 ±
2,89

31,70±
5,33

49,74 ±
9,34

46,55 ±
9,81

67,65 ±
8,33

Infusão de
glutatíon

25,20 ±
3,42

37,24 ±
5,54

57,43 ±
8.51

53,79 ±
8,22

72,20 ±
8,56

206,71 ±
43,20

201,00 ±
37,40

Tabela 16 - Média (|^V) ± erro padrão da média (|LiV) das amplitudes absolutas médias dos
espectros de frequência do EEG de grupos pares de animais (n=9): Isquemia (obstrução
bilateral das carótidas comuns) e Infusão de glutation (mesmos animais com infusão
intracarotídea de glutation 0,12 mM). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.

Grupos
comparados

p
Beta3 Beta2 Beta, Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IG) 0.2300 0,3745 0,2422 0,0517 0,7996 0,6522

Frontal D (I)
Frontal D (IG)

0,1925(t)
0,2031 (x)
0,2278(st)

0,155 l(t)
0,164 l(x)
0,2070(st)

0,1232(0
0,1289(x)
0,2841 (st)

0,2799 0,5584 0,7812

Parietal E (I)
Parietal E (IG)

0,2361 (t)
0,2500(x)
0,4324(st)

0,4946 0,1300 0,1317 0,5701 0,9248

Parietal D (I)
Parietal D (IG) 0,0809 0,2829 0,3609 0,2858 0,2667 0,7396

Tabela 17 - Significância (P) relativa à modificação da amplitude dos potenciais do EEG
mduzida por infusão intracarotídea de GSH (0,12 mM) em ratos Wistar-Kyoto com
obstrução das carótidas comuns; (t) significa estatístico; (x), exato; (st), teste t-Student; D,
direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IG), isquemia e infasão intracarotídea esquerda de GSH
(0,12 mM); (x) e (t) se referem ao teste "Wilcoxon Signed Rank". Apenas a atividade não
hipersmcrona foi analisada.
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Gráfico 8 - Modificação da amplitude absoluta média do espectro alfa (atividade somente nâo-hipersmcrona)
induzida por infiisão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia
devida a obstrução bilateral das artérias carótidas comuns; (IG), inftisão intracarotídea esquerda de GSH em
animais com isquemia. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Gráfico 9 - Modificação da amplitude absoluta média do espectro betai (atividade somente não hipersincrona)
induzida por infusão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia
devida a obstmção bilateral das artá-ias carótidas comuns; (IG), iníüsão intracarotídea esquerda de GSH em
animais com isquemia. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Gráfico 10 - Modificação da ainplitude absoluta média do espectro betâ2 (atividade somente não
hipersíncrona) induzida por infiisão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D,
dü'eita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea
esquerda de GSH em animais com isquemia. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de
GSH.

3t

M9

5

^
Q; »4-
UJ
+1

?
IS5

•õ
.0)

E «
«

^
s

m B

frontal E (l) FronflE(IG) RnntdD(l) Front«ID(IG) PallBtdE(I) PariflEflC» PTlrtalDfl) P»iflD(IG)

Gráfico 11 - Modificação da amplitude absoluta média do espectro betas EEG (atividade somente não
hipersíncrona) induzida por infijsão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D,
direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das artá-ias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea
esquerda de GSH em aiümais com isquemia. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de
GSH.
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Gráfico 12 - Modificação da amplitude absoluta média do espectro delta (atividade somente não
hipersíncrona) induzida por infiisão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D,
direita, (I) isquemia devida a obstmção bilateral das artà-ias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea
esquerda de GSH em animais com isquemia. Não há modificação significativa da amplitude com a infusão de
GSH.
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Gráfico 13 - Modificação da ampütude absoluta média do espectro teta (atividade somente não hipersíncrona)
induzida por infusão intracarotídea esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia
devida a obstmção bilateral das artà-ias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em
animais com isquemia. Não há modificação significativa da amplitude com a infusão de GSH.
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Em conclusão, a infusão intracarotídea esquerda de solução

0,12 mM de glutation, a 38,99 ^1/lOOg/min, durante 60 minutos,

determinou no EEG de ratos anestesiados com uretana e com isquemia

induzida por obstrução das carótidas comuns um aumento constante,

porém não significativo, das amplitudes absolutas médias de todos os

espectros de frequência da atividade eletroencefalográfíca não
hipersíncrona.

Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

134,20 124,20 84,64 116,70 120,70 102,90 134,10 106,50
108,50 141,00 122,80 164,60 134,40 157,10 213,30 244,60

110,10 129,70 125,70 107,30
155,80 119,00 141,00 196,80

251,70 96,53 118,70 104,60
79,66 79,67 68,21 74,18

145,70 164,20 171,90 264,70 130,10 124,60 131,90 171,50

Tabela 18 - Amplitudes absolutas médias (fiV) do espectro alfa do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos gmpos Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e infusão
mtracarotídea esquerda a 38,99 ^il/lOOg/min de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersíncrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do gmpo com
infusão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersíncrona;
apenas três, do grupo em que não se promoveu a infusão de glutation, apresentaram
atividade hipersmcrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersíncrona não foi obtida.
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Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

113,30 85,43 72,06 95,12 103,80 77.29 106,70 94.73
95,39 103,60 95,87 124,10 108,80 122,00 183,20 193,20

81,46 104,10 100,80 97,41
137,70 110,70 153,30 197,90
188,90 75,50 95,35 87,30
47,09 48,25 51,93 44,20

121,50 122,00 151,80 175,90 118,70 98,23 128,40 130,60

Tabela 19 - Amplitudes absolutas médias (^V) do espectro betai do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e iníüsão
intracarotídea esquerda a 38,99 ^VlOOg/min de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersíncrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do grupo com
mfüsão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersíncrona;
apenas três, do grupo em que não se promoveu a infusão de glutation, apresentaram
atividade hipersíncrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersíncrona não foi obtida.

Beta? (região frontal
esquerda)

Beta; (região frontal
direita)

Beta^ (região parietal
esquerda)

Beta2 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

43,81 39,94 38,19 36,59 44,28 37,14 50,60 39,74
42,12 51,82 47,53 54,72 50,14 56,53 97,88 93,32

40,65 50,01 50,48 56,64
58,93 56,86 70,34 106,80
77,33 37,00 45,56 40,91
23,69 28,41 26,98 21,79

51,13 50,44 69,29 68,50 56,24 46,43 62,37 61,29

Tabela 20 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro betas do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos gmpos Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda a 38,99 f^VlOOg/min de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersmcrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do grupo com
infusão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersíncrona;
apenas três, do gmpo em que não se promoveu a míüsão de glutation, apresentaram
atividade hipersmcrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersíncrona não foi obtida.
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Betaj (região frontal
esquerda)

Beta3 (região frontal
direita)

Bet23 (região parietal
esquerda)

Betaa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
GIutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

51,13 50,44 69,29 68,50 56,24 46,43 62,37 61,29
20,44 28,46 26,31 32,19 34,47 31,12 54,94 53,26

24,67 28,41 29,44 34.67
29,41 27,42 35,82 59,73
44,51 24,17 27,25 26,78
13,79 16,87 17,75 13,99

28,82 30,31 32,81 35,82 32,04 32,42 29,44 38,31

Tabela 21 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro betaa do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda a 38,99 fiVlOOg/mm de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersíncrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do grupo com
infusão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersmcrona;
apenas três, do grupo em que não se promoveu a infusão de glutation, apresentaram
atividade hipersíncrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersíncrona não foi obtida.

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

543,90 424,30 450,10 344,00 374,20 322,90 445,40 417,70
216,20 256,90 190,80 266,70 350,60 368,00 387,60 463,50

180,30 225,10 235,00 199,30
375,50 298,00 365,10 386,10
382,70 215,50 229,70 217,90
193,40 195,80 182,20 178,90

303,80 297,90 334,60 348,20 259,30 275,10 263,90 286,50

Tabela 22 - Amplitudes absolutas médias (^V) do espectro delta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e míüsão
intracarotídea esquerda a 38,99 fil/lOOg/min de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersíncrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do grupo com
infusão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersmcrona;
apenas três, do grupo em que não se promoveu a infusão de glutation, apresentaram
atividade hipersíncrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersmcrona não foi obtida.
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Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutatíon

Isquemia Infusão de
glutation

Isque m ia Infusão de
glutation

192,90 160,20 125,00 116,40 175,20 141,00 179,70 136,70
137,20 164,00 202,90 189,70 168,40 223,70 254,40 330,70

134,20 193,90 195,10 164,20
273,30 159,90 274,70 298,30
331,90 153,20 175,80 159,10
146,00 116,50 114,90 135,50

147,60 206,90 226,80 295,40 130,10 163,80 161,20 208,30

Tabela 23 - Amplitudes absolutas médias (^V) do espectro teta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto, cada um deles fazendo parte dos grupos Isquemia (obstmção das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda a 38,99 ^VlOOg/min de solução 0,12 mM de glutation reduzido).
Apenas a atividade hipersíncrona foi analisada. Dos nove animais estudados, do grupo com
infusão de glutation, sete apresentaram atividade eletroencefalográfíca hipersíncrona;
apenas três, do grupo em que não se promoveu a infusão de glutation, apresentaram
atividade hipersmcrona. Os espaços da tabela sem dados indicam que a atividade
hipersíncrona não foi obtida.

Grupos comparados Beta3 Beta2 Beta1 Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IG)

0,3780 0,7165 0,6193 0,3885 0,5767 0,6129

Frontal D (I)
Frontal D (IG)

0,2970 0,6259 0,0039* 0,0983 0,6161 0,9269

Parietal E (I)
Parietal E (IG) 0,2887 0,5554 0,4583 0,9882 0,5680 0,8148

Parietal D (I)
Parietal D (IG) 0,6120 0,1946 0,9916 0,5655 0,5632 0,5128

Tabela 24 - Signifícância estatística (P) entre os grupos pares Isquemia (I) e Infusão de
glutation (IG), quando processadas as amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos (atividade hipersíncrona); * significa P<0,05.
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Gráfico 14 - Modificação das amplitudes absolutas médias do espectro alfa do EEG com atividade
hipersíncrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artá-ias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artérias carótidas comuns. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Gráfico 15 - Modificação das amplitudes absolutas médias do espectro betai do EEG com atividade
hipersíncrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstmção das
carótidas comuns. Na região fi-ontal dü-eita, há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH;
. significa P<0,05.
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Gráfico 16 - Modificação das amplitudes absolutas médias do espectro betâ2 do EEG com atividade
hipersmcrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infiisão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artérias carótidas comuns. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Gráfico 17 - Modificação das amplitudes absolutas médias do espectro betas do EEG com atividade
hipersíncrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artà-ias carótidas comuns. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Gráfico 18 - Modificação das amplitudes absolutas médias do espectro delta do EEG com atividade
hipersíncrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstmção bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstmção das
artérias carótidas comuns. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Grâfico 19 - Modi&cação das amplitudes absolutas médias do espectro teta do EEG com aüvidade
hipersíncrona de ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns induzida por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (0,12 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artà-ias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artérias carótidas comuns. Não há aumento significativo da amplitude com a infusão de GSH.
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Figura 23 - EEC e ECG de ratos Wistar-Kyoto anestesiados, demonstrando modalidades de atividade
eletroencefalográfica hipersíncrona. F3 significa fi-ontal esquerda; F4, fi-ontal direito; P3, parietal esquerdo;
P4, parietal direito; Rf, referência.
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A infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation
em salina, a 38,99 |j,l/100g/min, durante 60 minutos, não causou no EEG de
ratos anestesiados com obstrução bilateral das carótidas comuns alterações
significativas das amplitudes absolutas médias da maioria dos espectros de
frequência da atividade eletroencefalográfica hipersíncrona. A amplitude
absoluta média do espectro betai frontal direito, contudo, aumentou
significativamente (P=0,0039). Dos nove animais utililizados no experimento,
o exame de três do grupo em que não se promoveu a infusão intracarotídea de
glutation demonstrou atividade hipersíncrona. Ao se promover a infusão
intracarotídea esquerda de glutation, sete dos nove animais apresentaram
eletroencefalograma com atividade hipersíncrona.

5.3 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográficos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução de
solução 1,2 mM de glutation reduzido

As tabelas 27 a 33 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, betaz,
betâ3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no grupo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias
carótidas comuns) e no grupo tratamento (mesmos ratos, nos quais se
promoveu infusão intracarotídea esquerda a 43,67(^1/1 OOg/min, durante
sessenta minutos, de solução 1,2 mM de glutation reduzido). As tabelas 34 e
35 demonstram os valores das médias das amplitudes médias absolutas ± erro
padrão da média e de P respectivamente. Os gráficos 20 a 26 resumem os
achados estatísticos, e as figuras 24 e 25 demonstram um eletroencefalograma
do animal com isquemia e do mesmo animal com infusão intracarotídea
esquerda de solução de glutation reduzido.
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Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

45,66 53,70 45,23 54,98 44,17 57,18 49,10 56.71
36,03 52,43 55,42 65,62 36,88 50,19 55,01 74,21
18,06 33,22 21,09 41,66 15,47 26,27 22,12 41.00
18,33 39,99 21,89 38,26 25,77 51,62 49,16 76,86
33,59 34,03 36,66 39,24 33,74 38,08 40,52 44,76
12,44 17,12 13,30 18,89 24,10 28,70 19,76 25,33
7,73 12,66 8,13 13,20 10,24 27,82 16,08 35,65
10,32 25,08 12,95 32,62 16,94 31,57 16.63 31,33

Tabela 27 - Amplimdes absolutas médias (^iV) do espectro alfa processadas do eletroencefalograma de
oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados e com obstiTjção das artáias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle e tratamento (infusão mü-acarotídea esquerda, a 43,67 ^1/lOOg/mm, de
solução 1,2 mM de glutation rediizido).

Betai (região frontal esquerda) | Betaz (região frontal esquerda) | Beta3 (região frontal esquerda)
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
42,02 50,25 37,63 41,94 31,98 34,60
38,53 50,11 29,62 36,67 22,13 27,06
25,42 26,08 16,04 17,62 12,37 13,38
19,19 32,02 14,49 18,72 12,39 14,20
31,89 40,51 21,30 26,11 14,44 17,12
14,22 20,99 10,71 14,29 9,27 12,33
12,44 16,04 6,19 7,70 4,28 6,41
14,88 26,48 11,52 16,55 8,45 10,52

Tabela 28 - Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros beta da região fiontal esquerda
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados e com obstmção das
artCTÍas carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e ti-atamento (iníüsão
intracarotídea esquerda, a 43,67 ^VlOOg/min, de solução l .,2 niM de glutation reduzido).

Betai (região frontal direita) Beta^ (região frontal direita) | Beta3 (região frontal direita)
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
40,70 47,75 36,39 37,69 30,72 31,69
56,86 57,74 45,16 50,03 39,65 44,66
28,65 29,78 18,17 19,77 13,39 14,12
21,98 29,79 13,88 15,66 11,16 12,83
33,95 44,10 25,65 29,01 15,83 18,75
16,28 23,55 13,35 17,90 9,54 13,08
14,20 17,52 8,32 9,13 5,91 6,56
14,82 23,12 9,47 15,43 5,22 9,84

Tabela 29 - Amplitudes absolutas médias (^V) dos espectros beta da região frontal direita
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados e com obstrução das
artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e tratamento (infusão
intracarotídea esquerda, a 43,67 ^il/lOOg/min, de solução 1,2 mM de glutation reduzido).
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Betai (região parietal esquerda) | Betai (região parietal esquerda) | Beta3 (região parietal esquerda)
Isquemia Infusão de

glutatíon
Isquemia Infusão de

glutatíon
Isquemia Infusão de

glutation
43,12 56,36 38,04 37,67 32,66 33,31
40,60 44,39 29,62 36,57 26,28 31,09
23,24 19,29 13,12 12,14 10,98 10,79
33,34 49,59 23,76 28,98 16,18 18,89
30,50 39,94 19,06 23,05 15,13 18,27
26,09 37,79 15,57 24,81 11,58 16,31
18,29 32,43 9,57 16,83 5,82 13,33
26,79 35,05 20,86 24,40 15,53 18.25

Tabela 30 — Amplitudes absolutas médias (|^V) das fabías de frequência beta da região
parietal esquerda processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto
anestesiados com uretana e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle e tratamento (infusão intracarotídea esquerda, a 43,67
^il/lOOg/min, de solução 1,2 mM de glutation reduzido).

Betai (região parietal direita) Beta; (região parietal direita) Beta3 (região parietal direita)
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
Isquemia Infusão de

glutation
49,29 58,58 46,32 48,26 39,46 40,30
66,94 65,64 60,00 71,24 69,90 63,62
36,61 31,05 23,73 22,64 17,46 16,50
41,51 56,16 24,72 31,40 17,88 23,46
38,22 57,48 27,44 35,69 17,10 24,66
24,28 34,11 20,71 29,00 15,12 21,84
33,81 49,79 17,56 25,05 12,86 19,75
23,36 31,88 15,12 23,95 9,89 15,49

Tabela 31 — Amplitudes absolutas médias (|iV) das faixas de frequência beta da região
parietal direita processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados
com uretana e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte
dos grupos controle e tratamento (infusão intracarotídea esquerda, a 43,67 fil/lOOg/min, de
solução 1,2 mM de glutation reduzido).



143

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
GIutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

66,37 101,30 63,17 96,11 68,86 97,38 65,66 100,00
67,00 63,04 61,13 50,85 62,63 51,77 48,87 59,59
35,07 45,34 43,76 48,01 26,35 35,90 35,80 40,88
45,40 85,15 32,98 66,81 49,89 106,60 50,62 109,80
60,26 65,43 62,30 66,44 41,62 52,68 52,03 60.40
32,12 43,94 25,85 46,54 50,77 66,22 38,85 45,38
11,65 28,01 10,45 25,37 16,17 43,59 19,79 42,39
19,91 31,79 20,82 23,21 25,06 38,08 23,41 40,20

Tabela 32 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da fabca de frequência delta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com obstrução
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (infusão intracarotídea esquerda, a 43,67 |il/100g/min, de solução 1,2 mM de
glutation reduzido).

Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isquemia Infusão de
glutation

Isque m ia Infusão de
glutation

59,35 110,70 61,15 107,60 57,30 104,60 69,32 119,30
58,98 58,17 86,73 80,87 59,49 57,99 96,16 93,91
28,91 44,30 39,41 52,97 26,99 33,39 49,83 57,82
16,56 59,21 31,78 54,15 33,20 73,75 83,23 114,10
34,84 51,74 48,49 64,92 43,05 55,18 69,71 83,90
22,98 28,87 29,30 38,78 44,07 50,15 40,23 45,67
17,32 23,00 17,31 24,87 27,23 44,50 34,07 54,08
23,68 27,03 20,41 29,51 32,44 35,41 23,56 41,34

Tabela 33 - Amplitudes absolutas médias ((iV) da fabía de fi-eqüência teta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, e com obstrução
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle e
tratamento (infusão intracarotídea esquerda, a 43,67 ^il/lOOg/min, de solução 1,2 mM de
glutation reduzido).
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Grupo Beta3 I Betas | Beta>i Alfa Teta Delta

Região
frontal

esquerda

Isquemia
14,41 ±
JAL

18,44 ±
3,73

24,82 ±
4,08

22,77 ±
4,90

32.80 ±
6,11

42,20 ±
7.46

Infusão de

glutatíon
16,95 ±
3,30

22,45 ±
4,12

32,81 ±
4,57

33,53 ±
5,32

50,40 ±
9,98

58,00 ±
9.10

Região
frontal
direita

Isquemia
16,43 ±
4,36

21,30 ±
4,73

28,43 ±
5,29

26,83 ±
6,03

41,80 ±
8,19

40,10 ±
7,30

Infusão de
glutation

18,94 ±
4,54

24,33 ±
4,83

34,17 ±
4,98

38,06 ±
6,09

56,70 ±
9,76

52,90 ±
8,40

Região
parietal

esquerda

Isquemia
16.77 ±
3,07

21,20 ±
3,27

30,25 ±
3,00

25,90 ±
4,13

40,50 ±
4,51

42,70 ±
6,66

Infusão de
glutation

20,03 ±
2,84

25,56 ±
3,12

39,36 ±
3,99

38,90 ±
4,36

56,90 ±
8,21

61,50 ±
9,49

Região
parietal
direita

Isquemia
25,00 ±
7,16

29,45 ±
5,51_

39,25 ±
4,98

33,50 ±
5,84

58,30 ±
8,96

41,90 ±
5,46

Infusão de
glutation

28,20 ±
5,74

35,90 ±
5,83

48,09 ±
4,86

48,20 ±
6,81

76,30 ±
10,89

62,30 ±
9,75

Tabela 34 - Média das amplitudes absolutas médias (f^V) ± erro padrão da média (|^V) dos
espectros de frequência do EEG processados a partir das amplitudes absolutas médias do
exame eletrofisiológico de dois grupos pares de animais (n=8): Isquemia (obstrução das
carótidas comuns) e Infusão de glutation (obstrução das carótidas comuns e infusão
intracarotídea de solução 1,2 mM de glutation reduzido).

Grupos
comparados

p

Betâ3 l Betaz Beta, Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IG) 0,0004 0,0004 0,0011 0,0041 0,0365 0,0188

Frontal D (I)
Frontal D (IG) 0,0049 0,0030 0,0023 0,0025 0,0272 0,0525

Parietal E (I)
Parietal E (IG) 0,0070 0,0048 0,0206 0,0011 0,0365 0,0294

Parietal D (I)
Parietal D (IG)

0,1415(t)
0,1484 (x)
0,1042(st)

0,0027 0,0216 0,0015 0,0171 0,0165

Tabela 35 - Nível de signifícância (P) com relação a aumento da amplitude dos potenciais
do eletroencefalograma induzido por üiíüsão intracaotídea esquerda de GSH (1,2 mM) em
ratos Wistar-Kyoto com obstrução das carótidas comuns; (t) significa estatístico; (x),
exato; (st), teste t-Student; D, direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IG), obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de GSH (1,2 mM); (x) e (t) se referem
ao teste "Wilcoxon Signed Rank".
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Gráfico 20 - Aumento da amplitude média absoluta do espectro alfa induzido por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (1,2 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artá-ias carótidas comuns; (IG), infiisão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artá-ias carótidas comuns; *, P<0,05.
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Gráfico 21 - Aumento da amplitude média absoluta do espectro beta frontal esquerdo induzido por infusão
intracarotídea esquerda de GSH (1,2 mM). (I) significa isquemia devida a obstmção bilateral das artá-ias
carótidas comuns; (IG), infusão inü-acarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das artá-ias
carótidas comuns; Betai, betai, Beta2, betaz, Beta3, betas, *, P<0,05.
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Gráfico 22 - Aumento da amplitude média absoluta do espectro beta frontal direito induzido por infasão
intracarotídea esquerda de GSH (1,2 mM). (I) significa isquemia devida a obstrução bilateral das artà-ias
carótidas comuns; (IG), mfüsão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das artérias
carótidas comuns; Betai, betai, Beta2, betaz, Beta3, beta3, *, P<0,05.
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Gráfico 23 - Aumento da amplitode média absoluta do espectro beta parietal esquerdo induzido por infusão
intracarotídea esquerda de GSH (1,2 mM). (I) significa isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns; (IG), iníüsão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das artérias
carótidas comuns; Betai, betai, Beta2, betaz, Beta3, beta3, ., P<0,05.
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Gráfico 24 - Aumento da amplitude média absoluta do espectro beta parietal direito induzido por infusão
intracarotídea esquerda de GSH (1,2 mM). (I) significa isquemia devida a obstrução bilateral das artà-ias
carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das artà-ias
carótidas comuns; Betai, betai, Beta2, beta2, Beta3, betas, *, P<0,05.
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Gráfico 25 - Aumento da amplitude média absoluta do espectro delta induzido por infusão mtracarotídea
esquerda de GSH (1,2 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em anünais com obstrução das
artà-ias carótidas comuns; *, P<0,05.
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Gráfico 26 — Aumento da amplitude média absoluta do espectro teta induzido por infusão intracarotídea
esquerda de GSH (1,2 mM). E significa esquerda; D, direita, (I) isquemia devida a obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns; (IG), infusão intracarotídea esquerda de GSH em animais com obstrução das
artá-ias carótidas comuns; *, P<0,05.
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Figura 24 - EEC e ECG de rato anestesiado com obstrução bilateral das carótidas comuns. F3 significa
frontal esquerdo; F4, frontal dü-eito; P3, parietal esquerdo; P4, parietal direito; Rf, referência; ECG,
eletrocardiograma.
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Figura 25 - EEG e ECG do mesmo animal da figura anterior durante infiisão de GSH (1,2 mM).
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A avaliação estatística dos dados apresentados nas tabelas 27 a 33

detectou uma falha do teste de normalidade na avaliação das amplitudes absolutas

médias do espectro betâ3 na região parietal direita. A análise estatística, neste caso,

incluiu o teste "Wücoxon Signed Rank" (tabela 35). As tabelas 34 e 35 eos

gráficos 20 a 26 demonstram um aumento da média das amplitudes absolutas

médias de todos os espectros de fi-eqüência do eleti-oencefalograma nos gmpos

Infusão de glutation em todas as regiões estudadas. Somente os espectros betas da

região parietal direita e delta da região parietal direita apresentaram variações não

significativas das médias das amplitudes absolutas médias. O aumento da média

das amplitudes absolutas médias nos gmpos com infusão de glutation reduzido 1,2

mM foi estatisticamente significativo em todos os demais espectros de todas as

demais regiões (tabela 35, gráficos 20 a 26). As variações mais significativas

foram observadas com os espectros betai, betaz e beta3 na região fi-ontal esquerda,

betai na região frontal direita e alfa nas regiões parietais e frontal direita (tabela

35).

5.4. Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalográficos em ratos com oclusão das carótidas

comuns e infusão intracarotídea de solução salina

As tabelas 36 a 47 demonstram os valores das amplitudes absolutas

médias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai, betaz,

betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no grupo controle

(ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias carótidas

comuns) e no gmpo tratamento (mesmos ratos, nos qiiais se promoveu infusão

intracarotídea esquerda de solução salina 0,9 %, a 43,70 ^il/lOOg/mm, durante

sessenta minutos). As tabelas 49 e 50 demonstram os valores das médias das

^
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amplitudes absolutas médias ± erro padrão da média, e as tabelas 48 e 51
demonstram os valores de P. Os gráficos 27 a 38 resumem os achados estatísticos.

A análise do eletroencefalograma dos animais nesta fase experimental

permitiu a distinção de dois padrões eletrofisiológicos distintos: atividade
hipersíncrona e atividade não hipersíncrona. Dos nove animais estudados, oito
apresentaram atividade hipersíncrona, tanto no grupo Isquemia, quanto no gmpo
Infusão de salina.

Como observado nas tabelas 49 e 50 e nos gráficos 27 a 38, as variações

das médias das amplitudes absolutas médias nos gmpos controle (isquemia) e de
tratamento (isquemia e iníüsão intracarotídea de solução salina) foram mínimas e
não obedeceram a uma padronização definida. Quando a análise das variações das
médias das amplitudes absolutas médias dos espectros levou em consideração a
atividade não hipersmcrona, não houve nenhuma diferença estatisticamente
significativa envolvendo os grupos controle e de tratamento (tabela 48). Observa-
se aumento significativo da amplitude absoluta média do espectro delta da região
fi-ontal esquerda, durante a infusão de solução salina (tabela 51, gráfico 37).

Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

61,73 54,05 65,26 55,41 46,41 36,89 46,02 36,18
34,97 42,24 52,67 46,09 39,46 45,93 41,60 39,43
26,56 21,19 38,59 19,75 35,27 28,54 41,40 23,32
88,33 79,07 85,01 95,85 52,47 65,92 47,24 61,01
8,76 11,30 5,52 10,30 18,43 19,46 16,81 15,84
70,73 74,97 49,84 60,31 46,32 53,30 31,72 32,55
5,66 6,78 4,05 6,03 8,45 12,96 8.93 12,57
59,86 68,43 54,72 57,03 74,65 94,43 97,10 102,90
30,42 125,90 22,60 93,74 27,02 105,70 21,41 95,21

Tabela 36 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da faixa de frequência alfa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 mmutos, de
solução salina a 43,70 (J.l/lOOg/min). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.
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Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

58,21 65,78 63,75 63,45 52,34 55,22 43,88 52,16
34,30 49,50 60,05 56,46 40,66 55,14 42,88 49,20
35,23 28,04 48,43 25,84 40,13 39,27 59,10 36,00
66,80 66,56 67,90 64,84 61,07 65,88 54,36 67,42
10,63 19,51 9,11 15,96 22,30 30,50 16,68 22,33
65,71 71,71 52,14 56,11 58,01 59,72 42,08 41,80
20,17 13,69 16,65 10,54 31,81 26,20 36,21 24,79
59,01 56,93 65,86 51,92 73,40 72,55 91,53 97,04
36,47 44,99 30,56 35,56 43,66 53,16 31,04 41,54

Tabela 37 - Amplitudes absolutas médias (|^V) da fabía de fi'equencia betai processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e iníüsão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 (il/lOOg/min). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.

Beta^ (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Beta^ (região parietal
esquerda)

Beta2 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

39,00 41,63 43,15 41,23 40,98 38,37 37,63 37,87
23,21 35,15 34,64 42,50 29,21 35,79 28,63 34,12
22,48 22,70 34,38 21,19 31,96 34,42 46,10 31,72
39,83 35,03 31,31 29,18 31,72 37,56 28,25 34,32
8,00 13,71 10,57 18,24 12,07 18,26 12,73 19,40
34,87 34,57 27,28 28,90 29,43 30,11 24,27 23,04
7,82 9,84 9,53 11,78 11,47 15,35 13,95 19,47

41,54 30,68 42,83 27,64 41,97 33,62 61,02 48,99
27,52 34,79 25,75 29,07 33,77 36,10 29,92 31,06

Tabela 38 - Amplitudes absolutas médias (pV) da fabía de frequência beta2 processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretaiia, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e mfúsão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 ^VlOOg/min). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.
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Beta3 (região frontal
esquerda)

Beta3 (região frontal
direita)

Betaa (região parietal
esquerda)

Beta3 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia •Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

24,33 27,12 27,27 25,32 23,32 27,57 20,09 24,59
17,63 30,06 26,18 33,83 23,57 31,96 23,49 32,24
17,14 18,95 26,02 17,47 22,72 24,42 39,05 22,66
34,23 30,57 27,69 27,74 30,47 28,46 25,41 26,48
5,72_ 12,06 _7,83 13,43 9,26 17,87 12,18 11,65
25,83 27,89 18,62 20,56 22,65 23,94 16,32 17,70
6,24 6,80 8,19 9,15_ 8,63 10,82 11,20 14.00
26,92 18,27 30,63 18,96 31,63 23,12 43,53 34.81
18,21 21,72 15,19 17,27 21,73 24,43 17,73 18.74

Tabela 39 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da fabca de frequência betaa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e mfúsão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 (iVlOOg/min). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

164,00 135,80 127,60 118,40 73,42 64,59 74,57 70,17
146,70 115,70 136,90 100,90 82,30 69,83 78,57 65,28
162,00 78,10 192,40 71,57 120,90 50,11 110,50 48,66
105,80 147,70 109,40 126,40 65,65 77,07 73,20 82,76
30,84 26,80 19,70 14,26 67,78 35,40 31,27 38,29
136,40 149,80 120,90 113,60 77,23 77,33 59,78 48,27
24,34 21,79 23,79 22,50 22,07 24,07 28,70 31,00
262,90 256,10 203,70 199,80 187,90 186,30 175,80 218,80
148,60 113,60 146,30 126,50 99,95 89,30 117,00 87,67

Tabela 40 - Amplitudes absolutas médias (|^V) da faixa de fi-eqüência delta processadas do
EEG de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles fazendo parte
dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de solução salina a
43,70 i^VlOOg/min). Apenas a atividade não hipersíncrona foi analisada.
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Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

85,50 83,30 84,14 83,18 62,62 53,79 57,83 54.42
42,82 51,13 52,67 63,18 49,74 52,10 43,53 46.34
43,43 30,69 57,99 30,58 36,07 36,73 47,63 38,44
89,37 96,65 109,20 101,50 68,10 75,82 75,11 77,35
16,74 29,23 12,68 13,91 18,43 24,71 23,78 27,76
92,05 87,94 75,04 81,86 66,94 66,83 52,63 46,85
27,37 25,38 17,80 21,77 19,76 38,31 48,30 50,96
139,90 103,70 91,84 86,43 120,80 113,80 114,10 113,20
41,63 45,20 43,20 43,48 44,47 60,10 45,20 49,93

Tabela 41 - Amplitudes absolutas médias (^V) da fabía de frequência teta processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos gmpos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e iníüsão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 (^VlOOg/min). Apenas a atividade não hipersmcrona foi analisada.

Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

150,20 244,30 193,30 222,80 107,70 145,60 104,00 142,50
103,50 221,90 104,50 176,10 109,80 143,70 88,27 123,30
285,40 170,90 184,80 150,70 157,10 122,90 145,80 107,20
357,40 360,80 272,30 233,40 164,10 183,50 148,80 146,40
29,28 36,71 9,70 88,94 50,82 51,00 37,62 62,50

266,00 282,40 134,10 141,60 86,68 119,20 55,15 65,10
98,23 215,20 93,80 165,20 96,78 221,60 130,20 186,50
49,90 125,90 47,35 93,74 53,43 105,70 48,63 95,21

Tabela 42 - Amplitudes absolutas médias (f^V) da faixa de frequência alfa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salma a 43,70 |j.V100g/min). A atividade hipersíncrona (obtida de oito dos nove
ratos examinados) foi analisada.

L;
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Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isque m ia Infusão de
salina

125,70 197,80 154,60 184,60 92,91 139,70 89,96 128,50
58,68 132,30 69,75 134,90 67,17 115.40 66.06 104,10
167,20 133,90 105,70 106,70 103,30 96,09 102,80 86,90
264,70 265,20 209,90 170,40 148,10 138,50 138,40 117,60
21,48 35,32 10,44 64,18 38,65 42,87 24,74 40,31
216,50 191,70 88,00 107,00 94,92 99,12 58,81 64,23
77,90 104,00 77,68 93,27 84,69 121,00 115,10 125,00
64,12 85,10 57,78 64,78 70,68 92,71 62,83 71.76

Tabela 43 - Amplitudes absolutas médias (fiV) da fabía de fi-eqüência betai processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 ^VlOOg/min). A atividade hipersíncrona (obtida de oito dos nove
ratos examinados) foi analisada.

Beta2 (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

59,24 75,20 59,29 81,71 54,37 61,46 45,69 57,08
24,82 56,93 30,46 60,63 32,93 54,00 32,82 50,00
63,73 49,33 58,75 41,13 52,84 49,07 64,23 44,41
109,70 115,20 91,51 68,89 73,26 65,32 64,39 55,06
8,12 17,44 11,48 26,90 13,48 27,99 15,84 23,80
79,52 74,94 38,96 48,73 47,13 58,41 29,31 36,20
44,85 42,22 44,21 40,02 43,55 53,92 58,88 63,77
37,15 40,96 38,22 33,39 45,99 46,95 41,10 37,67

Tabela 44 - Amplitudes absolutas médias (fiV) da faixa de frequência beta2 processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 pl/lOOg/min). A atividade hipersíncrona (obtida de oito dos nove
ratos examinados) foi analisada.

u
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Betâ3 (região frontal
esQuerda)

Betas (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda)

Betâ3 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

27,54 42,34 29,49 41,55 28,16 35,37 23,01 31,17
19,06 38,29 24,67 42,02 25,04 40,03 22,79 39,72
33,22 31,49 38,95 27,10 33,57 32,77 46,89 30,60
60,67 24,64 45,56 41,70 44,14 40,58 38,87 32,98
5,66 12,06 7,73__ 13,43 10,51 17,87 11,68 16,30
39,84 44,53 24,42 29,33 31,17 35,52 21,09 22,64
34,60 22,15 34,88 22,60 35,73 27,15 45,44 38,63
27,78 25,09 24,18 20,00 28,55 31,32 26,91 24,49

Tabela 45 - Amplitudes absolutas médias (pV) da fabía de fi-eqüência betaa processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 ^1/lOOg/min). A atividade hipersíncrona (obtida de oito dos nove
ratos exammados) foi analisada.

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isque mia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

237,10 289,30 217,20 279,40 132,10 162,20 131,40 165,60
278,80 431,70 192,80 305,40 135,80 176,70 125,20 158,50
349,40 337,20 426,80 322,60 239,90 215,80 235,00 204,90
483,90 637,70 397,60 359,60 344,20 319,70 268,30 274,40
63,34 72,04 23,35 117,40 151,20 108,50 89,26 148,10
266,60 283,20 195,60 222,10 138,70 181,20 104.80 116,80
289,80 340,90 259,10 242,30 239,90 306,60 238,60 278,30
170,00 253,20 157,70 164,30 116,70 172,70 182,40 140,00

Tabela 46 - Amplitudes absolutas médias (|J.V) da fabía de frequência delta processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 i^VlOOg/min). A atividade hipersmcrona (obtida de oito dos nove
ratos examinados) foi analisada.



157

Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

Isquemia Infusão de
salina

273,60 305,60 292,50 286,50 172,40 176,50 168,80 175,50
160,60 355,50 118,40 264,90 122,50 178,30 100,60 173,90
274,60 296,40 341,90 264,40 196,20 187,30 211,00 170,50
386,70 448,30 394,60 300,20 235,90 229,90 268,30 211,00
46,19 78,86 15,69 112,00 117,90 92,04 91,45 100,80
301,00 293,40 176,10 204,60 115,70 142,60 82,31 89,22
164,80 103,70 147,10 86,43 149.40 113,80 163,40 113,20
66,75 125,90 68,70 129,90 75,23 132,40 76,29 137,80

Tabela 47 - Amplitudes absolutas médias (|iiV) da fabca de frequência teta processadas do
eletroencefalograma de nove ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana, cada um deles
fazendo parte dos grupos Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e mfiisão intracarotídea esquerda, durante 60 minutos, de
solução salina a 43,70 |j,V100g/min). A atividade hipersíncrona (obtida de oito dos nove
ratos examinados) foi analisada.

Grupos
comparados Betaa Beta; BetaI Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IS) 0,3595 0,5107 0,2269

0,6356(1)
0,6523(x)
0,3480 (st)

0,5764 0,2343

Frontal D (I)
Frontal D (IS) 0,8403 0,7044 0,2711

0,5536(t)
0,5703(x)
0,4170 (st)

0,5887
0,0580(t)
0,0547(x)
0,1595(st)

Parietal E (I)
Parietal E (IS) 0,2680 0,2751 0,1011

0,155 l(t)
0,164 l(x)
0,1849(st)

0,2389
0,1551(0
0,164 l(x)
0,1341(st)

Parietal D (I)
Parietal D (IS)

0,5536(t)
0,5703(x)
0,7921 (st)

0,9180
0,5536(t)
0,5703(x)
0,6896(st)

0,7223(t)
0,7344(x)
0,4253(st)

0,8488 0,5173

Tabela 48 - Significância estatística (P) entre os grupos pares Isquemia e Infusão de
salina, quando comparada a amplitude absoluta média dos espectros eletroencefalográficos
da atividade não hipersíncrona; (I) significa isquemia (obstrução das carótidas comuns);
(IS), obstrução das carótidas comuns e infusão mtracarotídea esquerda de solução salina a
43,70 ^VlOOg/min, durante 60 minutos; E, esquerda; D, direita; (t), estatístico; (x), exato;
(st), teste t-Student; D, direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (x) e (t) se referem ao teste
"Wilcoxon Signed Rank".
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Grupos comparados Betas Beta2 Betai Alfa Teta
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Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IS)

0,8785 0,2966 0,2231 0,1949 0,1524 0,0249

Frontal D (I)
Frontal D (IS)

0,8049 0,6107 0,1415 0,1239 0,7136 0,5047

Parietal E (I)
Parietal E (IS)

0,2885 0,0919 0,0657 0,0778 0,5172 0,2621

Parietal D (I)
Parietal D (IS)

0,9960 0,6590 0,2338 0,0916 0,9457 0,3560

Tabela 51 -Signifícância estatística (P) entre os gmpos pares com isquemia e isquemia com
infusão de salma, quando comparada a amplitude absoluta média dos espectros
eletroencefalográfícos da atividade hipersíncrona; * significa P<0,05; (I), Isquemia
(obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das carótidas comuns
e infusão intracarotídea esquerda de salma); E, esquerda; D, direita.
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Gráfico 27 - Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG com atividade não hipersíncrona de ratos
com obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 28 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta; do EEG com atividade não hipersíncrona de
ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E
significa esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obsta-ução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação
significativa das amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.

?

a;
lU

20-H

la-ti

BI'1

sm

m
m.

^

Froi EU) rontal E US) Frontal U t*> Frontal D (IS) Parietal E (l) l E (IS)

S$i.

PTlBflDU) PTlOfl D (IS>

Gráfico 29 - Amplitudes absolutas médias do espectro betaz do EEG com atividade não hipersíncrona de
ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns e com mfüsão intracarotídea esquerda de salma. E
significa esquerda; D, du'eita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e iníusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação
significativa das amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.



I

30-T

Frontal E (I) Frontal E (IS)

161

?
3 ,<1

5
a:

gg-1
UJ 20-t.

ss+1

9
=L 15

m
3

10E
(U
•o

S s

FrontalD(1) Frontal D (IS) Parietal E (1) Parietal E (IS) ParietalD(1) Parietal D (IS)

Gráfico 30 - Amplitudes absolutas médias do espectro betâ3 do EEG com atividade não hipersíncrona de
ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E
significa esquerda; D, direita, (I), bquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e mfüsão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação
significativa das amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 31— Amplitudes absolutas médias do espectro delta do EEG com atividade não hipersíncrona de ratos
com obstrução bilateral das carótidas comuns e com míüsão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obsfa-ução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infiisão mtracarotídea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 32 - Amplitudes absolutas médias do espectro teta do do EEG com atividade não hipersíncrona de
ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E
significa esquerda; D, direita, (I), bquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina
(obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação
significativa das amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 33 - Amplitudes absolutas médias do espectro alfa do EEG com atividade hipersíncrona de ratos com
obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salma). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 34 — Amplitudes absolutas médias do especfa'o betai EEG com atividade hipersíncrona de ratos com
obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salma. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obsti-ução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infiisão de salina.
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Gráfico 35 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta; EEG com atividade hipersíncrona de ratos com
obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita; (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.
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Gráfico 36 — Amplitudes absolutas médias do especfro beta3 do EEG com atividade hipersmcrona de ratos
com obstrução bilateral das carótidas comuns e com infiisão intracarotidea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infiisão de salina.
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Gráfico 37 - Amplitudes absolutas médias do espectro delta do EEG com atividade hipersmcrona de ratos
com obstmção bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), Infusão de salina (obstmção das
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de salina); *, P<0,05. Somente na região frontal E, a
infusão de salina determinou aumento significativo da amplitude absoluta média.
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Gráfico 38 - Amplitudes absolutas médias do espectro teta do EEG com atividade hipersíncrona de ratos com
obstrução bilateral das carótidas comuns e com infusão intracarotídea esquerda de salina. E significa
esquerda; D, direita, (I), Isquemia (obstrução das carótidas comuns); (IS), lafusão de salina (obstrução das
carótidas comuns e infusão intracarotidea esquerda de salina). Não há modificação significativa das
amplitudes absolutas médias com a infusão de salina.

Dos nove animais utilizados no experimento, sete (tanto do grupo

com obstrução das carótidas comuns, como do gmpo com obstrução das

carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução salina)
demonstraram, ao exame eletroencefalográfico, atividade hipersíncrona.

Havendo falha dos testes de normalidade na comparação entre os

grupos envolvendo o espectro delta nas regiões frontal direita e parietal

esquerda, alfa em todas as regiões, betai e betas na região parietal direita, as

medianas foram utilizadas na análise com utilização adicional do teste

"Wilcoxon Signed Rank".
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5.5 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalográficos de ratos sem isquem ia, com oclusão

da carótida comum esquerda e com oclusão da carótida

comum esquerda seguida de infusão intracarotídea

esquerda de solução 1,2 mM glutation reduzido.

As tabelas 52 a57 e 61 a 66 demonstram os valores das amplitudes

absolutas médias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai,

betas, beta3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa em três

grupos (ratos anestesiados, ratos anestesiados com isquemia induzida por

obstmção da artéria carótida comum esquerda e ratos anestesiados com obstmção

da artéria carótida comum esquerda e infusão mtracarotídea esquerda, a 41.50

pl/lOOg/min, de solução 1,2 mM de glutation reduzido durante sessenta mmutos).

As tabelas 58 e59, 67 e68 demonstram os valores das médias das amplitudes

absolutas médias ± erro padrão da média e as tabelas 60 e 69 demonstram os

valores de P. Detalhes individuais são apresentados nos gráficos 39 a 50. Foram

analisadas épocas contendo atividade hipersíncrona e sem atividade hipersíncrona.

Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

so CE l CEG | SO |CE | CEG | SO |CE | CEG | SO |CE | CEG
133,00 113,10 209,00 164,10 78,89 179,50 132,70 81,59 131,40 153,60 73,77 148,80
112,90 33,30 55,89 153,50 35,55 53,93 101,30 37,27 43,88 113,50 31,53 40,45
72,59 43,86 70,66 96,65 51,36 77,60 94,09 65,17 85,82 90,05 55,91 74,65

229,10 74,52 107,70 353,40 71,61 100,90 151,50 49,90 77,48 165,80 58,82 68,70
61,96 45,51 49,28 62,87 32,84 44,67 20,08 32,94 34,49 32,14 29,98 42,49
9,30 17,47 14,91 8,91 16,86 14,50 12,38 25,64 23,32 13,29 25,21 22,78
17,03 12,17 16,32 17,14 11,85 16,06 27,32 17,37 18,83 24,50 13,08 18,09
26,43 15,66 19,97 20,55 13,24 21,46 25,37 11,71 18,38 19,58 17,40 19,57

Tabela 52 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro alia do eletroencefalograma de ratos
Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três gmpos de estudo: SO - sem obstrução de
carótidas; CE - com obstrução da carótida comum esquerda; CEG - com obsti-ução da carótida
comum esquerda e infusão a 41.50 i^l/lOOg/min de glutation reduzido (1,2 mM) em seu segmento
distai, durante 60 minutos. A atividade não hipersmcrona foi anaüsada.
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Betai (região
frontal esquerdo)

Betai (região
frontal direita)

Betai (região
parietal esquerda)

Betai (região
parietal direita)

so CE lCEG| SO CE CEG so CE CEG so CE lCEG
112,70 82,41 142,70 157,80 I 63,42 | 142,40 121,30 70,66 125,60 139,10 63,82 148,80
103,20 40,08 58,92 124,30 I 45,84 | 58,71 90,32 37,27 62,34 91,17 42,10 53,70
54,42 43,05 56,43 75,82 I 49,88 | 67,39 74,67 50,03 72,44 66,67 49,48 59,60
297,30 82,35 97,87 176,80 I 72,81 I 103,00 145,50 66,17 91,52 164,90 65,74 82,22
51,44 37,36 50,89 44,91 I 34,24 | 48,39 26,06 33,37 40,23 32,55 31,55 58,28
18,32 27,18 21,76 19,49 I 28,32 | 22,47 23,46 33,79 30,36 26,56 33,10 29,75
20,56 16,49 20,12 20,61 13,70 18,55 34,59 26,90 31,12 30,71 19,86 27,48
26,57 15,55 18,55 18,18 12,81 23,35 18,27 15,88 23,81 14.57 19.90 27.54

Tabela 53 - Amplitudes absolutas médias (pV) do especti-o betai do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três grupos de estudo: SÓ - sem
obstrução de carótidas; CE - com obstrução da carótida comum esquerda; CEG - com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão a 41.50 |LiV100g/min de glutation reduzido
(1,2 mM) em seu segmento distai, durante 60 minutos. A atividade não hipersmcrona foi
analisada.

Betai (região
frontal esquerda)

Beta; (região frontal
direita)

Beta2 (região
parietal esquerda)

Beta; (região
parietal direita)

so CE CEG so CE CEG I SO) CE I CEG | SO |CE | CEG
61,63 43,29 65,35 69,97 37,15 72,84 86,47 45,17 67,46 99,95 44,19 82,52
49,54 27,16 36,87 56,00 29,27 36,03 54,51 30,85 38,61 53,05 27,80 35,78
29,93 26,47 34,40 41,26 28,73 35,27 34,73 28,36 42,21 35,02 25,94 34,34
112,10 53,76 70,39 73,20 43,79 57,29 78,86 48,86 70,13 89,22 52,11 49,74
26,34 19,90 28,83 17,96 19,30 27,38 14,73 20,02 26,11 20,26 18,91 38,16
15,15 26,42 23,12 17,24 28,36 24,79 19,22 35,26 31,35 24,04 34,38 30,67
14,95 11,80 11,80 14,17 9,59 10,43 29,07 19,63 18,12 25,27 14,76 16,13
20,27 9,06 11,69 14,41 9,30 12,66 14,76 9,37 12,27 12,66 14,89 18,74

Tabela 54 - Amplitudes absolutas médias (^V) do espectro betaz do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três grupos de estudo: SÓ - sem
obstrução de carótidas; CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstrução da
carótida comum esquerda e infusão a 41.50 ^1/lOOg/min de solução de glutation reduzido
(1,2 mM) em seu segmento distai, durante 60 minutos. A atividade não hipersíncrona foi
analisada.
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Beta3 (região frontal
esquerda)

Beta3(região frontal
direita)

Betas (região parietal
esquerda)

Beta3(região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
30,45 22,91 35,63 32,54 20,99 38,49 51,12 25,08 46,08 61,51 26,21 55,78
34,07 15,97 21,20 33,59 18,36 21,94 33,63 18,26 22,50 33,70 16,16 35,78
21,67 16,96 20,50 30,60 17,24 19,17 25,40 17,36 25,99 24,37 16,18 21,38
68,70 32,35 49,01 39,96 24,05 35,25 50,06 29,41 49,79 56,77 31,21 36,84
26,77 12,28 17,39 22,13 13,59 16,54 19,75 13,77 16,46 20,92 14,19 26,21
11,03 19,19 15,03 11,69 20,62 16,14 14,05 24,49 19,93 15,67 23,75 19,43
11,95 9,81 9,23 9,80 6,40 6,29 22,37 16,57 15,13 19,55 10,94 10,35
13,16 6,33 8,54 I 9,08 _4,72_ 9,11 I 10,26 6,85 9,74 I 9,20 9.75 10,55

Tabela 55 - Amplitudes absolutas médias (p.V) do espectro betas do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três grupos de estudo: SÓ - sem
obstrução de carótidas; CE - com obstrução da carótida comum esquerda; CEG - com
obstrução da carótida comum esquerda e infiisão a 41,50 fil/lOOg/min de solução de
glutation reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai, durante 60 minutos. A atividade não
hipersíncrona foi analisada.

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
461,20 344,30 134,00 330,10 211,10 157,40 336,40 205,00 83,95 317,10 206,10 89,17
275,20 101,40 134,00 412,20 118,80 157,40 245,80 74,04 83,95 260,50 86,11 89,17
121,20 80,17 148,40 173,60 67,17 137,50 130,90 75,53 94,61 137,70 68,22 114,00
542,40 173,40 224,50 570,50 201,70 225,30 330,30 127,60 140,70 359,60 150,70 137,70
207,30 102,20 128,70 244,90 131,20 144,30 82,81 73,41 88,97 113,90 82,52 99,17
68,17 13,65 13,76 42,58 27,15 25,17 31,28 15,24 20,33 28,78 14,78 20,08
23,26 22,82 18,21 21,86 30,28 22,11 30,17 26,13 18,63 47,81 23,78 19,38
61,11 83,00 73,76 I 34,35 48,07 55,21 I 29,83 50,27 49,47 j 44,53 62,40 61,95

Tabela 56 - Amplitudes absolutas médias ((iV) do espectro delta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três grupos de estudo: SÓ - sem
obstrução de carótidas; CE - com obstmção da carótida comum; CEG - com obstrução da
carótida comum esquerda e infusão a 41.50 ^iVlOOg/min de solução de glutation reduzido
(1,2 mM) em seu segmento distai, durante 60 minutos. A atividade não hipersmcrona foi
analisada.
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Teta (região frontal
esquerda)

Teta(região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
168,20 123,40 239,30 222,40 85,54 223,10 165,20 109,60 144,60 182,90 98,63 180,60
163,80 62,47 82,28 206,70 62,67 85,16 158,40 60,17 69,70 155,10 56,60 68,56
99,38 63,61 105,40 126,50 68,85 127,40 126,30 93,89 120,50 108,90 82,18 101.10
313,70 85,89 116,30 276,10 91,27 126,10 176,50 75,86 95,92 219,30 88,91 101,10
77,45 60,78 72,09 71,21 47,24 58,98 39,23 45,31 51,16 37,39 39,37 51,52
20,59 26,51 26,02 17,24 28,55 25,96 22,35 40,31 41,51 24,55 40,08 41,28
18,86 27,31 26,28 16,78 26,05 22,22 29,99 38,97 33,26 28,50 28,23 25,28
34,15 I 47,54 | 40,79 | 28,18 | 31,36 41,97 I 29,54 | 32,66 | 42,40 | 23,57 | 32,98 | 37,51

Tabela 57 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro teta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto anestesiados, distribuídos em três grupos de estudo: SÓ - sem
obstrução de carótidas; CE - com obstmção da carótida comum esquerda; CEG - com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão a 41.50 ^VlOOg/min de solução de
glutation reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai, durante 60 minutos. A atividade não
hipersmcrona foi analisada.

Região

Espectro

Alfa Delta Teta
Sem

obstrução
da

carótida

comum

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida
comum

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida
comum

Obstrução
da

carótida
comum
esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Frontal
esquerda

82,80 ±
26,10

44,40 ±
12,20

68,00 ±
23,10

220,00 ±
68,40

115,10±
37,20

109,40 ±
25,00

112,00 ±
35,60

62,20 ±
11,20

88,60 ±
24,70

Frontal
direita

109,60 ±
40,82

39,00 ±
9,21

63,60 ±
19,78

228,80 ±
70,60

104,40 ±
26,00

115,50 ±
25,80

120,60 ±
36,46

55,20 ±
9,12

88,90 ±
24,05

Parietal
esquerda

70,60 ±
19,71

40,20 ±
8,49

54,20 ±
14,32

152,20 ±
47,10

80,90 ±
21,50

72,60 ±
14,50

93,40 ±
24,40

62,10±
10,00

74,90 ±
14,60

Parietal
direita

76,60 ±
22,11

3 8,20 dfc
7,73

54,40 ±
15,47

163,70 ±
46,30

86,80 ±
22,50

78,80 ±
15,00

97,50 ±
28.26

58,40 ±
9,79

75,90 ±
17,99

Tabela 58 - Média das amplitudes absolutas médias (pV) ± erro padrão da média (|^V) dos
espectros alfa, delta e teta do eletroencefalograma de ratos Wistar-Kyoto. Grupos: ratos
sem obstrução da carótida comum esquerda; ratos com obstrução da artéria carótida comum
esquerda; ratos com obstmção da artéria carótida comum esquerda e infusão no segmento
distal da mesma, a 41.50 ^1/lOOg/min, de solução de glutation reduzido (1,2 mM), durante
60 minutos. A atividade não hipersmcrona foi analisada. Observação: n = 8.
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Região

Espectro

Sem
obstrução

da
carótida
comum

Betai
Obstrução

da
carótida
comum

esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida
comum

Beta2
Obstrução

da
carótida
comum

esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida

comum

Betâ3
Obstrução

da
carótida
comum

esquerda
e salina

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Frontal
esquerda

85,60 ±
32,80

43,10 ±
9,30

58,40 ±
15,31

41,20 ±
11,70

27,20 ±
5,32

35,30 ±
7,83

27,20 ±
6,68

17,00 ±
2,88

22,10 ±
4,88

Frontal
direita

79,70 ±
23,01

40,10 ±
7,74 _

60,50 ±
15,41

3 8,00 ±
9,02

25,70 ±
4,34

34,60 ±
7,55

23,70 ±
4,31

15,70 ±
_2,41_

20,40 ±
4,03

Parietal
esquerda

66,80 ±
17,27

41,80
6,74

59,70 ±
12,59

41,50 ±
10,10

29,70 ±
4,72

38,30 ±
7,51

28,30 ±
5,46

19,00 ±
2,53

25,70 ±
5,16

Parietal
direita

70,80 ±
19,88

40,70 ±
6,34

60,90 ±
14,29

44,90 ±
11.67

29,10 ±
4,83

38,30 ±
7,37

30,20 ±
6,79

18,50 ±
2,71

27,00 ±
5,41

Tabela 59 - Média das amplitudes absolutas médias (1.1 V) ± erro padrão da média (|^V) dos
espectros betai, betas e betaa do eletroencefalograma de ratos Wistar-Kyoto. Grupos: ratos
sem obstrução da carótida comum esquerda; ratos com obstrução da artéria carótida comum
esquerda; ratos com obstrução da artéria carótida comum esquerda e míüsão no segmento
distal da mesma infusão, a 41.50 pVlOOg/min, de solução de glutation reduzido (1,2 inM),
durante 60 minutos. A atividade não hipersíncrona foi analisada. Observação: n=8.

Processando-se a Análise de Variância (ANOVA "One Way RM") e

a Análise de Variância de Medidas Repetidas de Friedman (Daniel, 1991),

quando o teste de normalidade falhou, os grupos comparados em que se
estudou a atividade não hipersíncrona e que ofereceram diferenças de

amplitudes absolutas médias estatisticamente significativas (P<0,05) são

apresentados na tabela 60. A comparação múltipla de todos os pares foi feita
através do método de Student-Newman-Keuls ou pelo método de Dunnet,
quando o valor de P entre todos os grupos de tratamento foi menor que 0,05 e
o método de Student-Newman-Keuls não identificou os pares de grupos com

P<0,05. Detalhes individuais são apresentados nos gráficos 39 a 44.
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Pares de grupos comparados (P<0,05) Valor de P entre os grupos de
tratamento < 0,05

AF4 (SO) e AF4 (CE)
AF4 (CE) e AF4 (CEG)

0,0302*
(^ = 7,00 com 2 graus de liberdade)

AP3 (SO) e AP3 (CE) 0,0480
AP4 (SO) e AP4 (CE) 0,0378

B1F3 (SO) e B1F3 (CE)
B1F3 (CEG) e B1F3 (CE)

0.0302*
(^ = 7.00 com 2 graus de liberdade)

BlF4(SO)eBlF4(CE) 0,0223
B1P3 (SO) e B1P3 (CE) 0,0386
B2F4 (SO) e B2F4 (CE) 0,0463

B3F3 (SO) e B3F3 (CE)
-(ï2

0,0343**
0,0439*

6,25 com 2 graus de liberdade)
B3F4 (SO) e B3F4 (CE) 0,0254
B3P3 (SO) e B3P3 (CE) 0,0297
B3P4 (SO) e B3P4 (CE) 0,0326

DF3 (CEG) e DF3 (SO)***

DF3 (CE) e DF3 (SO)*** 0,0347

DF4 (SO) e DF4 (CE)

DF4 (SO) e DF4 (CEG)

I**0,0139"
0,1969*

(7 = 3,25 com 2 graus de liberdade)
DP3 (SO) e DP3 (CE)

DP3(SO)eDP3(CEG) 0,0311

DP4 (SO) e DP4 (CE)
DP4 (SO) e DP4 (CEG) 0,0182

TF4 (SO) e TF4 (CE) 0,0404

Tabela 60 - Valores de P resultantes da comparação das amplitudes absolutas médias entre
os grupos controle (SO) de tratamento (CE e CEG) e de pares de grupos de tratamento
(ANOVA "ONE WAY" RM) (**). Somente os grupos com valores de P<0,05 foram
comparados. A Análise de Variância de Medidas Repetidas de Friedman foi também
processada (*), quando houve falha do teste de normalidade. A comparação múltipla de
todos os pares foi feita através do método de Student-Newman-Keuls ou pelo método de
Dunnet (***), quando o valor de P entre todos os gmpos de tratamento foi menor que 0,05
e o método de Student-Newman-Keuls não identificou os pares de grupos com P<0,05. A
significa alfa; BI, betai; B2, beta2; B3, beta3. D, delta; T, teta; (SÓ), sem obstrução da
artéria carótida comum; (CE), com obstrução da carótida comum esquerda; (CEG),
obstrução da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2
mM de glutation reduzido a 41,50 i^VlOOg/min, durante 60 minutos. Este estudo foi feito a
partir de épocas de EEG sem atividade hipersmcrona.
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Gráfico 39 - Amplitudes absolutas médias do espectro alfa do EEG sem atividade hipersíncrona de ratos sem
obstrução de carótida comum QSO), com obstrução da carótida comum esquerda C-CE), com obstrução da
carótida comiun esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). AF3 significa alfa frontal
esquerdo; AF4, alfa fi-ontal direito, AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; *, P<0,05.
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Gráfico 40 - Amplitudes absolutas médias do espectro betai do EEG sem atividade hipersínCTona de ratos
sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda (_CE), com obstrução
da carótida comum esquerda e mftisão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). B1F3 significa betai fi-ontal
esquerdo; B1F4, betai frontal dü-eito, B1P3, betai parietal esquerdo; B1P4, betai parietal direito;«, P<0,05.
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Gráfico 41 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta2 do EEG sem atividade hipersmcrona de ratos
sem obstmção de carótida comum CSO), com obstmção da carótida comum esquerda (_CE), com obstrução
da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH QCEG). B2F3 significa beta2 frontal
esquerdo; B2F4, beta2 frontal direito, B2P3, beta2 parietal esquerdo; B2P4, beta2 parietal direito; *, P<0,05.
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Gráfico 42 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta3 do EEG sem atividade hipersíncrona de ratos
sem obstmção de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda C_CE), com obstrução
da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). B3F3 significa beta3 frontal
esquerdo; B3F4, beta3 fi-ontal direito, B3P3, beta3 parietal esquerdo; B3P4, beta3 parietal direito; *, P<0,05.
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Gráfico 43 — Amplitudes absolutas médias do espectro delta do EEG sem atividade hipersíncrona de ratos
sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda (_CE), com obstrução
da carótida comum esquerda e infiisão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). DF3 significa delta frontal
esquerdo; DF4, delta frontal direito, DP3, delta parietal esquerdo; DP4, delta parietal dü-eito; *, P<0,05.
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Gráfico 44 - Amplitudes absolutas médias do espectro teta do EEG sem atividade hipersíncrona de ratos sem
obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda C_CE), com obstrução da
carótida comum esquerda e infi.isão intracarotídea esquerda de GSH C_CEG). TF3 significa teta frontal
esquerdo; TF4, teta frontal direito, TP3, teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; *, P<0,05.
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Alfa(região frontal
esquerda)

Alfa(região firontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
230,90 194,40 I 246,20 500,00 140,80 I 230,20 172,10 139,40 I 179,40 195,90 133,80 I 201,60
171,00 129,00 I 203,80 218,50 131,70| 226,30 132,70 95,97 I 143,40 133,60 96,81 I 146,60
102,00 121,90 I 179,20 177,50 136,30 I 201,40 133,30 137,90 I 193,40 115.40 126,00 I 169,40
498,20 257,80) 204,10 338,90 214,80 199,10 220,40 156,80 150,50 254,90 159,60 141,10
286,80 141,80 I 170,20 218,30 129,90 167,80 83,20 103,70 111,00 114,90 124,20 128,10
30,34 34,65 48,01 32,31
59,15 39,75 60,04 62,07 131,00 I 222,10 91,53 51,12 [ 97,73 81,23 39,99 I 66,77
90,25 I 166,00 253,10 I 76,09 | 84,88 | 144,40 | 52,28 [ 75,74 | 132,00 | 46,23 | 89,69 | 138,70

Tabela 61 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do especti-o alfa do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstrução de carótidas;
CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstrução da carótida comum
esquerda e infasão, a 41,50 [iVÏOOg/mm, durante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersmcrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).

Beta» (região frontal
esquerda)

Beta,(região frontal
direita)

Betai(região parietal
esquerda)

Betai(região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
169,80 140,90 174,80 416,20 101,50 t 167,50 178,00 107,70 I 161,00 218,40 95,50 I 179,50
135,60 121,50 148,70 154,50 123,30 I 162,00 122,30 95,40 I 114,20 118,80 93,62 I 113,90
80,29 95,95 124,70 121,60 107,80 I 141,20 98,98 107,80 I 142,10 84,95 95,66 j 119,20

375,50 207,00 185,20 230,40 174,00 202,00 184,00 159,30 253,20 214,90 159,00 153,40
195,40 105,70 132,20 157,40 126,40 137,40 61,54 80,88 93,10 84,22 104,80 114,70
29,29 18,34 21,46 23,78
56,48 49,78 65,62 50,50 143,60 I 173,30 86,40 60,71 I 88,73 73,08 33,90 I 55,21
97,45 I 189,20 179,80| 54,50 | 92,42 | 132,00 | 46,51 | 101,50) 111,00 | 36,10 | 87,55 | 116,50

Tabela 62 - Amplitudes absolutas médias (^V) do especti-o betai do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstrução de carótidas;
CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstrução da carótida comum
esquerda e infusão, a 41,50 f^VlOOg/mm, durante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona.. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersmcrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).
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Beta2 (região frontal
esquerda)

Betas(região frontal
direita)

Betai(região parietal
esquerda)

Betas(região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
73,24 57,87 69,09 161,30 49,64 I 75,23 98,31 53,33 I 81,14 113,70 50,90 I 95,77
63,76 57,74 69,27 69,49 58,34 I 76,53 66,93 48,30 I 58,88 67,48 45,87 I 58,46
46,69 48,03 61,64

s'
61,96 50,40 I 64,24 55,67 52,41 I 68,15 49,63 45,26 I 54,82

144,60 94,51 111,30 95,40 75,48 I 99,89 100,60 81,50 113,00 110,60 77,92 I 87,47
71,82 50,24 58,72 58,98 59,98 ] 64,47 22,08 41,44 45,70 32,54 57,77 I 67,55
15,81 18,34 21,46 23,78
32,92 34,45 35,55 24,05 95,02 88,17 57,76 44,88 46,11 48,02 22,34 30,51
45,64 83,32 78,30 I 30,64 53,88 61,21 I 23,31 47,41 51,84 I 21,72 48,68 62,21

Tabela 63 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro beta; do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstrução de carótidas;
CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstrução da carótida comum
esquerda e míüsão, a 41,50 i^VlOOg/min, diu-ante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersíncrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).

Beta3 (região frontal
esquerda)

Beta3 (região frontal
direita)

Bet23 (região parietal
esquerda)

Betaa(região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
44,68 34,29 35,33 63,01 I 29,01 I 39,37 59,28 I 32,97 | 47,42 70,98 35,94 I 60,67
35,94 28,36 36,98 33,68 I 33,00 | 39,67 36,33 I 24,71 | 31,34 37,73 23,25 I 29,42
26,58 28,42 38,62 37,35 I 29,36 | 37,58 31,35 I 29,07 I 39,02 29,68 25,31 I 31,28
82,58 59,17 62,57 52,88 I 38,83 | 53,98 56,44 I 46,21 | 75,05 63,55 44,91 I 55,02
40,43 22,53 29,99 28,21 I 29,10 ] 32,37 17,03 I 19,59 I 23,60 17,04 30,00 I 34,57
11,09 12,00 14,56 15,56
20,64 15,00 21,17 14,66 29,74 51,46 35,02 25,50 27,81 28,79 14,40 17,89
18,72 30,38 43,08 I 13,72 14,63 26,80 I 13,62 17,86 28,17 I 11,43 18,70 31,10

Tabela 64 - Amplitudes absolutas médias (pV) do espectro betâ3 do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstrução de carótidas;
CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstmção da carótida comum
esquerda e míüsão, a 41,50 (J.VlOOg/min, durante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersíncrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).
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Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta(região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
612,10 607,30 804,00 507,00 309,40 I 694,40 415,80 307,10 I 456,80 408,50 291,60 I 504,30
289,40 358,40 449,20 459,00 369,10 I 449,40 287,00 223,20 I 272,40 293,80 216,50 I 256,20
258,60 207,00 346,10 403,30 193,10 I 313,50 270,70 165,20 I 250,60 241,20 151,50|219.80
597,30 475,60 476,30 597,40 497,80 I 584,80 301,60 282,70 I 465,10 373,80 318,00 I 281,10
418,60 220,03 323,70 490,20 212,10 I 274,70 117,90 146,00 I 185,00 208,90 176,10|212,90
81,67 76,94 87,72 69,52
183,40 431,60 431,20 177,00 189,20 241,70 95,93 224,70 230,70 118,80 191,70 231,40
99,04 61,47 81,47 I 69,89 204,10 463,60 I 144,70 85,16 107,60 I 171,80 61,42 98,07

Tabela 65 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro delta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstrução de carótidas;
CE - com obstrução da carótida comum; CEG - com obstrução da carótida comum
esquerda e míüsão, a 41,50 i^VlOOg/min, durante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersmcrona. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersíncrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).

Teta (região frontal
esquerda)

Teta(região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

so CE CEG so CE CEG so CE CEG so CE CEG
276,90 323,50 375,00 433,50 218,40 I 314,60 230,50 204,50 I 231,50 282,80 206,20 254,10
218,00 243,60 316,90 351,00 224,70 I 346,40 220,80 171,40 I 233,30 229,60 170,70 234,40
186,30 230,20 304,50 257,10 260,70 I 340,00 212,20 239,80 I 296,30 186,60 221,10 259,00
501,90 382,70 352,30 343,80 320,50 I 326,70 221,70 223,90 I 273,20 261,90 226,40 246,00
305,70 286,20 264,50 374,80 222,80 I 233,00 113,80 189,90 I 157,30 163,80 221,00 171,10
46,81 59,70 85,45 48,78
75,65 52,36 78,11 74,62 156,90 360,30 127,40 74,34 123,00 119,10 44,75 85,50
143,70 342,60 345,00 113,20 138,70 210,00 74,59 171,30 189,60 71,45 149,90 190,50

Tabela 66 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro teta do eletroencefalograma de
ratos Wistar-Kyoto distribuídos em três grupos de estudo: SO - sem obstmção de carótidas;
CE - com obstmção da carótida comum; CEG - com obstrução da carótida comum
esquerda e infusão, a 41,50 (iVlOOg/min, durante 60 minutos, de solução de glutation
reduzido (1,2 mM) em seu segmento distai. Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersmcrona. Em um dos exames não se encontrou atividade hipersíncrona nos
grupos CE e CEG (espaços da tabela sem dados).
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Região

Espectro

Sem
obstmção

da
carótida
comum

Alfa
Obstrução

da
carótida
comum

esquerda

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida

comum

Delta
Obstrução

da
carótida
comum

esquerda

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Sem
obstrução

da
carótida

comum

Teta
Obsüução

da
carótida
comum

esquerda

Obstrução
da

carótida

comum
esquerda
eGSH

Frontal

esquerda
205,50 ±
57,60

150,10 ±
25,50

188,10±
24,30

351,20 ±
75,20

337,30 ±
70,40

416,00 ±
81,80

244,00 ±
52,10

265,90 ±
41,00

290,90 ±
38,00

Frontal
direita

227,30 ±
57,70

138,50 ±
14,50

198,80 ±
12,20

386,30 ±
72,30

282,10 ±
44,30

431,70 ±
63,30

278,30 ±
51,70

220,40 ±
23,10

304,40 ±
22,20

Parietal
esquerda

126,50 ±
21,60

108,70 ±
38,10

143,90 ±
34,40

233,40 ±
44,30

204,90 ±
29,50

281,20 ±
50,60

171,60 ±
24,30

182,20 ±
20,40

214,90 ±
23,40

Parietal
direita

134,60 ±
26,60

110,00 ±
14,60

141,80±
15,60

259,50 ±
39,90

201,00 ±
32,70

257,70 ±
46,50

187,90 ±
28,90

177,20 ±
24,60

205,80 ±
23,70

Tabela 67 - Média das amplitudes absolutas médias (^iV) ± Erro Padrão da Média (|^V) dos
espectros alfa, delta e teta do eletroencefalograma de ratos Wistar-Kyoto. Grupos: animais
sem obstrução da carótida comum esquerda; animais com obstrução da artéria carótida
comum esquerda; animais com obstrução da artéria carótida comum esquerda e infusão no
segmento distai da mesma, a 41,50 (il/lOOg/min, durante 60 minutos, de solução de
glutation reduzido (1,2 mM). N = 7 (número de animais analisados que formaram grupos
pareados possíveis entre os oito aiialisados). Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona.

Região

Espectro

Beta,
Sem

obstrução
da

carótida
comum

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Beta2
Sem

obstrução
da

carótida

comum

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Beta3
Sem

obstrução
da

carótida

comum

Obstrução
da

carótida
comum

esquerda

Obsti-ução
da

carótida
comum

esquerda
eGSH

Frontal
esquerda

158,60 ±
40,60

130,00 ±
20,60

144,40±
15,90

64,80 ±
13,90

60,90 ±
7,91

69,10 ±
8,67

38,50 ±
8,23

31,20 ±
5,22

38,20 ±
4,84

Frontal
direita

169,30 ±
47,46

124, l O ±
10,53

159,30 ±
9,32

71,70 ±
17,46

63,20 ±
6,23

75,70 ±
5,37

34,80 ±
6,94

29,10 ±
2,76

40,20 ±
3,67

Parietal
esquerda

111,10±
20,30

101,90 ±
11,50

137,60 ±
21,60

60,70 ±
11,92

52,80 ±
5,04

66,40 ±
9,13

35,60 ±
6,62

28,00 ±
3,61

3 8,90 ±
6,74

Parietal
direita

118,60 ±
26,90

95,70 ±
13,80

121,80 ±
14,60

63,40 ±
13,71

49,80 ±
6,26

65,30 ±
8,17

37,00 ±
8,50

27,50 ±
3,94

37,10±
5,73

Tabela 68 - Média das amplitudes absolutas médias (f^V) ± Erro Padrão da Média (|^V) dos
espectros betai, beta2 e betas do eletroencefalograma de ratos Wistar-Kyoto. Gmpos:
animais sem obstrução da carótida comum esquerda; animais com obstmção da artéria
carótida comum esquerda; animais com obstrução da artéria carótida comum esquerda e
infusão no segmento distai da mesma, a 41,50 |iV100g/min, durante 60 minutos, de solução
de glutation reduzido (1,2 mM). N = 7 (número de animais analisados que formaram grupos
pareados possíveis entre os oito analisados). Na análise foram utilizados períodos com
atividade hipersíncrona.

Í. -!
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Processando-se a Análise de Variância (ANO VA "One Way RM") e

a Análise de Variância de Medidas Repetidas (Friedman), quando o teste de
normalidade falhou, os grupos comparados que ofereceram diferenças de
amplitudes absolutas médias estatisticamente significativas (P<0,05) são
apresentados na tabela 69. A comparação múltipla de todos os pares foi feita
através do método de Student-Newman-Keuls. Detalhes individuais são

apresentados nos gráficos 45 a 50.

Pares de grupos comparados (P<0,05) Valor de P entre os grupos de tratamento < 0,05
B1F4 (ÇEG) eMF4 (CE)
B1F4 (SO) e B1F4 (CE)

0,0498*
(^ = 6,00 com 2 graus de liberdade)

B3F4 (CEG) e B3F4 (CE)
B3F4 (CEG) e B3F4 (SO)

0,0183*
(^ = 8,00 com 2 graus de liberdade)

B3P3 (CEG) e B3P3 (CE) 0.0437

Tabela 69 - Comparação das medianas (quando o teste de normalidade falhou) e das
médias das amplitudes absolutas médias entre os gmpos controle (SÓ) e de tratamento (CE)
e (CEG) e de pares de grupos de tratamento (ANOVA "ONE WAY" RM): valores de P.
Somente os grupos com valores de P<0,05 foram comparados. A Análise de Variância de
Medidas Repetidas (Friedman) foi também processada (*), quando houve falha do teste de
normalidade. A comparação múltipla de todos os pares foi feita através do método de
Student-Newman-Keuls, quando o valor de P entre todos os grupos de tratamento foi menor
que 0,05. BI significa betai; B3, betaa, (SÓ), sem obstrução da carótida comum; (CE), com
obstrução da carótida comum esquerda; (CEG), obstrução da carótida comum esquerda e
infusão intracarotídea esquerda, a 41,50 ^iVlOOg/min, durante 60 minutos, de solução 1,2
mM de glutation reduzido. Na análise foram utilizados períodos com atividade
hipersíncrona.
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Gráfico 45 - Amplitudes absolutas médias do espectro alfa do EEG (incluindo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstmção de carótida comum C.SO), com obstrução da carótida comum esquerda C-CE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). AF3 significa alfa
frontal esquerdo; AF4, alfa frontal direito, AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; E.P.M., erro
padrão da média; (iV, microvolts.
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Gráfico 46 - Amplitudes absolutas médias do espectro betai do EEG (incluindo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstrução de carótida comum C_SO), com obstrução da carótida comum esquerda C_CE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). B1F3 significa
betai frontal esquerdo; B1F4, betai fi-ontal direito, B1P3, betai parietal esquerdo; B1P4, betai parietal direito;
*, P<0,05, E.P.M., erro padrão da média; ^V, microvolts.
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Gráfico 47 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta2 do EEG (incluindo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda QCE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). B2F3 significa
betaz frontal esquerdo; B2F4, beta; frontal dü-eito, B2P3, betaz parietal esquerdo; B2P4, betaz parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; |iV, microvolts.
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Gráfico 48 - Amplitudes absolutas médias do espectro beta3 do EEG (incluindo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstmção da carótida comum esquerda C-CE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infiisão intracarotídea esquerda de GSH C_CEG). B3F3 significa
betas frontal esquerdo; B3F4, betas fi-ontal dü-eito, B3P3, betas parietal esquerdo; B3P4, beta3 parietal direito;
*, P<0,05, E.P.M., erro padrão da média; (J. V, microvolts.
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Gráfico 49 - AmpUtudes absolutas médias do espectro delta do EEG (inclumdo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda QCE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infiisão intracarotídea esquerda de GSH (_CEG). DF3 significa delta
frontal esquerdo; DF4, delta frontal direito, DP3, delta parietal esquerdo; DP4, delta parietal direito; E.P.M.,
erro padrão da média; ^V, microvolts.

I
D.
UJ
-H

I

i

i

Ais?''.

ião

iïï

TF3_SO TF3_CE TF3_CEG TH_SO TF4_CE TF4_CEG TP3_SO TP3_CE TP3_CEG TP4_SO TP4_CE TP4_CEG

Gráfico 50 - Ampütudes absolutas médias do espectro teta do EEG (inclumdo atividade hipersíncrona) de
ratos sem obstrução de carótida comum (_SO), com obstrução da carótida comum esquerda (_CE), com
obstrução da carótida comum esquerda e infusão intracarotídea esquerda de GSH G_CEG). TF3 significa teta
frontal esquerdo; TF4, teta frontal direito, TP3, teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; E.P.M., erro
paà-ão da média; (iV, microvolts.
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Dos oito animais utilizados nesta fase experimental, oito apresentaram
atividade hipersmcrona, quando fizeram parte do gmpo sem obstrução da artéria
carótida comum (tabelas 61 a 66). Quando fizeram parte do gmpo com obstrução
da artéria carótida comum esquerda ou do gmpo com obstrução da artéria
carótida comum esquerda e iníüsão intracarotídea esquerda de glutation, sete
apresentaram atividade hipersmcrona (tabelas 61 a 66).

Quando se estudou o EEG sem atividade hipersíncrona, comparando-
se os grupos sem obstrução da artéria carótida e os com obstirução da artéria
carótida comum esquerda, a observação cuidadosa das tabelas 58 e 59 e gráficos
39 a 44 permite inferir que, em todos os gmpos pares de estudo, a obstrução da
artéria carótida comum esquerda induziu uma redução das amplitudes absolutas
médias dos espectros do EEG. Houve modificação significativa da amplitude
absoluta média, quando comparados os seguintes gmpos pares: alfa frontal
direito, alfa parietal esquerdo, alfa parietal direito, betai frontal esquerdo, betai
frontal direito, betai parietal esquerdo, betaz fi-ontal direito, beta3 fi-ontal
esquerdo, betas frontal direito, betas parietal esquerdo, betas parietal du-eito, delta
frontal esquerdo, delta parietal esquerdo, delta parietal direito e teta fi-ontal direito
(tabela 60, gráficos 39 a 44). A mfüsão de glutation aumentou a amplitude
absoluta média dos espectros de frequência, com exceção do espectro delta
fi'ontal esquerdo, delta fi-ontal direito, delta parietal esquerdo e delta parietal
du'eito, que tiveram suas amplitudes absolutas médias praticamente malteradas
(tabelas 58 e 59, gráficos 39 a 44). O aumento da amplitude absoluta média do
espectro alfa na região fi'ontal direita (tabela 60, gráfico 39) e betai na região
frontal esquerda (tabela 60, gráfico 40) foi significativo.

Quando períodos com atividade hipersmcrona foram envolvidos no
estudo, verificou-se que a obstmção da artéria carótida comum esquerda mduziu
uma redução da amplitude absoluta média dos espectros eletroencefalográficos,
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com exceção de teta das regiões fi-ontal esquerda, parietal esquerda e parietal
direita (tabelas 67 e 68, gráficos 45 a 50). A redução da amplitude absoluta média
do espectro betai fi-ontal direito foi significativa após obstmçâo da artéria
carótida comum esquerda (tabela 69, gráfico 46). A infusão intracarotídea
esquerda de glutation induziu aumento das amplitudes absolutas médias de todos
os espectros de frequência do eletroencefalograma de animais com obstmção da
artéria carótida comum esquerda (tabelas 67 e 68, gráficos 45 a 50); o aumento
das amplitudes absolutas médias do espectro betai fi-ontal direito, betas fi-ontal
direito e parietal esquerdo foi significativo (tabela 69, gráficos 46 e 48).

4.6. Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográficos em ratos com oclusão das carótidas
comuns e infusão intracarotídea de solução de solução 2,1
mM de L-cistina.

As tabelas 70 a 75 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de 6'eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai, betaz,
betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no gmpo
Isquemia (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias
carótidas comuns) e no gmpo Infusão de L-cistína (mesmos ratos, nos quais se
promoveu infusão intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a
43,31 pl/lOOg/min, durante sessenta minutos). As tabelas 76 e 77 demonstram os
valores das médias das amplitudes médias absolutas ± erro padrão da média e de
P respectivamente. Os gráficos 51 a 56 resumem os achados estatísticos.

As amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de fi-eqüência
do eletroencefalograma apresentam-se maiores nas regiões parietais do que nas
regiões frontais (tabela 76, gráficos 51 a 56).

I
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Alfa
(frontal esquerdo)

Alfa
(frontal direito)

Alfa
(parietal esquerdo)

Alfa
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
l.-cistina

35,93 22,99 20,93 15,94 69,93 55,64 53,18 42,04
46,09 57,46 31,60 31,42 66,72 71,37 48,78 53,42
33,34 22,41 28,70 21,01 61,61 52,89 38.97 58,57
22,50 29,59 25,44 32,32 72,42 98,94 63,71 87.73
4,79 6,45 4,07 7,77 14,35 31,05 11,71 28,15
43,72 37,02 36,21 32,19 85,60 60,55 69,53 53,13
49,68 46,91 23,08 25,94 64,38 68,67 47,15 58,29
30,41 39,16 27,57 34,70 77,42 85,48 68,86 82,12
65,96 66,34 50,28 47,65 67,16 81,19 57,40 68,80

Tabela 70 - Amplitudes absolutas médias ((l V) do espectro atfa do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 43,31 p.l/lOOg/min, durante sessenta minutos, de solução 2,1 niM
de L-cistina).

Betai
(frontal esquerdo)

Betai
(frontal direito)

Betai
(parietal esquerdo)

Betai
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

35,58 20,51 18,93 15,06 66,12 58,36 50,08 39,28
38,08 42,74 27,03 25,79 61,39 65,34 41,70 43,79
33,18 21,08 29,49 19,18 63,94 42,85 39,39 44,12
22,87 25,65 28,43 31,54 83,83 91,07 76,98 77,29
6,47 6,54 6,18 8,45 20,96 29,36 24,95 24,56
35,54 30,29 35,18 30,91 82,29 60,55 70,93 54,19
40,65 38,91 23,12 23,27 65,47 64,67 47,20 43,43
24,99 36,82 23,23 31,11 61,82 87,95 52,63 80,20
55,46 47,42 41,77 40,71 61,12 69,79 51,11 55,29

Tabela 71 - Amplitudes absolutas médias (pV) do espectro betai do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstmção das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 43,31 i.il/lOOg/min, durante sessenta minutos, de solução 2,1 mM
de L-cistina).
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Beta2
(frontal esquerdo)

Beta2
(frontal direito)

Beta2
(parietal esquerdo)

Beta;
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

14,12 10,73 9,93 8,62 32,55 27,55 27,21 21,27
19,69 21,98 14,63 14,44 38,82 39,61 28,36 23,99
16,83 10,98 14,84 10,50 31,91 22,09 21,22 22,78
11,97 13,20 15,84 17,27 44,43 50,33 41,69 40,86
5,09 4,03 5,66 5,92 16,50 18,38 18,46 17,54
15,35 14,98 18,25 17,24 38,35 30,83 40,21 30,82
24,64 22,54 14,81 12,56 30,56 32,79 27,80 24,97
17,84 23,88 16,26 17,79 50,20 52,59 44,63 44,35
24,75 22,20 23,39 24,74 31,58 35,79 28,01 31,09

Tabela 72 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro beta2 do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 43,31 ^VlOOg/min, durante sessenta minutos, de solução 2,1 mM
de L-cistina).

Betaa
(frontal esquerdo)

Betaa
(frontal direito)

Betas
(parietal esquerdo)

Beta3
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

9,22 7,85 7,29 6,01 19,96 21,98 15,77 15,62
13,19 13,64 11,06 11,04 22,76 27,66 17,34 15,15
10,72 7,21 9,39 6,69 20,41 15,82 14,21 15,06
7,28 7,42 10,13 9,81 31,74 30,73 35,45 25,67
3,99 2,87 4,61 4,53 13,50 12,88 17,43 16,66
9,33 9,84 14,48 11,76 27,96 21,19 26,54 21,82
16,73 15,02 9,45 8,48 30,52 18,82 20,22 18,16
10,40 16,08 10,01 11,43 38,96 34,98 29,09 29,44
14,51 15,08 13,52 15,53 19,45 22,48 15,38 20,77

Tabela 73 - Amplitudes absolutas médias (f^V) do espectro betaa do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 43,31 ^VlOOg/min, durante 60 minutos, de solução 2,1 mM de L-
cistina).
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Delta
(frontal esquerdo)

Delta
(frontal direito)

Delta
(parietal esquerdo)

Delta
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistína

Isquemia Infusão de
L-cistina

Isquemia Infusão de
L-cistina

78,82 61,83 62,24 49,68 138,30 113,70 112,50 94,08
90,77 102,90 60,52 66,71 142,00 148,50 99,41 114,00
74,29 41,30 68,84 38,19 119,00 81,95 19,40 83,96
40,14 35,23 69,30 56,97 167,30 174,40 140,70 150,60
24,31 27,94 24,63 31,17 96,68 121,40 60,52 76,40
119,30 68,00 107,3 67,66 205,10 117,90 132,50 91,49
113,20 141,00 75,17 89,65 100,80 107,30 85,81 113,60
88,93 95,52 94,80 105,30 127,60 109,60 85,38 94,75
128,90 131,30 84,43 88,78 86,25 92,55 60.33 63,04

Tabela 74 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro delta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
mtracarotídea esquerda, a 43,31 ^VlOOg/mm, durante sessenta minutos, de solução 2,1 mM
de L-cistina).

Teta

(frontal esquerdo)
Teta

(frontal direito)
Teta

(parietal esquerdo)
Teta

(parietal direito)
Isquemia Infusão de

L-cistina
Isquemia Infusão de

L-cistina
Isquemia Infusão de

L-cistina
Isquemia Infusão de

L-cistina
42,83 28,16 29,35 21,85 86,78 74,19 70, li 54,23
61,40 72,15 39,29 44,64 87,69 97,86 65,81 73,75
38,89 26,73 33,42 26,78 76,53 66,46 59,48 71,48
31,54 35,18 39,14 41,20 95,60 125,20 86,37 108,80
10,27 10,55 10,57 13,68 42,67 48,14 34,33 41,92
61,72 44,66 55,75 41,39 130,80 82,47 102,80 70,32
91,94 76,78 34,86 37,83 73,85 77,27 61,18 66,73
52,29 58,52 51,96 59,92 86,20 97,63 74,75 93,25
89,41 80,39 72,07 70,73 84,64 97,32 73,94 81,09

Tabela 75 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro teta do EEG de anünais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-cistina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 43,31 pVlOOg/min, durante sessenta minutos, de solução 2,1 mM
de L-cistma).



Grupo

Frontal
esquerdo

Isquemia

Beta3

10,60
±1,28

Beta2

16,70
±2,05

Betai

32,54
±4,52

Alfa

36,94
±5,81

Teta

53,37
±8,80
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Delta

84.30
± 11,66

Infusão de
L-cistina

10,56
±1,53

16,06
±2,31

30,00
±4,30

36,48
±6,21

48,12
±8,33

78,34
± 13.83

Frontal
direito

Isquemia
9,99
±0,99

14,85
±1,65

25,93
±3,36

27,54
±4,13

40,71
±5,85

71,91
± 7,83

Infusão de
L-cistina

9,45
±1,14

14,85
±1,90

25,11
±3,27

27,66
±3,88

39.78
±5,97

66.01
±8.30

Parietal

esquerdo

Isque mia
25,03
±2,62

34,99
±3,20

62,99
±6,01

64,40
±6,71

84,97
±7,65

131,45
± 12,49

Infusão de
L-cistína

22,95
±2,36

34,44
±3,88

63,33
±6,49

67,31
±6,71

85,17
±7,43

118,59
±9,33

Parietal
direito

Isquemia
21,27
±2,46

30,84
±3,07

50,55
±5,25

51,03
±5,98

69,86
±6,30

99,62
±9,71

Infusão de
L-cistína

21,27
±2,46

28,63
±3,01

51,35
±5,97

59,14
±6,19

73,51
±6,59

97,99
±8,51

Tabela 76 - Média (^iV) ± erro padrão da média (|^V) das amplitudes absolutas médias dos
diversos espectros de frequência do eletroencefalograma de dois grupos pares de animais
(n=9): Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de L-cistina
(obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 43,31
^1/lOOg/min, durante sessenta minutos, de solução 2,1 mM de L-cistina).

Grupos
comparados Beta3 Beta2 Betai Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (1C) 0,9634 0,5972 0,3970 0,8785 0,1735 0,4816

Frontal D (I)
Frontal D (1C) 0,3660 0,4627 0,6481 0,9487 0,7080 0,3817

Parietal E (I)
Parietal E (1C) 0,2676 0,7726 0,9495 0,6060 0,9792 0,2883

Parietal D (I)
Parietal D (1C) 0,3253 0,1248 0,8505 0,1120 0,5438 0,8453

Tabela 77 - Valores de P; gmpos comparados: (I) - Isquemia (obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns); (1C) - Infusão de L-cistina (obstrução das artérias carótidas
comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 43,31 i^VlOOg/min, durante sessenta minutos,
de solução 2,1 mM de L-cistina). D significa direito; E, esquerdo.

l J
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Gráfico 51 - Amplitudes absolutas médias (pV) ± E.P.M. (|iV) do espectro alfa do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução das artérias
carótidas comuns); _Cis, Infusão de L-cistína (obstrução das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 ^il/lOOg/min, durante sessenta minutos);
AP3, alfa parietal esquerdo, AP4, alfa parietal direito; AF3, alfa frontal esquerdo, AF4, alfa fi-ontal direito;
E.P.M., erro padrão da média; (J. V, microvolts.
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Gráfico 52 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) do espectro betai do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução das artérias
carótidas comuns); Cis, Infusão de L-cistina (obstrução das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos);
B1P3, betai parietal esquerdo, B1P4, betai parietal direito; B1F3, betai frontal esquerdo, B1F4, betai frontal
direito; E.P.M., erro padrão da média; |j.V, microvolts.
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Gráfico 53 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (tiV) do espectro beta2 do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução das artérias
carótidas comuns); _Cis, Infusão de L-cistina (obstmção das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 ^iVlOOg/min, durante sessenta minutos);
B2P3, betaz parietal esquerdo, B2P4, betâ2 parietal direito; B2F3, betaz lïontal esquerdo, B2F4, betaz frontal
direito; E.P.M., erro padrão da média; (iV, microvolts.
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Gráfico 54 - Amplitudes absolutas médias (|iV) ± E.P.M. (p.V) do espectro betas do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução das artérias
carótidas comuns); Cis, Infusão de L-cistína (obstrução das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 tiriOOg/min, durante sessenta minutos);
B3P3, betas parietal esquerdo, B3P4, betas parietal direito; B3F3, betas fi'ontal esquerdo, B3F4, betas frontal
direito; E.P.M., erro padrão da média; pV, microvolts.
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Gráfico 55 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (tiV) do espectro delta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução das artCTÍas
carótidas comuns); Cis, Infusão de L-cistína (obstiT.ição das artérias carótidas comuns e iníüsão
inti-acarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos);
DP3, delta parietal esquerdo, DP4, delta parietal direito; DF3, delta fi-ontal esquerdo, DF4, delta frontal
direito; E.P.M., erro padrão da média; |iV, microvolts.
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Gráfico 56 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (p.V) do espectro teta do EEG de ratos
Wistar-Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _Cis. _I significa Isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _Cis, Infusão de L-cistina (obstrução das artérias carótidas comuns e
infusão intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina, a 43,31 ^1/lOOg/min, durante sessenta
minutos); TP3, teta parietal esquerdo, TP4, teta parietal direito; TF3, teta frontal esquerdo, TF4, teta
frontal direito; E.P.M., erro padrão da média; (iV, microvolts.

Comparando-se adicionalmente o grupo Isquemia, constituído

pêlos ratos com obstrução das carótidas comuns, e Infusão de L-cistina,

formado pêlos mesmos animais com obstrução das carótidas comuns e

infusão intracarotídea esquerda, a 43,31 ^il/lOOg/min, durante 60 minutos,

de L-cistina 2,1 mM, não foram identificadas modificações

estatisticamente significativas das amplitudes absolutas médias dos

diversos espectros do eletroencefalograma (tabela 77).
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5.7 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográficos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução 1,2
mM de L-glutamina.

As tabelas 78 a 83 demonstram os valores das amplitudes absolutas

médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, betaz,

betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa

individualmente no gmpo Isqueinia (ratos anestesiados com obstrução das

artérias carótidas comuns) e no grupo Infusão de L-glutamina (mesmos ratos,

nos quais se promoveu infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de

L-glutamina, a 42,94 pl/lOOg/min, durante sessenta minutos). As tabelas 84 e

85 demonstram os valores das médias das amplitudes absolutas médias ± erro

padrão da média e de P respectivamente. Conforme observado na tabela 85, o

teste de normalidade falhou, quando foram avaliadas as amplitudes absolutas

médias dos espectros teta e delta da região fi-ontal esquerda, betai da região

parietal direita e betâ3 da região parietal esquerda. Neste caso, foram

consideradas as medianas, incluindo-se, na avaliação estatística, o teste

"Wilcoxon Signed Rank". Detalhes são apresentados individualmente nos

gráficos 57 a 62.

t.!
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Alfa
(frontal esquerdo)

Alfa
(frontal direito)

Alfa
(parietal esquerdo)

Alfa
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutai

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-filutamina

47,50 30,96 22,48 22,76 28,42 35,28 22,93 22,98
36,81 24,19 43,23 18,830 38,83 32,64 39,07 27,35
210,80 212,40 313,60 292,30 164,80 171,80 203,00 194,80
142,90 157,40 88,91 103,10 105,10 120,60 126,00 158,40
54,25 62,40 21,96 37,97 62,48 75,750 41,09 46,50
78,29 72,29 135,90 130,20 104,80 89,39 76,94 67,07
6,53 23,84 9,98 33,83 13,51 40,33 14,02 46,44
14,55 28,00 14,16 28,04 38,29 52,42 35,09 61,10

Tabela 78 - Amplitudes absolutas médias (f^V) do espectro alfa do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
mtracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina, a 42,94 i^VlOOg/min, durante
sessenta minutos).

Betai
(frontal esquerdo)

Beta,
(frontal direito)

Beta,
(parietal esquerdo)

Beta,
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutainina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutanüna

Isquemia Infusão de
L-glutamina

34,49 31,95 21,37 22,13 26,89 32,21 24,37 26,67
36,22 32,72 50,87 32,59 43,20 43,41 44,49 43,92
170,80 174,20 257,10 228,00 139,40 157,60 172,80 173,20
98,85 102,80 62,40 78,80 76,75 98,53 85,70 116,00
71,22 77,41 34,49 34,40 75,76 81,38 47,34 45,25
56,55 56,04 88,64 90,64 69,68 68,53 59,00 54,10
10,26 35,17 12,08 45,05 24,39 61,53 29,02 68,53
17,07 31,84 16,57 31,16 45,85 66,37 37,54 60,66

Tabela 79 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro betai do EEG de anünais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e mfúsão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina, a 42,94 p.VlOOg/min, durante
sessenta minutos).
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Beta;
(frontal esquerdo)

Betaz
(frontal direito)

Beta2
(parietal esquerdo)

Beta;
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

18,05 20,54 12,95 16,65 13,72 21,76 11,17 17,82
25,44 17,07 41,40 17,97 33,06 23,07 37,53 24,88
81,14 80,67 114,10 97,88 76,45 82,23 94.86 86.20
41,75 50,01 31,16 39,44 36,98 49,32 39,84 58,45
42,11 46,36 21,28 21,33 48,30 47,00 37,72 26,46
28,45 28,59 42,02 44,41 33,77 35,61 29,22 28,96
5,82 26,63 10,01 37,74 16,93 44,30 19,70 49,70
13,27 17,84 12,85 17,21 30,51 43,13 25,50 34.21

Tabela 80 - Amplitudes absolutas médias (fiV) do espectro betas do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina a, a 42,94 i^VlOOg/min, durante
sessenta minutos).

Beta,
(frontal esquerdo)

Beta3
(frontal direito)

Beta3
(parietal esquerdo)

Betaa
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutai

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

15,53 16,61 11,83 13,03 13,97 19,90 9,94 14,42
14,86 11,76 26,16 16,18 20,27 15,99 27,18 21,18
44,58 42,14 56,48 51,96 44,06 45,91 51,21 49,59
22,22 29,64 18,20 22,88 21,66 26,90 22,50 34,02
29,82 26,90 19,48 12,60 30,96 28,01 28,08 17,19
21,11 17,44 26,86 25,87 23,98 22,40 21,44 18,15
3,27 22,86 6,13 29,47 10,27 34,59 12,59 38,67
10,63 14,04 10,46 13,42 24,98 29,67 18,38 23,93

Tabela 81 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro betas do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina, a 42,94 (iVlOOg/min, durante
sessenta minutos).

\..,
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Delta
(frontal esquerdo)

Delta
(frontal direito)

Delta
(parietal esquerdo)

Delta
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutainina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

298,60 133,60 157,10 82,84 139,00 100,00 126,30 82,27
66,41 116,00 47,76 82,72 56,21 82,20 61,03 72,68
391,90 366,80 383,60 389,10 326,40 317,90 373,20 351,60
327,80 307,00 212,40 195,10 233,90 221,10 266,30 253,50
71,43 83,43 42,80 74,96 52,83 95,71 50.36 71,77
152,20 141,10 218,20 210,00 210,80 169,20 154,60 131,80
60,65 26,12 53,94 37,26 20,88 27.61 41,68 33,77
25,50 45,89 27,97 47,21 45,67 55,92 36,08 77.77

Tabela 82 - Amplitudes absolutas médias (fiV) do espectro delta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutaniina, a 42,94 (iVlOOg/min, durante
sessenta minutos).

Teta
(frontal esquerdo)

Teta
(frontal direito)

Teta
(parietal esquerdo)

Teta
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

Isquemia Infusão de
L-glutamina

124,20 41,98 56,51 31,52 63,64 39,03 61,07 41,56
47,92 51,39 53,20 42,91 56,24 59,57 54,60 52,64
294,00 300,20 352,30 361,40 229,30 235,90 269,20 274,30
225,50 258,10 142,20 170,60 163,90 196,80 187,10 239,40
40,37 63,43 23,10 51,05 62,97 91,87 42,63 62,49
110,30 117,70 180,40 207,70 154,30 140,10 100,90 109,00
18,36 23,72 30,07 41,91 37,20 48,96 47,00 58,35
18,98 47,06 18,13 47,14 53,64 78,95 29,11 83,87

Tabela 83 — Amplitudes absolutas médias ((^V) do espectro teta do EEG de anünais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina, a 42,94 ^VlOOg/min, durante
sessenta minutos).



Grupo

Frontal

esquerdo

Isquemia

Beta3

20,25
±4,47

Beta2

32,00
±8,34

Betai

61,93
± 18,63

Alfa

73,95
± 24,66

Teta

109,95
± 36.05

Infusão de
L-glutamina

22,67
±3,54

35,96
±7,76

67,77
± 17,75

76,44
± 25,06

112,95
± 37,73
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Delta

152,49
± 50,73
174,31
± 43,04

Frontal
direito

Isquemia
21,95
±5,57

35,72
+ 12,06

67,94
±28,53

81,28
± 36,60

106,99
±40,77

Infusão de
L-glutamina

23,18
±4,70

36,58
±9,62

70,35
±24,11

83,34
±33,18

81,28
± 36,60

142,97
±44.08
139,90
±42,24

Parietal
esquerdo

Isquemia
23,77
±3,68

36,22
±6,93

62,74
±13,17

69,53
± 18,12

102,65
±24,78

Infusão de
L-glutaniina

27,92
±3,30

43,30
±6,68

76,20
± 13,71

77,28
± 17,27

111,40
±25,66

135,71
±39,22
133,71
±34,16

Parietal
direito

Isquemia
23,92
±4,50

36,94
±8,98

62,53
±17,11

69,77
±22,85

98,95
±30,15

Infusão de
L-glutamina

27,14
±4,37

40,84
±8,04

73,54
±17,00

78,08
± 22,40

115,20
±31,93

138,69
± 43,40
134,40
± 38,99

Tabela 84 - Média (^V) ± erro padrão da média (f^V) calculados a partir das amplitudes
absolutas médias dos diversos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma de dois
grupos pares de animais (n=9): Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e
Infusão de L-glutamina (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-glutamina, a 42,94 i^VlOOg/min, durante
sessenta minutos).

Grupos
comparados Betâ3 Beta2 Beta, Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IGIm) 0,4175 0,2230 0,1308 0,6055

0,8221 (st)
0,1834(t)
0,1953(x)

0,368 l(st)
0,4412(t)
0,4609(x)

Frontal D (I)
Frontal D (IGlm)

0,7446 0,8801 0,7395 0,7508 0,1325 0,8128

Parietal E (I)
Parietal E (IGlm)

0,2347(st)
0,1834(t)
0,1953(x)

0,1138 0,0235* 0,1419 0,2669 0,8533

Parietal D (I)
Parietal D (IGIm) 0,4584 0,4910

0,1137(st)
0,2936(t)
0,3125(x)

0,2583 0,1168 0,6729

Tabela 85 - Valores de P; grupos comparados: (I) - Isquemia (obstrução bilateral das
artérias carótidas comuns); (IGhn) - Infusão de L-glutamina (obstrução das artérias
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-glutamina, a
42,94 (iVlOOg/min, durante sessenta minutos). D significa dü-eito; E, esquerdo, (st), teste t-
Student; (t), estatístico, (x), exato; *, P<0,05.
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Gráfico 57 - Amplitudes absolutas médias (\iV) ± E.P.M. (^V) dos espectros alfa em ratos do grupo Isquemia
C_I) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamina C_glm). AF3_I significa alfa frontal esquerdo
nos animais com isquemia; AF3-ghn, alfa frontal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão
de L-glutamina; AF4-I, alfa frontal direito nos animais com isquemia; AF4-ghn, alfa fi-ontal direito nos
animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; AP3-I, alfa parietal esquerdo nos animais com
isquemia; AP3_glm, alfa parietal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina;
AP4 I, alfa parietal direito nos animais com isquemia; AP4_glm, alfa parietal direito nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; ^V, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.
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Gráfico 58 - Amplitudes absolutas médias (pV) ± E.P.M. (p V) dos espectros betai em ratos do
grupo Isquemia (_I) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamiaa Cglm). B1F3_I
significa betai frontal esquerdo nos animais com isquemia; BlF3-glm, betai frontal esquerdo nos
animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B1F4-I, betai frontal direito nos
animais com isquemia; BlF4-glm, betai frontal direito nos animais com isquemia e submetidos a
infusão de L-glutamina; B1P3-I, betai parietal esquerdo nos animais com isquemia; BlP3_glm,
betai parietal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B l P4 I,
betai parietal direito nos animais com isquemia; BlP4_glm, betai parietal direito nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; |iV, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.
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Gráfico 59 - Amplitudes absolutas médias (p.V) ± E.P.M. ((iV) dos espectros betaz em ratos do
grupo Isquemia QI) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamina (_glm). B2F3_I
significa betâ2 frontal esquerdo nos animais com isquemia; B2F3-glm, betaz frontal esquerdo nos
animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B2F4-I, betaz frontal direito nos
animais com isquemia; B2F4-glm, betas frontal direito nos animais com isquemia e submetidos a
infusão de L-glutamina; B2P3-I, betas parietal esquerdo nos animais com isquemia; B2P3_glm,
betaz parietal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B2P4 I,
betas parietal direito nos animais com isquemia; B2P4 glm, betaz parietal direito nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutanüna; ^V, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.
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Gráfico 60 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) dos espectros betas em ratos do
grupo Isquemia (_I) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamina (_glm). B3F3_I
significa betas frontal esquerdo nos animais com isquemia; B3F3-glm, betas frontal esquerdo nos
animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B3F4-I, beta3 frontal direito nos
animais com isquemia; B3F4-glm, betas frontal direito nos animais com isquemia e submetidos a
infusão de L-glutamina; B3P3-I, betas parietal esquerdo nos animais com isquemia; B3P3_glm,
betâ3 parietal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; B3P4_I,
betas parietal direito nos animais com isquemia; B3P4_glm, beta3 parietal direito nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; (iV, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.
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Gráfico 61 - Amplitudes absolutas médias (pV) ± E.P.M. (|^y) dos espectros delta em ratos do
grupo Isquemia QI) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamina (_glm)- DF3_I
significa delta frontal esquerdo nos animais com isquemia; DF3-glm, delta frontal esquerdo nos
animais com isquemia e submetidos a mfusão de L-glutamina; DF4-I, delta frontal direito nos
animais com isquemia; DF4-glm, delta frontal direito nos animais com isquemia e submetidos a
infusão de L-glutamina; DP3-I, delta parietal esquerdo nos animais com isquemia; DP3_glm, delta
parietal esquerdo nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; DP4_I, delta
parietal direito nos animais com isquemia; DP4_glm, delta parietal direito nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; ^iV, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.
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Gráfico 62 - Amplitudes absolutas médias (p.V) ± E.P.M. ((iV) dos espectros teta em ratos do grupo
Isquemia G_I) e nos mesmos animais do grupo Infusão de L-glutamina C_glm). TF3_I significa teta
frontal esquerdo nos animais com isquemia; TF3-glm, teta frontal esquerdo nos animais com
isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; TF4-I, teta frontal direito nos animais com
isquemia; TF4-glm, teta frontal direito nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-
glutamina; TP3-I, teta parietal esquerdo nos animais com isquemia; TP3_glm, teta parietal esquerdo
nos animais com isquemia e submetidos a infusão de L-glutamina; TP4 I, teta parietal direito nos
animais com isquemia; TP4_glm, teta parietal direito nos animais com isquemia e submetidos a
infusão de L-glutamina; |J.V, microvolts; E.P.M., erro padrão da média.

Neste estudo, foi constatado que as amplitudes absolutas médias dos

diversos espectros do eletroencefalograma se reduzem na sequência delta, teta,

alfa, betai, betaz, beta3 (tabela 84).

A infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de L-

glutamina, a 42,94 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos, determinou

aumento estatisticamente significativo isolado da amplitude absoluta média do

espectro betai na região parietal esquerda (tabela 85). Não houve modificação

significativa das amplitudes absolutas médias do espectro betai em outras

regiões, bem como dos demais espectros em todas as regiões estudadas.
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5.8 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução

3,03 mM de ácido a-lipóico.

As tabelas 86 a 97 demonstram os valores das amplitudes absolutas

médias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai, betaz,

betâ3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no grupo

Isquemia (fase I) constituído pêlos ratos anestesiados e com obstrução das

artérias carótidas comuns) e nos grupos Infusão de ácido a-lipóico (Inicial,

Intermediário e Final), constituído pêlos mesmos ratos, nos quais se

promoveu infusão intracarotídea esquerda de solução 3,03 mM de ácido a-

lipóico, a 41,91 pVlOOg/min, durante trinta minutos. Os subgrupos Inicial,

Intermediário e Final correspondem respectivamente às fases inicial (fase

II), intermediária (fase III) e final (fase IV) de infusão do ácido a-lipóico. As

tabelas 98 e 99 demonstram os valores das médias das amplitudes médias

absolutas ± erro padrão da média, e as tabelas 100 e 101 demonstram os

grupos pares, em que P<0,05. Detalhes individuais são apresentados nos

gráficos 63 a 68.

Processando-se a Análise de Variância (ANOVA "One Way RM") e

a Análise de Variância de Medidas Repetidas (Friedman), quando o teste de

normalidade falhou, os grupos comparados que ofereceram diferenças de
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amplitudes absolutas médias estatisticamente significativas (P<0,05) são

apresentados nas tabelas 100 e 101. A comparação múltipla de todos os pares

foi feita através do método de Student-Newman-Keuls ou pelo método de

Dunnet, quando o valor de P entre todos os grupos de tratamento foi menor do

que 0,05 e o método de Student-Newman-Keuls não identificou os pares de

grupos com P<0,05. Aplicando-se o teste de comparação múltipla de Duncan,

outros grupos pares, além dos citados nas tabelas 100 e 101, apresentam

diferenças significativas das amplitudes absolutas médias (P<0,05): betai

parietal du'eito (Isquemia) e betai parietal direito (subgrupo Intermediário de

infusão do ácido a-lipóico), betaz fi'ontal esquerdo (Isquemia) e betaz frontal

esquerdo (subgrupo Intermediário de infusão do ácido a-lipóico), betaz

frontal direito (Isquemia) e betaz fi'ontal du'eito (subgrupo Intermediário de

infusão do ácido a-lipóico), beta3 frontal esquerdo (Isquemia) e beta3 frontal

esquerdo (subgrupo Intermediário de infusão do ácido a-lipóico), betâ3

parietal esquerdo (subgmpo Inicial de infusão do ácido a-lipóico) e beta3

parietal esquerdo (subgrupo Intermediário de infusão do ácido a-lipóico),

betas parietal esquerdo (subgrupo Inicial de infusão do ácido a-lipóico) e

betâ3 parietal esquerdo (subgrupo Final de infusão do ácido a-lipóico), beta3

parietal direito (subgrupo Inicial de infusão do ácido a-lipóico) e betâ3

parietal direito (subgrupo Final de infusão do ácido a-lipóico), delta frontal

direito (subgrupo Inicial de infusão do ácido a-lipóico) e delta fi-ontal direito
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(subgrupo Intermediário de infusão do ácido a-lipóico), delta parietal

esquerdo (Isquemia) e delta parietal esquerdo (subgrupo Intermediário de

infusão do ácido a-lipóico), delta parietal esquerdo (subgrupo Inicial de

infusão do ácido a-lipóico) e delta parietal esquerdo (subgrupo Intermediário

de infusão do ácido a-lipóico), teta fi'ontal esquerdo (Isquemia) e teta fi-ontal

esquerdo (subgrupo Final de infusão do ácido a-lipóico), bem como, teta

frontal dü-eito (Isquemia) e teta frontal direito (subgrupo Final de infusão do

ácido a-lipóico). As significâncias representadas nos gráficos seguintes não

incluem valores obtidos pelo teste de Duncan.

Nas tabelas 98 e 99 e nos gráficos 63 a 68, observa-se que a infusão

intracarotídea esquerda de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico a 41,91

ILiVlOOg/min, durante trinta minutos, em ratos Wistar-Kyoto submetidos

previamente a obstrução das carótidas comuns, determina inicialmente uma

redução gradual das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de

fi-eqüência (com exceção do espectro betâ3). Após fase intermediária (fase III)

de infusão intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico, em que a redução da

amplitude absoluta média é máxima, há uma tendência à recuperação desta

amplitude na fase final de infusão (fase IV).

Analisando-se as tabelas 100 e 101, bem como, os gráficos 63, 64,

67 e 68, observa-se redução estatisticamente significativa das amplitudes

absolutas médias dos espectros alfa e teta avaliadas na fase intermediária (fase
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Ill) de mfusão do ácido a-lipóico em relação às amplitudes absolutas médias

dos mesmos potenciais avaliadas após a obstrução das artérias carótidas

comuns (fase I). Esta redução também é significativa, quando comparados os

grupos delta frontal esquerdo, frontal direito e parietal direito (gráfico 67),

bem como, betai fi-ontal esquerdo, frontal direito e parietal esquerdo (gráfico

64). Há redução significativa das amplitudes absolutas médias dos espectros

alfa frontal esquerdo, fi-ontal direito, betai fi-ontal esquerdo e frontal direito

avaliadas na fase final de infusão do ácido a-lipóico (fase IV) em relação às

amplitudes absolutas médias dos mesmos potenciais avaliadas após a

obstrução das artérias carótidas comuns, ou seja, fase I (gráficos 63 e 64). A

redução das amplitudes absolutas médias entre a fase inicial (fase II) e

intermediária (fase III) de infusão do ácido a-lipóico é significativa, quando

comparados grupos alfa frontal esquerdo, jfrontal direito e parietal esquerdo

(gráfico 63), beta; fi'ontal esquerdo e parietal esquerdo (gráfico 64). O

aumento da amplitude absoluta média na fase final (fase IV) em relação à fase

intermediária (fase III) de infusão do ácido a-lipóico foi significativo, quando

comparados grupos do espectro alfa fi-ontal esquerdo (gráfico 63). As

amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do EEG na fase final de

infusão do ácido a-lipóico (fase IV) foram menores do que as amplitudes dos

mesmos durante a fase I (gráficos 63 a 68). A seguir, são apresentados as

tabelas e gráficos pertinentes a esta fase experimental.
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Alfa (frontal esquerdo) Alfa (frontal direito)

Isquemia
Infusão de ácido a-Iipóico

Inicial l Intermediário Final Isquemia
Infusão de ácido a-lipóico

Inicial Intermediário Final
59,79 70,34 30,04 70,81 58,51 69,72 25,78 72,07
90,20 83,15 24,65 65,72 99,03 79,78 25,77 63,59
124,60 75,31 27,67 66,45 122,70 66,89 22,99 63,08
112,00 I 108,40 48,84 67,13 118,10 121,20 55,89 72,41
98,71 18,55 24,08 34,04 46,17 13,73 17,05 23,67
97,14 58,30 29,47 56,50 125,50 62,66 34,44 34,21
23,40 40,35 39,47 44,93 20,68 34,12 32,18 36,07

Tabela 86 — Amplitudes absolutas médias ((iV) do espectro alfa (frontal esquerdo e direito)
do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das
artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 |LiV100g/min, durante trinta
minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais, intermediários e finais
da mfasão foram estudados separadamente.

Alfa (parietal esquerdo) Alfa (parietal direito)
Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário | Final

35,82 33,94 11,87 32,13 39,42 42,38 19,57 45,31
54,43 45,18 14,92 30,60 43,81 34,20 16,59 25,60
37,75 32,03 18,26 35,50 84,21 55,34 18,53 41,05
42,71 43,91 32,58 30,88 41,10 43,13 26,90 28,09
30,85 17,96 18,24 21,69 22,98 11,84 12,54 18,49
32,27 19,55 18,69 17,53 20,65 13,16 13,06 12,30
24,27 40,09 35,90 38,75 14,10 26,85 20,20 22,86

Tabela 87 - Amplitudes absolutas médias (^V) do espectro alfa (parietal esquerdo e direito)
do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das
artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns e infusão mtracarotídea esquerda, a 41,91 ^VlOOg/min, durante trinta
minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos miciais, intermediários e fmais
da infusão foram estudados separadamente.
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Betai (frontal esquerdo) Betai (frontal direito)
Isquemia Infusão de ácido a-lipóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

55,79 55,28 23,44 53,89 58,94 56,45 26,46 54,35
76,53 65,61 27,90 52,98 80,63 67,06 28.69 55,60
94,95 65,95 31,48 55,98 90,71 57,85 27,29 35,81
89,85 78,67 47,78 45,69 96,37 96,10 59,29 53,79
85,49 20,41 24,91 41,69 41,25 18,70 21,37 32,42
82,34 58,86 51,09 67,06 98,60 53,97 58,65 44,46
27,31 44,88 41.18 40,76 25,23 39,45 36.04 34,89

Tabela 88 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro betai (frontal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquem ia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão mtracarotídea esquerda, a 41,91 pl/lOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
mtermediários e finais da infusão foram estudados separadamente.

Betai (parietal esquerdo) Betai (parietal direito)
Isquemia Infusão de ácido a-lipóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

31,50 32,28 16,25 32,80 44,27 41,56 30,52 52,82
45,49 42,72 25,48 32,47 38,86 35,55 25,59 30,07
44,66 39,38 33,08 41,02 67,49 47,73 28,34 39,12
33,07 32,71 24,12 21,37 40,62 40,80 30,73 29,87
24,58 16,93 17,13 21,56 28,50 23,97 25,56 31,05
37,01 35,94 35,98 37,88 29,79 28,31 28,71 30,59
34,61 46,22 41,93 41,95 24,55 36,68 31,74 31,24

Tabela 89 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro betai (parietal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 ^VlOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
intermediários e finais da iníüsão foram estudados separadamente.
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Betâ2 (frontal esquerdo) Betai (frontal direito)

Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico
Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-lipóico

Inicial Intermediário Final
30,80 29,81 17,47 28,36 32,38 29,77 16.67 26,72
30,99 34,60 19,58 25,09 34,01 35,01 18,67 25,49
44,24 38,92 24,95 35,63 43,91 36,16 24,84 35,81
34,65 34,39 28,39 23,62 38,65 41,36 35.44 28,60
40,77 18,84 21,76 28,68 26,09 19,08 20,59 25,28
37,82 32,45 41,64 42,29 39,81 26,38 47,73 27,57
23,50 33,41 30,01 27,00 16,90 31,42 27,66 24,73

Tabela 90 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro beta2 (frontal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois gmpos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea, a 41,91 ^VlOOg/mm, durante trinta
minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais, intermediários e finais
da míüsão foram estudados separadamente.

Beta2 (parietal esquerdo) Beta; (parietal direito)

Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

18,47 19,27 10,69 19,05 28,56 26,26 24,25 27,73
45,49 24,03 19,48 20,49 38,86 26,50 22,70 24,19
30,53 28,18 24,35 30,46 39,04 35,54 30,54 36,00
19,62 17,44 16,03 15,70 28,51 31,37 25,58 22,09
18,39 14,90 15,65 18,55 27,93 27,13 27,08 29,86
24,41 18,21 31,22 20,74 15,73 15,36 16,59 16,28
28,95 33,52 31,02 29,04 23,81 33,53 28,38 26,35

Tabela 91 - Amplitudes absolutas médias (^iV) do espectro betas (parietal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 i^VlOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
intermediários e fmais da iníüsão foram estudados separadamente.
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Betaa (frontal esquerdo) Beta3 (frontal direito)

Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico
Inicial l Intermediário Final

Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico
Inicial l Intermediário | Final

20,84 21,15 14,33 18,42 21,35 19,52 12,54 16,91
18,28 21,64 15,11 16,35 20,03 22,74 15,98 17,80
25,33 25,32 18,37 22,52 23,86 22,10 16,74 20.55
21,73 20,96 18,93 15,17 22,80 23,45 23,45 18,49
21,26 13,48 13,04 16,49 15,25 12,70 12,08 13,84
25,47 31,76 29,68 36,31 25,60 24,87 32,35 25,09
17,71 25,94 20,43 18,30 16,90 24,96 19,56 17,97

Tabela 92 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro betaa (frontal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Upóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 |iV100g/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
mtermediários e finais da míüsão foram estudados separadamente.

Beta3 (parietal esquerdo) Betaa (parietal direito)
Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico
Inicial l Intermediário | Final

15,89 16,13 10,87 13,96 22,36 23,68 21,80 22,89
16,77 17,64 17,41 16,05 21,35 25,01 23,40 22,35
28,70 25,99 25,58 24,97 24,64 23,20 21,21 21,54
19,33 17,56 15,34 12,06 23,41 26,80 19,26 16,87
14,74 11,86 10,84 12,18 18,90 17,85 17,90 17,74
22,35 26,38 24,00 26,45 14,79 13,70 13,95 14,38
23,59 26,99 22,28 21,12 19,85 29,22 22,71 21.27

Tabela 93 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro betaa (parietal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas coinuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 i^l/lOOg/mm,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
intermediários e finais da míüsão foram estudados separadamente.
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Delta (frontal esquerdo) Delta (frontal direito)
Isquemia Infusão de ácido a-típóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-Iipóico
Inicial Intermediário | Final

82,10 87,45 57,71 118,00 94,24 93,64 73,22 131,20
160,80 132,80 61,73 123,20 154,40 129,50 74,03 126,90
176,70 125,50 57,02 92,20 179,60 117,60 52,87 91,24
176,80 172,20 58,48 125,90 195,30 202,30 85,75 156,60
109,50 21,02 26,88 42,37 47,82 17,77 21,51 27,43
136,10 70,85 25,13 72,05 167,30 66,77 23,46 47,71
44,21 60,09 77,98 73,96 43,26 54,68 63,56 61,18

Tabela 94 - Amplitudes absolutas médias (|iV) do espectro delta (frontal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquem ia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e mfiisão intracarotídea esquerda, a 41,91 fiI/lOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
intermediários e finais da míüsão foram estudados separadamente.

Delta (parietal esquerdo) Delta (parietal direito)
Isquemia Infusão de ácido alfa-Iipóico

Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido alfa-Iipóico
Inicial Intermediário Final

48,49 51,23 21,69 49,35 62,46 71,81 39,61 65,39
119,50 89,21 24,58 58,30 98,60 92,63 41,66 52,83
58,49 73,80 39,62 60,50 154,70 131,30 35,38 65,26
55,94 56,53 25,67 34,34 61,95 64,27 23,04 35,20
44,34 19,87 24,25 26,37 36,88 18,51 22,96 23,45
43,85 29,24 13,10 23,49 21,96 18,11 9,21 16,28
29,36 63,23 71,36 77,66 20,96 36,47 34,17 37,16

Tabela 95 - Amplitudes absolutas médias (pV) do espectro delta (parietal esquerdo e
direito) do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia
(obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 (il/lOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais,
intermediários e finais da iníusão foram estudados separadamente.
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Teta (frontal esquerdo) Teta (frontal direito)

Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final Isquemia Infusão de ácido a-lipóico

Inicial Intermediário Final
74,54 76,36 30,04 86,87 77,57 76,81 34,76 87,07
106,60 121,80 37,21 78,54 99,03 110,20 34,06 73,52
143,90 87,76 33,77 70,76 142,70 84,03 31,21 71,39
121,30 130,50 66,19 80,38 128,50 136,40 62,34 90,13
89,40 18,27 25,24 40,76 43,94 14,90 19,30 25,90
110,40 63,41 23,46 61,85 134,40 60,58 24,83 38,42
25,39 48,05 49,58 51,35 24,83 41,46 43,17 43,43

Tabela 96 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro teta (frontal esquerdo e dü-eito)
do EEG de animais, cada um deles participando de dois gmpos: Isquemia (obstrução das
artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns e iníüsão intracarotídea esquerda, a 41,91 (il/lOOg/min, durante trinta
minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais, intermediários e finais
da iniüsão foram estudados separadamente.

Teta (parietal esquerdo) Teta (parietal direito)

Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

Isquemia Infusão de ácido a-lipóico
Inicial Intermediário Final

49,22 47,99 16,03 41,34 62,46 64,54 42,05 66,04
84,50 85,25 24,30 46,59 65,15 67,77 32,06 47,79
46,12 41,71 23,04 42,97 118,10 89,35 30,46 60,38
59,97 56,56 39,44 43,04 56,40 57,18 33,59 36,74
37,94 20,28 21,73 27,27 31,33 16,85 18,77 24,30
41,91 33,76 23,78 29,01 27,17 24,55 20,60 22,89
28,42 51,58 54,51 54,83 27,13 43,40 39,51 40,28

Tabela 97 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro teta (parietal esquerdo e direito)
do EEG de animais, cada um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das
artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 41,91 |.iV100g/min, durante trinta
minutos, de solução 3,03 niM de ácido a-lipóico). Períodos iniciais, intermediários e fmais
da infusão foram estudados separadamente.
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Pares de grupos comparados (P<0,05) Valor de P entre os grupos de tratamento < 0,05
AF3-I e AF3-III
AF3-I e AF3-IV
AF3-II e AF3-III
AF3-IV e AF3-III

0,000988

AF4-I e AF4-III
AF4-I e AF4-IV
AF4-II e AF4-III

0,00158

AP3-I e AP3-III
AP3-II e AP3-III 0,0124

AP4-I e AP4-III 0,0176
BlF3-IeBlF3-ÜI
BlF3-IeBlF3-IV
BlF3-IeBlF3-II
BlF3-IIeBlF3-III

0,0015

BlF4-IeBlF4-III
BlF4-IeBlF4-IV 0,00275

BlP3-IeBlP3-m
BlP3-IIeBlP3-m .2

0,0290 e 0,1159*
-^ = 5,91 com três graus de liberdade

Tabela 100 - Grupos pares com variação estatisticamente significativa (P<0,05) das
amplitudes absolutas médias dos espectros alfa e betas do eletroencefalograma de ratos com
isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns), e dos mesmos animais com infusão
mtracarotídea esquerda de ácido a-lipóico 3,03 mM, a 41,91 |LiV100g/min, durante trinta
minutos. ANOVA "ONE WAY" RM foi o método estatístico usado. A Análise de
Variância de Medidas Repetidas (Friedman) foi também processada (*), quando houve
fatha do teste de normalidade. A comparação múltipla de todos os pares foi feita através do
método de Student-Newman-Keuls, quando o valor de P entre todos os grupos de
tratamento foi menor do que 0,05. AF3 significa alfa frontal esquerdo; AF4, alfa fi-ontal
direito; AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; B1F3, betai frontal esquerdo;
B1F4, betai jfrontal direito; B1P3, betai parietal esquerdo; I, subgrupo com obstrução das
artérias carótidas comuns, II, subgrupo com obstrução das artérias carótidas comuns e na
fase inicial de infusão intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico; III, subgmpo com
obstrução das artérias carótidas comuns e na fase mtermediária de infusão intracarotídea
esquerda de ácido a-lipóico; IV, subgrupo com obstrução das artérias carótidas comuns e
na fase final de infusão mtracarotídea esquerda de ácido a-lipóico. Observação: n=7.
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Pares de grupos comparados (P<0,05) Valor de P entre os grupos de tratamento < 0,05
DF3-I e DF3-III
DF3-II e DF3-m
DF3-IV e DF3-III

0,00217

DF4-I e DF4-III 0,00601
DP4-I e DP4-HI
DP4-II e DP4-III 0,0156

TF3-I e TF3-III
TF3-II e TF3-IH
TF3-IV e TF3-III

0,00208

TF4-I e TF4-III
TF4-II e TF4-IH

0,00275 e 0,0737*
j1 = 6,94 com três graus de liberdade

TP3-I e TP3-III
TP3-II e TP3-m 0,0297

TP4-I e TP4-III
TP4-H e TP4-IH ,2

0,0239 e 0,0293*
^ = 9,00 com três graus de liberdade

Tabela 101 - Grupos pares com variação estatisticamente significativa (P<0,05) das
amplitudes absolutas médias dos espectros delta e teta do eletroencefalograma de ratos com
isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns), e dos mesmos animais com infusão
intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico 3,03 mM, a 41,91 (iVlOOg/mm, durante trinta
minutos. ANOVA "ONE WAY" RM foi o método estatístico usado. A Análise de
Variância de Medidas Repetidas (Friedman) foi também processada (*), quando houve
falha do teste de normalidade. A comparação múltipla de todos os pares foi feita através do
método de Student-Newman-Keuls, quando o valor de P entre todos os grupos de
tratamento foi menor do que 0,05. DF3 significa delta fi-ontal esquerdo; DF4, delta fi-ontal
dü-eito; DP4, delta parietal direito; TF3, teta frontal esquerdo; TF4, teta fi-ontal direito; TP3,
teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; I, grupo com obstrução das artérias
carótidas comuns, II, grupo com obstrução das artérias carótidas comuns e na fase inicial de
infusão intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico; III, grupo com obstrução das artérias
carótidas comuns e na fase intermediária de infusão intracarotídea esquerda de ácido a-
lipóico; IV, grupo com obstrução das artérias carótidas comuns e na fase final de infusão
intracarotídea esquerda de ácido a-lipóico. Observação: n==7.
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Gráfico 63 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) do espectro alfa do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro grupos: -I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), -II (fase inicial), -III (fase intermediária) e -IV (fase fmal) de infusão intracarotídea
esquerda, a 41,91 fil/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico em animais
com obstrução prévia das artérias carótidas comuns. AF3, significa alfa frontal esquerdo; AF4, alfa frontal
direito; AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; ^iV, microvolts;
*, P<0,05.
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Gráfico 64 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) do espectro betai do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro grupos: _I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), II (fase inicial), _III (fase intermediária) e _IV (fase final) de infiisão intracarotídea
esquerda de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico, a 41,91 (il/lOOg/min, durante trinta minutos, em animais
com obstmção prévia das artá-ias carótidas comuns. B1F3, significa betai frontal esquerdo; B1F4, betai
frontal direito; B1P3, beta; parietal esquerdo; B1P4, betai parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; |^V,
microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 65 - Amplitudes absolutas médias (|iV) ± E.P.M. (tiV) do espectro beta2 do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro grupos: _I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), _II (fase inicial), _III (fase intermediária) e _IV (fase final) de infiisão intracarotídea
esquerda, a 41,91 pVlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico em animais
com obstmção prévia das artà-ias carótidas comuns. B2F3, significa betaz frontal esquerdo; B2F4, betas
frontal direito; B2P3, betas parietal esquerdo; B2P4, betas parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; |j,V,
miCTOVolts; *, P<0,05.



217

>
25

lCL

Íl20UJ
+1

> 15
=L

B

10•O)
E

I
s
a.

ï
B3F3J B3F3_ni

B3F3JI B3F3_IV
B3F4JI B3F4_IV

B3F4J B3F4JII
B3P3J B3P3JII

B3P3JI B3P3_IV
B3P4JI B3P4_IV

B3P4J B3P4JU

Gráfico 66 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) do espectro beta3 do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro gmpos: _I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), _II (fase inicial), _III (fase intermediária) e _IV (fase final) de infiisão intracarotídea
esquerda, a 41,91 ^VlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico em animais
com obstmção prévia das artérias carótidas comuns. B3F3, significa beta3 frontal esquerdo; B3F4, beta3
frontal direito; B3P3, beta3 parietal esquerdo; B3P4, beta3 parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; ^V,
microvolts.
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Gráfico 67 - Amplitudes absolutas médias (^iV) ± E.P.M. (\iV) do espectro delta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro grupos: _I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), II (fase inicial), _III (fase intermediária) e _IV (fase final) de infusão intracarotídea
esquerda, a 41,91 pVlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico em animais
com obstmção prévia das artá-ias carótidas comuns. DF3, significa delta frontal esquerdo; DF4, delta frontal
direito; DP3, delta parietal esquerdo; DP4, delta parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; p,V,
microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 68 - AmpUtudes absolutas médias (^iV) ± E.P.M. (^V) do espectro teta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de quatro grupos: _I (isquemia devida a obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns), JI (fase inicial), _III (fase intermediária) e _IV (fase final) de infusão inbracarotídea
esquerda, a 41,91 ^VlOOg/min, durante 30 minutos, de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico em animais com
obstmção prévia das artá-ias carótidas comuns. TF3, significa teta frontal esquerdo; TF4, teta frontal direito;
TP3, teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; fiV, microvolts; *,
P<0,05.
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5.9 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das
carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução

6,06 mM de ácido a-lipóico.

As tabelas 102 a 107 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai, betas, betas,
delta e teta) obtidos a partü- de sua avaliação quantitativa no gmpo Isquemia (ratos
anestesiados com isquemia induzida por obstmção das artérias carótidas comuns) e

no gmpo Infusão de ácido a-típóico (mesmos ratos, nos quais se promoveu infusão

intracarotídea esquerda, a 45,87 jj.VlOOg/min, durante trinta minutos, de solução

6,06 mM de ácido a-lipóico. As tabelas 108 e 109 demonstram os valores das
médias das ampütudes médias absolutas ± erro padrão da média e de P,
respectivamente. Os gráficos 69 a 74 resumem os achados estatísticos.

Como observado na tabela 108, há aumento das amplitudes absolutas

médias paralelamente à redução da frequência do espectro do eletroencefalograma
estudado. Assün, há aumento da ampUtude absoluta média paralelamente à
sequência betas, beta2, betai, alfa e teta. A transição da fabía teta para delta não
evidenciou esta tendência.

As amplitudes absolutas médias das fabcas alfa, betai, betaz e beta3, teta e
delta são maiores nas regiões fi-ontais em ambos os lados que nas regiões parietais
(tabela 108, gráficos 69 a 74).

A infusão intracarotídea esquerda, a 45,87 p.l/lOOg/min, durante 30

minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico determina aumento significativo

das amplitudes absolutas médias dos espectros teta fi'ontal direito e esquerdo e delta
parietal esquerdo do EEG de ratos Wistar-Kyoto previamente submetidos a
obstmção das artérias carótidas comuns (tabela 109, gráficos 73 e 74).
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Alfa
(frontal esquerdo)

Alfa
(frontal direito)

Alfa
(parietal esquerdo)

Alfa
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-

• lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

74,50 83,25 66,21 73,22 37,50 42,96 34,28 41,46
75,87 92,25 71,25 93,35 39,33 51,28 56,48 95,40
130,70 106,70 159,60 159,50 32,76 34,47 59,53 73,92
126,90 157,30 101,50 120,50 58,71 61,72 40,78 47,35
135,70 131,20 147,00 145,40 71,22 72,69 119,50 122,50
80,75 78,07 68,98 67,82 25,29 24,19 21,53 20,21

Tabela 102 - Amplitudes absolutas ntédias (pV) do espectro alfa do EEG de animais, cada um
deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão
de ácido a-lipóico (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e iníüsão inti^carotídea
esquerda, a 45,87 i^l/lOOg/min, durante 30 minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-Upóico).

Betai
(frontal esquerdo)

Betai
(frontal direito)

Beta,
(parietal esquerdo)

Beta,
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

58,45 67,64 52,29 59,95 42,16 45,96 38,62 37,97
66,99 83,69 59,84 84,04 35,59 43,88 52,28 84,86
78,37 71,86 94,60 98,39 38,25 31,66 56,50 57,26
111,40 134,00 89,50 108,40 44,82 53,18 48,60 53,10
116,80 107,00 118,50 115,20 60,65 62,55 110,80 113,30
68,55 71,41 57,63 60,60 33,90 31,35 28,46 29,17

Tabela 103 - Ampütudes absolutas médias (pV) do espectro betai do EEG de animais, cada um
deles participando de dois grupos: Isquemia (obsürução das artérias carótidas comuns) e Infusão
de ácido a-lipóico (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e infusão mtracarotídea
esquerda, a 45,87 i^l/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico).

Betâ2
(frontal esquerdo)

Betai
(frontal direito)

Betaz
(parietal esquerdo)

Beta2
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

38,85 38,58 36,23 35,45 28,78 30,52 38,78 33,07
33,70 39,93 30,98 37,29 21,79 22,59 29,92 40,27
39,15 35,16 42,60 43,32 34,35 23,47 36,37 32,82
51,10 61,08 44,01 51,24 22,16 27,42 34,39 35,89
52,63 50,81 51,16 51,22 31,16 33,39 58,92 62,25
34,06 33,43 29,07 29,46 18,12 15,34 23,53 24,59

Tabela 104 - Ampütudes absolutas médias ((^V) do espectro beta2 do EEG de animais, cada um
deles participando de dois grupos: Isquemia (obstmção das artérias carótidas comuns) e Infusão
de ácido a-lipóico (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e infasão mtracarotídea
esquerda, a 45,87 ^1/1 OOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-üpóico).
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Beta3

(frontal esquerdo)
Betaa

(frontal direito)
Betas

(parietal esquerdo)
Betai

(parietal direito)
Isquemia Infusão de

ácido a-

lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isque m ia Infusão de
ácido a-

lipóico
25,96 23,54 36,23 21,56 21.30 20,95 26.25 24,10
20,99 23,44 19,44 22,49 15,09 16,07 19,33 24,64
27,79 20,79 28,59 24,37 30,88 16,47 26,45 21,65
26,29 31,08 24,79 27,14 11,41 15,24 25,51 25,75
28,18 26,81 26,38 26,30 19,69 20,55 33.49 34,83
21,12

9
22,03 20,24 20,81 22,61 21,89 25,22 26.28

Tabela 105 - Amplitudes absolutas médias (f^V) do espectro beta3 do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e
Infusão de ácido a-lipóico (ohstmção bilateral das artérias carótidas comuns e inliisão
intracarotídea esquerda, a 45,87 i^l/lOOg/min, durante timta minutos, de solução 6,06 mM de
ácido a-üpóico).

Delta

(frontal esquerdo)
Delta

(frontal direito)
Delta

(parietal esquerdo)
Delta

(parietal direito)
Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-

lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

136,90 133,10 85,50 108,70 59,56 73,63 74,33 86,05
121,90 183,00 95,80 185,80 55,84 89,90 88,73 183,50
93,95 98,06 113,70 136,10 28,75 30,43 61,73 84,33
102,90 108,00 94,62 99,41 55,25 52,98 36,40 43,46
132,60 124,90 165,90 154,40 61,66 58,99 68,70 69,32
183,60 172,60 147,30 139,10 50,64 52,64 33,10 35,62

Tabela 106 - Amplitudes absolutas médias (pV) do espectro delta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e
Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral das artCTÍas carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 45,87 ^1/lOOg/min, durante timta minutos, de solução 6,06 mM de
ácido a-lipóico).
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Teta
(frontal esquerdo)

Teta
(frontal direito)

Teta

(parietal esquerdo)
Teta

(parietal direito)
Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

94,98 115,20 84,35 101,60 48,52 63,92 55.40 65,14
122,90 133,40 115,20 140,20 69,92 79,76 112,30 157,60
116,30 123,20 157,00 209,00 39,25 44,30 100,10 127,70
138,10 173,30 111,30 134,60 72,09 82,06 59,15 60,62
158,40 168,00 183,20 186,60 102,20 98,29 136.70 152,00
99,77 99,88 84,70 84,20 44,93 45,21 34,40 34,83

Tabela 107 - Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro teta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e
Infusão de ácido a-lipóico (obstrução büateral das artérias carótidas comuns e iníüsão
intracarotídea esquerda, a 45,87 ^1/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de
ácido a-Upóico).

Grupo Betaa Beta; Betai Alfa Teta Delta

Frontal

esquerdo

Isquemia
25,06
±1,31

41,58
±8,30

84,43
± 10,06

104,07
±12,17

121,70
±9,73

128,60
± 12,90

Infusão de

ácido a-
lipóico

24,62
±1,53

43,17
± 10,67

89,27
± 10,70

108,13
± 12,55

135,50
± 12,00

136,60
± 14,00

Frontal
direito

Isquemia
25,95
±2,51

39,01
±3,45

78,73
± 10,72

102,42
± 16,99

122,60
± 16,27

117,10
± 13,20

Infusão de
ácido a-
lipóico

23,78
±1,06

41,33
±3,61

87,76
±9,69

109,97
± 15,52

142,70
± 19,58

137,30
± 12,80

Parietal

esquerdo

Isquenüa
20,16
±2,74

26,06
±6,30

42,56
±9,74

44,14
±7,07

62,82
±9,60

51,95
±4,89

Infusão de
ácido a-
lipóico

18,53
±1,19

25,46
±6,43

44,76
±4,97

47,89
±7,27

68,92
±8,84

51,95
±4,89

Parietal
direito

Isquemia
26,04
± 1,84

36,99
± 12,02

55,88
± 11,74

55,40
± 14,06

83,00
± 16,05

60,50
±8,92

Infusão de
ácido a-
lipóico

26,21
± 1,85

38,15
± 12,87

62,61
± 12,79

66,80
± 15,45

99,60
±21,45

83,71
±21,68

Tabela 108 - Média (|J.V) ± erro padrão da média (pV) das amplitudes absolutas médias
dos espectros de frequência do EEG de ratos (n=6). Cada animal fez parte de dois grupos:
Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-Iipóico
(obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 45,87
(iVlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico).



Grupos
comparados

Beta3 Beta2 Betal Alfa Teta

223

Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IAL) 0,8046 0,5009 0,3137 0,6202 0,0414

l,0000(st)
l,0000(x)
0,4990(0

Frontal D (I)
Frontal D (IAL)

0,4600
0,2084(st)
0,2188(x)
0,1645(t)

0,0876 0,1417 0,0472 0,2431

Parietal E (I)
Parietal E (IAL)

0,8339(st)
0,843 8(x)
0,5624(t)

0,8039 0,4069 0,0996 0,0884
0,5294(st)
0,5625(x)
0,2362(t)

Parietal D (I)
Parietal D (IAL)

0,9098 0,6345
0,0592(st)
0,0625(x)
0,2535 (t)

0,1092 0,0643
0,0360(st)
0,0313(x)
0,1743 (t)

Tabela 109 - Valores de P; grupos comparados: (I) - obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns; (IAL) - obstmção das artérias carótidas comuns e míüsão intracarotídea
esquerda, a 45,87 p.1/1 OOg/min, durante trmta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-
lipóico. D significa direito; E, esquerdo; (t), teste t-Student; (st), estatístico; (x), exalo.
Observação: n=6.
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Gráfico 69 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (iiV) do espectro alfa do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); AAL, obstrução das artà-ias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 45,87 ^.VlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; AF3, alfa
frontal esquerdo; AF4, alfa fi-ontal dü-eito; AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; E.P.M., erro
padrão da média; pV, microvolts.
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Gráfico 70 - Amplitudes absolutas médias (|iV) ± E.P.M. (^V) do espectro betai do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstmção
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infiisão mtracarotídea
esquerda, a 45,87 til/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; B1F3, betai
fi-ontal esquerdo; B1F4, betai frontal direito; B1P3, betai parietal esquerdo; B1P4, betai parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; |iV, microvolts.
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Gráfico 71 - Amplitudes absolutas médias (}iV) ± E.P.M. (iiV) do espectro betaz do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artà-ias carótidas comuns); AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 45,87 ^iVlOOg/mm, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; B2F3, beta;
frontal esquerdo; B2F4, betaz frontal direito; B2P3, betaz parietal esquerdo; B2P4, beta; parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; ^iV, microvolts.
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Gráfico 72 - Amplitudes absolutas médias (yV) ± E.P.M. (tiV) do espectro beta3 do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 45,87 ^iVlOOg/min, durante trinta minutos, solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; B3F3, betas
frontal esquerdo; B3F4, betas fi-ontal dü-eito; B3P3, betas parietal esquerdo; B3P4, betas parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; |iV, microvolts.
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Gráfico 73 - Amplitudes absolutas médias (^iV) ± E.P.M. (^Y) do espectro delta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artCTÍas carótidas comuns); AAL, obstmção das artérias carótidas comims e infusão mtracarotídea
esquerda, a 45,87 (il/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; DF3, delta
frontal esquerdo; DF4, delta frontal direito; DP3, delta parietal esquerdo; DP4, delta parietal direito; E.P.M.,
erro padrão da média; fiV, microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 74 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. ((iV) do espectro teta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada inn deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstmção
das carótidas comuns); _AAL, obstrução das carótidas comuns e infusão intracarotídea, a 45,87 |iV100g/min,
durante trinta minutos, de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; TF3, teta fi-ontal esquerdo; TF4, teta frontal
direito; TP3, teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; E.P.M., erro padrão da média; ^V, microvolts;
*,P<0,05.
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5.10 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográficos em ratos com oclusão das

carótidas comuns e infusão intracarotídea de solução

60,6 mM de ácido a-lipóico.

As tabelas 110 a 115 demonstram os valores das amplitudes
absolutas médias dos espectros de ô-eqüência do eletroencefalograma (alfa,
betai, betai, betâ3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa
individual no grupo Isquem ia (seis ratos anestesiados com isquemia induzida
por obstrução das artérias carótidas comuns) e no grupo tratamento (mesmos
ratos, nos quais se promoveu infusão intracarotídea esquerda, a 44,84

p,L/100g/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico.
As tabelas 116 e 117 demonstram os valores das médias das amplitudes
médias absolutas ± erro padrão da média e de P, respectivamente. Detalhes
individuais podem ser observados nos gráficos 75 a 80.

Observando-se a tabela 11 6, constata-se aumento das amplitudes
absolutas médias paralelamente à redução da fi-eqüência do espectro do
eletroencefalograma estudado. Há, pois, aumento das amplitudes absolutas
médias paralelamente à sequência betas, betaz, betai, alfa, teta. A transição da
faixa teta para a faixa delta não evidenciou, de modo consistente, essa
tendência.
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As amplitudes absolutas médias das diversas faixas de frequência

são maiores nas regiões parietais que nas regiões frontais. Estas amplitudes

são essenciahnente simétricas nas regiões frontais e discretamente maiores à
esquerda nas regiões parietais (tabela 116, gráficos 75 a 80).

Observando-se as tabelas 115 e 116e os gráficos 75 a 80, verifica-se

que os gmpos Infusão de ácido a-Iipóico demonstraram uma redução

estatisticamente significativa das amplitudes absolutas médias de todas as
faixas de frequência, com exceção da faixa betas na região parietal direita e

delta na região fi-ontal esquerda. Nestas duas últimas, o grupo Infusão de

ácido a-Iipóico também apresentou redução, embora estatisticamente não
significativa, das amplitudes absolutas médias.

Alfa
(frontal esquerdo)

Alfa
(frontal direito)

Alfa
(parietal esquerdo)

Alfa
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

103,80 15,91 99,83 23,65 177,10 36,92 127,40 34,79
56,49 17,84 69,75 22,88 199,20 55,93 155,20 44,13
55,45 17,35 47,71 22,32 98,53 46,31 72,23 34,57
31,64 14,68 43,12 18,96 165,60 67,44 136,10 56,01
50,36 39,50 74,06 40,79 130,40 79,52 103,00 72,55
105,30 71,72 80,59 63,20 112,40 76,77 106,90 74,05

Tabela 110- Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro alfa do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de ácido a-lipóico (obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 44,84 {il/100g/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM
de ácido a-lipóico).
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Betai
(frontal esquerdo)

Beta,
(frontal direito)

Beta,
(parietal esquerdo)

Beta,
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-

lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

90,22 15,23 99,83 25,43 134,30 36,09 111.40 36,86
58,47 19,64 58,15 24,96 162,80 45,39 121,60 42,77
46,42 19,73 46,19 26,87 80,52 43,48 66.34 40,98
26,58 14,12 39,56 19,80 145,00 59,47 109,80 48,24
45,98 34,85 64,25 31,53 110,20 62,64 89,45 62,30
91,89 64,46 75,08 55,47 115,30 85,97 110.80 84,06

Tabela 111 - Amplitudes absolutas médias (pV) do espectro betai do EEG de animais, cada um deles
participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-
lipóico (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infiisâo intracarotídea esquerda, a 44,84
lil/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico).

Beta2 (frontal esquerdo) Beta; (frontal direito) Beta2 (parietal
esquerdo)

Beta^ (parietal direito)

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

45,31 11,14 41,04 20,18 51,36 23,41 54,20 30,85
30,40 13,97 30,05 16,11 63,77 21,73 53,70 22,68
21,98 12,87 23,01 16,09 37,57 26,65 31,50 25,24
14,36 8,14 22,82 11,18 73,97 31,72 51,15 23,82
23,36 17,95 29,32 15,13 50,35 31,12 38,31 31,33
44,74 32,08 36,85 30,38 55.47 43,11 58,02 46,59

Tabela 112 - Amplitudes absolutas médias (|iV) do espectro beta2 do EEG de animais, cada um deles
participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artàias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-
lipóico (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 44,84
^1/lOOg/min, durante 30 minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico).

Betâ3
(frontal esquerdo)

Betas
(frontal direito)

Betaa
(parietal esquerdo)

Beta3
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

25,16 11,24 21,80 13,98 29,62 19,75 31,53 22,21
22,27 10,70 16,14 13,03 32,53 13,58 28,62 14,85
12,36 7,87 11,40 9,58 21,30 14,90 16,33 15,15
9,90 5,52 16,07 8,11 42,32 18,70 27,93 14,42
12,86 11,08 16,36 9,08 26,09 19,02 18,98 20,00
23,40 18,67 22,31 19,45 27,25 25,83 33,74 33,63

Tabela 113 - Amplitudes absolutas médias (p V) do espectro beta3 do EEG de animais, cada um deles
participando de dois gmpos: Isquemia (obstrução das arta'ias carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico
(obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda, a 44,84 til/lOOg/min,
durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico).
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Delta
(frontal esquerdo)

Delta
(frontal direito)

Delta
(parietal esquerdo)

Delta
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de

ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

103,50 33,60 106,80 33,72 247,00 55,39 135,00 53,01
43,36 32,19 64,43 30,59 218,90 69,23 163,90 62,92
57,50 33,75 69,60 42,29 176,40 88,76 122,50 61,87
25,65 21,48 40,64 31,29 165,20 76,95 132,00 75,60
33,07 33,29 63,60 47,91 139,20 104,70 103,00 89,01
201,70 134,00 159,20 134,30 232,30 161,60 222,50 149.20

Tabela 114- Amplitudes absolutas médias ((iV) do espectro delta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois gmpos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infiisão
intracarotídea esquerda, a 44,84 ^1/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM
de ácido a-lipóico).

Teta
(frontal esquerdo)

Teta
(frontal direito)

Teta
(parietal esquerdo)

Teta
(parietal direito)

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

Isquemia Infusão de
ácido a-
lipóico

118,90 18,54 106,80 27,11 260,10 40,46 166,10 39,94
60,44 24,03 88,31 26,31 260,90 64,05 193,20 53,31
66,40 25,06 60,31 31,77 133,70 68,89 91,85 51,78
30,76 16,56 46,95 25,16 196,10 63,07 160,30 66,24
47,21 47,70 84,48 46,61 162,90 100,50 106,60 90,49
143,60 109,60 119,10 102,80 160,50 129,30 158,50 127,00

Tabela 115- Amplitudes absolutas médias (|^V) do espectro teta do EEG de animais, cada
um deles participando de dois grupos: Isquemia (obstrução das artérias carótidas comuns)
e Infusão de ácido a-Iipóico (obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e infusão
intracarotídea esquerda, a 44,84 fiVlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM
de ácido a-lipóico).



Grupo

Frontal
esquerdo

Isquemia

Beta3

17,66 ±
2,72

Betai

30,00 ±
5,18

Betai

59,90 ±
10,69

Alfa

67,20 ±
12,37

Teta

77,90 ±
17,90

Infusão de
Ácido a-
lipóico

10,85 ±
1,81

16,00 ±
3,47

28,00 ±
7,90

29,50 ±
9,26

40,20 ±
14,60
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Delta

77,50 ±
27.30

48,10 ±
17,30

Frontal
direito

Isquemia
17,35 ±
1,67

30,50 ±
2,99

63,80 ±
8,86

69,20 ±
8,63

84,30 ±
11,10

Infusão de
Ácido a-
lipóico

12,21 ±
1,73

18,20 ±
2,71

30,70 ±
5,19

32,00 ±
6,99

43,30 ±
12,30

84,00 ±
17,38

53.40 ±
16,43

Parietal
esquerdo

Isquemia
29,90 ±
2,93

55,40 ±
5,08

124,70 ±
11,84

147,20 ±
16,12

195,70 ±
22,00

Infusão de
Ácido a-
lipóico

18,60 ±
1,76

29,60 ±
3,15

55,50 ±
7,35

60,50 ±
6,96

77,70 ±
13,00

196,50 ±
17,30

92.80 ±
15,40

Parietal
direito

Isquemia
26,19 ±
2,85

47,80 ±
_4,27

101,60 ±
8,24

116,8 ±
11,88

146,10±
15,80

Infusão de
Ácido a-
lipóico

20,04 ±
3,01

30,10 ±
3,62

52,50 ±
7,26

52,70 ±
7,27

71,50 ±
13,10

146,50 ±
17,20

81,90 ±
14,40

Tabela 116- Amplitude média (pV) ± erro padrão da média (E.P.M.) em ^V dos espectros de fi-eqüência do
EEG processados a partir das amplitudes absolutas médias do exame eletrofísiológico de dois grupos pares de
animais (n=6): Isquemia (obstrução das artCTÍas carótidas comuns) e Infusão de ácido a-lipóico (obstrução
bilateral das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-
lipóico), durante trinta minutos.

Grupos
comparados Beta3 Beta; Betai Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (IAL)

0,0360(st)
0,0313(x)
0,0174 (t)

0,0239 0,0208 0,0193 0,0444 0,0714

Frontal D (I)
Frontal D (IAL)

0,0067 0,0024
0,0360(st)
0,0313(x)
0,0123(t)

0.0083 0,0098 0,0205

Parietal E (I)
Parietal E (IAL) 0,0220 0,0064 0,0054 0,0066 0,0138 0,0066

Parietal D (I)
Parietal D (IAL) 0,0795 0,0102 0,0052 0,0064 0,0176 0,0030

Tabela 117 - Valores de P; grupos comparados: (I) - obstrução bilateral das artérias carótidas comuns; (1AL)
- obstrução das artá-ias carótidas comuns e infusão intracarotídea esquerda de 5 ml de solução 60,6 mM de
ácido a-lipóico. D significa direito; E, esquerdo; (t), teste t-Student; (st), estatístico; (x), exato. Observação:
n=6.
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Gráfico 75 - Amplitudes absolutas médias (yiV) ± E.P.M. (tiV) do espectro alfa do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois gropos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artà-ias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 44,84 pl/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; AF3, alfa
frontal esquerdo; AF4, alfa fi-ontal direito; AP3, alfa parietal esquerdo; AP4, alfa parietal direito; E.P.M., erro
padrão da média; |^V, microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 76 - Amplitudes absolutas médias (^V) ± E.P.M. (^V) do espectro betai do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstmção das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 44,84 [j.VlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; B1F3, betai
fi-ontal esquerdo; B1F4, betai frontal direito; B1P3, betai parietal esquerdo; B1P4, betai parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; (l V, microvolts; *, P<0,05.



233

g
s
CL.
UJ
+1

i 40-J-'3,

I
3
t

2o-r

^
^

**

*
*

I—I
B2F3J B2F3_AAL B2F4J B2F4_AAL B2P3J B2P3_AAL B2P4J B2P4_AAL

Gráfico 77 - Ampütudes absolutas médias (ytV) ± E.P.M. (tiV) do espectro betaz do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois gmpos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstmção das artérias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 44,84 ^1/lOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; B2F3, beta;
frontal esquerdo; B2F4, betaz frontal direito; B2P3, betaz parietal esquerdo; B2P4, beta2 parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; |.iV, microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 78 - Amplitudes absolutas médias (yCV) ± E.P.M. (tiV) do espectro beta3 do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa Isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artá-ias carótidas comuns e infusão intracarotídea
esquerda, a 44,84 (iVlOOg/min, durante trinta minutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; B3F3, betas
frontal esquerdo; B3F4, betas fi-ontal direito; B3P3, beta3 parietal esquerdo; B3P4, betas parietal direito;
E.P.M., erro padrão da média; pV, microvolts; *, P<0,05.
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Gráfico 79 - Amplitudes absolutas médias (|.iV) ± E.P.M. (^V) do espectro delta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa isquemia (obstrução
das artá-ias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infasão intracarotídea
esquerda, a 44,84 ^1/lOOg/min, durante trinta mmutos, de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; DF3, delta
frontal esquerdo; DF4, delta frontal dü-eito; DP3, delta parietal esquerdo; DP4, delta parietal direito; E.P.M.,
erro padrão da média; |iV, microvolts;., P<0,05.
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Grâfico 80 - Ampütudes absolutas médias (^iV) ± E.P.M. (tiV) do espectro teta do EEG de ratos Wistar-
Kyoto, cada um deles participando de dois grupos: _I e _AAL, sendo n=6. _I significa Isquemia (obstrução
das artérias carótidas comuns); _AAL, obstrução das artérias carótidas comuns e infasão intracarotídea
esquerda, a 44,84 (il/lOOg/min, durante trinta minutos, solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; TF3, teta frontal
esquerdo; TF4, teta frontal direito; TP3, teta parietal esquerdo; TP4, teta parietal direito; E.P.M., erro padrão
da média; pV, microvolts;«, P<0,05.
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5.11 Dosagens de glutation reduzido em fragmentos de córtex
cerebral de ratos Wistar-Kyoto.

A dosagem de glutation em fragmentos de córtex cerebral foi
realizada em ratos Wistar-Kyoto anestesiados (Controle); de ratos

anestesiados com obstrução das artérias carótidas comuns (Isquemia); de
ratos anestesiados com obstrução das artérias carótidas comuns e após infusão
intracarotídea esquerda, a 43,67p,l/100g/min, durante 60 minutos, de solução
1,2 mM de glutation reduzido (GIutation); de ratos anestesiados com

obstrução das artérias carótidas comuns e após infusão intracarotídea
esquerda, a 45,87 pl/lOOg/min, durante 30 minutos, de solução 6,06 mM de

ácido a-lipóico (Acido a-Iipóico 6,06 mM); de ratos anestesiados com

obstrução das artérias carótidas comuns e após infusão intracarotídea
esquerda, a 44,84 pl/lOOg/min, durante 30 minutos, de solução 60,6 mM de
ácido a-lipóico (Acido a-lipóico 60,6 mM).

As concentrações de glutation reduzido em fragmentos de córtex

cerebral de ratos Wistar-Kyoto anestesiados com uretana foram calculadas,

conforme descrição apresentada na secção "Materiais e Métodos". Os
resultados são apresentados nas tabela 118 a 122. As tabelas 123 e 124

representam as médias ± E.P.M. (erros padrões da média) e valores de P dos
grupos comparados. Os gráficos 81 a 84 expressam a comparação entre as
concentrações médias de glutation + erros padrões da média, obtidas a partü-

de fragmentos de córtex cerebral de grupos de cada dois grupos de animais.



Fragmentos
corticais

Rato l
(tig/ml)/mgT

Rato 2

(»ig/ml)/mgT
Rato 3

(tig/ml)/mgT
Rato 4

(pg/ml)/mgT
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Média±E.P.M.
(pg/ml)/mgT

FrontalE 0,4286 0,4251 0,3511 0,3850 0.3975±0.0183
Frontal D 0,4392 0,3065 0,2931 0,2941 0.3332±0.0355
CentralE 0,4484 0,2650 0,3077 0,3878 0.3522±0,0409
Central D 0,4372 0,3953 0,3709 0,3735 0,3942±0,0153
Parietal E 0,4151 0,3058 0,5239 0,3472 0,3980±0.0476
Parietal D 0,4999 0,3832 0,2585 0,2508 0.3481±0,0590

Tabela 118 - Dosagem de glutation reduzido em fi-agmentos corticais de ratos Wistar-
Kyoto anestesiados com uretana. E, significa esquerdo; D, dü-eito; mgT, miligrama de
tecido; |^g (microgramas); ml, mililitro; E.P.M., erro padrão da média.

Fragmentos
corticais

Ratal
(^ml)/mgT

Rato 2
(»ig/ml)/mgT

Rato 3

(»ig/ml)/mgT
Rato 4

(»ig/mI)/mgT
Rato 5

(ftg/ml)/mgT
Média±E.P.M.
(^/mI)/mgT

Frontal E 0,3478 0,4076 0,4944 0,3134 0,2322 0,3591±0,0441
Frontal D 0,3317 0,3592 0,3296 0,7097 0,2785 0,4017±0,0781
CentralE 0,4157 0,4070 0,4068 0,2990 0,3167 0,3690±0,0252
Central D 0,3813 0,3585 0,4558 0,7181 0,3200 0,4467±0,0714
Parietal E 0,3949 0,3075 0,4240 0,2184 0,2408 0,3171 ±0,0407
Parietal D 0,3929 0,3129 0,4111 0,2822 0,2865 0,3371±0,0272

Tabela 119 - Dosagem de glutation reduzido em fi-agmentos corticais de ratos Wistar-
Kyoto anestesiados com uretana e com obstrução bilateral das artérias carótidas comuns. E,
significa esquerdo; D, direito; mgT, miligrama de tecido; |^g (microgramas); ml, mililitro;
E.P.M., erro padrão da média.

Fragmentos
cortícais

Ratal

(^ml)/mgT
Rato 2

(fig/ml)/mgT
Rato 3

(tig/mI)/mgT
Rato 4

(tig/ml)/mgT
Rato5

(^ig/ml)/mgT
Média±E.P.M.
(^ig/ml)/mgT

FrontalE 0,5388 0,4228 0,5559 0,5172 0,4864 0,5042±0,0234
Frontal D 0,5033 0,3819 0,3507 0,4846 0,2075 0,3856±0,0532
CentralE 0,4077 0,3770 0,4692 0,5098 0,3736 0,4275±0,0268
Central D 0,4022 0,3579 0,5324 0,3528 0,2735 0,3838±0,0426
Parietal E 0,4055 0,4854 0,5536 0,3378 0,4443 0,4453±0,0364
Parietal D 0,3691 0,4982 0,5296 0,4017 0,2379 0,4073±0,0517

Tabela 120 - Dosagem de glutation reduzido em fi-agmentos corticais de ratos Wistar-
Kyoto anestesiados com uretana, com obstrução büateral das artérias carótidas comuiis e
após míüsão intracarotídea esquerda, a 43,67 i^l/lOOg/mm, durante 60 minutos, de solução
1,2 mM de glutation reduzido. E, significa esquerdo; D, direito; mgT, miligrama de tecido;
[ig (microgramas); ml, mililitro; E.P.M., erro padrão da média.
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Fragmentos
corticais

Ratal

(tig/mQ/mgT
Rato 2

(»ig/ml)/mgT
Rato 3

(»ig/mI)/mgT
Rato 4

(tig/ml)/mgT
Rato 5

(^g/ml)/mgT
Média±E.P.M.
(tig/ml)/mgT

Frontal E 0,3497 0,4379 0,6624 0,4930 0,5771 0,5040±0,0542
Frontal D 0,4942 0,4899 0,5054 0,5402 0,5606 0,5181±0,0138
CentralE 0,3231 0,3468 0,7092 0,4441 0,4394 0,4525±0,0686
Central D 0,2555 0,2915 0,5797 0,5220 0,4331 0,4164±0,0631
Parietal E 0,1737 0,2381 0,4520 0,3676 0,4395 0,3342±0,0553
Parietal D 0,3147 0,3437 0,4172 0,5535 0,5608 0,4380±0,0515

Tabela 121 - Dosagem de glutation reduzido em fragmentos corticais de ratos Wistar-
Kyoto anestesiados com uretana, com obstrução büateral das artérias carótidas comuns e
após infusão mtracarotídea esquerda, a 45,87 i^l/lOOg/min, durante 30 mmutos, de solução
6,06 mM de ácido a-lipóico. E, significa esquerdo; D, direito; mgT, miligrama de tecido;
[ig, (microgramas); mL, mililitro; E.P.M., erro padrão da média.

Fragmentos
corticais

Ratal

(^g/ml)/mgT
Rato 2

(pg/mI)/mgT
Rato 3

(»ig/ml)/mgT
Rato 4

(tig/mD/mgT
Rato 5

(^g/ml)/mgT
Média±E.P.M.
(»ig/ml)/mgT

FrontalE 0,3649 0,4450 0,6598 0,5034 0,5420 0,5030±0,0493
Frontal D 0,3008 0,1731 0,3238 0,3411 0,4636 0,3205±0,0464
CentralE 0,3746 0,3672 0,4801 0,2609 0,5755 0,41l7±0,0537
Central D 0,3277 0,2863 0,4045 0,3807 0,2639 0,3326±0,0268
Parietal E 0,3075 0,2964 0,4342 0,4304 0,5707 0,4078±0,0501
Parietal D 0,3567 0,2248 0,4160 0,4417 0,3868 0,3652±0,0359

Tabela 122 - Dosagem de glutation reduzido em fragmentos corticais de ratos Wistar-
Kyoto anestesiados com uretana, com obstmção bilateral das artérias carótidas comuns e
após infusão intracarotídea esquerda, a 44,84 i^l/lOOg/mm, durante 30 minutos, de solução
60,6 mM de ácido a-lipóico. E, significa esquerdo; D, direito; mgT, miligrama de tecido;
l^g (microgramas); ml, mililitro; E.P.M., erro padrão da média.
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Grupos Média ± E.P.M.[(^g/mI)/mgT]
Controle 0,3710 ±0,0152
Isquemia 0,3720 ± 0,0208
GlutatioD 0,4260 ±0,0169

Acido a-lipóico 6,06 mM 0,4440 ± 0,0230
Acido a-lipóico 60,6 mM 0,3900 ± 0,0202

Tabela 123 - Níveis tissulares cerebrais de glutation reduzido: média da concentração de
glutation reduzido ± erro padrão da média [(pg/ml)/mgT] nos cinco grupos estudados. A
média foi obtida a partir das concentrações de glutation reduzido obtidas de todos os
fragmentos corticais de cada grupo; mgT significa miligrama de tecido; |^g (microgramas);
ml, mililitro; Controle, animais anestesiados com uretana; Isquemia, animais com
obstrução das artérias carótidas comuns; Glutation, animais com Isquemia e infusão
intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation reduzido; Acido a-lipóico 6,06
mM, animais com isquemia e infusão intracarotídea esquerda de solução 6,06 mM de ácido
a-lipóico; Acido a-lipóico 60,6 mM, animais com isquemia e infusão mtracarotídea
esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico; E.P.M., erro padrão da média.

Grupos comparados Valor de P
Controle e Isquem ia 0,9628
Isquemia e Glutation 0,0497

Isquemia e Acido a-lipóico 6,06 mM 0,0238
Isquemia e Acido a-lipóico 60,6 mM 0,5299

Tabela 124 - Níveis tissulares cerebrais de glutation reduzido: valores de P (teste t-student)
entre pares de grupos utüizados no estudo. Controle significa animais anestesiados com
uretana; Isquemia, animais com obstrução das artérias carótidas comuns; Glutation,
animais com isquemia e infusão mtracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation
reduzido; Acido a-Iipóico 6,06 mM, animais com isquemia e infusão intracarotídea
esquerda de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico; Acido a-lipóico 60,6 mM, animais com
isqueinia e iniüsão mtracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico.
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Uma análise da média dos níveis de glutation reduzido, dosado em

fragmentos corticais (tabelas 118 a 122), identificou as seguintes variações

(quadros l e 2), quando comparados pares de grupos (teste t-student).
Região Grupos comparados Efeito sobre os níveis de glutation

Frontal
esquerda

Ratos sem isquemia e ratos com isquemia Redução não significativa no grupo com
isquemia (P=0,4893)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de GSH

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Aumento significativo de GSH no grupo com
isquemia e iníüsão de GSH (P=0,0198)

Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-Iipóico

(P=0,0718)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 60,6 mM

Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-lipóico

(P=0,06l3)

Frontal
direita

Ratos sem isquemia e ratos com isquemia Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia (P=0,4891)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de GSH

Diminuição não significativa de GSH no grupo
com isquemia e infusão de GSH (P=0,8686)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infasão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia e infiisão do ácido a-lipóico

(P=0,1806)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 60,6 mM

Diminuição não significativa de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-lipóico

(P=0,0613)

Central
esquerda

Ratos sem isquemia e ratos com isquemia

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de GSH

Aumento não significativa de GSH no grupo
com isquemia (P=0,7250)

Aumento significativo de GSH no grupo com
isquemia e infusão de GSH (P=0,1508)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia e infiisão do ácido a-lipóico

(P=0,2862)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 60,6 mM

Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-lipóico

(P=0,4927)

Central
direita

Ratos sem isquemia e ratos com isquemia Aumento não significativo de GSH no grupo
com isquem ia (P==0,5424)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de GSH

Redução não significativa de GSH no grupo
com isquemia e infusão GSH (P=0,2862)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Redução não significativa de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-lipóico

(P=0,7579)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 60,6 mM

Redução não significativa de GSH no grupo
com isquemia e infusão do ácido a-lipóico

(P=0,1728)

Quadro l - Efeito da isquemia secundária à obstrução das artérias carótidas comuns e da
mfüsão de GSH reduzido (1,2 mM), ácido a-lipóico (6,06 mM) e ácido a-lipóico (60,6
mM) sobre os mveis tissulares de GSH em fragmentos corticais retü-ados das regiões
fi-ontais e centrais. GSH significa glutation reduzido.
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Região Grupos comparados Efeito sobre os níveis de GSH

Parietal

esquerda

Ratos sem isquemia e ratos com isquenúa Redução não significativa de GSH no grupo
com isquemia (P=0.2353)

Ratos com isquemia e ratos com isquemía e
após infusão de GSH

Aumento significaüvo no grupo com
isquemia e infusão de GSH (P=0.0468)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Aumento não signifícaüvo de GSH no
grupo com isquemia e infusão do ácido a-

lipóico(P=0.8100)

Ratos com isquemia e ratos com isquemia e
após infusão de ácido a-lipóico 60,6 mM

Aumento não significativo de GSH no
grupo com isquemia e infusão do ácido a-

lipóico(P=0.1976)

Parietal direita

Ratos sem isquemia e ratos com isquemia Redução não significaüva de GSH no grupo
com isquemia (P=0,8606)

Ratos com isquenüa e ratos com isquemia e
após infusão de GSH

Alimento significativo de GSH no grupo
com isquemia e infusão de GSH (P=0.2637)

Ratos com isquemia e ratos com isquenúa e
após infusão de ácido a-lipóico 6,06 mM

Aumento não significativo de GSH no
gmpo com isquemia e infusão do ácido a-

lipóico(P=0,1212)

Ratos com isquemia e ratos com isquenüa e
após infusão de ácido cx-lipóico 60,6 mM

Aumento não significativo de GSH no
grupo com isquemia e infusão do ácido a-

lipóico (P=0,5635)

Quadro 2 - Efeito da isquemia secundária à obstnição das artérias carótidas comuns e da
infusão de glutation reduzido (1,2 mM), ácido a-lipóico (6,06 mM) e ácido a-lipóico (60,6
vnM) sobre os níveis tissulares de GSH em fragmentos corticais retirados das regiões
parietais. GSH significa glutation reduzido.

Uma análise individual pelas regiões pertinente aos níveis tissulares
corticais de glutation reduzido identifica um comportamento muito variável da

distribuição deste peptídio após infusão do mesmo e do ácido a-lipóico.
Somente nas regiões posteriores se verificou uma redução, embora não
significativa, dos níveis de glutation reduzido após instalada a isquemia, e um
aumento, também não significativo, após infusão intracarotídea de glutation
reduzido ou do ácido a-lipóico nas concentrações indicadas. Este
comportamento também foi verificado na região frontal esquerda, valendo
ressaltar que o aumento dos níveis tissulares de glutation reduzido após
infusão intracarotídea do mesmo foi significativa. Não se verificou este padrão
de comportamento na região fi-ontal direita nem nas regiões centrais.
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Resolveu-se, então, agmpar os resultados da dosagem tissular de
glutation reduzido das diversas regiões corticais em gmpo único para cada
situação, ou seja, o grupo constituído por animais anestesiados sem isquemia,
o grupo constituído por animais anestesiados com isquemia (obstrução
bilateral das artérias carótidas comuns), o grupo constituído por animais com
isquemia e infusão intracarotídea de glutation 1,2 mM, o grupo constituído por
animais com isquemia e infusão intracarotídea de ácido a-lipóico 6,06 mM e o
grupo constituído por animais com isquemia e infusão intracarotídea de ácido
a-lipóico 60,6 mM.

O estudo estatístico foi feito, comparando os níveis tissulares
corticais de glutation de cada dois grupos (teste t-student não pareado):
Controle e Isquemia, Isquemia e GIutatíon, Isquemia e Acido a-lipóico
6,06 mM, Isquemia e Acido a-Iipóico 60,6 mM (tabela 124). O gmpo
denominado Controle corresponde ao de ratos anestesiados sem obstrução das
artérias carótidas comuns; o denominado Isquemia corresponde ao de ratos
anestesiados com obstrução das artérias carótidas comuns; o grupo Isquem ia
e Glutatíon corresponde ao de ratos com obstrução das artérias carótidas
comuns e infusão intracarotídea de glutation reduzido 1,2 mM, a 43,67 til/min'
', durante sessenta minutos; o grupo Ácido a-Iipóico 6,06 mM corresponde
ao de ratos com obstrução das artérias carótidas comuns, em que se promoveu
a infusão intracarotídea de ácido a-lipóico 6,06 mM a 45,87 ^iI/lOOg/min,
durante trinta minutos; o grupo Acido a-Iipóico 60,6 mM corresponde ao de
ratos com obstrução das artérias carótidas comuns, em que se promoveu a
infusão intracarotídea de ácido a-lipóico 60,6 mM, a 44,84 til/lOOg/min,
durante trinta minutos.

Conforme observado nas tabelas 123 e 124 e nos gráficos 81, 82, 83
e 84, não se detectou alteração dos níveis tissulares corticais de glutation
reduzido após a obstrução bilateral das carótidas comuns, porém a infusão
íntracarotídea de glutation reduzido 1,2 mM ou de ácido a-lipóico 6,06 mM
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em ratos com obstrução bilateral das carótidas comuns determinou aumento

significativo dos níveis corticais de glutation reduzido. O aumento dos níveis

tissulares corticais de glutation reduzido após infusão de ácido a-lipóico (60,6

mM) não foi estatisticamente significativo.



245

6 DISCUSSÃO

O presente modelo de hipoxia experimental foi, de certo modo, um
achado inusitado resultante de experiências-controle pilotos de pré-projeto de
tese. Imediatamente foi verificada a reproductibilidade do fenómeno.

As principais observações eletrofísiológicas com um quadro
panorâmico de depressão de atividade elétrica cerebral, verificadas logo após
a oclusão carotídea, dão conta da existência de fenómenos metabólicos com

repercussões claras no eletroencefalograma.

A isquemia cerebral causa um gmpo de modificações sequenciais,

envolvendo redistribuição iônica, modificações das reações enzimáticas, que

são próprias do metabolismo e da sinalização intracelular (Zagrean et al.,

1995). Portanto, essas alterações iônicas, em si Já podem justificar muitos dos

elementos eletrofísiológicos observados durante a isquemia cerebral.

Estudos de espectoroscopia com ressonância nuclear magnética com
31P (31P-NMR) em ratos com artérias vertebrais obstruídas por
eletrocoagulaçâo (Naruse et al., 1984) demonstraram que os mais altos valores

de ATP e fosfocreatina (PCr) diminuíram concomitantemente com os mais

altos valores de fosfatas inorgânicos (Pi), depois de quatro minutos de
obliteração das artérias carótidas comuns. Os fosfatas de alta energia são
importantes fatores para estabilidade iônica da membrana em função,

principalmente, da bomba de sódio. Estas mudanças atingiram valores mais

significativos trinta minutos depois. Ao mesmo tempo, uma evidente redução
de pH tissular foi observada. Houve uma redução da amplitude das ondas do
eletroencefalograma imediatamente depois da indução da isquemia. Os
autores observaram uma recuperação rápida do metabolismo energético,
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embora o padrão de decremento da amplitude no eletroencefalograma
persistisse doze horas após a recirculação.

O EEG foi usado para detectar isquemia cerebral durante muitos

procedimentos cirúrgicos. Sistemas computadorizados de registro para
interpretação quantitativa do EEG têm sido progressivamente mais usados por
anestesiologistas e neurofísiologistas, de vez que são facilmente aplicáveis e
susceptíveis de análise matemática rápida. Estes fatos os tomam uma
ferramenta poderosa para identificação de alterações eletrofísiológicas durante
isquemia cerebral. No entanto, este método rápido, sensível e apropriado deve
ser cuidadosamente interpretado, principalmente quando sistemas
computadorizados são usados durante procedimentos cirúrgicos. Alguns
pesquisadores (Adams et al., 1995) enfatizam que a capacidade desta técnica
quantitativa de EEG para diferenciar os efeitos da isquemia cerebral daqueles
induzidos por drogas anestésicas e por outras fontes de artefatos ainda não está
completamente estabelecida.

No método deste estudo, foram usados grupos pareados de animais
e, assim, foi reduzida substancialmente a possibilidade de que o anestésico
usado pudesse influenciar a comparação dos resultados obtidos na análise das
amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de frequência.
Demonstrou-se em ratos uma importante redução estatisticamente signifícante
das amplitudes das ondas do eletroencefalograma, quando ambas as artérias

carótidas comuns foram obstruídas, sem prévia obliteração das artérias
vertebrais. Os modelos experimentais utilizados anteriormente por outros
pesquisadores (Naruse et al., 1984) consistiam na oclusão dos quatro vasos, ou
seja, oclusão permanente das artérias vertebrais e transitória das artérias
carótidas comuns ou hipotensão arterial associada à oclusão de ambas as
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artérias carótidas comuns (Eklõf & Siesjõ, 1972). Portanto, o método aqui
utilizado é absolutamente original neste aspecto.

As observações aqui procedidas pertinentes à análise

computadorizada do EEG em ratos com obstrução bilateral das artérias

carótidas comuns podem ser usadas para monitorização de substâncias

citoprotetoras endógenas ou exógenas na isquemia cerebral, desde que se

consiga observar uma reversão significativa da redução das amplitudes

absolutas médias dos diversos espectros de frequência eletroencefalográfícos

induzida por isquemia, quando, neste caso, são usadas tais substâncias.

Recentemente, graças ao notável avanço tecnológico em

neuroimagem, à disposição da prática médica, novas entidades clínicas estão

sendo incorporadas ao conjunto das já classicamente conhecidas. Dentre

aquelas, se destaca a doença vascular cerebral isquêmica silenciosa, quando

suas manifestações não são reconhecidas ou noticiadas pêlos portadores

(Vingerhoets & Bogousslavsky, 1998). Além da tomografía computadorizada

do encéfalo e da ressonância nuclear magnética, relatos na literatura

testemunham a utilidade da abordagem eletrofísiológica na investigação destes

casos em seres humanos (Chão & Knight, 1998; Shigeta et al., 1995) ou em
modelos animais (Chichíbu et al., 1995).

Estudos de efeitos fisiológicos e proteção cerebral pela hipotermia e

cerebrolisina (Schwab et al., 1997) enfatizaram os efeitos eletrofísiológicos de

isquemia prosencefálica moderada em ratos, secundária a obliteração bilateral
das artérias carótidas comuns. Neste ensaio foi utilizado método similar. De

acordo com estes autores, a obliteração das artérias carótidas comuns

determinou uma perda de energia espectral beta, teta e alfa, que foi

parcialmente prevenida pela hipotermia e cerebrolisina. No presente modelo
experimental, verifícou-se, não somente uma redução da amplitude absoluta
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média dos espectros beta, alfa e teta, mas também da faixa de frequência delta
(tabela 2, gráficos 1-4, figura 22).

Outros investigadores verificaram alterações no eletrocorticograma

em ratos em vigília e ativos após vários dias de indução da isquemia
secundária a obliteração de ambas as artérias carótidas comuns e redução

transitória simultânea da pressão arterial (Peniche et al., 1995). Estes autores

especularam que as alterações do eleti'ocorticograma poderiam ser secundárias

a lesão neuronial, o que toma muito importantes os estudos sobre efeitos de
citoprotetores discutidos adiante.

Outros estudos prévios demonstraram uma importante redução das

amplitudes das ondas teta superficiais e profundas em decorrência da isquemia
cerebral (Monmaur et al., 1986). As alterações do eletroencefalograma
verificadas por estes autores foram relacionadas à excessiva perda de células

piramidais na região CAi do hipocampo. Tem sido sugerido que os
componentes neuraís desta área são importantes como fonte de ondas teta

superficiais e profundas, bem como para sua manutenção.

Embora as alterações circulatórias, bioquímicas e morfológicas da

lesão cerebral isquêmicajá estejam, de certo modo, caracterizadas (Suzuki, et

al., 1983; Urban et al., 1990a, Urban et al, 1990b ), as modificações da
atividade elétrica cerebral ainda não são bem conhecidas. Hiperatividade
elétrica dos neurônios hipocampais da região CA] de ratos do deserto, desde
poucas horas até vinte e quatro horas após isquemia cerebral transitória, foi
obsen/ada (Suzuki et al., 1983). Foi sugerido a seguir que a degeneração dos
neurônios piramidais da região CAi ocorreu após um período de excitação
sináptíca aumentada desde a mstalaçâo da isquemia (Urban et al., 1990a,
Urban et al, 1990b Urban et al., 1990c). Estas sugestões não foram
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confirmadas por outros estudos (Buzsàki et al., 1989; Imon et al., 1991; Jensen
et al, 1991).

Neste estudo experimental, demonstrou-se que a obliteração das

artérias carótidas comuns produziu em ratos Wistar-Kyoto anestesiados com

uretana, por via intraperitoneal, uma redução estatisticamente significativa das

amplitudes absolutas das faixas espectrais clássicas do eletroencefalograma.
Como a obliteração das artérias carótidas comuns causa somente discreta

isquemia prosencefálica, especulou-se que o EEG poderia ser um meio

sensível e útil para avaliar os efeitos cerebrais da isquemia, mesmo os que não
tiverem expressão clínica.

A partir da observação, no aludido modelo experimental, da

depressão das amplitudes dos espectros do eletroencefalograma observada

durante a hipoxia isquêmica, imaginou-se averiguar, através do mesmo

método, se a utilização de substâncias citoprotetoras, como removedores de

radicais livres, poderia reverter esta depressão. Neste aspecto, o método

empregado aqui também é absolutamente original.

Assim, um estudo foi programado e realizado, partindo-se do

pressuposto de que a administração de glutation reduzido por via

intracarotídea em "bolus" causasse um aumento dos níveis deste tripeptídio ao

nível do parênquima cerebral e, assim, pudesse exercer ação favorável durante
isquemia cerebral com repercussão sobre as alterações do

eletroencefalograma, observadas em decorrência do processo isquêmico.

Embora as células nervosas sejam capazes de sintetizar glutation

reduzido a partir de seus aminoácidos constituintes, este mecanismo é muito

lento (Kannan et al., 1998), mesmo considerando a rápida reestruturaçâo
molecular do mesmo a partir do plexo coróide (Anderson et al, 1989). A partir
deste fato, passou-se a supor que glutation reduzido pudesse ser transportado



250

intacto, do ponto de vista molecular, como tripeptídio pela barreira hemato-
encefálica.

Modelos animais foram usados para o estudo do transporte de
glutation reduzido pela barreira hemato-encefálica, destacando-se a
administração intracarotídea rápida em "bolus" (Oldendorf, 1970) e a perfüsão
vascular "in situ" (Zlokovic et al., 1986). Estudos recentes em ratos (Kannan
et al, 1990; Kannan et al., 1992) demonstraram transporte de glutation
reduzido intacto através da barreira hemato-encefálica por meio de
mecanismos específicos, constituindo um processo de baixa afinidade,

saturável (Km aproximadamente de 6 mM), ao mesmo tempo em que
excluíram a possibilidade de hidrólise deste tripeptídio por açâo da gama-
glutamil-transpeptidase e re-síntese do mesmo. Isso justifíca que a dose
utilizada nestes experimentos está perfeitamente dentro dos limites de
transporte e bem abaixo do Km para a mesma espécie.

Inibição da captação cerebral de glutation reduzido pode ser
observada por ação de conjugados deste tripeptídio (Kannan, et al., 1992),
bem como, pela bilirrubina não conjugada (Tiribelli et al., 1990), um derivado
físiologicamente importante da hemoglobina que, em excesso, implica
enfennidades importantes do sistema nervoso central em recém-nascidos,
como kemictems secundário a eritroblastose fetal.

Diante destas evidências experimentais, resolveu-se avaliar, através
do eletroencefalograma, a atuacao do glutation reduzido administrado por via
íntracarotídea em ratos que se submeteram previamente à obstrução bilateral
das artérias carótidas comuns, e em ratos com obstrução da artéria carótida
comum esquerda. Previamente, demonstrou-se que a obstrução das artérias
carótidas comuns nestes mesmos animais determinava uma redução
estatisticamente significativa das amplitudes absolutas médias dos diversos
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especti-os de jfreqüência do eletroencefalograma (Do Vale et al., "in press").
Também ficou demonstrado no presente estudo, quando se realizou a dosagem

de glutation por meio espectorofotométrico em fi-agmentos corticais de ratos
com obstrução bilateral das carótidas comuns e que se submeteram à infusão
intracarotídea esquerda, a 43,67 til/lOOg/min, durante sessenta minutos, de
solução 1,2 mM de glutation reduzido, um aumento significativo dos níveis do
mesmo tripeptídio (tabelas 123 e 124, gráfico 82). Previamente, restou
verificado que a obliteração de ambas as artérias carótidas não determinou

modificação significativa dos níveis de glutation reduzido em fragmentos
cerebrais de ratos (tabelas 123 e 124, gráfíco 81). Talvez o método de

dosagem adotado não seja suficientemente sensível para detectar pequenas
variações deste tripeptídio em caso de isquemia cerebral leve ou a

acomodação metabólica neste caso seja suficiente para restaurar rapidamente
seus níveis no parênquima cerebral. Também resultou demonstrado que a
infusão intracarotídea esquerda, a 43,67 |iiV100g/min, durante sessenta
minutos, de glutation reduzido determinou uma reversão estatisticamente

significativa do decremento das amplitudes absolutas médias dos diversos
espectros de fi'equencia do eletroencefalograma induzido pela prévia
obstrução bilateral das artérias carótidas comuns. A concentração de glutation

utilizada durante a infusão intracarotídea (1,2 mM) foi aquém da que se
poderia esperar para que se atingisse o nível de saturação evidenciado por
Kananetal. (1990).

O aumento das amplitudes absolutas médias de todos os espectros
de fi-eqüência, a grande maioria estatisticamente significativo, observado
durante a infusão intracarotídea esquerda de glutation 1,2 mM em ratos com
obst-ução bilateral das carótidas comuns, foi um achado inédito (tabelas 34 e
35; gráficos 20-26), porquanto nenhum estudo eletroencefalográfíco,
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envolvendo a açâo deste tripeptídio em modelos animais de isquemia cerebral
foi encontrado em análise muito recente do arquivo "MEDLINE". A reversão

da redução das amplitudes absolutas médias induzida por obstrução das
artérias carótidas comuns ocorreu em todas as faixas espectrais, com exceção

do espectro betas parietal direito (P=0,15). A variação da amplitude do
espectro delta frontal direito quase atingiu o limiar de signifícância estatística

(P=0,0525). As variações mais significativas da amplitude (P<0,025)
ocorreram, envolvendo os espectros de maior frequência alfa e beta (tabela

35).
Como ainda não se sabe, ao certo, qual o substrato anatómico do

cérebro responsável pelas frequências alfa e beta, conforme foi enfatizado no

item introdução, não se pôde, com base nos achados desta pesquisa,
estabelecer o sítio de maior atuaçâo do glutation reduzido, determinando as
modificações eletrofísiológicas. Pode-se, contudo, afirmar que, pelas
modificações estatisticamente significativas das amplitudes da frequência teta
(P<0,04), evidência eletroencefalográfíca de atuaçâo do glutation no
hipocampo se traduz em hipótese aceitável.

Em estudos de isquemia global, lesão neuronal preferencial das

estruturas hipocampais, do "striatum" e do córtex, determinada, sobretudo, por
mecanismos de apoptose, constitui um evento aceito (Charriaut-Marlangue &
Ben-Ari, 1998). Em recente artigo de revisão, Erecinska & Silver (1996)
mencionam a vulnerabilidade dos neurônios hipocampais, em particular os da

região CA], ao insulto isquêmico global, ressaltando os diversos aspectos das
alterações de smalização celular em que estão envolvidas as alterações da
homeostase do Ca . A vulnerabilidade dos neurônios do hipocampo, em
particular, das estruturas envolvidas no mecanismo da memória toma a

avaliação complementar importante, sobretudo em pacientes com deficiência
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cognitiva que se instalou após isquemia global secundária a parada cardíaca
transitória. Vários estudos experimentais (Togashi et al., 1996; De La Torre et
al., 1992; De Jong et al., 1999; Bothe et al, 1986; Gionet et al, 1991; Block &
Schwarz, 1997) e clínicos (Bachevalier & Meunier, 1996; Shaw & Alvord,
1997; Nishimura et al., 1998; Woods, et al., 1982; Morgan et al., 1992)

demonstram que neurônios hipocampais são o substrato anatómico de lesões
secundárias a isquemia global transitória e que podem ser responsabilizadas
pelo comprometimento cognitivo observado nestes casos.

O presente trabalho experimental sugere, através da recuperação
estatisticamente significativa do decremento da amplitude absoluta média do
espectoro teta originário do hipocampo, que o modelo experimental empregado
é apropriado para averiguação do possível efeito citoprotetor do glutation
reduzido sobre as lesões hipocampais induzidas pela isquemia. E possível que
esta ação de recuperação das alterações eletrofísiológicas das estmturas
hipocampais, pelo menos em parte, possa ter relação com a atividade anti-
apoptótica do glutation reduzido. A partir das observações de que Bcl-2 pode
prevenir morte celular induzida por privação de glutation-peroxidase (Kane et
al., 1993), pode-se supor que a deficiência de glutation reduzido pode fazer
parte de uma via comum, através da qual estímulos neuropatológicos induzem
apoptose.

Em ratos com obstrução carotídea bilateral, também, efetuou-se

estudo eletrofísiológico com infusão intracarotídea esquerda de solução 2.1
mM de L-cistina a 43,31 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos e 1,2 mM de
L-glutamina a 42,94 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos. Com isso,
observar-se-ia se a administração de aminoácidos utilizados para síntese de
glutation reduzido resultaria em recuperação das alterações eletrofísiológicas
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induzidas pela isquemia cerebral secundária possivelmente a um aumento dos
níveis deste tripeptídio.

Recentemente, Froissard e colaboradores (1997) demonstraram em

modelo neuronial símile que a toxicidade do glutamato, precedida pela
redução dos níveis intracelulares de glutation reduzido é abolida pela cistina e

que o fenómeno de morte celular em incubação prolongada em meio livre de
cistina é abolido pela adição de concentrações crescentes de cístina. Bannai &
Kitamura (1979) demonstraram que a captação de L-cistina e L-glutamato por
fíbroblastos humanos em cultura é mutuamente competitiva e utiliza um
sistema de transporte altamente específico para estes aminoácidos. Assim, a
captação de L-glutamato é inibida por L-cistina e vice-versa. Pereira e Oliveira

(1997) ratificaram estes achados, demonstrando que a toxicidade do glutamato
em células PC 12 é decorrente da inibição de captação de cistina com o

consequente decréscimo dos níveis de glutation reduzido. Murphy e
colaboradores (1990) demonstraram que células corticais cerebrais de ratos
em meio de cultura com reduzidos níveis de cistina ou contendo inibidores de

captação da mesma degeneram e morrem.

Paradoxalmente, foi comprovada ação citotóxica de L-cisteína em

camundongos recém-nascidos (Olney e Ho, 1970). Experimentos posteriores

"m vitro" confínnaram a toxicidade de L-cisteína em roedores imaturos e que
esta seria mediada por ação direta deste aminoácido sobre o sítio NMDA do

receptor de glutamató e por quelaçâo de Zn , facilitando o fluxo iônico
através dos canais (Olney et al., 1990). Estes autores verificaram que a
citotoxicidade deste aminoácido era acentuada pelo bicarbonato e associada a

ausência de grupo Q acídico tenninal, comum a análogos citotóxicos de

glutamato de cadeia reta. Neste aspecto, L-cisteína é similar a R-N-
metilamino-L-alanina (BMAA), uma citotoxina ambiental implicada na
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físiopatologia de um doença neurodegenerativa endémica na ilha de Guam,
conhecida como complexo demência-parkinsonismo-esclerose lateral

ami atrófica (Spencer et al., 1987). Por sua vez, Abbas e colaboradores (1997)

comprovaram em cérebros de ratos que cisteína fazia aumentar a concentração
extracelular de glutamato e aspartato por mecanismo dependente de
bicarbonato, também interferindo com o sistema de captação e liberação de
glutamato mediado por transportador.

A opção pelo uso de L-cistina (dipeptídio obtido a partir da auto-

oxidação de L-cisteína) foi motivada pelo conhecimento de que, no plasma, a
cisteína seria logo auto-oxidada a cistina (Lash & Jones, 1985), de modo que

quase toda cisterna não proteica é armazenada como glutation reduzido. Ainda

mais, foi comprovado experimentalmente que, pelo menos em astrócitos, há
preferência por cistina em relação à cisteína na síntese de glutation (Kranich et
al., 1998). Indiretamente, também, a partir dos resultados obtidos nesta fase

experimental, avaliaríamos a possibilidade de que o glutation reduzido

utilizado aluaria preferencialmente no palno extracelular ou, sofrendo a açâo

da y-glutamil-transpeptidase e, a seguir, de uma dipeptidase, se transformaria
nos aminoácídos constituintes que seriam transportados para o interior da
célula e utilizados para a síntese de glutation reduzido. Este, a partir da
atuação no plano intracelular, seria responsável pela recuperação
eletrofísiológica das alterações induzidas pela hipoxia isquêmica.

Foi demonstrado (Albert et al., 1966) que, no sistema nervoso

central, a enzima y-glutamil-transpeptidase também se localiza no endotélio
dos capilares, nas células ependimárias e na borda em escova das células que
revestem o plexo coróide. Também tem sido amplamente demonstrado que a

atividade da y-glutamil-transpeptidase, bem como de outras enzimas do ciclo

y-glutamil, é alta ao nível dos capilares, principalmente da membrana luminal,
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o que implicaria o envolvimento de suas atividades bioquímicas no transporte
de aminoácidos para o sistema nervoso central (Orlowski et al., 1974; Tate et

al., 1973; Orlowski & Wilk, 1975). Para Cooper (1998), a localização da y-

glutamil-transpeptidase na superfície da membrana e das outras enzimas do
metabolismo do glutation dentro das células é fator importante na

determinação da translocação inti-acelular dos aminoácidos utilizados para sua

síntese no compartimento intracelular. A falta de susceptibilidade do glutation

reduzido à enzima y-glutamil-ciclotransferase e dipeptidases intracelulares e a

existência de importante atividade da redutase de glutation oxidado (GSSG)
dentro da célula são fatores determinantes para a estabilidade intracelular do
glutation reduzido (Meister, 1991).

Através da infusão intracarotídea esquerda de L-cistina em ratos
com obstrução prévia de ambas as carótidas comuns, não se verificou neste

estudo, reversão, tampouco aumento da redução das amplitudes absolutas

médias dos espectros do eletroencefalograma secundária à isquemia (tabelas
76 e 77; gráficos 51-56). Deste modo, com utilização do modelo experimental
de que se trata, não foi possível detectar, pela análise eletroencefalográfíca das
amplitudes dos espectros de fi-eqüência, possível ação citoprotetora ou
citotóxica de L-cistina no encéfalo de ratos com obstrução das artérias
carótidas comuns. Talvez a intensidade de isquemia no modelo, em que não se

associou hipotensão arterial à obstrução das artérias comuns, tenha
contribuído para não observação de possíveis efeitos eletrofísiológicos
secundários a infusão íntracarotídea de L-cistina.

A infusão íntoracarotídea esquerda de L-glutamina em ratos com

obstaiição prévia das artérias carótidas comuns também não imprimiu, de
modo consistente, modificação estatisticamente significativa da redução das
amplitudes absolutas médias dos espectros de frequência do
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eletroencefalograma, a não ser do espectro betai parietal esquerdo, sendo neste
caso, P=0,0235 (tabelas 84 e 85, gráficos 57-62).

A aferição da relação entre a atividade da enzima glutamina

sintetase e níveis de glutamato pôde ser feita em estudo de isquemia cerebral

em ratos (Petito et al., 1992). Este estudo demonstra rápido aumento da
atividade da glutamina sintetase em astrócítos após isquemia cerebral,
traduzindo um mecanismo em que a metabolização do glutamato e ativação do

processo metabólico de síntese de glutation reduzido proporciona proteção
contra os efeitos neurotóxicos de aminoácidos excitatórios. Dão e

colaboradores (1991) demonstraram aumento de atividade de glutamina

sintetase no sistema nervoso central de crianças com comprometimento

hipóxico-isquêmico agudo. A atívidade protetora da glutamina contra hipoxia
foi documentada em estudos de comprometimento de neurônios piramidais da
região CAI do hipocampo por Schurr e colaboradores (1987). Estudando a
utilização de glutamato, glutamina e GABA como fonte combustível neuronal

e glial, após isquemia focal parcialmente reversível, Pascual e colaboradores

(1998) comentam que a ação neuroprotetora de L-glutamina em fases mais

tardias de isquemia pode decorrer da utilização deste aminoácido ao nível glial
para gerar acetil-CoA, quando a oxidação de glicose é reduzida. Os mesmos

autores comentam que em fases mais incipientes de isquemia (uma hora) a
acentuada acidose com redução dos níveis tissulares de bicarbonato pode
contribuir para diminuída oxidação de glutamina. Isso limita a ação
neuroprotetora deste aminoácido nesta fase de isquemia. Convém salientar que
não se conseguiu demonstrar de modo consistente no modelo aqui empregado
padrões eletrofísiológicos de neuroproteçâo pela L-glutamina. Uma
justificativa seria que este estudo se concentrou durante apenas uma hora após
processada a obstrução bilateral das artérias carótidas comuns. Outra

v..'
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especulação que justificaria o insucesso na demonstração eletrofísiológica do
possível efeito neuroprotetor da L-glutamina seria o fato de que no modelo
não se utilizou hipotensão arterial associada à obstrução bilateral das artérias

carótidas comuns e, assim, o nível de isquemia não foi suficiente para que se

obtivesse expressão eletrofisiológica deste efeito neuroprotetor.

O conjunto destes resultados obtidos nos procedimentos

experimentais deste estudo conduz o pesquisador a sugerir - em função da

rapidez da reversão das alterações eletrofísiológicas induzidas por isquemia

com a infusão intracarotídea esquerda de glutation e da ausência de resposta

eletrofísiológica consistente com a infusão de seus aminoácidos constituintes

L-glutamina e L-cistina - que a reversão da redução das amplitudes absolutas

dos diversos espectros de frequência do eletoroencefalograma é provavelmente

secundária a ação de glutation reduzido ao nível extracelular. Zaman & Ratan

(1998) sugerem que, no processo isquêmico, a inibição de captação celular de

cisterna, por meio de mecanismo não mediado por receptor e induzida pelo

glutamato, se presta como um modelo para estudo dos mecanismos pêlos

quais a depleção de glutation induz morte neuronal e glial, especialmente

neurônios corticais imaturos e oligodendróglia. A partir desta observação, os

resultados experimentais obtidos na presente investigação poderiam indicar

que a falta de resposta eletrofísiológica durante a infusão de L-cistina poderia
ser, pelo menos em parte, resultante da inibição da captação celular da mesma

pelo glutamato, cujos níveis poderiam estar aumentados em função da
isquemia cerebral induzida nos animais.

Em função dos resultados obtidos em ratos submetidos à oclusão

das artérias carótidas comuns com a infusão intracarotídea esquerda de
solução de glutation reduzido a 1,2 mM, resolveu-se realizar o mesmo estudo

com infusão de uma solução com concentração de uma escala logarítmica
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inferior do mesmo tripeptídio, ou seja, 0,12 mM (38,99 ^1/lOOg/min, durante
sessenta minutos). Nesta fase do experimento, foi possível observar atividade

eletroencefalográfíca, identificada como hipersíncrona e constituída por

elementos gráficos típicos de sono NREM (potenciais agudos de vertex, ritmo

sigma ou fusos de sono e complexos K espontâneos) em três dos nove animais

estudados antes da infusão intracarotídea de glutation (tabelas 18-23; figura

23). Com a infusão intracarotídea esquerda de glutation, potenciais agudos de
vertex, ritmo sigma e complexos K passaram a ser observados em sete dos

nove animais estudados (tabelas 18-23; figura 23). Esta observação sugere que

a infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation reduzido a

38,99 (xl/lOOg/min, durante sessenta minutos induz, em ratos com obstrução

prévia das carótidas comuns, o surgimento de potenciais
eletroencefalográfícos de sono NREM, sendo P<0,05 pelo teste de
Kolmogorov-Sminorff (Daniel, 1991 a).

Há pouco tempo, Honda e colaboradores (1994) estudaram a

atividade hipnogênica de glutation oxidado (GSSG) em ratos, promovendo a
infusão intraventricular da mesma substância durante dez horas no período
notumo. Os autores verificaram que a infusão de 20 a 50 nmol de GSSG

significativamente aumentou o período de sono NREM e que a infusão de 25
nmol de GSSG aumentou significativamente o sono paradoxal (REM). Estes
pesquisadores sugeriram, então, que a atividade promotora de sono do
glutation oxidado se devesse à açâo moduladora da neurotransmissão

glutamatérgica. Kimura e colaboradores (1998), por meio de estudos similares
em coelhos, ratificaram as propriedades indutoras do sono do glutatíon.

Ficou evidente nos estudos de que se cuida, com base na observação
de aumento da incidência de potenciais agudos de vertex, ritmo sigma e
complexos K durante a infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM
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de glutation reduzido em ratos com prévia obliteração das carótidas comuns,
que esta substância atua como indutora de sono, mesmo em animais com
isquemia cerebral. Mesmo admitindo-se que glutation oxidado (GSSG) tenha
esta propriedade, pode-se sugerir que parte do glutation reduzido
administrado, principalmente em condições de isquemia parcial, quando a
ação da enzima glutation peroxidase mais efetivamente se faz presente, é
oxidado, toransformando-se em glutation oxidado (GSSG).

A análise das amplitudes absolutas médias dos espectros do
eletroencefalograma, incluindo, obviamente, nesta fase experimental, dois
aspectos distintos, a escolha de "épocas" em que não se observou atividade
hipersíncrona e de "épocas" em que potenciais agudos de vertex, ritmo sigma
e complexos K foram observados, permitiu se inferir que, numa concentração
dez vezes menor, a infusão intracarotídea esquerda de glutation reduzido não
promoveu modificação significativa e consistente das amplitudes absolutas
médias dos potencais eletroencefalográfícos no modelo de isquemia
empregado nesta pesquisa (tabelas 16, 17; 24 e 26; gráficos 8-13, 14-19).
Apenas, quando analisados os potenciais de sono, verifícou-se aumento

significativo da amplitude absoluta média do espectro betai da região frontal
direita com a infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation
reduzido. Logo, a açâo eletrofísiológica do glutation reduzido no mencionado
modelo experimental foi dependente de sua dose.

A reversão da depressão das amplitudes dos diversos espectros do
eletroencefalograma no modelo de isquemia cerebral proporcionada pela
infusão intracarotídea de solução 1,2 mM de glutation reduzido pode ser
inteq^retada como decorrente de sua açâo de inibição do estresse oxidativo,
muito operativo nestas condições.
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A ação citoprotetora do glutation, tripeptídio endógeno,
bioquimicamente sintetizado a nível do compartimento citoplasmático,
atuando principalmente nas lesões decorrentes do metabolismo oxidativo, de
radicais livres e de outros tipos de toxicidade (Meister & Anderson, 1983), foi

atuante no presente modelo e se expressou ata-avés da recuperação da

amplitude dos potenciais eletroencefalográfícos previamente reduzida pela
isquemia. Comentou-se previamente, durante a introdução desta tese, que os
potenciais eletroencefalográfícos são expressão de flutuação de potenciais de
membrana de neurôníos corticais, embora modulados por aferências,

principalmente subcorticais e tálamo-corticais. O aumento das amplitudes
absolutas médias dos diversos especfa'os eletroencefalográfícos induzido pelo
glutation reduzido possivelmente ocorreu devido à atuaçâo desta substância na

recuperação funcional das membranas neuronais previamente comprometidas
pelo processo isquêmico e estresse oxidativo, o qual pode ocorrer em
condições de isquemia parcial ou durante a reperfusão pós-isquêmica.

Durante os comentários introdutórios da presente tese, salientou-se

que glutation reduzido e as enzimas envolvidas em seu metabolismo, graças à
função redox, são utilizados na remoção de radicais livres, protegendo, assim,
as membranas celulares contra o estresse oxidativo (Meister & Anderson,
1983). Outras funções atribuíveis ao glutation podem, se confirmadas, ter
influenciado o conjunto dos achados eletrofísiológicos no modelo
experimental do presente trabalho. Em revisão muito recente, Janáky e
colaboradores (1998) chamam a atenção para as funções neuromoduladora e
possivelmente neurotransmissora deste trípeptídio. Com relação à açâo
neuromoduladora, estes autores enfatizam que glutation pode intervir na
neurotransmissâo glutamatérgica em suas diversas etapas, desde a liberação de
aminoácidos excitadores, sua captação glial ou neuronal, influenciando a
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ligação de glutamato a receptores pré ou pós-sinápticos, bem como a origem
de segundos-mensageiros e até mesmo a liberação de outros aminoácidos
excitadores evocada por glutamato; regulam, pois, as funções dos receptores
AMPA e NMDA, influenciando, assim no processamento da informação
neuronal, aprimorando-a. Estes aspectos dão margem à possibilidade de
utilização deste conhecimento no planejamento de projetos de pesquisa, com
vistas a uma terapia mais racional de certas enfermidades, como doença
vascular cerebral, doença de Alzheimer, esclerose lateral amiotrófíca, doença
de Parkinson e muitas outras. Não se pode, obviamente, afastar a possibilidade
de que, pelo menos em parte, os resultados eletrofísiológicos obtidos com a
infusão intracarotídea de glutation no modelo de isquemia aqui empregado
sejam decorrentes da sua ação neuromoduladora.

Em função dos resultados obtidos com a infusão intracarotídea de
solução l ,2 mM glutation reduzido no modelo de isquemia cerebral de que se
trata, imagina-se averiguar se a infusão de dose similar desta substância em
condições de pouca ou nenhuma isquemia mduz alguma modificação no
comportamento das amplitudes absolutas dos potenciais
eletroencefalográfícos. Este estudo foi realizado em ratos com obstrução
somente da artéria carótida comum esquerda. Embora tenha sido observada,
após obstrução da artéria carótida comum esquerda, redução estatisticamente
significativa das amplitudes absolutas médias dos espectros alfa da região
frontal direita e das regiões parietais, betai, betâ2 da região fi-ontal direita,
betas, delta e teta da região fi-ontal direita, quando analisada a atividade não
hipersíncrona (tabelas 58-60; gráficos 39-44), a reversão do decremento das
amplitudes absolutas médias com a infusão de glutation só foi significativa
com o espectro betai da região frontal esquerda (tabela 60; gráfico 40). Assim,
quando a isquemia foi menos pronunciada ou ausente, os efeitos
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eletrofísiológicos de citoproteção induzida pelo glutation reduzido não foram
detectados. Dos oito animais usados no experimento, sete apresentaram, tanto
antes quanto durante a infusão de glutation reduzido, potenciais de sono
(tabelas 61-66). Não se observou efeito indutor de potenciais de sono pelo
glutation neste grupo experimental. Possivelmente em condições de isquemia
menor ou de ausência desta, os níveis de GS S G provenientes da oxidação do
glutation infundido foram menores e não suficientes para induzir potenciais de
sono no estudo, com utilização de animais com obstrução somente da artéria
carótida comum esquerda. Analisando a atividade hipersíncrona, não se
verificaram modificações consistentemente signifícativas nas amplitudes dos
potenciais, com exceçâo do espectro betai fi-ontal direito (depressão e
recuperação significativas da amplitude absoluta média), betas frontal direito
(depressão e recuperação significativas da amplitude absoluta média) e betas
parietal esquerdo (recuperação significativa da amplitude absoluta média),
conforme ficou demonstrado nas tabelas 68 e 69 e nos gráficos 46 e 48.
Assim, analisando a atividade hipersíncrona em animais com obstrução da
artéria carótida comum esquerda, não se verificou modificação consistente das
amplitudes absolutas dos espectros do eletroencefalograma, com exceção de
betai e betas. Conseqüentemente, com base nas observações experimentais,
não se demonstrou com reproductibilidade expressão eletroencefalográfíca da
citoproteçâo do glutation reduzido em ratos submetidos à isquemia cerebral
mínima ou sem isquemia.

A observação de que o estudo computadorizado da atividade
espectral do eletroencefalograma pode se constituir em um método
experimental de avaliação eleta-ofísiológica da atuaçâo de substâncias
citoprotetoras levou a que se incluísse neste estudo, outro citoprotetor
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endógeno, o ácido a-lipóico (ácido tiótico ou ácido l,2-ditiolane-3-
pentanóico).

O a-1ipoato atua como cofator (lipoamida) ligado aos resíduos de

lisina, transferindo grupos acil de uma parte a outra do complexo enzimático

(a-ceto-ácidos desidrogenases), sendo requerido para a função das enzimas

pimvato desidrogenase, a-ceto-glutarato desidrogenase e para os complexos
enzimáticos de clivagem de glicina (Fujiwara, et al., 1992, Morris et al., 1994;

Liu, et al., 1995a). E, portanto, uma substância essencial para o metabolismo

oxidativo. No organismo, o ácido a-lipóico de fontes exógenas é rapidamente

reduzido a ácido di-hidrolipóico. Nas mitocôndrias, a enzima lipoato-

desidrogenase (LipDH) catalisa a redução do ácido a-lipóico livre a expensas

de NADH (Biewenga et al., 1996) e no citosol, esta redução é feita com

participação da enzima glutation-redutase (GSH-redutase) a expensas de
NADPH (Handelman et al., 1994). Vários trabalhos da literatura documentam

a atividade antioxidante do ácido a-lipóico e sua forma reduzida (ácido di-

hidrolipóico). O ácido a-lipóico tem ação na remoção de radicais hidroxila

(Suzuki et al., 1991; Scott et al., 1994) e oxigénio não molecular

(Devasagayam et al., 1993). Ambos, ácido a-lipóico e di-hidrolipóico têm

capacidade de remover espécies reativas de oxigénio e de quelar metais de

fa-ansição, embora, somente o ácido di-hidrolipóico tenha capacidade de

regenerar antioxidantes e reparar lesão oxidativa (Biewenga et al., 1997).

Com base nas evidências de que o modelo experimental de isquemia

cerebral utilizado no presente estudo se mostrou adequado para estudar o

efeito citoprotetor de substâncias em isquemia cerebral, resolveu-se avaliar,

por meio do estudo computadorizado das amplitudes das frequências
espectrais do eletroencefalograma, os efeitos da infusão intracarotídea
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esquerda de ácido a-lipóico em ratos com obliteração bilateral das artérias
carótidas comuns.

Vários estudos demonstraram efeito citoprotetor de ácido a-lipóico

contra lesão via reperfusão em modelos animais de isquemia cerebral global
(Cão & Phillis, 1995; Panigrahi et al., 1996), focal (Wolz & Krieglstein,
1995), isquemia de nervo periférico (Mitsui et al., 1999), do coração
(Schõnheit et al., 1995).

Ao proceder à infusão intracarotídea esquerda de solução 3,03 mM

de ácido a-lipóico (44,84 ^1/lOOg/min durante trinta minutos) em ratos com

obliteração bilateral das artérias carótidas comuns, verifícou-se uma variação

interessante das amplitudes absolutas médias dos diversos especfros de
frequência do eletroencefalograma, com exceção do espectro beta3 (tabelas 98

e 99; gráficos 63-68). Verifícou-se uma redução inicial progressiva das
amplitudes absolutas médias até uma fase intermediária , após o que ocorreu
uma recuperação parcial. A redução foi estatisticamente significativa
(P<0,05), principalmente quando comparadas as amplitudes absolutas médias
calculadas durante somente isquemia e as amplitudes absolutas médias na fase

intermediária de infusão do ácido a-lipóico dos espectros alfa em todas as

regiões, betai nas regiões fi-ontais e parietal esquerda, delta nas regiões
frontais e parietal dü-eita e teta em todas as regiões (tabelas 100 e 101; gráficos
63,64,67 e 68). A recuperação das amplitudes absolutas médias (comparação
entre as fases intermediária e final de infusão) foi estatisticamente
significativa (P<0,05), quando comparados os espectros alfa da região frontal
esquerda (tabela 100, gráfico 63), teta fi-ontal esquerdo (tabela 101, gráfico
68). Logo, pôde-se especular que, nesta dose, a infusão intracarotídea

esquerda de ácido a-lipóico tem uma ação inicial pró-oxidante expressada
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pela redução da amplitude absoluta média dos espectros de frequência
eletroencefalográfícos, e uma açâo tardia antioxidante expressada pela
recuperação, embora parcial, destas amplitudes.

A atividade de uma substância antioxidante pode eventualmente

produzir mais estresse oxidativo do que se ela estivesse ausente e, neste caso,
diz-se que ele se comporta como um pró-oxidante. Tem sido verificado que o
ácido di-hidrolipóico reduz Fe'r", o qual, por sua vez, reduz Oi (Kawabata et
al., 1995). Como foi visto bem anteriormente (equações 7 e 8), Fe'r"~r também

pode reagir com a espécie 02'; Fe"" formado pode ser responsável pela
formação das espécies reativas OH e OH' (Cross et al., 1987). Testes de
peroxidação lipídica indicam que a redução de Fe implica atividade pró-
oxidante (Bast & Haenen, 1988). Assim, o ácido di-hidrolipóico acelera a
fonnação de espécies hidroxila por mecanismos dependentes de ferro e
peroxidação lipídica por provável redução de Fe+++ a Fe++. O ácido di-
hidrolipóico pode originar radicais reativos contendo enxofre e, deste modo,

pode, por geração prévia de radicais 'OH, comprometer certas proteínas, tais
como 1-antíproteinase e creatina quinase (Scott et al., 1994).

O presente estudo em animais com obstmção bilateral das artérias

carótidas revelou, surpreendentemente, uma redução inicial das amplitudes
absolutas médias dos espectros do eletroencefalograma durante a infiisão

intracarotídea esquerda de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico, possivelmente
traduzindo uma atividade inicial pró-oxidante. Esta atividade pró-oxidante não

tem sido descrita com o ácido a-lipóico e sim com o ácido di-hidrolipóico.

Sabe-se por outro lado que o ácido a-lipóico é inibidor da atividade pró-

oxidante do ácido di-hidrolipóico, por mecanismo em que o mesmo se liga aos
ions ferro, tomando-os inatívos nas reações de óxido-redução (Scott et al.,
1994). Por outro lado, em pesquisa da literatura pertinente, não foi enconü-ado
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nenhum estudo utilizando infusão intracarotídea de ácido a-lipóico para

análise de atividade pró-oxidante ou antioxidante.

Comentou-se anteriormente a utilização dos cofatores NADH e

NADPH para redução celular do ácido a-lipóico a ácido di-hidrolipóico.
Recentemente, Roy e colaboradores (1997) verificaram que o tratamento da

linhagem de células T Wurzburg humanas com ácido a-lipóico provocou uma

redução importante dos níveis celulares de NADH e NADPH e,
conseqüentemente, redução paralela das razões NADíí/NAD" e

NADPH/NADP", o que pode trazer repercussões importantes nas lesões

induzidas por isquemia e reperfüsão. Os autores concluem que o ácido a-

lipóico pode reduzir os níveis de NADH por utilizá-lo como cofator para sua

própria redução em condições de estresse redutor, enquanto durante o estresse

oxidativo, ambos, ácido a-lipóico como di-hidrolipóico são protetores em

função da ação remo vedora de radicais. E possível que nas fases iniciais de

infusão do ácido a-lipóico, as condições metabólicas cerebrais dos animais

utilizados fossem de estresse redutor e, em prosseguimento, as condições
seriam de estresse oxidativo, o que justificaria a recuperação, eventualmente

significativa, das amplitudes dos potenciais eletroencefalográfícos no final de

infusão do ácido a-lipóico.

Quando se realizou, nas mesmas condições de isquemia, a infusão

intracarotídea esquerda de solução duas vezes mais concentrada de ácido a-

lipóico, ou seja, 6,06 mM, a 45,87 ^il/lOOg/min durante trinta minutos, não se

verificou o mesmo padrão de variação das amplitudes absolutas médias dos
espectros eletroencefalográfícos, havendo aumento estatisticamente

significativo (P<0,05) das amplitudes do espectro delta na região parietal
direita (gráfico 73, tabelas 108 e 109) e teta nas regiões fi-ontais esquerda e
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direita (gráfico 74, tabelas 108 e 109). Nesta dose já foi possível observar no
modelo, através do aumento das amplitudes dos espectros de 6'eqüência
menor, uma tendência à manifestação eletroencefalográfíca do efeito
citoprotetor do ácido a-lipóico, principalmente envolvendo atividade
eletrofísiológica de estruturas hípocampais geradoras de ondas teta. Ao se
dosar o glutation reduzido por método espectrofotométrico em fragmentos
cerebrais de ratos com obstrução bilateral das artérias carótidas comuns e em
ratos com as artérias carótidas comuns obliteradas e após infusão de solução
6,06 mM de ácido a-lipóico a 45,87 ^VlOOg/min durante trinta minutos,
verifícou-se aumento significativo (P<0,01) dos níveis de glutation reduzido
em tecido cerebral no grupo tratado com o ácido a-lipóico (tabelas 123 e 124;
gráfico 83). Assim, comprovou-se o efeito restaurador dos níveis de glutation
reduzido no tecido cerebral de animais com obstrução bilateral das carótidas
comuns, após a infusão intracarotídea de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico,
justificando assim seu efeito antioxidante obsen/ado na análise de amplitude
de alguns dos espectros do eletroencefalograma.

Ao se utilizar, em ratos com obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns, infusão intracarotídea esquerda a 44,84 ^il/lOOg/min
durante trinta minutos de solução dez vezes mais concentrada de ácido a-
lipóico, ou seja, 60,6 mM, surpreendentemente se observou redução
estatisticamente significativa (P<0,05) das amplitudes absolutas médias de
todos os espectros de 6'eqüência eletroencefalográfíca, com exceçâo do
espectro betas da região parietal direita e delta da região frontal esquerda
(gráficos 75-80, tabelas 116 e 117). Com base na proposição do trabalho
experimental em demonstrar pela análise das amplitudes dos espectros de
frequência do eletroencefalograma em um modelo de isquemia cerebral a ação
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citoprotetora ou citotóxica de substâncias no sistema nervoso central, supõe-se

que a infusão intracarotídea esquerda de dose elevada de ácido a-lipóico tem
ação citotóxica ou pró-oxidante.

Schweizer & Richter (1996) demonstraram que o ácido a-lipóico

estimula a liberação de Ca'rT pela mitocôndria intacta e que esta liberação, que

é inibida pela ciclosporina A, é mais acentuada quando os nucleotídios

piridina são oxidados. Estes autores sugerem que a estimulação prolongada de

liberação de Ca"" e sua consequente recaptação pode ser responsável pêlos

efeitos pró-oxidantes observados com altas concentrações de ácido a-lipóico.

Esta explicação está de acordo com as observações desta pesquisa sobre o

efeito de doses elevadas de ácido a-lipóico sobre as amplitudes absolutas

médias das diversas faixas espectrais do eletroencefalograma no presente
modelo de isquemia cerebral.

Embora a apoptose seja um fenómeno tardio, ela pode também ser

um evento que ocorre, sobretudo em caso de isquemia global com reperíüsâo.

Apoptose mediada pelo receptor Fas e potencializada por ácido a-lipóico foi
descrita por Sen et al. (1999). Estudando o fenómeno em células T Jurkat

humanas, os autores verificaram que o ácido a-lipóico potencializou a
ativação de caspase-3 em tomo de 100%, desempenhando, assim, papel
importante na morte celular programada.

Através da utilização de ácido a-lipóico nos experimentos do
pesquisador, foi-lhe permitido testar o modelo com um antioxidante

metabólico modulador de óxido-reduçâo e cuja utilização em medicina clínica

provou exercer efeitos benéficos. Os resultados aparentemente paradoxais
observados no estudo com o uso de determinadas doses o fez indagar,
buscando auxílio da literatura, sobre os mecanismos que justificassem os

\
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efeitos eventualmente citotóxicos ou pró-oxidantes obtidos na alvaliação

eletrofísiológica procedida. As observações anteriormente citadas podem,

obviamente, ser utilizadas como justificativas possíveis para estes aspectos
observados no presente estudo.

Sen e colaboradores (1997), estudando a regulação celular de tióis

pelo ácido a-lipóico, verificaram que alta concentração de lipoato fez com que

linfócitos do sangue periférico mitogenicamente estimulados murchassem,

exibindo depleção de tíóis e fragmentação do DNA. Estes autores chamam a

atenção para o fato de que baixas concentrações de lipoato podem ter

relevância terapêutica e clínica. No presente modelo experimental, os efeitos

aparentemente citotóxicos documentados pela depressão das amplitudes

absolutas dos espectros eletroencefalográfícos foram observados durante a

infusão intracarotídea de altas concentrações de ácido a-lipóico.

O ácido a-lipóico exogenamente administrado no presente modelo

foi infundido diretamente na artéria carótida comum e, portanto, em alta

concentração teve acesso diretamente à circulação cerebral e ao parênquima

cerebral antes de ser sistemicamente distribuído e reduzido. Logo, foram as

células do parênquima cerebral provavelmente que figuraram entre as

primeiras a captar e reduzir o ácido a-lipóico a ácido di-hidrolipóico. Como

foi visto, o poder redutor do ácido a-lipóico provém da atividade da di-

hidrolipoamida desidrogenase dependente de NADH mitocondrial com

preferência para R(+)-lipoato e da atividade de glutatione redutase dependente
de NADPH com ligeira preferência para o estereoisômero S(-)-lipoato
(Haramaki et al., 1997).

Poder-se-ia especular, a partir da constatação de que a infusão

intracarotídea esquerda de solução muito concentrada de ácido a-lipóico
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provoca redução das amplitudes dos potenciais eletroencefalográfícos, que o
consumo de NADPH por ação da GSH redutase poderia contribuir para

reduzir os níveis de GSH (previamente reduzidos pelo processo isquêmico)

em detrimento do aumento dos níveis de GSSG, e que esta redução dos níveis

de glutation reduzido justificaria a citotoxidade observada no modelo durante

a infusão intracarotídea de solução muito concentrada de ácido a-lipóico. No

entanto, procedeu-se à dosagem dos níveis de glutation reduzido por

espectrofotometoria em fi-agmentos de tecido cerebral e compararam-se os

níveis em gmpos de ratos submetidos a obliteração bilateral das carótidas

comuns e em ratos com as artérias carótidas comuns obliteradas, e após

infusão intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico a

44,84 p.1/1 OOg/min, durante trinta minutos. Não havendo redução significativa

dos níveis de glutatíon reduzido (gráfico 84; tabelas 123-124), não se pôde

comprovar esta especulação. O ácido di-hidrolipóico obtido a partir da

oxidação do glutation reduzido pode ter sido re-utilizado para síntese "de

novo" do glutation reduzido (Biewenga et al., 1997), como mostra a reação:

ácido di-hidrolipóico + GSSG ^- Acido a-lipóico + 2GSH. Assim o sistema

ácido lipóico oxidado poderia intervir poderosamente na regeneração de
glutation e, portanto, do próprio ácido tiótico.

Como se usou solução salina como veículo para infusão

intracarotídea de glutation reduzido, L-cistina, L-glutamina e ácido a-lipóico,
em estudo isolado, verifícou-se que a infusão intracarotídea esquerda de
solução salina 0,9 % a 43,70 ^1/lOOg/min em ratos com obstrução de ambas as
artérias carótidas comuns não promoveu alterações estatisticamente

significativas (P>0,05) das amplitudes absolutas médias dos espectros do
eletroencefalograma, quando foi estudada a atividade não hipersíncrona
(tabelas 48 e 49; gráficos 27-32). Mesmo quando os potenciais de sono foram
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levados em consideração, verifícou-se que não houve consistentemente

alteração significativa das amplitudes absolutas dos vários espectros de

frequência do eletroencefalograma (tabelas 50 e 51; gráfícos 33-38), a não ser
um aumento da amplitude absoluta de delta na região fi-ontal esquerda (tabela

51; gráfico 37). Em certas situações patológicas, como isquemia cerebral,

atividade rítmica intermitente delta (IRDA) pode ser observada principalmente

nas regiões frontais, e tem amplitude atenuada em fases progressivamente

mais profundas do sono NREM, tomando-se bem aparente durante o sono

REM (Sharbrough, 1999). E de se julgar que o aumento significativo da
amplitude absoluta média do espectro delta da região frontal esquerda com a

infíisão intracarotídea de solução salina ocorreu simplesmente em função da

diferença de fase fisiológica de sono e não por eventual ação neuroprotetora
da solução salina. A não modificação significativa das amplitudes absolutas
médias do espectro delta em outras regiões e dos demais espectros em todas as
outras regiões fortalece este ponto de vista.

\
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7 CONCLUSÕES

i. A oclusão das artérias carótidas comuns com preservação da circulação

sanguínea vértebro-basilar (cu'culacao posterior) em ratos Wistar-Kyoto

induziu isquemia cerebral passível de detecção eletrofísiológica.

ii. Foi possível, com a utilização do presente modelo experimental, avaliar a

atividade citotóxica da isquemia cerebral, através da quantificação da

redução das amplitudes absolutas médias dos espectros do

eletroencefalograma, induzida por oclusão das artérias carótidas comuns e

a açâo citoprotetora de substâncias antioxidantes.

iii. A infusão mtoracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation

reduzido a 38,99 tiVlOO g. min'1, durante sessenta minutos, em ratos

Wistar-Kyoto, nessas condições, não determinou modificações

estatisticamente significativas das amplitudes absolutas médias dos

espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma, quando analisada a

atividade não hipersmcrona. A única exceção foi o espectro betai da região

fi-ontal dü-eita.

iv. Em ratos Wistar-Kyoto, nessas mesmas condições de isquemia, a infusão

intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation reduzido a 43,67

^1/100 g. min , durante sessenta minutos, não determinou reversão

estatisticamente significativa da depressão da amplitude absoluta média do

espectro de fi'equencia betas do eletroencefalograma da região parietal

direta induzida pela isquemia. Igualmente não foram obtidas modificações

estatisticamente significativas das amplitudes absolutas médias dos

espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma, quando se processou a
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infusão de solução salina como controle, com exceção do espectro delta

fi-ontal esquerdo da atividade hipersíncrona.

v. A oclusão somente da artéria carótida comum esquerda em animais nas

mesmas condições não provocou alterações nos espectros alfa da região

fi-ontal esquerda, betas e teta das regiões fi-ontal esquerda e parietais,

quando avaliada a atividade não-hipersíncrona. Nestes animais, a mfüsâo

intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation reduzido a 41,50
|il/100 g. min , durante sessenta minutos, não induziu alterações da
amplitude absoluta média dos espectros de frequência do

eletroencefalograma, com exceção do espectro betai da região frontal

direita, quando examinada a atividade não hipersíncrona e betai da região

frontal direita, betas das regiões frontal direita e parietal esquerda, quando
foi analisada a atividade hipersmcrona.

vi. A míüsão intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-cistina a
43,31^1/100 g. min'1, durante sessenta minutos, em ratos Wistar-Kyoto
anestesiados e com obstaiição das artérias carótidas comuns não determina

modificações estatisticamente significativas das amplitudes absolutas

médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma.

vii. A infusão intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-glutamma a
42,94 ^1/100 g. min , durante sessenta mmutos, em ratos Wistar-Kyoto
com obstrução das artérias carótidas comuns não determina modificações
estatisticamente significativas das amplitudes absolutas médias dos

espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma, com exceção do espectro
betai do eletroencefalograma da região parietal esquerda.

l
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viu. A mfusão intracarotídea esquerda de solução 3,03 mM de ácido a-lipóico a

44,84 ^iVlOO g. min , durante trinta minutos, em ratos Wistar-Kyoto com
obstrução das artérias - carótidas comuns não induziu alterações

significativas das amplitudes absolutas dos espectros betai da região

parietal direita, betaz e betas das regiões frontais e parietais e delta da

região parietal esquerda. A infusão mtracarotídea esquerda de solução 6,06

mM de ácido a-lipóico a 45,87 ^1/100 g. min , durante trinta minutos,
nessas condições experimentais, não modificou significativamente as

amplitudes absolutas dos espectros do eletroencefalograma, com exceçâo

de delta da região parietal dirieta e teta das regiões frontais. A infusão

intracarotídea esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico a 44,84

^il/lOO g. min , durante trinta minutos, não promoveu alteração
significativa da amplitude absoluta média do espectro delta da região

frontal esquerda.

ix. A oclusão das artérias carótidas comuns de ratos Wistar-Kyoto

anestesiados determina redução estatisticamente significativa das

amplitudes absolutas médias de todos os espectros de fi'equencia do

eletroencefalograma como expressão eletrofísiológica dos efeitos

citotóxicos da isquemia (P<0,015). Estes efeitos são mais pronunciados

(P<0,004) nas faixas de frequência menor (alfa, delta e teta),

principalmente nas regiões posterior direita (P^0,0008) e anterior esquerda

(P^0,001) e menos pronunciados nas faixas de fi-eqüência beta,

principalmente betas nas regiões posterior direita e anterior esquerda, e
betai na região anterior esquerda.
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x. A infusão intracarotídea esquerda de solução 0,12 mM de glutation

reduzido a 38,99 ^iVlOO g. min , durante sessenta minutos, promoveu um
aumento de atividade hipersíncrona e, portanto, de elementos

eletrofísiológicos de sono NREM (P<0,05), bem como, um aumento

estatisticamente significativo da amplitude absoluta média do espectro

betai do eletroencefalograma da região fi-ontal direita, quando analisada a

atividade hipersmcrona. (P=0,0039). A mfüsão íntracarotídea esquerda de

solução 1,2 mM de glutation reduzido a 43,67 (iVlOO g. min , durante
sessenta minutos, utilizando-se o mesmo modelo experimental, determinou

reversão estatisticamente significativa da depressão, induzida pela

isquemia, das amplitudes absolutas médias de todos os espectros do

eletroencefalograma (P^0,00365), com exceção dos espectros betas da

região parietal direita (P=0,1484) e delta da região frontal direita

(P=0,0525). As reversões mais significativas ocorreram nos espectros

betai, betai e betas do eletroencefalograma da região fi'ontal esquerda

(P^0,0011), betai da região fi-ontal direita (P=0,0023) e alfa das regiões

parietais e fi-ontal direita (P^0,0025).

xi. A mfusão de solução salina (controle) somente promoveu aumento

estatisticamente signifícativo da amplitude absoluta média do espectro

delta da região fi-ontal esquerda, quando foi analisada a atividade
hipersmcrona (P=0,0249).

xii. A oclusão da artéria carótida comum esquerda em ratos Wistar-Kyoto

promoveu uma redução significativa das amplitudes absolutas médias dos

espectros alfa do eletroencefalograma das regiões frontal direita e parietais

(P^0,0480), betai das regiões frontais e parietal esquerda (P^0,0386), betaz

da região fi-ontal direita (P==0,0463), betas das regiões fi-ontaís e parietais
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(P^0,0439), delta das regiões frontais e parietais (P^0,0347) e teta da
região frontal direita (P=0,0404), quando foi analisada a atividade não-
hipersíncrona. A redução da amplitude absoluta média do espectro delta do
eletroencefalograma das regiões fi'ontal e parietal direitas tem nível de

signifícância estatística discretamente maior (P^0,0182). O mesmo

procedimento promoveu redução estatisticamente significativa da
amplitude absoluta média do espectro betai do eletroencefalograma da
região frontal direita, quando foi analisada a atividade hipersmcrona
(P=0,0498).

xiii. A mfüsão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation reduzido
a 41,50 ^il/lOO g. min'1, durante sessenta minutos, em ratos Wistar-Kyoto
com obstrução da artéria carótida comum esquerda, promoveu redução

estatisticamente significativa e aparentemente idêntica (P=0,0302) da

depressão mduzida pela oclusão arterial das amplitudes absolutas médias

dos espectros alfa do eletroencefalograma da região firontal direita e betai

do eletroencefalograma da região frontal esquerda, quando analisada a

atívidade nâo-hipersíncrona. Quando a atividade hipersíncrona foi

analisada, esta infusão promoveu redução estatisticamente significativa da

depressão induzida por oclusão arterial das amplitudes absolutas médias

dos espectros betai do eletroencefalograma da região frontal direita
(P=0,0498) e beta3 da região fi-ontal direita (P=0,0183) e parietal esquerda
(P=0,0437); a redução da depressão da amplitude absoluta média do

especti-o betas do eletroencefalograma da região ifrontal direita foi mais
significativa.

xiv. A mfüsão intracarotídea esquerda de solução 2,1 mM de L-glutamina a
42,94 ^1/100 g. min , durante sessenta minutos, em ratos Wistar-Kyoto
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com obstrução das artérias carótidas comuns, promoveu redução

estatisticamente signifícativa da depressão da amplitude absoluta média,

induzida por isquemia cerebral do espectro betai do eletroencefalograma da

região parietal esquerda (P==0,0235).

xv. Na concentração 3,03 mM, de ácido a-lipóico a 44,84 ^VIOO g. mm ,

verificou-se, na fase intermediária de infusão, uma redução

estatisticamente significativa das amplitudes absolutas médias dos

espectros alfa do eletroencefalograma das regiões fi-ontais e parietais

(P^O ,0176), betai das regiões fi-ontais e parietal esquerda (P^0,0290), delta

das regiões frontais e parietal direita (P<0,0156), e teta das regiões fi-ontais

e parietais (P^0,0297), e, na fase inicial, uma redução estatisticamente

significativa da amplitude absoluta do espectro betai da região fi-ontal

esquerda. (P=0,0015). Na fase final, esta infusão promoveu uma redução

estatisticamente significativa da depressão, mduzida pela isquemia e

acentuada nas fases inicial e intermediária de infusão, das amplitudes

absolutas médias dos espectros alfa, delta e teta do eletroencefalograma da

região fi-ontal esquerda (P^0,00217).

xvi. A infusão mtracarotídea esquerda de solução 6,06 mM de ácido a-lipóico a
45,87 ^il/lOO g. min , durante trinta minutos, no mesmo modelo

experimental, determinou recuperação estatisticamente significativa da

depressão induzida por isquemia das amplitudes absolutas médias dos

espectros teta do eletroencefalograma das regiões frontais (P<0,0472) e

delta da região parietal direita (P=0,0313). A infusão intracarotídea

esquerda de solução 60,6 mM de ácido a-lipóico a 44,84 ^VlOOg/min

produziu uma acentuação estatisticamente significativa da depressão,
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induzida pela isquemia, das amplitudes absolutas médias dos diversos

espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (P^0,0444), com exceção
dos espectro delta da região firontal esquerda e betas da região parietal
direita. Esta ação é mais signifícativa no espectro betas da região frontal

direita (P=0,0067), beta2 das regiões fi-ontal direita (P=0,0024)e parietal

esquerda (P=0,0064), alfa e delta das regiões parietais (P^0,0066).

xvii. A infusão intracarotídea esquerda de solução 1,2 mM de glutation reduzido

a 43,67 ^1/lOOg/min, durante sessenta minutos, em ratos Wistar-Kyoto,
determinou aumento estatisticamente significativo dos níveis cerebrais do

peptídio dosados por espectrofotometria (P=0,0497), o que demonstra que
a droga afa'avessa a barreira hemato-encefálica.

xviii. A mfusão mtracarotídea esquerda de solução 6,06 mM de ácido a-hpóico a
45,87 til/lOOg/min, nas mesmas condições experimentais, determinou

aumento estatisticamente significativo dos níveis cerebrais de glutation

reduzido (P=0,0238). Assim, nestas condições, o ácido a-lipóico induz

recuperação dos niveis cerebrais de glutation reduzido.
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8 ABSTRACT

An animal model for brain ischemia was developed. An

electroencephalographic analysis of several band fi'equency absolute amplitudes has

been performed m order to demonstrate the effects on cerebral electric activity

induced by ischemia, followmg common carotid arteries büateral obüteration in

Wistar-Kyoto rats, anaesthetized with urethane. The waves were recorded fi-om

subcutaneous electi-odes on left frontal (F3), right frontal (F4), left parietal (P3), right

parietal (P4) and vertex (Cz) regions. This electi-ophysiological analysis consisted of

the absolute amplitude means evaluation of the several frequency spectra (alpha,

betai, betaz, betas, theta and delta). The cerebral electrical activity was picked up by

an appropriate hardware and a software system for analysis. It has been verified a

highly significant reduction of the absolute amplitude means of the spectrum waves

(P<0,015) after both common carotid arteries occlusion. The miusion of 1.2 mM

reduced glutathione solution into the cephalic segment of the left common carotid

artery of Wistar-Kyoto rats significantly reverted the depression of the absolute

amplitudes of the several spectral frequencies of the electroencephalogram (P<0,05)

induced by obüteration of both common carotid arteries. The infusion of 0,12 mM

reduced glutafhione or saline solution into the cephalic segment of the left common

carotid artery of the same animals did not reverted significantly the depression oftiie

electroencephalographic wave absolute amplitudes mduced by obuteration of both

common carotid arteries. The occlusion of left common carotid artery in urethane

anaesthetized Wistar-Kyoto rats caused less significant absolute amplitude reduction

than both carotid arteries occlusion and the the absolute amplitude recovery with

intracarotid 1,2 mM reduced glutathione infusion was less evident. The left

intracarotid infusion of 0,12 mM reduced glutathione m rats with bilateral common
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carotid arteries occlusion reverted the ischemic absolute amplitude reduction of only
right frontal betai hypersynchronic activity (P<0,05), but induced NREM sleep
electi'ophysiological activity (P<0,05). The intracarotid infusion of 2,1 mM L-cystine
or 1,2 mM L-glutanüne in rats wiüi both common carotid arteries occlusion did not
cause consistent absolute amplitude modifications of the electoencephalographic
spectral waves. The inti'acarotid infusion of 3,03 mM a-1ipoic acid in rats with both
common carotid arteries occlusion caused initial reduction and partial final absolute
amplitude recuperation of several specti-al band fi-equencies (P<0,05); the mtracarotid
infusion of 6,06 mM a-1ipoic acid significantly reverted the ischemic depression of
the absolute amplitudes of frontal theta and right parietal delta spectra; the
mtracarotid infusion of 60,6 mM a-1ipoic acid significantly increased Uie absolute
amplitude ischemic-mduced depression of ahnost all specti-al
electroencephalographic waves (P<0,05). Fmally, It has been demonstrated that
intracarotid 1,2 mM reduced glutathione and 6,06 mM a-1ipoic acid m rats with both
common carotid arteries occlusion increased the inu-acerebral level of reduced
glutathione (P<0,05). It was concluded that an appropriated electroencephalographic
analysis of Wistar-Kyoto rats with both carotid arteries occlusion is a valuable study
model of cytotoxic effects of cerebral ischemia and could be used to verify fhe
cytoprotector reduced glutathione effect and both pro-oxidant and oxidant a-1ipoic
acid action, as weU as other drug effect studies.
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