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RESUMO
Efeitos do nitrosil ruténio na lesdo cerebral induzida por isquemia e

reperfusdo em ratos. MARCIO WILKER SOARES CAMPELO. Po6s-
Graduacdo Stricto Sensu do Departamento de Cirurgia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Mestre em Cirurgia).
Novembro, 2009. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

Introducdo e objetivo: Doadores de NO podem diminuir a lesdo neuronal
durante a isquemia e reperfusao cerebral (I/R) por aumento do fluxo sanguineo
cerebral. O objetivo deste estudo € avaliar se um novo complexo de nitrosilo
complexo de ruténio (Rut-bpy) capaz liberar NO direto na musculatura lisa
vascular apresenta algum efeito durante I/R.

Método: Foram utilizados 96 ratos machos, da linhagem Wistar, com peso
médio de 290.27 g, distribuidos em 2 fases com 8 grupos cada: Fase de
isquemia 4 grupos sham (SF, Rut-bpy,L-NAME e L-NAME+Rut-bpy) e 4 grupos
isquemia (SF, Rut-bpy,L-NAME e L-NAME+Rut-bpy); da mesma forma foi
dividido a fase de reperfuséo ( 4 grupos sham e 4 grupos isquemia/reperfusao)
com as mesmas drogas teste da fase de isquemia. Foi utilizado um modelo de
isquemia cerebral global incompleta, com oclusdo da artéria carétida comum
bilateral e administracdo do SF, Rut-bpy e L-NAME via intraperitoneal. No final
do experimento os animais foram decapitados e o cérebro fatiado para ser
avaliado a area de lesdo por histoquimica. Durante todo o experimento a PAM
dos animais foi monitorizada.

Resultados: Diminuicao da relacdo area de lesdo/area de tecido cerebral tanto
na fase de isquemia (0.526 + 0.012 com SF vs 0.216 + 0.07 com Rut-bpy,;
p<0.05) como na fase de reperfusdo (0.4201 + 0.04 com SF vs 0.114 + 0.03
com Rut-bpy; p<0.05). A variagdo da PAM foi menor nos animais tratados com
Rut-bpy (20.89 + 11.77 com SF vs 6.49 + 4.65 com Rut-bpy) ao final da
isquemia e inicio da reperfuséo.

Conclusao: O Rut-bpy tem efeito protetor neuronal durante evento de I/R e
gue o mesmo consegue manter a PAM mais estavel durante o inicio da
reperfuséo.

Descritores: Isquemia Encefélica. Estresse Oxidativo. Oxido Nitrico.

Compostos de Ruténio.



ABSTRACT
Effects of nitrosyl ruthenium in injury brain induced by ischemia and
reperfusion of rats. MARCIO WILKER SOARES CAMPELO. Stricto Sensu
Post-graduation. Department of Surgery, Medicine School, Federal
University of Ceard (Degree of Master of Surgery). November, 2009.

Advisor: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Background and purpose - Nitric oxide (NO) donors are known to reduce
neuronal damage during brain ischemia and reperfusion by increasing the blood
flow. Rut-bpy is a novel nitrosyl-ruthenium complex releasing NO directly into
the vascular smooth musculature. The objective of the study was to evaluate
the effect of Rut-bpy on a rat model of brain ischemia and reperfusion.

Methods - Ninety-six male Wistar rats weighing approximately 290g were
randomly assigned to 16 groups. Four groups and their respective sham groups
were submitted to ischemia (Stage 1), while four groups and their respective
sham groups were submitted to ischemia + reperfusion (Stage 2). At each stage
of the experiment the groups were treated pairwise with saline solution (SS),
Rut-bpy, L-NAME and L-NAME+Rut-bpy, respectively. The study was based on
an incomplete global brain ischemia model with occlusion of the common
bilateral carotid arteries and intraperitoneal administration of the study drugs.
Following the experiment the animals were decapitated and the brain was
sectioned for histochemical evaluation of the area of damage. The mean arterial
blood pressure (MABP) was monitored throughout the experiment.

Results - In the groups receiving Rut-bpy the damaged area/total area ratio
decreased significantly during both ischemia (SS: 0.526 + 0.012 vs. Rut-bpy:
0.216 £ 0.07; p<0.05) and reperfusion (SS: 0.4201 £ 0.04 vs. Rut-bpy: 0.114 +
0.03; p<0.05). MABP oscillated significantly less during the transition from
ischemia to reperfusion in the groups treated with Rut-bpy (SS: 20.89 mmHg =
11.77 vs. Rut-bpy: 6.49 mmHg * 4.65; p<0.05).

Conclusion - Rut-bpy was shown to protect rat brain cells during ischemia and
reperfusion and helped maintain the blood pressure relatively stable during the
transition from ischemia to reperfusion.

Keywords: Brain ischemic. Oxidative stress. Nitric oxide. Composite of

Ruthenium
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1 INTRODUCAO

A isquemia cerebral € causada por reducao transitoria ou permanente do fluxo
sanguineo e é considerada uma das principais causas de mortalidade e morbidade
humanas (NISHIZAWA, 2001).

Em 1856, Savory descreveu oclusdo da artéria carétida extracraniana em
mulher com hemiplegia e disestesia — a primeira descricdo do elo entre acidente

vascular cerebral e lesdo da artéria carétida extracraniana.

Hunt (1914) correlacionou a oclusdo parcial da artéria car6tida e o dano

cerebral denominado “claudicagao intermitente”.

Levine, em 1960, iniciou os trabalhos experimentais de isquemia cerebral em

ratos, com ocluséo unilateral da artéria carétida associada com hipoxia.

A expressdo genérica “acidente vascular cerebral” refere-se ao subito
comprometimento da funcdo cerebral, provocado por variedade de alteracdes
histolégicas, envolvendo um (focal) ou varios (multifocal) vasos sanguineos intra ou
extracranianos, levando a reducdo do suprimento sanguineo, resultando no
decréscimo da tenséao de oxigénio (hipoxia) e metabolitos de alta energia em tecido

cerebral (ATP e glicose principalmente).
O acidente vascular cerebral € comumente classificado em:

a) Hemorragico: quando ocorre sangramento no parénquima cerebral ou no

espaco subaracnadide;

b) Isquémico: resulta da perda do suprimento sanguineo por reducéo do fluxo
arterial ou da drenagem venosa (ABRAHAM; LAZAR, 2000).

Quando o fluxo sanguineo para o cérebro é reduzido, a sobrevida do tecido,
sob risco, depende de varios fatores modificadores: da disponibilidade de circulagcéo
colateral, da duracdo da isquemia e da magnitude e rapidez da reducédo do fluxo
(MIYASAKA et al., 2000; SCHALLER e GRAF, 2004). Tais fatores determinam, por

sua vez, o local anatdmico e o tamanho da lesdo (BEDERSEM et al., 1986).

Quatro componentes estruturais e funcionais sédo particularmente sensiveis a

hipéxia decorrente da isquemia: a membrana celular - principal responsavel pelo
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equilibrio ibnico e osmotico; a respiracao aerdbica; a sintese de proteinas estruturais
e enzimaticas e a sintese do aparelho genético responsavel pela reproducéo celular
(COTRAN; KUMAR; ROBBIN, 1996).

As repercussdes da isquemia estdo associadas a alteracBes morfologicas e
funcionais resultantes da necrose tecidual. As alteragdes provocadas pela falta de
aporte sanguineo desencadeiam processos metabodlicos celulares e moleculares,
gue induzem a célula a autodestruicdo, sem a caracteristica reacdo inflamatoria,
conhecida como fenbmeno de apoptose (TOLDY et al, 2008). Durante a fase de
isquemia, devido a diminuicdo da concentracado de oxigénio para o tecido cerebral,
ocorre inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e a queda de producdo de
adenosina trifosfato (ATP) (BERNARDI, 1996).

O metabolismo anaerdbico supre, na situagdo acima, o ATP por curto periodo
de tempo, levando a acidose tecidual. No entanto, o consumo do estoque de ATP
continuara ocorrendo, até ser degradado todo o estoque em adenosina difosfato e
adenosina monofosfato (AMP) (YOSHIDA et al., 2002).

Essa falta de energia celular causa a faléncia da bomba de sddio-potassio
(Na+/K+) e, devido a faléncia da bomba, passa a haver maior acimulo de Na+
intracelular, perda de potassio (K+), perda da permeabilidade seletiva das
membranas celulares, edema da célula e das organelas. Simultaneamente, ocorre
aumento do influxo de calcio (Ca+) e de cloreto para o meio intracelular (BRALET et
al., 1987; LIPTON, 1999; TRYSTMAN et al., 1991).

A perda da permeabilidade seletiva da membrana celular e o desequilibrio
ibnico podem afetar a mitocéndria, que é alvo importante durante a isquemia e

reperfusao.

A mitocbndria pode ser danificada por elevacdo do calcio citosolico, pelo
estresse oxidativo e pela degradacdo de fosfolipidios, pela via da fosfolipase A2 e
outros. A lesdo € comumente expressa pela formacdo de um canal de alta
condutancia, conhecido como transicdo da permeabilidade mitocondrial, na
membrana mitocondrial interna (BERNARDI, 1996).

O retorno do fluxo de sangue oxigenado aos tecidos previamente desprovidos
de oxigénio (denominado reperfusédo) € fundamental para o reinicio do metabolismo

aerobico (HALLIWELL, 1992). Entretanto, sob certas circunstancias, quando o fluxo
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sanguineo € restaurado para as células isquémicas, mas que ainda estavam viaveis,
com frequéncia, a lesdo pode se tornar paradoxalmente maior, e prosseguir em
velocidade acelerada. Isso é chamado de lesdo de isquemia/reperfusdo, que varia
de acordo com a intensidade e com a duracdo do tempo de isquemia (MIYASAKA et
al., 2000).

Essa restauracdo cadtica do fluxo tissular € conhecida como fenbmeno do
“nao refluxo”, no qual interagem mudltiplos fatores, tais como um circulo vicioso de
disfuncdo endotelial vascular, reducdo da perfusdo local e acentuacdo do edema
(EVORA et al., 1996). Durante a reperfusdo, ocorre reoxigenacédo dos tecidos que
pode gerar um aumento de radicais livres nas células neuronais, endoteliais e da glia
(LEFER; LEFFER, 1993; THIAGARAJAN, 1997).

Radicais livres ou espécies reativas (RLs) sdo espécies independentes que
contém um ou mais elétrons ndo emparelhados no atomo ou molécula, aumentando
assim a reatividade quimica, conferindo-lhes grande instabilidade. O mais simples é
representado por um atomo de hidrogénio com um préton e um unico elétron. Além
destes, sdo também RLs, o superodxido, os radicais hidroxila, os formados pela via

do 6xido nitrico.

A importancia do papel das espécies reativas (tanto a partir do oxigénio como
do nitrogénio) no dano isquémico celular tem sido, exaustivamente, estudada desde

1981, quando sugerido por Siesj6.

Em torno de 95% do oxigénio consumido durante o metabolismo aerdbico &
utilizado pelas mitocéndrias, para producdo de energia. O restante, que nao €
completamente oxidado em agua, é utlizado para a producdo de RLs tdéxicas
(GRIMBLE, 2001). Entretanto, as células criam multiplos mecanismos para remover
os radicais livres e, desse modo, diminuir a lesdo (ZIMMERMANN et al., 2004). A
atividade enzimatica antioxidante do tecido afetado pela isquemia/reperfusdo é
particularmente importante como defesa endégena primaria contra as espécies pro-
oxidantes que induzem a injuaria (HOMI et al., 2002). Assim, a capacidade
antioxidante plasmatica pode ser importante fator que fornece protecdo contra o
dano neurolégico causado pelas RLs associado ao evento vascular isquémico
(LEINONEN et al., 2000).
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Porém, quando had um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a
capacidade de defesa do organismo contra essas espécies, a célula entra em
estado de estresse oxidativo (LEHOTSKY et al., 2004; TARDINI et al., 2003).

A oclusdo experimental de vasos cerebrais tem causado aumento da
formagcdo de RL oxigenado e/ou nitrogenado afetando determinadas regides
cerebrais, como a regiao do estriado (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005; PHILLIS,
1993; ZINI, 1992.) e do hipocampo (PIANBITONI;ZHAGNS, 1996).

O papel do estresse oxidativo € muito mais evidente onde o fluxo cerebral é
restaurado (DIRNAGLS, 1999; MURIN, 2001; OLIVER,1990; PINANTODOSI, 1996)
por que o refluxo da &rea cerebral previamente isquémica resulta em aumento do
nivel de oxigénio. Entretanto o periodo de reperfusdo € necessario para salvar o

tecido comprometido pela isquemia (LEHOTSKY et al., 2004).

Dentre os efeitos lesivos das RLs, tem maior importancia as lesdes do DNA,
gue ocorrem a partir de reacdes com a timina no DNA nuclear e mitocondrial, a
modificacdo oxidativa das proteinas, que acentua a degradacdo multicatalitica,
causando dano em toda a célula; e a peroxidacao lipidica dentro das membranas
plasmaticas e organelares, que é desencadeada quando as liga¢cdes duplas entre os
acidos graxos insaturados dos lipidios das membranas sdo atacados por radicais
livres derivados principalmente do oxigénio, particularmente pelo radical hidroxila
(OH*) (FABER,1990), acentuando assim a perda da permeabilidade seletiva das

membranas celulares e, com isso, aumentando a desordem iénica.

Sabe-se que os astrocitos promovem barreira a desordem ibnica causada
pela perda da permeabilidade seletiva das membranas, devido a isquemia e
reperfusdo, e remove 0S heurotransmissores excitatorios, que podem ativar
receptores NMDA levando a aumento ainda maior do influxo de célcio (BRALET et
al., 1987; BUISSON; PLOTIKINE; BOULU, 1992; LIPTON,1999; MODERSCHEIM et
al., 2007 TRAYSTRAM; KIRSCH; KOEHLER, 1991).

Por sua vez, o célcio elevado ativa uma série de enzimas, com efeitos
celulares potencialmente deletérios. Entre as enzimas conhecidas, incluem-se as
fosfolipases, proteases, ATPases e endonucleases (KRISTIAN e SIEJO, 2009; LI et
al., 2007).



18

O aumento do calcio citosélico leva também a ativacdo de isoformas da NO
sintase, via calmodulina, produzindo NO que interage com ROS, culminando com a
producéo de radicais livres nitrogenados (p. ex. peroxinitritos) e aumentando, assim,
a area de lesdo (BUISSON; PLOTIKINE; BOULU, 1992; GOTO et al.,, 2002;
MODERSCHEIM et al., 2007).

O NO - um mediador pleotrofico da inflamacgéo - foi descoberto primeiro como
um fator liberado de células endoteliais que causava vasodilatacdo, ao relaxar
musculo liso vascular (IGNARRO et al.,1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA,
1987;). O NO é um gas soluvel produzido ndo apenas por células endoteliais, mas,
também, por macréfagos e neurénios especificos no cérebro (DAWSON; DAWSON,
1995; DALKARA; MOSLOWITZ, 1997; SAMDANI, 1997;).

A sintese de NO da-se a partir da L-argina, oxigénio molecular, NADPH e
outros cofatores incluindo heme, FAD, FMN e calmodulina, pela enzima NOS
(ALDERTON; COOPER. KNOWLES, 2001).

Existem trés isoformas de NOS, a saber: NOS endotelial (NOSe), NOS
neuronal ou cerebral (NOS,) e NOS induzida, ou imunolégica (NOS;) (DALKARA e
MOSLOWITZ, 1997; SAMDANI, 1997).

Os efeitos do NO na isquemia cerebral sdo contraditérios varia deste uma
potente vasodilatacdo e preservacao do fluxo sanguineo cerebral induzida pelo NO
produzido pela NOSe (DAWSON; DAWSON, 1995; WILLMOT et al., 2005) a efeitos
citotoxicos diretos e/ou indiretos, devido ao NO produzido pela NOS,, e NOS; (GOTO
et al., 2002). Tendo o NO papel complexo nas lesbes mediadas por radicais livres
durante a reperfusdo (WILLMOT et. al.,, 2005), e com alguns artigos divergentes
entre efeitos benéficos e outros neurotoxicos (ZHANG et al., 2001), observa-se que
apos isquemia e reperfusdo, hd aumento significativo de RLs que podem serem
mensurados por causar peroxidacao lipidica, cujas lesées podem ser prevenidas
tanto pela inibicdo da NOS, como pela administracdo de doadores da NO
(WAINWRIGHT et al, 2007). Isso foi confirmado em outros trabalhos em modelos
animais de isquemia cerebral (PLUTA et al., 2001; ZHANG et. al., 2001).

Wainwright et al (2007), mostraram que a administracdo de doadores de NO
reduz lesdo neuroldgica a isquemia e a reperfusdo, e que esta protecdo €, em ultima

analise, devido ao aumento e a preservacao do fluxo sanguineo cerebral.



19

Doadores de NO, quando aplicados em sistemas bioldgicos, liberam NO e
sdo capazes de mimetizar resposta enddgena de liberacdo de NO, ou substituir uma
deficiéncia enddégena de NO (IGNARRO et. al., 1999; IGNARRO NAPOLI.
LOSCALZO, 2002).

Recentemente, varios compostos metélicos foram estudados como doadores
de NO ou como “varredores” de NO, incluindo compostos do complexo nitrosil
ruténio (LUNARDI et al, 2009).

As caracteristicas do complexo nitrosil ruténio tém sido bastante estudadas
nos ultimos anos, devido ao importante papel no processo bioldgico de liberacéo de
NO envolvendo metal de transicdo, tendo também a possibilidade de producao
termicamente estavel (FORD; WINK; STANBURDY, 1993; WINK et al., 1993; WINK
et. al., 1996) e ser capaz de liberar NO sob estimulo externo, além da vantagem do
NO ser liberado em sistema biologico alvo (LUNARDI et al, 2009).

Grupos de doadores de NO, que tém como metal o ruténio, e que sao
soliveis em agua e liberam NO principalmente sob a acdo de agente redutores,
foram utilizados para avaliar o potencial de relaxamento na musculatura lisa vascular
(GAITANI et al., 2009; PEI et. al, 2008).

Estudos indicam que o complexo nitrosil ruténio mostrou-se capaz de causar
relaxamento de anéis da artéria aorta in vitro com os mesmos efeitos induzidos pelo
nitroprussiato de sodio (BONAVENTURA et al. , 2007; CERQUEIRA et al.,2008).

Estudos iniciais realizados em hipocampo de ratos, por Weirasko et al. (2001),
avaliaram a geracdo de potenciais de acdo provocados por doadores de NO do
complexo nitrosil ruténio nesta regido anatébmica. Os autores demonstraram que a
acao dessas substancias depende da liberacdo de 6xido nitrico pela acdo de um
agente redutor, e que a incubacéo do tecido com oxi-hemoglobina, um removedor de

NO, elimina os efeitos neurofisioldgicos.

Isso chama a atencao para a necessidade de se explorar novos doadores de
NO, através de metalofarmacos em sistemas biol6gicos sob estresse induzido pela
isquemia e reperfusdo, que tenham menor toxicidade do que o nitroprussiato de
sédio (pois 0 mesmo forma composto de cianeto citotoxicos).

Novas substancias do complexo nitrosil ruténio, sintetizadas no laboratério do

Departamento de Quimica Organica e Inorgéanica, da Universidade Federal do Ceara
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(Cis-[Ru(bpy)2(S0O3)(NO)]PFs, Rut-Bpy, e a forma trans-[Ru(NHz)4(cafeina)(NO)]Cls,
Rut-Caf), conforme técnica descrita por Lopes, Wieraszko, El-Sherif e Clark (2001),
sdo sollveis em agua, e permanecem estaveis quando expostas ao meio-ambiente.
Esses metalofarmacos liberam NO in vitro (WEIRASZKO et al., 2001; CERQUEIRA
et al., 2008).

ISQUEMIA CEREBRAL EXPERIMENTAL

Diferentes modelos animais sdo utilizados para estudar a susceptibilidade de
populacdes neurais aos insultos isquémicos e a mecanismos que envolvem a
degeneracao celular (CHOI; MAULUCCI-GEDDE; KRIEGSTEIN, 1987).

Entre os modelos animais de isquemia e reperfuséo cerebral, destacam-se os
gue simulam os dois principais tipos de lesdo isquémica aguda, reconhecidos

abaixo:

a) Isquemia cerebral focal: reducdo ou cessacdo do fluxo sanguineo para
uma area localizada do cérebro.

b) Isquemia cerebral global: reducédo generalizada da perfusao cerebral.

O modelo experimental de isquemia cerebral global pode, ainda, ser dividido
em dois tipos (TARDINI et al., 2003):

a) Modelo de isquemia completa, quando se promove a ligadura de todos os
ramos da base adrtica ou a aplicacdo de torniquete de pressdo ao redor
do pescoco do animal;

b) Modelo de isquemia incompleta, quando ha algum fluxo sanguineo

chegando ao cérebro, através de circulacdo colateral.

Diversos animais tém sido usados em estudos experimentais, mas a
preferéncia recai sobre o rato. O pequeno tamanho do animal, e a maior

disponibilidade, propiciam maior utilizacdo do roedor como animal experimental.

Em 1960 Levine, criou o primeiro modelo de hipOxia-isquemia original, que
consistia na ligadura unilateral da ACC em ratos Wistar, seguido de vinte e quatro
horas de exposicdo gradual a ambiente anoOxico, por até 45 minutos, sem

monitorizacao fisioldgica.
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Esse modelo foi subsequentemente refinado, instruindo-se a realizacéo da
monitorizacao fisiologica e de controles cuidadosos, caracterizacdo dos metabolitos
cerebrais e da histopatologia (BROWN; BRIERLY, 1968).

Posteriormente, a isquemia do prosencéfalo, por oclusdo de dois vasos (a.
carotida direita e esquerda) foi desenvolvida e proposta para estudar o fluxo
sanguineo cerebral, o estado metabdlico e as altera¢des acido-basico dos encéfalos
de ratos submetidos a isquemia. Esse modelo proporciona alto grau de isquemia
reversivel do prosencéfalo, o que é conseguido a custa da oclusdo da artéria
carotida comum bilateralmente, combinada com hipotensdo arterial sistémica
suficiente para reduzir, de forma acentuada, o fluxo sanguineo cerebral do

prosencéfalo (COLLI; SILVA; CARLONI, 1998).

Sabe-se que os ratos apresentam poligono de Willis bem desenvolvido. Por
esse motivo, quando submetidos a isquemia de dois vasos, sem manobras
adicionais, ha diminuicdo do aporte sanguineo cerebral em somente cerca de 50%

(LIPTON, 1999).

Posteriormente Pulsinelli et al. (1988) desenvolveram a isquemia de dois
vasos associados com a cauterizacdo das vértebras, sendo confirmado por outros
autores que com isso reduziu-se o fluxo sanguineo cerebral entre 90% a 95%
(ABRAHAM; LAZAR, 2000). O estudo angiografico cerebral complementar tem
mostrado, apesar do rigor técnico, que a cauterizacdo das artérias vertebrais pode
estar sujeita a ocorréncia de falhas; e que, mesmo com oclusdo completa de todos
0S vasos cerebrais extracranianos, o tecido cerebral pode receber suprimento

sangiineo através de circulacao colateral (TARDINI et al., 2003).

A ocluséo bilateral das artérias carotidas comuns produz isquemia global
transitoria parcial, comprovada pela reducdo de ATP no tecido cerebral, com

repercussao sistémica (MUNIZ et al., 2004).

As alteracdes metabdlicas mais significativas foram verificadas nos primeiros
minutos de reperfusdo, caracterizadas pela mobilizacdo e consumo de substratos
energéticos sistémicos e consequente superproducdo de ATP, tipificando a “leséo
de reperfusdo” (MUNIZ et al., 2004).

Neste mesmo modelo, Nogueira (2009), por método histoquimico, evidenciou

lesdo cerebral apos a isquemia e reperfusdo, sendo este modelo aplicado também
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para quantificar a area isquémica em outros trabalhos com estudo tanto na fase de
isquemia como na de reperfusédo (NOGUEIRA, 2009).
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2 OBJETIVO

Estudar os efeitos da utilizacdo de um novo metalofarmaco, do complexo
nitrosil ruténio, doador de NO em modelo experimental de isquemia e reperfuséo de

cérebro de ratos.
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3 METODO

3.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi de carater experimental, com o uso de animais vivos e controle
intra-individuo, realizado de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa
Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638, de 08 de
maio de 1979. Foi realizado em animais de laboratério, do biotério do Departamento
de Cirurgia, Seccdo de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina,
pertencente a Universidade Federal do Ceara.

As condi¢cdes, desde alojamento até o bem estar geral dos animais, foram
controladas pela direcdo do biotério e nossos procedimentos foram baseados nos

principios dos 3Rs (Replacement, Reduction, Refinement).

O modelo de estudo, assim como a revisao cientifica, foi avaliada pelo comité
de ética em investigacdo animal competente, da Universidade Federal do Ceara,
tendo sido aprovado sob protocolo numero 62/08 de 27 de agosto de 2008 (em

anexo).

Os animais foram manipulados de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). Todos o0s

esforcos foram realizados no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 96 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC), e mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental —
LABCEX.

O peso médio dos animais foi de 290.27g (minimo de 280g e maximo de
300g9).

Todos receberam racdo padrdo e agua ad libitum, e foram mantidos nas

mesmas condi¢cdes ambientais, em gaiolas individuais, com ciclos de dia (12 horas)
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e noite (12 horas). Durante os experimentos, foram previamente deixados em jejum

durante 12 horas.
3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 Divisao dos grupos
Foram utilizados 96 animais, sendo divididos em dezesseis grupos de seis

animais cada, sendo oito grupos destinados ao estudo da fase de isquemia; (Ver

figura 01) e oito grupos destinados ao estudo da fase de reperfuséo (ver figura 02).

FASE DE
ISQUEMIA

L-NAME +
0, _| -
SF0,9% Rut-bpy L- NAME Rut-bpy
Sham Isquemia Sham Isquemia Sham Isquemia Sham isquemia
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Gurpo V Grupo VI Grupo VII Grupo VIl

FIGURA 01 - Distribuicdo dos grupos na fase de isquemia, sendo 6 animais em cada grupo .

Abreviaturas: SF 0,9% = Soro fisiolégico;
Rut-bpy= complexo nitrosil ruténio (Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6)
L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil ester
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FASE DE

Reperfusdo

SF0,9% Rut-bpy L- NAME

L-NAME +
Rut-bpy

Sham Reperfusdo Sham Reperfusdo Sham Reperfusdo Sham Reperfusdo
Grupo IX Grupo X Grupo XI Grupo XII Gurpo XllI Grupo XIV Grupo XV Grupo XVI

FIGURA 02 - Distribuicdo dos grupos na fase de reperfusdo, sendo 6 animais em cada grupo.

Abreviaturas: SF 0,9% = Soro fisioldgico; Rut-bpy= complexo nitrosil ruténio (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = NC-nitro-L- arginina metil Ester.

3.3.1.1 Grupos da fase de isquemia

SF 0,9% - Sham: Injetado soro fisioldgico (SF 0,9%:) intraperitoneal (i.p.),
Decorridos 30 minutos. realizada cervicotomia. Decorridos mais 30minutos, 0s

animais foram sacrificados e retirados os hemisférios cerebrais (Figura 03).

SF 0,9% Cervicotomia Decapitagao

| | | ] »

I I I I "
0 30 min 60 min

Figura 03: Escala temporal do grupo SF 0,9% - Sham.
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SF 0,9% - isquemia: Foi injetado soro fisiolégico intraperitoneal. Decorridos 30
minutos, foi realizada cervicotomia e pin¢cadas as artérias carotidas comuns direita e
esquerda, mantendo-as pincadas por 30 minutos, em seguida 0s animais foram
sacrificados e os hemisférios cerebrais foram coletados (figura 04).

Cervicotomia
mais isquemia
SF 0,9% Decapitagao
| | | | :
I I I I
0 30 min 60 min

Figura 04. Escala temporal do grupo SF 0,9% - isquemia.

Rut-bpy - Sham: Injetado Rut-bpy na dose de 100 mg/Kg de peso intraperitoneal,
decorridos 30 minutos realizada cervicotomia. Decorridos mais 30minutos,

sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (Figura 05).

Rut-bpy Cervicotomia Decapitagao

I I I I
0 30 min 60 min

v

Figura 05. Escala temporal do grupo Rut-bpy - Sham.

Rut-bpy - isquemia: Foi injetado Rut-bpy na dose de 100mg/Kg de peso,
intraperitoneal, decorridos 30 minutos, foi realizada uma cervicotomia e pincadas as
artérias carétidas comuns direita e esquerda, mantendo-as pingada por 30 minutos,
em seguida os animais foram sacrificados e os hemisférios cerebrais foram

coletados (figura 06).

Cervicotomia
mais isquemia

Decapitacdo
Rut-bpy pitas

v

0 30 min 60 min

Figura 06. Escala temporal do grupo Rut-bpy - isquemia.
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L-NAME - Sham: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg de peso, intraperitoneal,
decorridos 30 minutos, foi injetado SF 0,9% e apdés mais 30 minutos, realizacdo de
cervicotomia. Decorridos mais 30 minutos, os animais foram sacrificados e retirados

os hemisférios cerebrais (Figura 07).

L-NAME SF 0,9% Cervicotomia Decapitagao

| | | | >
| | | | g

0 30 min 60 min 90 min

Figura 07. Escala temporal do grupo L-NAME - Sham.

L-NAME - Isquemia: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg de peso,
intraperitoneal, decorridos 30 minutos, foi injetado SF 0,9%, passados mais 30
minutos, foi realizada uma cervicotomia e oclusdo das ACCs. Apos mais 30 minutos
de isquemia, sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (Figura

08).

L-NAME SF 0,9% Cervicotomia /Isquemia Decaptiagao

| | | | >
! | | | g

0 30 min 60 min 90 min

Figura 08. Escala temporal do grupo L-NAME - Isquemia.

L-NAME + Rut-bpy — Sham: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg de peso,
intraperitoneal. Decorridos 30 minutos, injetado Rut-bpy na dose de 100mg/Kg peso
corporal intraperitoneal. Passados 30 minutos, realizada cervicotomia. Decorridos

mais 30 minutos, sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (Figura

09).
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L-NAME Rut-bpy Cervicotomia Decaptacao

| | | | >
! | | | g

0 30 min 60 min 90 min

Figura 09. Escala temporal do grupo L-NAME + Rut-bpy — Sham.

L-NAME + Rut-bpy — isquemia: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg de peso,
intraperitoneal, decorridos 30 minutos, injetado Rut-bpy na dose de 100mg/Kg
intraperitoneal. Passados 30 minutos, realizada cervicotomia e oclusao das ACCs.
Apo6s 30 minutos de isquemia, sacrificados os animais e retirados os hemisférios

cerebrais (Figura 10).

L-NAME Rut-bpy Cervicotomia /Isquemia Decapitagao
| | | | .

0 30 min 60 min 90 min

Figura 10. Escala temporal do grupo L-NAME + Rut-bpy — isquemia.

3.3.1.2 Grupos da fase de reperfuséo

SF 0,9% - Sham: Injetado SF0,9% intraperitoneal, decorridos 30 minutos, realizada
uma cervicotomia. Decorridos mais 90 minutos, sacrificados os animais e retirados

os hemisférios cerebrais (Figura 11).

SF 0,9% Cervic. Falsa Rep. (nicio) Decap.

0 30 min 60 min 120 min

v

Figura 11: Escala temporal do grupo SF 0,9% - Sham. Abreviaturas: SF 0.9% = soro fisiolégico;

Cervic.=cervicotomia; Falsa Rep.niciy = inicio da reperfuséo Falsa; Decap = decapitacéo.
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SF 0,9% - Reperfusédo: Injetado SF0,9% intraperitoneal. Decorridos 30 minutos,
realizada cervicotomia e oclusdo das ACCs. Apos 30 minutos de isquemia, retirados
os clipes, simultaneamente, e deixados em 60 minutos de reperfusdo. Logo em

seguida sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (Figura 12).

SF 0,9% Cerv/lIsq. Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 120 min

v

Figura 12: Escala temporal do grupo SF 0,9% - reperfusdo. Abreviaturas: SF 0.9% = soro fisioldgico;
Cerv/lsg.=cervicotomia e instalado a insquemia; Rep.gicioy = inicio da reperfusdo; Decap =

decapitacao.

Rut-bpy - sham: Injecdo de Rut-bpy, na dose de 100mg/Kg de peso,
intraperitoneal. Decorridos 30 minutos realizada cervicotomia. Decorridos mais 90

minutos, sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (Figura 13).

Rut-bpy Cervic. Falsa Rep. (nicio) Decap.

0 30 min 60 min 120 min

v

Figura 13: Escala temporal do grupo Rut-bpy - Sham. Abreviaturas; Cervic.=cervicotomia; Falsa

Rep.inicioy = inicio da reperfusdo Falsa; Decap = decapitagéo.

Rut-bpy - Reperfusdo: Injetado Rut-bpy na dose de 100mg/Kg de peso,
intraperitoneal. Decorridos 30 minutos, realizada cervicotomia e oclusdo das ACCs,
Apods 30 minutos de isquemia, retirados os clipes simultaneamente e deixados por
60 minutos em reperfusdo. Logo em seguida, sacrificados os animais e retirados os

hemisférios cerebrais (Figura 14).
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Rut-bpy Cerv/lIsq. Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 120 min

v

Figura 14: Escala temporal do grupo Rut-bpy - reperfuséo. Abreviaturas: Cerv/Isq.=cervicotomia e

instalado a insquemia; Rep.nicio) = iNicio da reperfuséo; Decap = decapitacéo.

L-NAME - Sham: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg intraperitoneal. Decorridos
30 minutos, injetado SF 0,9%; e ap6s mais 30 minutos, realizada uma cervicotomia.
Decorridos mais 90 minutos, sacrificados os animais e retirados os hemisférios

cerebrais (figura 15).

L-NAME SF 0,9% Cervic. Falsa Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 90 min 150 min

v

Figura 15: Escala temporal do grupo L-NAME - Sham. Abreviaturas: SF 0.9% = soro fisioldgico;

Cervic.=cervicotomia; Falsa Rep.niciey = inicio da reperfuséo Falsa; Decap = decapitacao.

L-NAME - Isquemia: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg intraperitoneal (i.p).
Decorridos 30 minutos, injetado SF 0,9%. Passados 30 minutos, realizada uma
cervicotomia e oclusdo das ACCs. Apos 30 minutos de isquemia, retirados os clipes
simultaneamente e deixados por 60 minutos em reperfusdo. Logo em seguida,

sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (figura 16)

L-NAME SF 0,9% Cerv/lsq. Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 90 min 150 min

Figura 16: Escala temporal do grupo L-NAME - Isquemia: Abreviaturas: SF 0.9% = soro fisioldgico;

v

Cerv/lsq = cervicotomia e instalado a isquemia; Rep.gnco) = inicio da reperfusdo; Decap =

decapitacao.

L-NAME + Rut-bpy — Sham: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg intraperitoneal
(i.p). Decorridos 30 minutos, injetado Rut-bpy na dose de 100mg/Kg de peso,

intraperitoneal. Passados mais 30 minutos, realizada uma cervicotomia. Decorridos



32

mais 90 minutos, sacrificados os animais e retirados os hemisférios cerebrais (figura
17).

L-NAME Rut-bpy Cervic. Falsa Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 90 min 150 min

v

Figura 17: Escala temporal do grupo L-NAME + Rut-bpy — Sham. Abreviaturas: Cervic.=

cervicotomia; Falsa Rep.nicio) = inicio da reperfuséo Falsa; Decap = decapitacéo.

L-NAME + Rut-bpy - Reperfusédo: Injetado L-NAME na dose de 30mg/Kg
intraperitoneal. Decorridos 30 minutos, injetados Rut-Cbpy na dose de 100mg/Kg de
peso, intraperitoneal. Passados 30 minutos, realizada uma cervicotomia e oclusao
das ACCs. Apos 30 minutos de isquemia, retirados os clipes, simultaneamente, e
deixados por 60 minutos em reperfusdo. Logo em seguida, sacrificados os animais e

retirados os hemisférios cerebrais (figura 18)

L-NAME Rut-bpy Cerv/lsq. Rep. (inicio) Decap.

0 30 min 60 min 90 min 150 min

v

Figura 18: Escala temporal do grupo L-NAME + Rut-bpy — Reperfuséo: Abreviaturas: Cerv/lsq =

cervicotomia e instalado a isquemia; Rep.niciey = inicio da reperfuséo; Decap = decapitagao.

3.3.2 Técnica Anestésica

Os animais foram anestesiados por associacdo de cloridrato de cetamina, a
10% ,na dose de 90mg/kg, e cloridrato de xilasina a 2%, na dose de 10mg/kg,
administrados simultaneamente, por via intramuscular, na parte posterior da coxa
direita. Os animais foram considerados anestesiados quando ocorreu perda dos
reflexos cérneo-palpebrais, e retirada da pata ao estimulo doloroso por preenséo.

Foi realizado controle rigoroso dos tempos e da temperatura (por meio de

termdmetro retal) dos animais, mantendo-os entre 36 e 37 graus Celcius utilizando
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meios fisicos (uso de lampada incandescente para aquecer, quando necessario)
durante todo o procedimento cirdrgico. Também foi verificado se os animais
apresentavam cianose de extremidade ou mucosas durante todo o experimento.

A administracdo das drogas-teste (Rut-bpy e L-NAME) s6 ocorreu apos a
certificacdo de que os animais apresentavam temperatura retal normal, sem cianose,
com ritmo respiratorio constante e pressdo arterial média mantinha-se constante

durante, no minimo, 10 minutos.

3.3.3 Procedimentos cirdrgicos:

Os animais foram acomodados em bancada cirdrgica durante todo o
procedimento. As disseccdes foram realizadas com instrumental microcirdrgico
adequado.

Apo6s a certificacdo de que os animais estavam anestesiados, foi realizada
incisdo na pele da regido inguinal esquerda e realizada disseccdo atraumatica da
artéria femural e, através dela, colocada canula de polietileno (PE 50 conectado ao
PE 10), cuja extremidade distal (PE 50), ficou dentro da artéria aorta, preenchendo-
se o lumen da canula com solucéo salina, para verificacdo da pressao arterial média
(PAM) (Figura 19).

Figura 19: A) dissecada e isolada artéria femural; B) canula introduzida na artéria femural.

A extremidade distal da canula de polietiieno foi conectada a sistema de

cabos e transdutores de pressdo arterial (Mikro — TIP, ADInstruments, Nova
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Zelandia); e estes, a amplificador de sinal (Brigde amp, ADInstruments, Nova
Zelandia), que enviou sinais que foram registrados, lidos, codificados e analisados,
continuamente, durante todo o experimentos, por meio de um microcomputador com

o software Labchart Pro versdo 6.0 (ADInstruments, Nova Zeléndia) (Figura 20).

Figura 20: Animal canulado e conectado ao sistema de aquisicdo de dados.

Em momento oportuno, para cada grupo, foi realizada cervicotomia mediana
longitudinal anterior, com individualizacdo e isolamento bilateral das artérias
cardtidas comum direita e esquerda (ACCs), a 0,5cm da bifurcacdo em artérias

cardtidas externa e interna, conforme descrito por Muniz (2004) (Figura 21).

N

Figura 21: Artéria carotida comum direita e esquerda isolada.
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3.3.3.1 Estabelecimento da isquemia/reperfusao cerebral

De acordo com as manobras cirlrgicas previstas para cada grupo, realizou-se
oclusao bilateral e concomitante das ACCs a 0,5 cm de sua bifurcagcdo com clipes
vasculares, usados em microcirurgia(Figura 22). Observa-se que o0 segmento do
vaso que esté inferior ao ponto de oclusao encontra-se preenchido por sangue e que
0 segmento do vaso que esta superior ao ponto de oclusdo encontra-se vazio

Figura 22: Imagem com as artérias carétidas comuns pingadas com clipes vasculares.

Apo6s 30 minutos, os animais destinados ao estudo da fase de isquemia foram
decapitados; e os animais destinados ao estudo da fase de reperfusdo, foram
retirados os clipes; e decapitados ap6s uma hora.

Durante todo o tempo, a regido foi irrigada com solucédo salina estéril, para
prevenir a desidratacdo tecidual, verificada a temperatura retal e observado se

apresentavam cianose.

3.3.3.2 Morte dos animais e extracdo do cérebro

Apoés a realizacdo de todas as manobras cirdrgicas planejadas, ainda sob
efeito anestésico adequado, os animais foram decapitados e, imediatamente apds,
foi realizada uma craniotomia, utilizando-se micromotor elétrico de 20.000 rpm para

osteotomia (Micromotor Elétrico LB 100 — Beltec ®) acoplado a disco de corte dupla-
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face, procedendo-se posterior abertura dural para acesso e extragdo dos hemisférios
cerebrais (Figura 23).

Figura 23: Imagem do cérebro logo apds a abertura da caixa craniana.

3.4 AVALIACAO DO DANO ISQUEMICO

3.4.1 Preparacao dos tecidos

Os cérebros foram rapidamente removidos da caixa craniana, colocados com
a sua regiao ventral voltada, para cima, e a regido dorsal para baixo, dentro da
matriz cerebral para ratos (Brain Matrix; Zivic Instruments ®) sob plataforma de gelo
(figura 24).

Figura 24: Imagem com o cérebro alocado dentro da matrix para cortes de cérebro de ratos, sob

superficie de gelo.
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Foram introduzidas as laminas metalicas cortantes (umidecida com soro
fisioldgico) cuidadosamente em cada espaco, obedecendo a distancia de 2 mm
entre as laminas a partir do pdélo anterior (denominado como ponto zero) até o fim do
cérebro, sem incluir a regido do cerebelo e tronco encefélico.

Foram removidas todas as laminas em bloco da matriz, e retirada cada fatia
de tecido cerebral, individualmente, da superficie da lamina e colocados os tecidos
na solucdo de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC) diretamente protegida da luz.
(Figura 25)

Figura 25: Resultado apoés retirada as laminas em bloco da matriz e colocado os

tecidos na solucéo (TTC).

3.4.2 Coloracao

O TTC €é um método histoquimico, relativamente simples e réapido,
comumente utilizado para avaliar lesdo cerebral. E realizado em fatias de cérebro
fresco e as preparacdes estdo disponiveis para analise em menos de 30 minutos.
No tecido isquémico, a falta de coloracéo € considerada infartada e definida como

nucleo e o tecido viavel € manchado de vermelho (BENEDEC et al.,2006 )

O TTC age como um receptor de prétons para nucleotideos da piridina,
enzima ligada ao sistema de desidrogenase, que juntamente com 0sS citocromos,
formam parte integrante da membrana mitocondrial interna e formam a cadeia de

transporte de elétrons.
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A coloragdo com TTC depende da viabilidade das enzimas do transporte de
cadeia de elétrons, e como tal, é representada como a variavel que pode ser
interpretada como uma medida da viabilidade do tecido (LIU; SCHAFER;
McCOLLOUGH, 2009)

Quando incubados em tecidos metabolicamente viaveis, o TTC, que € uma
solucéo incolor, é convertido em Composto Formazan Vermelho. Assim, tecidos
normais apresentam-se corados em vermelho, enquanto as areas ainda nao
infartadas, mas com isquemia, apresentam-se na cor rosa. As completamente
infartadas, apresentam-se na cor branca. Ou seja, zonas normais — vermelho; zonas
de transicdo ou zonas de penumbra isquémica — cor de rosa; e totalmente
isquémicas, aparecem em branco (faltam enzimas da cadeia de transporte) (BOSE
et al., 1988).

O cloreto de 2,3,5 Trifenil Tetrazolio foi diluido em solugcédo salina tamponada
na concentracdo de 1% e imediatamente utilizado para a coloracdo das fatias do
cérebro.

As fatias de tecido cerebral foram imersas em solucdo de TTC a 1%,
protegido da luz e incubados na temperatura de 37°C durante 15 minutos.

Logo apos, as fatias de tecido cerebral foram mudadas de posi¢cdo dentro da
solucédo de TTC (a face do tecido que estava para cima foi colocada para baixo) e
permaneceram incubadas por mais 15 minutos, nas mesmas condicfes anteriores,
para garantir que ambos os lados corassem com a mesma intensidade.

Em seguida, foi realizada a lavagem em solucao salina tamponada a 37° C
(trés lavagens, 1 minuto cada), de acordo com o protocolo utilizado por Joshi, Jain, e
Murthy em 2004.

3.4.3 Obtencéao e analise das imagens

Apés a coloracao, as fatias foram transportadas em placa de Petri de vidro,
submersas em solucédo salina tamponada e colocadas, diretamente, na mesa de
digitalizacdo com as superficies do corte a serem comparadas de frente para o

digitalizador de imagem.
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As imagens das cores das fatias foram obtidas diretamente da digitalizacao
dos cortes, em digitalizador de imagem de mesa (HP PSC série 1200 ®) controlado
por computador com Processador Intel Core 2 Duo (Core 2 Duo, Windows XP®).

Os cortes foram digitalizados em alta resolugéo (600 dpi), sem correcao de
cor, realce de imagem ou ganho linear, conforme j& publicado por Goldluste et al.
(1996). Sendo as imagens armazenadas no disco rigido descompactado no formato
de arquivo de imagem tipo TIFF.

A é&rea do dano dos hemisférios foi medida em cada fatia do cérebro,
utilizando-se o programa morfométrico The University of Texas Health Science
Center in San Antonio (UTHSCSA), Image Tool for Windows. Version 3.00 ®.

O meétodo de determinacdo de éarea foi calculado diretamente a partir da
escala de calibracéo linear da imagem, juntamente com as fatias do cérebro. Foram
calculadas pelo programa acima citado, a area total do tecido cerebral (em questao)
e area de danos, separadamente.

Foi calculada a relacdo entre area de dano cerebral e a area total do tecido
cerebral de cada fatia separadamente, e a soma dessa relacao, de todas as fatias
de tecido cerebral de um mesmo animal, representou, assim, a incidéncia total de

dano cerebral em cada cérebro.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do estudo foram digitados no Excel for Windows, versdo 2007 da
Microsoft e analisados pelo Graphpad Prism versao 5.0 para Windows.

A estatistica descritiva foi expressa como média e desvio-padrao.

Para comparar os valores pré e pos-procedimento da situacdo indutora de
estresse, apoOs analise de normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov, foram
empregados os testes "t" student ndo emparelhado para comparar grupo SF/Sham
vs. grupo SF/isquemia e grupo SF/SHAM vs. grupo SF/Reperfusédo; e analise de
variancia simples (ANOVA) quando necessario compara trés grupos ou mais.

Apés a analise de variancia (ANOVA) foi realizado o teste de multipla
comparacao de Tukey.

A significancia foi mantida em 5% para todos 0s casos.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise histoquimica da area de lesédo da fase de isquemia

4.1.1 Avaliagdo do método
A média da relacdo entre a area de lesdo e a area total do cérebro do
grupo SF/Shan foi inferior ao grupo SF/ISQ Salina com diferenca estatisticamente
significante (p<0,0001) (Figura 26).
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Figura 26: Relacdo entre a &rea de lesdo e éarea total do cérebro (AL/AT) - estudo do método
(isquemia). Médias e desvio padrdo das médias do grupo SF/SHAM vs. SF/ISQ. *p < 0.0001, IC 95%
=-0.6367 a -0.4140 (test t). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; ISQ = isquemia.

4.1.2 Comparacao entre os grupos Sham da fase de isquemia

A média da relacéo entre a area de lesdo e a area total do cérebro entre
os grupos Sham da fase de isquemia néao teve diferenca estatistica significante (p >
0.0904). (Figura 27).
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Figura 27: Relacdo entre a area de lesdo e a area total do cérebro (AL/AT) - Grupos Sham da fase
de isquemia. Médias e desvio padrdo das médias dos quatro grupos sham da fase de isquemia. *p =
0.904 (ANOVA um fator). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; RUT-BPY = (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester.

4.1.3 Comparacao entre 0s grupos testes da fase de isquemia

A média da relacéo entre a area de lesdo e a area total do cérebro dos
grupos RUT+ISQ, L-NAME + ISQ e L-NAME+RUT+ISQ foi inferior ao do grupo SF +
ISQ com diferenca estatisticamente significante (p < 0.0001) (figura 28).
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Figura 28: Relacédo entre a area de leséo e a area total do cérebro (AL/AT) - Grupos teste da fase de
isquemia. Médias e desvio padrdo das médias dos quatro grupos teste da fase de isquemia. *p <
0.0001; SF + 1SQ vs. Rut + 1SQ (IC 95% = 0.1743 a 0.4448); SF + ISQ vs. L-NAME + I1SQ (IC 95% =
0.1793 a 0.4499); SF + ISQ vs. L-NAME + RUT + ISQ (IC 95% = 0.1055 a 0.3761). “p > 0.05 quando
realizado comparacdo entre os trés grupos. Abreviaturas: SF = soro fisiol6gico; RUT-BPY = (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester; 1SQ= isquemia.

4.2 Analise histoquimica da area de leséo da fase de reperfuséo

4.2.1 Avaliacdo do método

A média da relacéo entre a area de lesdo e a area total do cérebro do

grupo SF/Shan foi inferior ao grupo SF+ISQ+REP com diferenca estatisticamente
significante (p<0,0001) (figura 29).
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Figura 29: Relagdo entre a area de lesdo e area total do cérebro (AL/AT) - estudo do método
(reperfusdo). Médias e desvio padrdo das médias do grupo SF+SHAM vs. SF+ISQ+REP. *p < 0.0001,
IC 95% = -0.4560 a -0.3747 (test t). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; ISQ = isquemia; REP =

reperfusao.

4.2.2 Comparacao entre os grupos reperfusao/Sham

A média da relacéo entre a area de lesdo e a area total do cérebro entre
0s grupos reperfusdo/Sham ndo tiveram diferenca estatistica significante (p =
0.9429) (figura 30).
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Figura 30: Relacdo entre a area de lesdo e a area total do cérebro (AL/AT) - Grupos Sham da fase
de reperfusdo. Médias e desvio padrao das médias dos quatro grupos sham da fase de reperfuséo. *p
= 0.9424 (ANOVA um fator). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; RUT-BPY = (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); REP = reperfusdo;  L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester.

4.2.3 Comparacao entre os grupos teste da fase de reperfuséo

A média da relacéo entre a area de lesdo e a area total do cérebro dos
grupos RUT+REP, L-NAME + REP e L-NAME+RUT+REP foi inferior ao do grupo SF

+ REP com diferenca estatisticamente significante (p < 0.001) (figura 31).
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Figura 31: Relacédo entre a area de leséo e a area total do cérebro (AL/AT) - Grupos teste da fase de
reperfusdo. Médias e desvio padrdo das médias dos quatro grupos teste da fase de reperfusdo. *p <
0.05, sendo RUT+REP vs. L-NAME+REP (IC 95% = -0.1147 a -0.009796); **p < 0.05, sendo
RUT+REP vs. L-NAME+RUT+REP (IC 95% = -0.1202 a -0.01528); ***p < 0.001, sendo SF+REP vs.
RUT+REP (IC 95% = 0.2535 a 0.3584), SF+REP vs. L-NAME+REP (IC 95% = 0.1913 a 0.2962) e SF
vs. L-NAME+RUT+REP (IC 95% = 0.1858 a 0.2907). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; RUT-BPY =
(Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); REP = reperfusdo;  L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester

4.3 Analise da presséo arterial média (PAM)

4.3.1 PAM dos animais até o fim da isquemia

A média da PAM entre os grupo que nao foi administrado L-NAME néao
teve diferenca estatistica significante (p > 0.05), assim como também a média da
PAM entre os grupos que foi administrado L-NAME néo teve diferenca estatistica
significante (p > 0.05) (Figura 32).

As médias da PAM dos grupos que nao foi administrado L-NAME, foi
menor que as médias da PAM dos grupos que receberam L-NAME com diferenca

estatistica significante (p < 0.0001) (Figura 32).
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Figrua 32: Pressao arterial média (PAM) dos animais até o fim da isquemia. Média e desvio padrao
das médias da PAM. Observado que quando comparado (entre si) todos 0s grupos que nao
receberam L-NAME, ndo houve diferenca significante (p>0.05); quando comparado (entre si) todos os
grupos que receberam L-NAME também n&o houve diferenca significante (P>0.05). Entretanto
guando comparado os grupos que ndo receberam L-NAME vs. os que receberam L-NAME houve
diferenca significante (*p < 0.0001). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; RUT-BPY = (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester; 1SQ= isquemia.

4.3.2 PAM dos animais até o fim da Reperfuséo

A média da PAM entre os grupo que nao foi administrado L-NAME nao
teve diferenca estatistica significante (p > 0.05), assim como também a média da
PAM entre os grupos que foi administrado L-NAME néo teve diferenca estatistica

significante (p > 0.05) (figura 33).
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As médias da PAM dos grupos que nédo foi administrado L-NAME, foi
menor que as médias da PAM dos grupos que receberam L-NAME com diferenca

estatistica significante (*p < 0.0001) (figura 33).

PAM (mmHg)

Figura 33: Pressao arterial média (PAM) dos animais até o fim da reperfusdo. Média e desvio padrao
das médias da PAM. Observado que quando comparado (entre si) todos os grupos que ndo
receberam L-NAME, ndo houve diferenca significante (p>0.05); quando comparado (entre si) todos os
grupos que receberam L-NAME também n&o houve diferenca significante (P>0.05). Entretanto
guando comparado os grupos que ndo receberam L-NAME vs. os que receberam L-NAME houve
diferenca significante (p < 0.0001). Abreviaturas: SF = soro fisiologico; RUT-BPY = (Cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = N°-nitro-L- arginina metil Ester; 1ISQ= isquemia.(comentarios

podem ser postos fora da legenda)

4.3.2 Diferenca entre a PAM durante isquemia e a PAM dos 15 min iniciais da

reperfusao

A diferenca entre a PAM durante a isquemia e a PAM durante os
primeiros 15 min de reperfusdo foi menor no grupo tratado com RUT-BPY quando
comparado com os grupos SF (p<0.05), L-NAME (p<0.05) e L-NAME+RUT (P<0.05)
(figura 34).
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A diferenca entre a PAM durante a isquemia e a PAM durante os
primeiros 15 min de reperfusao foi menor no grupo SF quando comparado com o
grupo L-NAME (p<0.05) (figura 34).

N&o teve diferenca estatistica significante entre o grupo SF e o grupo

RUT+L-NAME (p>0.05). (figura 34).
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Gréfico 34: Diferenca entre a PAM durante a isquemia e a PAM durante os primeiros 15 min de
reperfusdo (APAM). *p < 0.05, sendo SF vs. RUT-BPY (IC 95% = -27.91 a -0.8835) e SF vs. L-NAME
(IC 95% = -27.76 vs. - 0.7369). **p< 0.05, sendo RUT-BPY vs. L-NAME+RUT (IC 95% = -31.05 vs. -
4.025) e L-NAME+RUT-BPY (IC 95% = -46.16 a -15.13). Abreviaturas: SF = soro fisiolégico; RUT-
BPY = (Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6); L-NAME = N®-nitro-L- arginina metil Ester; PAM = press&o

arterial média.
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5 DISCUSSAO

Por mais de duas décadas, o TTC tem sido usado para identificar e
determinar o tamanho da area de lesdo cerebral em diferentes modelos animais de
isquemia, ou reperfusdo cerebral (BENEDEKA et al., 2006;, HARADA et al, 2009;
ISAYAMA et al.,1991; LEHOTSKY et al.,2004; MIYASAKA et al, 2000).

A é&rea de lesdo obtida em ratos Wistar, ap0s isquemia ou apos isquemia e
reperfusdo nos grupos com soro fisiologico (figura 26 e figura 29) apresentados
nesta dissertacdo, € consistente com dados recentemente apresentados
(NOQUEIRA, 2009).

O presente estudo representa a primeira demonstragcdo de que um composto
do complexo nitrosil ruténio reduziu, marcadamente, a area de lesdo cerebral, tanto
durante a isquemia, quanto ap0s a reperfusdo em modelo de isquemia global
incompleta. Também diminuiu a variacdo da presséao arterial média no periodo inicial
de transicao entre a isquemia e a reperfusao.

O complexo nitrosil ruténio usado (Cis-[Ru(bpy)2(SOs3)(NO)]JPFe¢) € capaz de
liberar oxido nitrico, em sistemas bioldgicos, superior a outros doadores de NO
(SILVA et al, 2009; SILVA et al 2006).

Sanchez et al 2006 obtiveram fortes evidéncias de que a isquemia e a
reperfusdo causam disfuncdo do endotélio cerebrovascular, podendo estar
associadas a diminuicdo da disponibilidade de NO e ao aumento da producédo de
vasoconstritores.

Em 2005, De La Torre e Alieu mostraram que somente ratos aos quais foram
administrados blogueadores seletivos de NOS. apresentaram piora do edema
cerebral durante hipoperfusdo cerebral, sugerindo que o NO derivado da NOS, tem
papel critico na manutencéo do fluxo sanguineo cerebral.

Varios estudos evidenciam que a administracdo de doadores de NO podem
diminuir a lesdo neurolégica causada pela isquemia, ou reperfusdo em modelos
experimentais em ratos (PLUTA et al, 2001; SAKOH; GJEDDE, 2003;
WAINWRIGHT et al., 2005; WAINWRIGHT et al., 2003; WILLMOT et al., 2005;
ZHANG et al.,1999; ZHANG et al., 2001). Isso é coerente com os dados encontrados

nos resultados apresentados.
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Sabe-se que durante eventos de isquemia e isquemia/reperfusdo, pode
ocorrer aumento significativo de radicais livres que, por sua vez, podem atacar as
membranas e causar peroxidacao lipidica (HOMI et al., 2002; DANIELISOVA et al.,
2005) Entretanto, a administracdo de doadores de NO em eventos de hipdxia e
isquemia, ndo aumentou a peroxidacdo lipidica, sugerindo que o0 aumento
farmacolégico da concentracdo de NO ndo exacerba o aumento da formacgdo de
radicais livres (PLUTA et al., 2001; WAINWRIGHT et al., 2007).

Zhang et al. (2001) comprovaram que a administragdo de doadores de NO
durante o insulto em questao, esta envolvido na regulacdo das células progenitoras
neuronais, assim como no aumento da neurogenese.

Por outro lado, o bloqueio inespecifico da NOS resultou em diminuicdo da
area de lesdo dado ja publicado em 1992 por BUISSON, PLOTKINE e BAULU que
comprovaram com 0 bloqueio ndo seletivo da NOS, a reducédo da area de leséao
cerebral durante evento de isquemia e reperfuséo focal, informacéao esta confirmada
também com outros trabalhos mais atuais (WAINWRIGHT et al., 2007; WILLMOT et
al., 2005).

Konsenko (2003) mostrou que a NO produzido pela NOS neuronal, difunde-se
através das membranas celulares e, no citosol de astrocitos, inibe a atividade da
glutamina sintetase, diminuindo a quantidade de glutamina cerebral durante evento
de isquemia e reperfusao.

Nogueira (2009) mostrou que a administracdo de L-alanil-glutamina é capaz
de reduzir a area de lesdo durante eventos de isquemia e reperfusdo. Sendo assim,
com a oferta exdgena de glutamina (na forma de L-alanil-glutamina) os efeitos
deletérios da NO, produzido pela NOS neuronal que inibe a atividade da glutamina
sintetase, foram reduzidos. Deixando evidente que 0s mecanismos de protecao
neuronal durante eventos de isquemia e reperfusdo envolvem a via nitrégica tanto
produzindo NO como bloqueando a sintese de NO, assim como também o
envolvimento de outras enzimas como a glutamina sintetase.

Ao ser realizada a administracdo de L-NAME mais Rut-bpy, ndo ocorreu
sinergismo em reduzir a area de lesdo durante a isquemia, nem na fase de
reperfusdo. Porém o Rut-bpy isolado foi mais eficaz em reduzir a area de lesao, do
gue associado com L-NAME durante a fase de reperfusao, o que néo ocorre durante

a isquemia, e que necessita maiores investigagoes (ver figura 28 e 30).
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Em todos os grupos tratados com L-NAME, a PAM foi maior que nos grupos
ndo tratados com L-NAME. Isso j& era esperado, pois a dose utilizada é capaz de
determinar essa alteracdo (BUISSON; PLOTKINE; BOULU, 1992).

Em contra-partida, nos grupos tratados com RUT-BPY, seria de se esperar
que ocorresse hipotensdo, jA que BONAVENTURA (2007) comprovou que O
complexo de ruténio (trans-[RuCl([15]aneN4)NO]J2+) é capaz de dilatar anéis de
aorta in vitro. 0 que nao ocorreu neste trabalho.

Cerqgueira et al., em 2008, comprovaram que o Rut-bpy relaxa anéis de aorta
com os mesmos efeitos induzidos pelo nitroprussiato de sédio, e que o complexo de
Rut-bpy pode liberar NO dentro da célula. Sendo assim in vivo seria esperado que o
NO causasse hipotenséao arterial, 0 que nao ocorreu neste trabalho.

Valvassori et al.(2006) usaram outros complexos de ruténio (trans-
[RuCly(nic)4] e a trans-[RuCly(i-nic)y]) para avaliar a memodria e a ansiedade em
ratos, e observaram que os complexos de ruténio acima eram capazes de inibir a
NOS melhorando a memoria dos animais. Sendo assim, devido o NO ser uma
molécula que quanto liberada do complexo de ruténio (Rut-bpy) tem seu efeito em
fracOes de segundo, poderia o complexo de ruténio, mesmo apos liberacdo do NO,
ter alguma acdo que justificasse o efeito protetor durante isquemia e reperfuséo
cerebral.

Felizmente, os resultados deste trabalho foram de conformidade com o
trabalho de Gaitani et al. (2009), em que a administracdo de complexo de ruténio em
ratos normotensos nado reduz pressdo arterial, enquanto que, em ratos com
hipertensdo arterial reno-vascular, outros complexos sdo capazes de reduzir a
pressao arterial.

Entretanto, nos grupos com administracdo de L-NAME, que apresentaram
hipertensédo artérial induzida pelo blogueio da NOS, o uso de RUT-BPY néao foi
capaz de reduzir a pressao arterial média dos animais. Em contrapartida, o uso de
Rut-bpy foi capaz de reduzir a diferenca entre a PAM no final da fase de isquemia e
0S primeiros quinze minutos da reperfusdo - momento em que se espera,
habitualmente, uma queda da pressao arterial, mantendo o animal com niveis
pressoéricos mais estaveis do que os animais tratados com soro fisioldgico e do que
0s animais tratados com L-NAME. Este ultimo foi o grupo de animais que apresentou

maior diferenga (maior variagdo da PAM durante a reperfusdo em relacdo a fase de
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isquemia). Quando associado L-NAME e Rut-bpy, a diferenca entre a PAM no final
da fase de isquemia e os primeiros quinze minutos da reperfusdo, ndo mostrou
diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo tratado com soro fisioldgico e
foi menor que o grupo tratado apenas com L-NAME. Desse modo, ficou claro que o
RUT-BPY foi capaz de reduzir as alteracdes pressoéricas causadas pela falta de NO,
devido ao bloqueio por L-NAME.

FRICKER et. al. (1997) comprovaram que o uso de complexo de ruténio foi
capaz de reverter o efeito hipotensor, devido ao choque séptico associado a injecédo
de lipopolissacarideo bacteriano, o que demonstra que os complexos de ruténio
podem manter a pressao arterial em situacdo de estresse, colaborando com os
resultados apresentados neste trabalho, em que o RUT-BPY néo diminuiu a PAM,
mas em contrapartida, evitou que ocorresse uma queda maior da PAM durante os
quinze primeiros minutos de reperfuséo.

Posto isto, novos trabalhos devem ser realizados no intuito de esclarecer,
ainda mais, os efeitos e os mecanismos dos complexos de ruténio durante situacoes
de estresse, visto que em varias situacfes diferentes os mesmos foram capazes de
modificar as respostas biologicas, seja do sistema cardiovascular (por exemplo,
levando a hipotensdo em ratos hipertensos (GAITANI et al., 2009) ou evitando que
os animais tenham hipotensédo mais grave — estabilizando a PAM — como visto neste
trabalho), seja em estudos comportamentais melhorando a meméria em ratos
(VALVASSORI et al., 2006), assim como também o uso na esfera da infectologia
revertendo o choque séptico induzido por LPS bacteriano (FRICKE et al., 1997) ou
inibindo a acéo do Tripanossoma cruz (causador da doenca de chagas) tanto in vitro
como in vivo (SILVA et al., 2009).

Para isto diversas ferramentas estdo disponiveis, hoje em dia, para o estudo
imunohistoquimico no intuito de avaliar os efeitos anti-inflamatorios, pré-inflamatoérios
e a via nitrégica, assim como também usar outras ferramentas que sejam capazes
de avaliar a expressdo de MRNAs que possam influenciar em todos esses

processos apos a administracdo de complexos de ruténio.
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6 Concluséo

1-

O complexo Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PFes reduz a lesao cerebral na fase de
isquemia de forma semelhante a protecdo causada pelo bloqueio do L-
NAME.

O complexo Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PFs reduz a leséo cerebral na fase de
reperfusdo de forma mais eficaz do que o L-NAME isolado ou sendo
associado ao mesmo.

O complexo Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PFs mantem a PAM mais estavel no
periodo entre o fim da isquemia e 0s primeiros quinze minutos de

reperfusao.
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8 APENDICE

8.1 APENDICE A - DROGAS, SOLUCOES, LIiQUIDOS E CORANTES
UTILIZADOS:

e Cetamina (90mg/kg)

e Cloridrato de xilasina (10mg/kg)

e Solucgéao salina a 0,9% tamponada (PBS)
e Nitrosil Ruténio (Rut-bpy).

e Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazélio a 1% diluido em solug&o salina.



8.2 APENDICE B:

DADOS BRUTOS DA FASE DE ISQUEMIA
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GRUPOS ANIMAL | AUAT GRUPOS ANIMAL | AUAT

SF SHAM 1|0,002000| | SF ISQUEMIA 1| 0,5062102
SF SHAM 2|0,000000| | SF ISQUEMIA 2| 0,6441980
SF SHAM 3/0,001500| | SF ISQUEMIA 3| 0,5318810
SF SHAM 4| 0,000000| | SF ISQUEMIA 4 0,6334860
SF SHAM 5|0,001200| | SF ISQUEMIA 5| 0,5360380
SF SHAM 6|0,000000| | SF ISQUEMIA 6| 0,3050280
Rut-bpy SHAM 1/0,000584 | |Rut-bpy ISQUEMIA 1|0,1742623
Rut-bpy SHAM 2|0,003987 | | Rut-bpy ISQUEMIA 2 0,1337620
Rut-bpy SHAM 3|0,000000| | Rut-bpy ISQUEMIA 3| 0,1503990
Rut-bpy SHAM 4| 0,000000| | Rut-bpy ISQUEMIA 4| 0,2510860
Rut-bpy SHAM 5|0,001384 | | Rut-bpy ISQUEMIA 5| 0,3420810
Rut-bpy SHAM 6| 0,000000| | Rut-bpy ISQUEMIA 6| 0,2478990
L-NAME SHAM 1|0,000000| |L-NAME ISQUEMIA 1|0,2374730
L-NAME SHAM 2|0,000000| |L-NAME ISQUEMIA 2| 0,1986880
L-NAME SHAM 3|0,003604 | |L-NAME ISQUEMIA 3| 0,2303880
L-NAME SHAM 4| 0,000000| |L-NAME ISQUEMIA 4]0,1572140
L-NAME SHAM 5|0,003362 | |L-NAME ISQUEMIA 5| 0,1820700
L-NAME SHAM 6|0,000790| | L-NAME ISQUEMIA 6| 0,2632630
L-NAME + Rut-bpy SHAM 1|0,000000| |L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 1|0,3261048
L-NAME + Rut-bpy SHAM 210,001307| | L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 2| 0,4068609
L-NAME + Rut-bpy SHAM 3/0,000000| | L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 3| 0,2877055
L-NAME + Rut-bpy SHAM 4| 0,000900| | L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 4| 0,2239440
L-NAME + Rut-bpy SHAM 5| 0,000000| | L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 5| 0,2098600
L-NAME + Rut-bpy SHAM 6]0,002560| | L-NAME + Rut-bpy ISQUEMIA 6| 0,2577040




DADOS BRUTOS DA FASE DE REPERFUSAO
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GRUPOS ANIMAL | AI/AT GRUPOS ANIMAL | AUAT

SF SHAM 1/0,0073293 | | SF REPERFUSAO 1|0,4206830
SF SHAM 2/0,0057926 | | SF REPERFUSAO 2(0,4344100
SF SHAM 3/0,0063226 | | SE REPERFUSAO 3/0,4028820
SF SHAM 4]0,0000000 | | SE REPERFUSAO 410,4328200
SF SHAM 5/0,0048070 | | SE REPERFUSAO 5|0,4828520
SF SHAM 6/0,0041700 | | SF REPERFUSAO 6|0,3470230
Rut-bpy SHAM 1/0,0051240 | | Rut-bpy REPERFUSAO 1]0,1210070
Rut-bpy SHAM 2|0,0016494 | | Rut-bpy REPERFUSAO 2(0,0721010
Rut-bpy SHAM 3/0,0013510| | Rut-bpy REPERFUSAO 3/0,0887160
Rut-bpy SHAM 4]0,0177660 | | Rut-bpy REPERFUSAO 410,1606640
Rut-bpy SHAM 5|0,0000000 | | Rut-bpy REPERFUSAO 5(0,1181910
Rut-bpy SHAM 6|0,0000000 | | Rut-bpy REPERFUSAO 6|0,1240460
L-NAME SHAM 1/0,0000000 | | L-NAME REPERFUSAO 1]0,1533840
L-NAME SHAM 2|0,0000000 | | L-NAME REPERFUSAO 2(0,1901580
L-NAME SHAM 3/0,0084232| | L-NAME REPERFUSAO 3/0,1806110
L-NAME SHAM 410,0039644 | | L-NAME REPERFUSAO 4]0,1845029
L-NAME SHAM 5(0,0082434 | | L-NAME REPERFUSAO 5(0,1697384
L-NAME SHAM 6/0,0015395 | | L-NAME REPERFUSAO 6/0,1798300
L-NAME + Rut-bpy SHAM 1]0,0048690| | L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 1/0,1923386
L-NAME + Rut-bpy SHAM 210,0032930| | L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 2(0,2398117
L-NAME + Rut-bpy SHAM 3[0,0051100 | | L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 3/0,1862267
L-NAME + Rut-bpy SHAM 4]0,0000000| |L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 410,1608324
L-NAME + Rut-bpy SHAM 5(0,0000000 | | L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 5(0,1444610
L-NAME + Rut-bpy SHAM 6/0,0065532 | | L-NAME + Rut-bpy REPERFUSAO 6|0,1674466
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