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RESUMO - Objetivo: Investigar as alteragdes metabdlicas no olho e sangue arterial de ratos
Wistar submetidos ao pincamento bilateral das artérias carotideas. Métodos: Trinta e seis ratos
machos adultos foram submetidos a disseccdo (grupo-1, sham, n=18) ou dissec¢ao+pingamento
(grupo-2, experimento, n=18) das artérias carotideas comuns, sob anestesia geral. Ap6s 30 minutos
de isquemia (tempo 0) e durante a reperfusdo (15-30 minutos) foram colhidas amostras de sangue
arterial. Simultaneamente procedeu-se a enucleacdo do olho direito. Resultados: O aumento
significante (p<0,05) das concentra¢des de piruvato tissular (tempo 0) no grupo-2 comparado ao
controle sugere menor utilizagdo do piruvato pelo tecido isquémico. O aumento significante (p<0,05)
do lactato tissular (grupo-2 versus grupo-1), no tempo 0, permanecendo elevado durante toda a
fase de reperfusdo, sugere uso continuado da via glicolitica anaerébica, apesar da oferta de O,, nos
tecidos lesados pela isquemia-reperfusdo. Maior captacdo (grupo- 1) pode ter sido a causa do aumento
significante das concentragdes de corpos cetonicos no olho, na reperfusido (15-30 minutos).
Conclusao: A oclusio carotidea bilateral, durante 30 minutos, induz significativas alteracdes no
metabolismo energético do tecido ocular, com manutencdo da via glicolitica anaerdbica apds

restabelecimento do fluxo arterial.

DESCRITORES - Olho [metabolismo]. Isquemia. Lesdo de reperfusdo. Ratos.

Introducao

As doencas obstrutivas da artéria carotidea
determinam uma isquemia ocular persistente com
resultados devastadores para a visdo, variando de
cegueira permanente ou transiente, disfuncdo papilar
até degeneracdo da retina'. Publica¢Ges recentes tém

destacado o progndstico e enfatizado o papel do
oftalmologista no diagndstico precoce destas afecgdes,
assegurando aos pacientes portadores de obstrucdo da
artéria carotidea um tratamento preventivo adequado,
evitando suas complicagdes irreversiveis®. O processo
de lesdo e morte celular por isquemia tem despertado o
espirito inquisidor dos pesquisadores. A isquemia resulta
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do desequilibrio entre a oferta de sangue arterial, rico
em oxigénio, e as necessidades metabdlicas dos teci-
dos. Isto produz alteracdes celulares diretamente rela-
cionadas com a intensidade e durac@o da hipéxia tissular.
Por outro lado, o retorno da perfusdo sanguinea, apds
um prolongado periodo de isquemia, ndo € isento de
efeitos deletérios, propiciando a ocorréncia de danos
adicionais ao tecido lesado pela isquemia. Durante a
isquemia, a concentracdo intracelular de adenosina tri-
fosfato (ATP) € reduzida, havendo entdo um aumento
da concentracio de adenosina monofosfato (AMP) que
€ metabolizada, posteriormente, em adenosina, iosina e
hipoxantina. Apds a reoxigenacdo dos tecidos, o oxigé-
nio molecular reage com a hipoxantina e a xantina oxida-
se, produzindo superdxido, peréxido de hidrogénio e o
radical hidroxila, metabdlitos extremamente citotoxicos’.

Embora as diversas etapas do processo isquémico
ainda nao estejam bem definidas, pela prépria comple-
xidade do processo, o fendmeno tem se mostrado
uniforme e consistente, nos diversos modelos estuda-
dos, independentemente do tecido onde ocorre. Além
disso, certos tecidos s@o mais suscetiveis a isquemia
que outros. O sistema nervoso central é, entre todos
os tecidos animais, o mais 14bil*.

Objetivou-se neste trabalho estudar eventuais
alteracdes induzidas pela isquemia/reperfusio, nas
concentragdes in vivo sangiiineas e nos tecidos oculares
dos metabdlitos (lactato, piruvato, glicose e corpos
cetonicos) em ratos submetidos a obstrucdo carotidea
bilateral seguida de reperfusdo.

Métodos

A pesquisa foi realizada 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 3. Utilizaram-se 36 ratos albinos (Ratfus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, machos, com
peso oscilando entre 310 e 550 gramas, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard e
mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina
(UFC) em gaiolas de polipropileno, recebendo dgua e
alimento adequado ad libitum até 12 horas antes do
inicio do experimento. Os ratos foram distribuidos
eqitativamente em dois grupos: Grupo 1 (controle) e
Grupo 2 (experimental). Cada grupo foi subdividido
em trés subgrupos,(n=6), de acordo com o periodo de
coleta. Todos os procedimentos cirdrgicos foram
realizados sob anestesia geral (cetamina 15mg /Kg peso
+ xilasina 1 mg/Kg peso) administrada por via
intraperitonial. Apés identificacdo e isolamento das
artérias carétidas comuns, aplicavam-se pingas vascular

tipo buldogue, ocluindo o fluxo sanguineo, nos animais
do grupo experimental (G-2). Nos animais do grupo
controle (G-1), passava-se um fio de algodao 3-0
circundando as artérias, individualmente, sem ligaduras,
removendo-o em seguida. Passados 30 minutos retira-
vam-se as pincas dos animais do G2, restabelecendo-
se o fluxo arterial; ao término do periodo de isquemia
(tempo 0) e 15 e 30 minutos mais tarde submetiam-se
os diferentes subgrupos a uma laparotomia mediana
para a coleta de 2,0 ml de sangue arterial (aorta
abdominal). Simultaneamente, o olho direito era remo-
vido por enucleacdo. A coleta de amostras de sangue e
tecido ocular dos animais do grupo controle obedeceu
a mesma sistemadtica, iniciada 30 minutos apds a
dissec¢do das artérias (Operacdo Simulada ou Sham).

Os metabdlitos no sangue da aorta e no tecido
ocular direito foram determinados por métodos de
ensaio enzimdtico®’®. Foram aferidas neste estudo as
concentragdes in vivo dos precursores da gliconeogé-
nese (piruvato e lactato), dos corpos cetdnicos
(acetoacetato e 3-hidroxibutirato) e a da D-glicose. As
concentragdes dos metabodlitos foram calculadas em
micromol/g tecido fresco ou micromol/ ml de sangue.

Os resultados foram expressos como Média ++
E.PM. (Erro Padrao da Média). O teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney foi utilizado para a andlise estatistica,
fixando-se o valor de significAncia em 5% (p < 0,05).

Resultados

Houve queda significante na glicemia 30 minutos
apos o inicio da reperfusdo em relacdo aos tempos 0 e 15
minutos, nos animais submetidos a isquemia (Figura 1).
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FIGURA 1 - Concentragdo de glicose no sangue dos ratos.
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Nao foram observadas diferengas nas concentra-
¢oes de glicose no olho dos ratos em nenhum dos
tempos estudados. Por outro lado, houve aumento
significante da concentrag@o de piruvato no sangue dos
animais isquémicos, quando comparados aos respec-
tivos controles, ao término do periodo de isquemia
(tempo 0). Houve decréscimo nas concentragdes de
piruvato nos tempos 15 e 30 minutos no mesmo grupo
em relacdo ao tempo O (Figura 2). Observou-se ainda
reducdo significante da concentragcdo de piruvato no
olho dos animais do grupo 2, 30 minutos apds o inicio
da reperfusdo, em relacio aos tempos 0 e 15 minutos,
no mesmo grupo (Figura 3).
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FIGURA 2 - Concentrac¢des de piruvato no sangue (umol/ml).
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FIGURA 3 - Concentra¢des de piruvato no olho (umol/g tec.
fresco).

Houve aumento significante na lactacemia 15
minutos apds o inicio da reperfusdo nos ratos do grupo
controle, em relacdo ao tempo O (Figura 4)
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FIGURA 4 - Concentracdes de lactato no sangue (umol/ml).

Verificou-se um aumento significante da concen-
tracdo de lactato no olho dos ratos do grupo controle 15
minutos apds o inicio da reperfusdo. Houve também
incremento significante das concentracdes de lactato em
tecido ocular isquémico (tempo 0) em relagdo ao tecido
do olho de animais do grupo controle (Figura 5).
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FIGURA 5 - Concentragdes de lactato no olho (umol/g tec. fresco).

Nao houve altera¢do na concentragdo de acetoace-
tato e 3-hidroxibutirato no sangue dos ratos, em nenhum
dos grupos estudados. Houve aumento significante da
concentrag@o de acetoacetato no olho dos animais do
grupo controle 30 minutos apds o inicio da reperfusao,
em relagdo ao tempo 15 minutos (Figura 6). Nao houve
alteracdo na concentragdo de 3-hidroxibutirato no san-
gue dos ratos, em nenhum dos grupos estudados.
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FIGURA 6 - Concentragdes de lactato no olho (umol/g tec. fresco).

Nao houve alteracdo na concentragdo de corpos
cetonicos no sangue dos ratos, em nenhum dos grupos
estudados. Houve aumento significante da concentracio
de corpos cetdnicos 30 minutos apds o inicio da reper-
fusdo em relagdo ao tempo 0, no olho dos ratos do
grupo controle. Houve ainda aumento significante da
concentragdo de corpos cetdnicos 15 minutos apds o
inicio da reperfusdo em relagc@o ao tempo 0, no mesmo
grupo (Figura 7).
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FIGURA 7 - Concentragdes de corpos cetdnicos no olho (umol/
g tec. fresco).

Discussao

O modelo de isquemia utilizado no presente estudo,
com bloqueio bilateral das artérias carotideas por 30

minutos, produziu alteracdes metabdlicas significantes.
Trabalhos recentes utilizaram tempos de isquemia
variando de 30 até 120 minutos, realizando diferentes
procedimentos para a obtencdo da isquemia.
Rosembaum et al. (2001), estudando os efeitos da
isquemia retiniana transiente, decorrente de obstrugao
da artéria retiniana por aumento da pressao intraocular,
encontraram altera¢des com reduc¢do no nimero de
células retinianas apds 30 minutos de isquemia. As
alteracdes retinianas se tornavam mais pronunciadas
ap6s uma hora de isquemia. °

O trauma determina alteracdes graves no metabo-
lismo, com consumo acelerado das reservas de glicose
oriundas do glicogénio hepético e muscular. Como os
tecidos estritamente dependentes da glicose (retina,
hemacias e medula renal) mantém a demanda crescente
desse nutriente, a0 mesmo tempo em que o aporte de
glicose exdgena encontra-se reduzido, torna-se
necessario a producdo desse metabdlito a partir de
outros substratos (gliconeogénese). O lactato pode ser
utilizado nessa via metabdlica, no figado, sendo
convertido a piruvato pela enzima lactato desidrogenase
e entrando na cadeia gliconeogénica (ciclo de Cori).
Na fase catabdlica de resposta ao trauma, além do
lactato, estdo aumentadas as concentracdes hepaticas
e sanguineas de alanina e piruvato, este tltimo produto
da desaminacdo da alanina, elevada pela quebra de
proteinas.

Lafuente et al. (2002) submeteram ratos Sprague-
Dawley adultos & isquemia retinal transiente por ligaduras
dos vasos oftdlmicos. Os periodos de isquemia variaram
de 30 a 120 minutos. Todos os periodos de isquemia
produziram perda das células ganglionares da retina.
Ratos submetidos a isquemia de 30 minutos apresen-
taram destrui¢do e morte de 46% das células gangliona-
res retinianas. Estudos metabdlicos ndo foram, no
entanto, realizados. '°

Diante do exposto, seria presumivel que o modelo
utilizado no presente estudo, com isquemia do olho de-
corrente do pingamento bilateral das artérias carotideas,
poderia produzir resultados ainda mais expressivos.

A reducdo significante da glicemia (p < 0,05) ob-
servada nos animais submetidos a oclusdo carotidea
bilateral 30 minutos apds o restabelecimento da perfu-
sdo sanguinea em relacdo aos tempos 0 e 15 minutos,
pode ser decorrente de uma maior captagdo de glicose
pelos tecidos periféricos para glicdlise, ou menor pro-
ducdo de glicose pelo figado.

No presente estudo, a reducdo significante da
concentragdo sanguinea de piruvato 15 e 30 minutos
pés-perfusdo em relagdo ao tempo 0, no grupo de ratos
submetidos a isquemia, sugere maior utilizacdo desse
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metabdlito para a produgdo de energia, pelos tecidos
periféricos. O mesmo comportamento ocorreu nas
concentracdes deste metabdlito nos tecidos oculares
sujeitos a isquemia nos tempos 15 e 30 minutos de
reperfusao.

O aumento significante da lactacemia aos 15
minutos de reperfusd@o em relagdo ao tempo 0, nos
animais do grupo controle pode ser explicado pelo efeito
trauma. Entretanto, o mesmo fendmeno nao correu nos
ratos submetidos a isquemia. O aumento da concentra-
¢do de lactato no tecido ocular dos animais submetidos
a isquemia ratifica a eficdcia do modelo utilizado no
presente estudo. A elevacdo da concentragdo de lactato
no tecido isquémico foi 280% superior aquela aferida
no grupo controle (tempo 0). O aumento significante
(p<0,05) do lactato tissular (grupo-2 versus grupo-1),
no tempo 0, permanecendo elevado durante toda a fase
de reperfusio, sugere uso continuado da via glicolitica
anaerdbica, apesar da oferta de O2, nos tecidos lesados
pela isquemia-reperfusao.

Os corpos cetdnicos sdo importantes fontes alter-
nativas de energia formadas por uma via bioquimica
especifica no figado, a partia do acetil-CoA. E evidente
a importancia dos dois principais corpos cetonicos, o
acetoacetato e o 3-hidroxibutirato, no papel de combus-
tiveis metabdlicos. Em humanos, o jejum costuma
induzir elevacdo dos niveis desses substratos no sangue,
como forma de adapta¢do metabdlica para a preservagao
da vida.!! Ndo foram verificadas altera¢Ges nas concen-
tracdes sanguineas de acetoacetato. Entretanto, houve
aumento das concentragdes de acetoacetato nos tecidos
oculares 30 minutos no periodo pds-operatério, em
animais do grupo controle, sugerindo aumento de
captacdo, ja que a cetonemia era semelhante em todos
os tempos estudados (grupo 1). O mesmo ocorreu com
relacdo as concentragdes de corpos cetdnicos no tempo
30 minutos no mesmo grupo de animais (grupo
controle), também sugerindo maior captacdo destes
metabdlitos por tecido ocular ndo submetido a isquemia/
reperfusao. Tal elevac@o ndo ocorreu em tecidos ocula-
res submetidos a isquemia/reperfusdo talvez em
decorréncia de lesao tissular residual 30 minutos apds
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reperfusdo, com menor capacidade de captacdo dos
corpos cetonicos.

Conclusao

A oclusio carotidea bilateral, durante 30 minutos,
induz significativas alteracdes no metabolismo ener-
gético do tecido ocular, com manutengio da via
glicolitica anaerdbica apds restabelecimento do fluxo
sanguineo arterial.
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ABSTRACT - Purpose: To investigate the metabolic alterations in the eye and arterial blood of
Wistar rats submitted to bilateral common carotid artery clamping. Methods: thirty-six males adult
rats were submitted the dissection (group-1, sham, n=18) or dissection+clamping (group-2,
experimental, n=18) of common carotid arteries, under general anesthesia. After 30 minutes of
ischemia (time 0) and during reperfusion (15-30 minutes) arterial blood samples were collected.
Simultaneously right eye enucleation was carried out. Results: The significant decrease of tissue
piruvate concentrations 15 min (0,693+0,132 versus 1,195+0,118 mmol/g, p<0,01) and 30 min
(0,764+0,182 versus 1,195+0,118 mmol/g, p<0,05) of onset of reperfusion (time 0) in group-2
rats suggests increased use of piruvate for energy production in Krebs cycle. The significant
increase of tissue lactate (group-2 versus group-1), in time 0 (8,843+0,902 versus 3,134+1,182
mmol/g, p<0,01) remaining elevated during the whole reperfusion phase, suggests continuous use
of the anaerobic glicolytical pathway, in spite of the offer of O2, in ischemia-reperfusion injured
tissues. Increased uptake (group-1) might have been the cause for the significant increase of
ketone bodies concentrations in the eye, during reperfusion (15-30 minutes). Conclusion: Bilateral
carotid artery occlusion, for 30 minutes, induces significant alterations in the energetic metabolism
of eye tissue, with maintenance of the anaerobic glicolytical pathway after re-establishment of the
arterial flow.
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