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RESUMO

O AVE hemorragico é uma das principais causas de morte e incapacidade funcional
em todo mundo, sendo este tipo de AVE o mais grave, em comparagdo com o
isquémico. Considerando a alta mortalidade do AVE hemorragico e a gravidade das
disfuncbes que permanecem apos o quadro hemorragico, é de grande importancia a
busca por novas terapias, capazes de diminuir as sequelas motoras decorrentes dos
danos encefalicos primarios e secundarios causados pela hemorragia intracerebral.
Sendo assim, este estudo buscou investigar o potencial neuroprotetor dos chas verde
e vermelho provenientes da Camellia sinensis (suplementacao iniciada 10 dias antes
do AVE e mantida até o fim dos testes comportamentais) em um quadro de AVE
hemorragico (mimetizado pela infusdo de colagenase intraestriatal) em ratos Wistar
machos. Para avaliar a fungdo motora dos animais, foram utilizados os testes de
Campo Aberto (CA), Rotarod (RR) e Escala de Déficit Neurolégico (EDN). Para avaliar
0, o0 equilibrio oxidativo estriatal avaliamos a presenca de espécies reativas
(ER/DCFH), a peroxidacgéo lipidica (TBARS; espécies reativas ao acido tiobarbiturico),
0s niveis de glutationa (GSH) e capacidade antioxidante total (FRAP). Nossos
resultados mostraram que o AVE hemorragico causa dano motor e oxidativo nos ratos
(aumento do TBARS), porém nao altera os niveis de antioxidantes no tecido estriatal.
Além disso, os chas mostraram-se estratégias parcialmente eficazes contra o dano
motor e estresse oxidativo. Estes resultados revelam a possibilidade da utilizacdo dos
chas verde e vermelho como estratégia de neuroprotecdo, no entanto estudos
adicionais sao necessarios para que 0os mecanismos de a¢ao dos dois chas frente ao

quadro hemorragico sejam completamente elucidados.

Palavras-chave: Neuroprotecdo, epigalocatequina-galato, dano motor, estresse

oxidativo, cérebro.



ABSTRACT

Hemorrhagic stroke is one of the leading causes of death and functional disability
worldwide, and this type of stroke is the most severe compared to the ischemic stroke.
Considering the high mortality of the hemorrhagic stroke and the severity of the
dysfunctions that remain after the hemorrhagic stage, it is important to search for new
therapies to reduce the motor sequelae due to primary and secondary brain damage
caused by intracerebral hemorrhage. Therefore, this study aimed to investigate the
neuroprotective potential of the green and red teas from Camellia sinensis
(supplementation started 10 days before the stroke and maintained until the end of the
behavioral tests) in a hemorrhagic stroke (mimicked by infusion of intra-striatal
collagenase) in male Wistar rats. To evaluate the motor function of the animals, the
Open Field (OF), Rotarod (RR) and Neurological Deficit Scale (NDS) tests were used.
In order to evaluate the striatal oxidative balance we evaluated the presence of reactive
species (RS/DCFH), the lipid peroxidation (TBARS, thiobarbituric acid reactive
species), the glutathione levels (GSH), and total antioxidant capacity (FRAP). Our
results showed that hemorrhagic stroke causes motor and oxidative damage in rats
(increase of TBARS), but does not alter the antioxidant levels in the striatal tissue. In
addition, teas showed to be partially effective in avoid motor damage and oxidative
stress. These results reveal the possibility of using the green and red teas as a
neuroprotection strategy; however, additional studies are necessary so that the

mechanisms of action of the two teas in hemorrhagic condition can be elucidated.

Keywords: Neuroprotection, epigallocatechin-gallate, motor damage, oxidative

stress, brain.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acidente Vascular Encefalico

O Acidente Vascular Enceféalico (AVE) € uma condicao patologica que culmina
na reducdo ou perda da funcdo encefalica decorrente da interrupcdo do fluxo
sanguineo para determinada regido do cérebro (ZUHAID et al., 2014).

O AVE é uma das principais causas de incapacidade e mortalidade em todo
o mundo, sendo que, em alguns paises a incidéncia anual de AVE em adultos
aproxima-se de 800.000, com um impacto socioeconémico, superior a 35 bilhdes de
dolares por ano (GO et al., 2014). Além disso, os individuos que sobrevivem a um
AVE podem apresentar incapacidade funcional dos membros superiores e/ou
inferiores, falha na execucdo e compreensdo dos sentidos responsaveis pela
percepcdo do meio interno e externo, e, até mesmo diminuicdo da capacidade
cognitiva (EXTRAMIANA e MAISON-BLANCHE, 2015). Estas dificuldades funcionais
fazem-se presentes em aproximadamente 60% dos casos de AVE, podendo
permanecer por até 6 meses apoés o acidente, ou até o fim da vida (CHEN et al., 2014).

Atualmente poucas terapias estédo disponiveis para o tratamento do AVE, que
traz um grande desafio para os profissionais da saude, pois o tratamento adequado
para cada tipo de AVE deve ser feito de forma minuciosa e dentro das janelas
temporais de progressao dos danos encefalicos, no intuito de diminuir a chance de
danos neuroldgicos permanentes (ALLEN e BAYRAKTUTAN, 2009; MORETTI et al.,
2015). Apos o AVE geralmente inicia-se a reabilitagdo neuroldgica, que apresenta

inimeras limitagdes e gera um alto custo. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento
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de estratégias acessiveis que visem a prevencao e reabilitacdo, e que estas estejam
fundamentadas nos aspectos fisiopatolégicos da doenca (MORETTI et al., 2015).

As pesquisas em relacdo aos aspectos fisiopatoldgicos do AVE vém evoluindo
nos ultimos anos gracas aos modelos experimentais, que possibilitam o estudo dos
fendbmenos neurobiolégicos da doenca (SCHIMIDT et al., 2014). Além disso, estudos
com estes modelos sdo importantes para que possiveis estratégias farmacolégicas e
ndo farmacologicas de tratamento sejam estabelecidas. Avancos recentes no
tratamento do AVE enfatizaram a intervencao precoce, reduzindo consideravelmente
o risco de mortalidade ap6s o AVE (CHEN et al., 2014). No entanto, o desenvolvimento
de tratamentos destinados a manutencdo e melhora da funcéo ap6s o AVE ainda néo
atende totalmente as necessidades dos pacientes, em parte porque os especialistas
em reabilitacdo ainda ndo entendem completamente como melhor ajudar o cérebro a

se recuperar do AVE (CHEN et al., 2014).

1.2 Acidente Vascular Encefélico Hemorragico

O AVE é caracterizado pela interrup¢éo do fluxo sanguineo encefalico e por
uma rapida disfuncao neurolégica (LIANG et al., 2016). Esta interrupcédo do fluxo
sanguineo pode ser decorrente da ocluséo/obstrucdo ou pelo sangramento de uma
artéria encefélica, sendo assim, o AVE pode ser classificado como isquémico ou
hemorragico, respectivamente (LIANG et al., 2016).

O AVE hemorragico, também conhecido como Hemorragia Intracerebral (HIC)
guando ocorre no cérebro, € caracterizado pela ruptura e consequente sangramento
de um ou mais vasos encefalicos (LIANG et al., 2016), e tem como principal fator de

risco a pressao arterial elevada (ARONOWSKI e ZHAO, 2011). Atualmente a HIC
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representa 10 a 20% de todos os casos de AVE que ocorrem a cada ano (IKRAM et
al., 2012), e é responsavel por uma taxa de mortalidade no primeiro més de
aproximadamente 40% (ROSAND et al., 2004), sendo o subtipo mais grave de AVE
(RAJAPATHY et al., 2017).

A localizagdo mais comum para a HIC € nos nucleos da base (putamen,
ndcleo caudado e talamo), seguido de lobular, cerebelar e pontino ou de tronco
encefalico (RAJAPATHY et al., 2017). As lesdes cerebrais por HIC iniciam com um
trauma mecanico direto, conhecido como dano primario, que consiste no aumento da
pressdo intracraniana (PIC) e compressdao mecanica de estruturas locais
(WILKINSON et al., 2017). A medida que o sangue entra rapidamente no parénquima
e progride devido a numerosos processos deletérios ocorre a degeneracdo secundaria
(AURIAT et al.,, 2012; AURIAT et al., 2015). A degeneracdo ou dano secundario
(Figura 1) é causado pela resposta fisiologica ao hematoma (principalmente edema e
inflamacéo), bem como os efeitos toxicos bioquimicos e metabdlicos dos

componentes do coagulo (VAN LIESHOUT et al., 2017).
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[ AVE HEMORRAGICO ]

I |

Isquemia ou oligoemia Les&@o mecénica em neurénios Ativacdo da cascata de
perihematoma e células da microglia coagulacdo
= Producéo de trombi
‘ Liberacéo de glutamato l vr SRS CCNOMT
— v Liberagdode L1 e TNFa |
Ativacdo do receptor Ativacéo da cascata de
NMDA complemento
* | Ativacdo microglial | *
I Influxo de calcio l i / : *_ Formacéo do ataque ao
* Ativacéo do Ativacéo do complexo de membrana e
NFKB MMPS quebra de eritrécitos
‘ Disfuncdo mitocondrial ‘ ) ’ i *
4 Ruptura da BHE, infiltracéo de ’ Liberacdo de heme e ferro ‘
Actmulo de subprodutos células PNM *
e efaléncia da bomba v
v | Edema vasogénico | ‘ Ativacdo de caspases ‘
Edema citotéxico *
I Inﬂam_agéo |

D Dano primario D Dano secundario

Figura 1: Figura representativa da sequéncia de eventos quimicos que formam
a fisiopatologia da lesdo de hemorragia intracerebral. (NMDA: N-metil D-
Aspartato; TNA a: fator de necrose tumoral-alfa; IL-1B: Interleucina 1 beta; NFkp: Fator
nuclear kappa beta; MMP: metaloproteinases da matriz;, BHE: Barreira hemato
envefalica; PNM: polimorfonuclear). Adaptado de (BRUNSWICK et al., 2012).

A formacdo de edema perihematomal pode ocorrer dentro de horas apoés a
HIC e persistir por dias a semanas (ZAZULIA et al., 1999), podendo progredir até 75%
nas primeiras 24 horas (GEBEL et al., 2000). Uma parte do edema se desenvolve
devido ao acumulo de proteina sérica em torno do coagulo (WAGNER et al., 1996). A
trombina, um componente da cascata de coagulagdo, desempenha um papel
proeminente na formacdo de edema vasogénico em modelos experimentais (LEE et
al., 1997) e sua inibicdo tem sido proposta como forma de reduzir o edema
perihematomal (HAMADA e MATSUOKA, 2000).

Ainda, a hemoglobina e seus produtos de degradacao (heme e ferro), bem

como a anidrase carb0nica, contribuem para o edema cerebral em modelos de HIC
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(GUO et al., 2012). O edema provavelmente contribui para interrupgdes no transporte
de ions através da parede celular, incluindo o de K*, CI e Na* (PATEL et al., 1999).

Além disso, o papel da inflamacédo na fisiopatologia da HIC é cada vez mais
reconhecido. Em modelos animais, uma resposta inflamatéria consideravel é
desencadeada pela entrada de sangue no parénquima cerebral (AGNIHOTRI et al.,
2011), com infiltragdo subsequente de leucdcitos periféricos ou globulos brancos,
ativacdo de microglia e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, principalmente
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (VAN LIESHOUT et al.,
2017; WANG et al., 2017), que ocorre geralmente dentro dos primeiros 3 dias apds a
les&o inicial na regidao perihematomal (AGNIHOTRI et al., 2011). Essa atividade
inflamatdria é a principal responsavel pela destruicdo da barreira hemato-encefalica
(BHE) (MIN et al., 2017).

Bem conhecidos entre os mecanismos responsaveis pelo dano secundério,
estdo os efeitos tdxicos dos componentes sanguineos, que causam morte celular,
inflamacéo, disturbios da BHE e edema cerebral (AURIAT et al., 2012). Entre muitos
processos deletérios que ocorrem apoés a HIC, os relacionados ao ferro provavelmente
séo os mais estudados (ARONOWSKI e ZHAO, 2011; XI e KEEP, 2012).

Apos a HIC, o ferro é liberado pelo metabolismo da heme através da atividade
da heme oxigenase-1, mas é importante notar que isso ndo ocorre imediatamente
apos a HIC (QIN et al., 2015). Em vez disso, a hemdlise sé comeca cerca de 24h apés
0 evento hemorragico e € concluida apos varios dias (AURIAT et al., 2012). Durante
este tempo, a microglia e os macréfagos ativados protegem o cérebro removendo
eritrocitos intactos e danificados do parénquima. Eles também removem a
hemoglobina liberada e seu componente, heme, através da absorc¢ao de haptoglobina-

hemoglobina e complexos de hemopexina-heme, respectivamente (ARONOWSKI e
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ZHAO, 2011). No entanto, essas medidas de protecéo, juntamente com aumentos nas
proteinas de ligagdo de ferro, ferritina e transferrina, ndo sdo suficientes para evitar
um aumento substancial do estresse oxidativo, 0 que causa diversas consequéncias
deletérias, por exemplo, danificando o DNA apés a HIC (ARONOWSKI e ZHAO, 2011,

WU et al., 2012).

1.3 O papel do estresse oxidativo na HIC

O estresse oxidativo (EO) é definido como um desequilibrio entre a producdo
de radicais livres e as defesas antioxidantes (NOWORYTA-SOKOLOWSKA et al.,
2013), levando a reacdes deletérias em diversas organelas celulares (ALLEN e
BAYRAKTUTAN, 2009). Em estruturas cerebrais, o EO contribui de forma significativa
para o comprometimento da aprendizagem, memaria e atividade motora, entre outras
funcdes neuronais (TARIDI et al., 2014).

Sob condic¢@es fisiolégicas, os radicais livres sdo imediatamente inativados
por enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, catalase, superoxido
dismutase e antioxidantes de baixo peso molecular, como os flavonoides vegetais
(NOWORYTA-SOKOLOWSKA et al., 2013). Durante processos patolégicos, como a
HIC, o EO é potencializado pela sequéncia de eventos pré-inflamatorios que culminam
na ativacdo das células gliais, resultando na liberacdo de fatores téxicos, como
citocinas ou radicais livres, levando a excitotoxicidade glutamatérgica e consequente
apoptose ou necrose (MACHADO et al., 2011). H4 uma série de evidéncias que
indicam que disturbios neurodegenerativos, incluindo a HIC estdo associados ao EO

(RAO et al., 2012; KIM et al., 2013).
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O encéfalo representa um dos tecidos mais vulneraveis ao EO induzido por
eventos isquémicos ou hemorragicos (WANG et al., 2016), isso porque apresenta
grande concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, alta atividade metabdlica,
baixa atividade antioxidante e pouca capacidade de reparo de células neuronais
(JAVED et al., 2011). Ainda, existem algumas regifes encefalicas que sdo mais
sensiveis ao dano oxidativo, como, por exemplo, o corpo estriado, uma das estruturas
responsaveis pelo planejamento, iniciagdo e execucdo de movimentos voluntarios
(APOSTOLOVA et al., 2012; BAEZ-MENDOZA e SCHULTZ, 2013).

O EO apresenta um papel importante na fisiopatologia da HIC, por isso ele
pode representar um potente alvo terapéutico, ja que o desbalanco redox apresenta
papel principal nas alteracdes morfofuncionais do tecido cerebral ap6s um AVE
(LIANG et al., 2016). Sendo assim, € de grande importancia a investigacdo de novas
estratégias terapéuticas relacionadas a diminuicdo ou prevencao da formacédo de
espécies reativas em modelos de HIC.

Para isso, faz-se necessério o estudo através de modelos de pesquisa animal,
tendo em vista que 0 acesso as estruturas cerebrais no homem é bastante restrito.
Em modelos animais, por sua vez, existem modelos para a mimetizagdo do quadro de
HIC, além de possibilitar a elucidacdo das alteracbes morfoldgicas presentes no
encéfalo e seus mecanismos de protecdo, que s6 podem ser observados através da
dissecacdo do tecido encefélico (WAKISAKA et al., 2008). Um dos modelos que
melhor mimetiza a HIC utiliza a infusédo de colagenase, uma substancia conhecida por
degradas a lamina basal dos vasos sanguineos, causando sangramento (KIRKMAN

et al., 2011).
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2 Estratégias de neuroprotecéo

Como ja discutido, a HIC apresenta grande incidéncia e suas consequéncias
sao severas, incluindo danos cognitivos e motores permanentes, e até a morte (CHEN
et al., 2014), por isso, estratégias de neuroprotecdo especificas sdo cada vez mais
necessarias.

As caracteristicas neuroprotetoras de um composto ou estratégia baseiam-se
na sua eficacia em relagcdo a melhoria de um ou mais dos principais mecanismos de
lesdo do tecido cerebral: edema, sangramento, inflamacdo e estresse oxidativo
(BABADJOUNI et al., 2017), diferenciando-se das terapias de coagulacdo que atuam
no sistema vascular cerebral (tromboliticos, antitrombéticos) (MORETTI et al., 2015).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém melhorado a compreensao fisiopatologica
do AVE e ajudado a focar no desenvolvimento de novas abordagens neuroprotetoras
(KARSY et al., 2017). Apesar desses avancos, pacientes que sofrem uma leséo
cerebral inicial minima ainda estdo suscetiveis a outros tipos de lesdes cerebrais
denominadas tardias (JAMES et al., 2016), muitas vezes atribuiveis aos processos
neurotdéxicos e neuroinflamatérios secundarios aos produtos de degradacdo da
hemorragia inicial (AURIAT et al., 2012).

A toxicidade causada pela hemorragia circundante pode resultar em atrofia
cerebral global, que geralmente se manifesta através de uma nova deficiéncia
cognitiva, incluindo os danos mnemonicos, funcdo executiva e linguagem (AL-KHINDI
et al., 2010; TAM et al., 2013). Esses danos podem levar a uma séria dificuldade para
0S pacientes no que diz respeito a reintegracdo nas suas vidas anteriores, incluindo a
incapacidade de retornar ao trabalho, a escola ou a produtividade anterior (PASSIER

et al., 2011), apresentando grande impacto nas suas atividades de vida diaria (AVDS).
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Isso enfatiza a necessidade de novos tratamentos neuroprotetores seguros e eficazes

destinados a prevenir ou minimizar os danos acusados pelo AVE.

2.1 Os chas provenientes da Camellia sinensis como estratégias de

neuroprotecéao

Recentemente, a compreensdo do controle redox nas células nervosas e a
identificacdo de novas terapias neuroprotetoras baseadas na atividade antioxidante
tém recebido grande atencdo (MACEDO et al., 2017).

Dentre as terapias antioxidantes, destacam-se 0s chas provenientes da
Camellia sinensis (familia Theaceae), que apresentam propriedades antioxidantes
bem estabelecidas (LEE et al., 2014; YASMEEN e HASNAIN, 2015). O mecanismo
antioxidante atribuido a Camellia sinensis parece estar relacionado, principalmente, a
presenca de catequinas, que atuam junto aos radicais livres (YASMEEN e HASNAIN,
2015).

Existem varios tipos de chas provenientes da Camellia sinensis, incluindo o
cha verde (ndo fermentado), vermelho (parcialmente fermentado) e preto
(completamente fermentado) (LEE et al., 2014). Trabalhos recentes tém procurado
comparar os efeitos destes chéas, jA que, embora sejam provenientes da mesma
planta, sua constituicdo e suas propriedades variam devido aos diferentes
processamentos (MARTINS et al., 2017; SCHIMIDT et al., 2017). A fermentacao
influencia os conteudos de catequinas (SOARES et al., 2013; BANERJEE e
CHATTERJEE, 2015) e, por isso, os resultados antioxidantes podem diferir entre os

diferentes chas.
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No geral, os trabalhos envolvendo modelos de doenca ou injuria ao Sistema
Nervoso Central (SNC) demonstram que os chas verde e vermelho tém maior
potencial neuroprotetor que os demais (MARTINS et al., 2017; SCHIMIDT et al., 2017),
mas suas propriedades e efeitos ndo sao iguais. As diferengas nos efeitos dos
diferentes chas podem se dar quantidade de polifendis, que nédo € igual entre os chas,
especialmente das catequinas (BANERJEE e CHATTERJEE, 2015). A presenga da
epigalocatequina galato (ECGC) pode ser o principal fator na agdo neuroprotetora do
cha verde em doencas cerebrais e desempenho cognitivo (XICOTA et al., 2017), isso
porque a administragéo isolada da catequina mostrou um potencial neuroprotetor para
as células gliais em estudo utilizando células in vitro (JIN et al., 2013), bem como
diminuicdo do déficit neurolégico em um modelo de isquemia-reperfusdo em ratos
(YAOQ, C. et al., 2014).

Em trabalhos anteriores o cha verde demonstrou importante atividade
neuroprotetora nos déficits mnemonicos decorrentes de diversas doencas
neurolégicas, como a isquemia cerebral (SCHIMIDT et al., 2014) e HIC (ALTERMANN
et al., 2017) e a Doenca de Alzheimer (REZAI-ZADEH et al., 2008; SCHIMIDT et al.,
2017). Estes resultados parecem estar relacionados ao grande potencial que o cha
verde apresenta para eliminar os radicais livres (OKELLO et al., 2011; ZUO et al.,
2015), provavelmente devido a abundante presenca de polifendis, que atuam
neutralizando o excesso de ferro livre, agindo como quelantes (BANERJEE e
CHATTERJEE, 2015). Alem disso, os efeitos neuroprotetores dos chas podem ser
atribuidos ndo s6 a sua capacidade antioxidante, mas também a sua acdo anti-
inflamatoria, ativacao de PKC, inibicdo da acetilcolinesterase e efeitos em outras vias

(IDE et al., 2014).
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Além dos polifendis, os chas apresentam diversos compostos, como a cafeina
(1,3,7-trimetilxantina) (BUTT e SULTAN, 2011), que apresenta efeitos neuroprotetores
contra disturbios neurolégicos, como Doencas de Alzheimer e Parkinson (MAIA e DE
MENDONCA, 2002; XU et al., 2006), agindo como antagonista de receptores de
adenosina (A2A) (CUNHA e AGOSTINHO, 2010). Esses achados nos remetem a
importancia do estudo dos efeitos dos chas e ndo s6 de seus componentes isolados,
tendo em vista os diversos compostos presentes na infuséo que podem contribuir para
a sua atividade neuroprotetora.

O cha vermelho por sua vez, apresenta menores niveis de catequinas em sua
composicado (MARTINS et al., 2017), isso porque sua forma de processamento difere
em relagdo ao cha verde (LEE et al.,, 2014). Mesmo assim, estudos recentes
mostraram o efeito benéfico da administracdo cha vermelho sobre a memoéria em
modelos de isquemia-reperfusdo (MARTINS et al., 2017) e da doenca de Alzheimer
(SCHIMIDT et al., 2017).

Sendo assim, buscamos investigar os efeitos dos chas verde e vermelho,
tendo em vista o potencial terapéutico de ambos em doencas neurodegenerativas

previamente estudadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa foi investigar o possivel efeito neuroprotetor
dos chas verde e vermelho provenientes da Camelia sinensis, considerando a funcéo
motora e o equilibrio oxidativo estriatal em um modelo de Hemorragia intracerebral

(HIC).

3.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos desta pesquisa foram:

- Verificar os efeitos da HIC sobre a fungdo motora de ratos Wistar;

- Verificar os efeitos da HIC sobre o dano oxidativo em tecido neural envolvido
na funcdo motora (estriado) de ratos Wistar,;

- Verificar os efeitos neuroprotetores do ché verde proveniente da Camellia
sinensis sobre a fungdo motora em um modelo de HIC em ratos;

- Verificar os efeitos neuroprotetores do cha vermelho proveniente da Camellia
sinensis sobre a fungdo motora em um modelo de HIC em ratos;

- Verificar os efeitos neuroprotetores do ché verde proveniente da Camellia
sinensis sobre o dano oxidativo estriatal em um modelo de HIC em ratos;

- Verificar os efeitos neuroprotetores do cha vermelho proveniente da Camellia

sinensis sobre o dano oxidativo estriatal em um modelo de HIC em ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Grupos experimentais

O delineamento experimental desta pesquisa é apresentado de forma
detalhada na Figura 2. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
para Uso Animal da Universidade Federal do Pampa — Uruguaiana/RS (onde foram
realizados os experimentos) sob o protocolo nimero 002/2017 (ANEXO 1), estando de
acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N°

85-23, revised 1996).

i ’ Suplementacdo com Cha Verde, Cha Vermelho ou Veiculo

)

10 dias

antes da HIC
CARREDN | | Cirurgiade | | CARREDN | | CARREDN | | CARREDN | | s
(uma vez ao Treino HIC ou Sham Teste Teste Teste Eutanasia
dia)
Dia-10 Dia -1 Dia0 Dia 1 Dia3 Dia7 Dia8
Inicio dos
teses
Bioquimicos

Figura 2: Desenho experimental: Todos os ratos foram suplementados com ché
verde, cha vermelho ou veiculo (agua) durante 10 dias antes da cirurgia para inducao
da ICH ou cirurgia sham. Vinte e quatro horas antes da cirurgia, os ratos foram
submetidos a treinamento em testes neuromotores (Campo Aberto: CA, Rorarod: RR,
Escala de Déficit Neuroldgico: EDN). ApOs a cirurgia, 0s animais permaneceram 24
horas em recuperacéo. Nos dias 1, 3 e 7 apds a cirurgia, os ratos foram submetidos a
testes neuromotores. Durante todos os dias de testes comportamentais, 0S ratos

continuaram a receber suplementacao de cha ou veiculo. No oitavo dia, os ratos foram
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eutansiados e o estriado foi isolado para testes bioquimicos, que se iniciaram no dia

seguinte.

Foram utilizados ratos Wistar machos com 3 meses de idade, pesando entre
300 e 350g (n = 40) obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Maria/RS unicamente para a realizacdo deste estudo.

Os ratos foram alojados em caixas plasticas especiais com capacidade para
4 animais, forradas com maravalha autoclavada, mantidos em um ciclo claro/escuro
de 12h (luz a partir das 7h e escuro a partir das 19h), com agua e racao a vontade e
uma temperatura ambiente de 22 + 1°C. As caixas foram trocadas e limpas a cada 2
dias. Todas as precaucdes foram tomadas com o intuito de minimizar o sofrimento dos
animais e de reduzir o numero de animais utilizados.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: sham tratado com
agua (controle, n = 10); HIC tratado com agua (n = 10), HIC tratado com Cha Verde
(n =10); e, HIC tratado com Cha Vermelho (n=10). Apés o periodo de suplementacao
e a cirurgia (HIC ou sham), para verificar os danos motores os ratos foram submetidos
aos testes comportamentais: Tarefa de Campo Aberto, Rotarod e Escore Neuroldgico
(NDS) (Figura 2). Para as andlises do estado redox do tecido estriatal foram
analisados os niveis de espécies reativas pelo método de DCFH, a peroxidacéo
lipidica através do método de TBARS, o0s niveis da enzima antioxidante glutationa

(GSH) e a capacidade antioxidante total pelo método FRAP.

4.2 Preparacao e suplementacdo com os chas

Os chas verdes e vermelhos foram adquiridos de um fornecedor local
(Madrugada Alimentos Ltda., Venancio Aires, RS, Brasil).
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Para a preparacdo dos chas, a agua foi fervida e mantida em repouso até
atingir a temperatura de 90°C. Os chés foram infundidos e abafados durante 3 minutos
em repouso. Em seguida os chas foram filtrados (usando papel filtro) e armazenados
em um recipiente imerso em gelo.

Os chas foram administrados por via orogastrica (gavagem) imediatamente a
preparacdo em uma dose de 400 mg/ml/dia, e foram preparados diariamente (WU et
al., 2012). A presenca de epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC),
epigalocatequina galato (EGCG) e galato de epicatequina (ECG) nas amostras de cha
foi determinada por cromatografia liquida de alta performance (sistema HPLC YL9100,

Young Lin, com detector de matriz de diodos) (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracdo de catequinas (mg/mL) encontrada em amostras
de verde e vermelho. (ND: Nao detectado).

Catequinas Cha Verde Cha Vermelho
(-)-Epigalocatequina 6412.14 ND
(-)-Epicatequina 5736.00 5442.34
(-)-Epigalocatequina galato 9405.42 ND
(-)-Epicatequina galato 2609.19 ND

4.3 Drogas e reagentes

A colagenase utilizada para a mimetizacao do quadro hemorragico e todos os
reagentes utilizados para as analises bioquimicas pré e antioxidantes foram

adquiridos da Sigma-Aldrich.
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4.4 Hemorragia intracerebral

Todo o procedimento cirargico foi realizado com o0s ratos previamente
anestesiados com cetamina (10%) e xilazina (2%), administrados intra-
peritonealmente (i.p.), nas doses de 0,75mg/Kg e 0,10mg/Kg, respectivamente.
Confirmado o plano anestésico, os ratos foram posicionados e fixados na mesa
estereotaxica, onde foi realizada a assepsia do escalpo com etanol 70% e PVPI e
posterior incisdo na linha média.

A fim de administrar colagenase no estriado direito, os animais tiveram o
cranio perfurado seguindo as coordenadas do Atlas de (PAXINOS et al., 1980), sendo
elas: Antero-posterior +0,5 mm; Latero-lateral -3,5 mm; Dorso-ventral +6,5 mm, a
partir da dura-mater. Utilizando uma agulha Hamilton (Reno, NV, USA) e com o auxilio
da bomba de infusdo, 1uL de colagenase (0,2U) foi administrada ao longo do periodo
de 5 minutos. A agulha foi removida ap6s 5 minutos adicionais no intuito de evitar o
refluxo sanguineo (HWANG et al., 2013). Um parafuso de metal pequeno foi inserido
na abertura, seguido da aplicacdo de anestésico local (lidocaina 40mg/g) e da

utilizacdo de grampos para sutura da incisao.

4.5 Testes Comportamentais

Os treinos dos testes comportamentais foram realizados um dia antes da
cirurgia (HIC ou sham) e os testes nos dias 1, 3 e 7 ap0s a cirurgia (Figura 2). Os
experimentadores que realizaram as avaliagbes eram cegos ao tratamento, e

treinados para a tarefa.
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4.5.1 Tarefa de Campo Aberto

Para avaliar os danos nas atividades locomotora e exploratéria causados pela
HIC e a influéncia dos chéas sobre esses danos foi utilizado o teste de Campo Aberto
(Figura 3). O aparato utilizado para este teste consiste em uma caixa de madeira com
o assoalho dividido em 12 quadrantes com igual area de superficie (BONINI et al.,

2006).

F/’I]-E\-?:\ o B
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" 1 5 min
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MNamero de cruzamentos
({crossing)

Figura 3: Esquema representativo do teste de Campo Aberto. Os ratos foram
colocados individualmente no aparato, sempre no mesmo quadrante. Durante o tempo
de 5 minutos o experimentador contou o nimero de cruzamentos de cada rato pelas

linhas.

O rato foi gentilmente colocado na arena do campo aberto (i.e., a caixa), a
qual ele pode explorar livremente por 5 minutos. Durante este tempo foi registrado o
namero de linhas cruzadas, que representa a variavel teérica para a atividade

locomotora (BONINI et al., 2006).
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4 5.2 Tarefa de Rotarod

Com o intuito de avaliar as alteracdes da funcdo motora e equilibrio dos ratos
foi realizada a tarefa de Rotarod (Figura 4). O aparelho rotarod € composto por uma
arena dividida em baias que contém um cilindro rotativo de 5 cm de diametro, 8 cm de

largura e 20 cm de altura, com um gravador de quedas automatico.
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6 minutos

o sa sls s sle 5 5l sls

Contar
. 5x

Aceleracdo 20 rpm

Numero de quedas + tempo v, Retirado do teste
crescente

de laténcia para 1 queda ../

Figura 4: Esquema representativo do teste de Rotarod. Foram colocados 4
animais por vez, um em cada baia. O experimentador contou o numero de quedas e
a laténcia para a primeira queda a fim de avaliar o equilibrio e a locomoc¢éo dos

animais.

No dia do treino os animais foram colocados sobre o cilindro estatico por 2
minutos, para que os ratos pudessem se habituar ao aparato. Em seguida, o aparato
foi ligado, com velocidade ajustada em 16 rpm, com aceleracdo crescente durante 6
minutos. Nos dias de teste, os animais foram colocados no aparelho durante 6 minutos
com velocidade ajustada em 20 rpm, com aceleracdo crescente. Tanto no treino
guanto no teste foram ser contabilizados o nimero de quedas e a laténcia de cada
uma, e posteriormente os ratos foram recolocados em suas caixas-moradia

(STROOBANTS et al., 2013).
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4.5.3 Escore de Déficit Neurolégico

O Escore de Déficit Neurologico (EDN) (Figura 5) é uma bateria de testes de
facil utilizacdo que pode ser utilizado logo apés o AVE em modelos experimentais.
Essa bateria de testes consiste em observar, nos animais, a ocorréncia de: giros
espontaneos para o lado ipsilateral a lesdo; retracdo contralateral dos membros
posteriores; apreensédo bilateral das patas dianteiras; capacidade de caminhada na

viga e flexdo do membro anterior contralateral.
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Figura5: Esquema representativo do Escore de Déficit Neuroldgico. Os ratos sdo
avaliados sendo observada a ocorréncia de eventos motores especificos. A pontuacéo
dos ratos pode variar de 0 (nenhum dano neurolégico) a 14 (dano neuroldgico grave).

Os animais receberam pontuacdo de 0 a 4 em cada uma das tarefas, de
acordo com seu desempenho neuromotor (O corresponde a nenhum déficit

neuromotor e 4 representa um déficit neuromotor grave) (WARKENTIN et al., 2010).
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4.6 Andlises Bioquimicas e Preparacdo das Amostras

No sétimo dia ap0s a cirurgia, apos o ultimo teste comportamental os animais
foram eutanasiados com auxilio de uma guilhotina para ratos, os encéfalos foram
retirados e os estriados ipsilaerais a lesdo foram dissecados para as analises
bioquimicas. Em seguida os tecidos foram homogeneizados em Tris HCI 50 mM, pH
7,4 na proporcao 1:5 (p/v) e o sobrenadante obtido apds centrifugacdo (S1) foi

utilizado para avaliar o estado redox do tecido estriatal, como descrito a seguir.

4.6.1 Niveis de Espécies Reativas (RS)

Os niveis de espécies reativas foram determinados por um método
espectrofluorimétrico, usando 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCF-D). As
amostras foram incubadas no escuro com 5 pL de DCF-C (1mM). Foi monitorada a
oxidacdo da DCF-D para diclorofluoresceina (DCF) fluorescente pelas espécies
reativas. A emissao da intensidade de fluorescéncia foi realizada em 520 nm (com
excitacdo de 480 nm) 60 minutos apos a adicdo da DCF-D, em espectrofluorimetro
Shimadzu modelo RF-5301PC. Os resultados foram expressos em UF em

porcentagem do controle.

4.6.2 Peroxidacdao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada pela formacéo de espécies reativas ao
acido tiobarbitario (TBARS), como descrito por (OHKAWA et al., 1979), na qual o

malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacdo de acidos graxos,
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reage com o acido tiobarbiturico (TBA) para formar um complexo colorido. Os valores
de MDA foram determinados a partir do coeficiente de absorbéncia do complexo MDA-

TBA em 532 nm = 1,56 x 105 cm/mmol.

4.6.3 Niveis de Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH presentes nas amostras foram determinados segundo o
método de Hissin e Hilf (1976). As amostras foram precipitadas com &cido perclorico.
Apos a centrifugacao, foi utilizado o sobrenadante claro contendo GSH. Os niveis de
GSH do sobrenadante foram determinados em espectrofluorimetro utilizando o orto-

phtaldeido, com excitacdo de 350 nm e emissao de 420 nm.

4.6.4 Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total foi mensurada pelo ensaio antioxidante em
microplaca do poder de reducao do ferro (FRAP).

O reagente de trabalho de FRAP foi preparado misturando 25 ml de tampé&o
de acetato, 2,5 ml de solugcdo de TPTZ e 2,5 ml de solucdo de FeCl 3.6 H20, sendo
que 10 pL de homogeneizado foi adicionado no reagente de trabalho de FRAP de 300
ML em uma microplaca (BENZIE e STRAIN, 1996). Foi utilizada uma curva padrao
com trolox de 10 pL (concentracbes de 15, 30, 60, 120 e 240 mM) e 300 pL de
reagente de trabalho de FRAP. A microplaca foi incubada a 37°C durante 15 minutos
antes de ler no Leitor de Microplacas SpectraMax M5 a 593 nm. Cada amostra foi

analisada em triplicata.
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4.7 Determinacao de proteina

O conteudo de proteina das amostras foi medido colorimetricamente pelo
Método de (Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino (1 mg mL-1) como

padrao.

4.8 Andlise estatistica

A normalidade de distribuicdo dos dados foi verificada através do teste de
Shapiro-Wilk. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM), e foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo
teste pés-hoc de Tukey, quando apropriado. O nivel de significancia foi estabelecido

em 0,05 para todas as analises.
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5 RESULTADOS

Para que fosse possivel a compreenséo dos danos funcionais causados pela
HIC e a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com os chas verde e vermelho na
reversao destes danos, foram realizados os testes comportamentais e bioquimicos,

cujos resultados sdo descritos a seguir.

5.1 Tarefa de Campo Aberto

A atividade locomotora foi avaliada utilizando o teste de Campo Aberto (CA).
Na analise, observamos uma diferenca na capacidade locomotora entre 0s grupos nos
dias 1 (F (3,36) = 4,621, P = 0,0078, Fig. 6A) e 3 (F (3,36) = 4,777, P = 0,0067, Fig.
6A). No entanto, no dia 7, ndo houve diferenca entre os grupos (F (3,36) = 1,563 P =
0,215, Fig. 6A). O teste de post-hoc mostrou que os ratos do grupo HIC apresentaram
diminuicdo na capacidade locomotora em comparac¢éo aos ratos sham no dia 1 (P <
0,05, Fig. 6A) e no dia 3 (P < 0,05, Fig. 6A). No dia 7, ndo houve diferenca na atividade
locomotora entre os ratos HIC e os ratos sham (P > 0,05). Além disso, ndo observamos
diferencas na locomocéo entre grupos que receberam os chas verde ou vermelho +
HIC e HIC nos dias 1 e 3 (P > 0,05, HIC vs. HIC+ chas Fig. 6A), porém, o cha vermelho
+ HIC apresenta atividade locomotora similar ao controle grupo no dia 1 (P = 0,0078,

Fig. 6A) e no dia 3 (P = 0,0067, Fig. 6A).
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Figura 6: Efeitos da administracdo de cha verde e vermelho na funcao
neuromotora apés a HIC em ratos. (A) Teste de Campo Aberto: nimero de
cruzamentos (atividade locomotora e exploratoria); (B) Teste de Rotarod: laténcia para
a primeira queda em segundos; (C) Teste de Rotarod: niumero total de quedas; (D)
Escala de déficit neuroldgico: pontuacéo total. Os dados sdo apresentados como a
média (E.P.M). ANOVA de uma via. * P < 0,05 em comparacdo com o grupo sham, #

P < 0,05 em comparagéo com o grupo HIC (n =10/ grupo).

5.2 Tarefa de Rotarod

Quando testamos o equilibrio dos ratos, através do teste de Rotarod,
observamos diferenca entre os grupos nos dias 1 (F (3, 36) = 5,264, P = 0,004, Fig.
6B), 3 (F (3,36) = 2,925; P = 0,046 Fig. 3B) e 7 (F (3,36) = 6,352, P = 0,001, Fig. 6B),

considerando a laténcia para a primeira queda. Além disso, observamos que os ratos
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do grupo HIC apresentaram déficit de equilibrio (menor laténcia para a primeira queda
do que os animais de controle) nos dias 1, 3 e 7 (P < 0,05, Fig. 6B). A suplementacéo
com ch& verde ou vermelho mostrou um efeito neuroprotetor no sétimo dia (P < 0,05
para cha verde, P < 0,01 para cha vermelho Fig. 6B). Além disso, ndo houve
diferengas no equilibrio entre os grupos cha verde ou vermelho + HIC e HIC nos dias
1e 3 (P>0,05, HIC vs. HIC + chas Fig. 6B), porém, o cha vermelho + HIC apresentou
equilibrio similar ao encontrado nos ratos sham no dia 3 (P = 0,046).

Considerando o numero de quedas (teste de Rotarod), observamos diferenca
entre os grupos nos dias 1 (F (3, 36) = 5,698, P = 0,0027), 3 (F (3,36) = 4,832, P =0,
0063) e 7 (F (3,36) = 5,921, P = 0,002, Fig. 6C). Os ratos ICH mostraram um maior
namero de quedas (diminuicdo do equilibrio) do que nos ratos sham nos dias 1,3 e 7
(P < 0,05, Fig. 6C). O cha verde reverteu este déficit no dia 3 (P < 0,05, Fig. 6C) e 7
(P < 0,01, Fig. 6C), bem como o cha vermelho no dia 3 (P < 0,05 Fig. 6C) e 7 (P <

0,01 Fig. 6C).

5.3 Escore de Déficit Neuroldgico

Na avaliacdo do déficit neuroldgico (EDN), encontramos diferencas entre os
grupos nos dias 1 (F (3.36) = 20,47, P < 0,0001, Fig 6D), 3 (F (3,36) = 7,704, P =
0,0004, Fig 6D) e 7 (F (3,36) = 4,21, P = 0,013, Fig. 6D). Os ratos HIC apresentaram
maior déficit neurolégico quando comparados aos ratos sham nos dias 1 (P < 0,0001
Fig. 6E), 3 (P < 0,001 Fig. 6D) e 7 (P < 0,05 Fig 6D). O cha verde e o cha vermelho
foram capazes de reverter esses déficits no dia 1 (cha verde: P < 0,05, cha vermelho:
P < 0,05, Fig 6D). O cha verde também reverteu o déficit neuroldgico no dia 3 (P <

0,05, Fig 6D).
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5.4 Niveis de Espécies Reativas (RS)

As analises estatisticas mostraram uma diferenga significativa no nivel

estriatal de espécies reativas (DCFH) (F (3,20) = 6,850, P = 0,0137. Fig. 7A). O post-

hoc mostrou que ratos HIC apresentaram ERs aumentadas em comparacdo com o

grupo sham (P < 0,01). Nem o cha verde (P > 0,05) nem o cha vermelho (P > 0,05)

conseguiu reverter o estresse oxidativo estriatal.
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Figura 7: Efeitos daadministracdo de chaverde e vermelho sobre dano oxidativo

e marcadores antioxidantes no estriado ap6s a HIC em ratos. (A) niveis EROs

pelo método DCFH; (B) Niveis de peroxidacdo lipidica por TBARS (Substancia
Reativa de Acido Tiobarbittrico); (C) Niveis de glutationa (GSH); (D) Capacidade

antioxidante total pelo método FRAP. Os dados sdo apresentados como a meédia

(E.P.M). Anova de uma via: * P < 0,05 em comparagcéo com o grupo sham; #P < 0,05

em comparacdo com o grupo ICH (n = 6 / grupo). CVD: administracdo de cha verde;

CVM: administragdo de ch& vermelho.
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5.5 Peroxidacéo lipidica

Houve diferenca entre os grupos na lipoperoxidacédo (medida pelo método de
TBARS) (F (3,20) = 7,144; P = 0,0019, Fig. 7B). Os ratos HIC mostraram um aumento
na lipoperoxidagdo em comparagdo com os ratos sham (P < 0,05); tanto o chéa verde
como o cha vermelho evitaram esse aumento (cha verde: P < 0,01 vs. HIC, cha

vermelho: P < 0,01 vs. HIC). Fig. 7B).

5.6 Niveis de GSH e capacidade antioxidante total

N&o encontramos diferencas entre os grupos nos niveis de GSH (F (3, 20) =
0.4608, P = 0.7127, Fig. 7C) e na capacidade total antioxidante (FRAP; F (3, 20) =

0,2767, P = 0,8415, Fig. 7D).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, determinamos o potencial terapéutico de chéas verde e vermelho
provenientes da Camellia sinensis sobre os danos causados pela HIC em ratos.
Nossas principais descobertas mostram que os dois chas sédo capazes de proteger
parcialmente os déficits neuromotores e oxidativos causados pela HIC. Os dois chas
testados ndo mostraram efeito protetor em relacéo a atividade locomotora dos ratos
guando testada no Campo Aberto em nenhum dos dias de teste. No entanto, foram
capazes de proteger contra o dano no equilibrio (RR) e déficits neuroldgicos (EDN) no
primeiro e terceiro dia apos a lesdo, além de levarem a uma diminui¢do da formacéao
de produtos de peroxidacao lipidica.

A HIC esta intimamente associada ao dano do motor (AURIAT et al., 2010;
WADDEN et al., 2015) e deficiéncias cognitivas (HUIJBEN-SCHOENMAKERS et al.,
2017). Estes danos motores podem ser resultado das lesdes locais e peri-lesdes
(TAKAMATSU et al., 2016) no tecido encefalico, e podem estar relacionadas ao
estresse oxidativo (CHANG et al., 2014). Nossos resultados mostraram que a HIC
gera danos locomotores (teste de CA) em ratos, e esses danos perduram por até 3
dias apds a lesdo. No entanto, neste caso, nenhum dos dois chas foi capaz de
proteger totalmente contra tais danos. Um achado significativo € que no sétimo dia
apos a lesao foi observada uma recuperacdo espontanea em relacdo a atividade
locomotora, 0 que nos impede de avaliar se os chas tém um efeito protetor neste caso.
Estes resultados estdo de acordo com Lu et al. (2005), que mostraram que, apés uma
lesdo hemorragica, os ratos tendem a uma recuperagdo espontanea em relacdo ao
dano motor (LU et al., 2015). Essa recuperacdo espontanea pode ser resultado da

plasticidade dendritica dependente da atividade neuronal na area de peri-leséo ou da
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contribuicdo do hemisfério contralateral para a recuperacao funcional e motora apos
0 AVE (CRAMER, 2008).

Além disso, nossos resultados mostraram que ratos do grupo HIC
apresentaram comprometimento do equilibrio (teste RR), e que este
comprometimento foi mantido até o sétimo dia apds a HIC. Nesse caso, 0s chas verde
e vermelho foram capazes de proteger contra tais danos nos dias 3 e 7 ap0s a leséo.
No dia 7, os ratos que receberam suplementacdo de cha verde e vermelho
apresentaram recuperacao significativa em relacao a laténcia para a primeira queda
e também para o numero de quedas.

O dano no equilibrio (RR) causado pelo AVE em ratos ja € bem estabelecido,
tanto nos caso dos danos causados por eventos hemorragicos cerebrais (ZHAO et al.,
2017), quanto no caso dos danos causados pela isquemia-reperfusao cerebral (SOSA
et al., 2015). As estratégias que buscam a administracdo de agentes antioxidantes
tém sido amplamente utilizadas como uma forma de prevencéo ou tratamento para 0s
eventos hemorragicos (TITOVA et al., 2007; ROJAS et al., 2008). Como exemplo de
estratégia antioxidante podemos citar a apocinina, que foi descrita como estratégia
eficaz contra danos motores, diminui¢cdo do volume da leséo e prevencao do estresse
oxidativo causado pela HIC (TITOVA et al., 2007). Além disso, estudos anteriores ja
demonstraram o efeito neuroprotetor associado a capacidade antioxidante do cha
verde em relacdo ao equilibrio tanto em modelos de HIC (SOUZA et al.,2017).

O déficit neuromotor foi avaliado nesse estudo usando o escore de déficit
neurolégico (EDN), que é uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar o dano
neurolégico apo0s a ocorréncia de AVE (WARKENTIN et al.,, 2010). Os déficits

neuroldgicos foram mantidos do primeiro ao sétimo dia apos a lesdo hemorragica. O
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cha verde foi eficaz na protecédo contra os déficits neurolégicos no dia 1 e 3 apos a
les&o, enquanto o cha vermelho foi efetivo apenas no dia 1 apos a lesao.

Em outro estudo utilizando um modelo de HIC em ratos, a severidade dos
danos neuromotores foi estabelecida apds o evento hemorragico (ZHAO et al., 2017).
Além disso, achados prévios do nosso grupo mostraram o efeito benéfico do cha verde
sobre o dano hemorragico no terceiro dia apés a lesdo (SOUZA et al., 2017), mas 0s
efeitos do ch& vermelho ainda nédo tinham sido relatados.

Sabe-se que os mecanismos de lesdo hemorragicos estédo relacionados ao
aumento da producéo de radicais livres e consequente estresse oxidativo (WU et al.,
2012; CHANG et al., 2014). Neste estudo, a HIC induziu um aumento na formagéo de
espécies reativas e na peroxidacao lipidica no tecido estriatal. O cha verde e o cha
vermelho foram capazes de proteger o tecido estriado contra a peroxidagao lipidica.
Em relagdo aos marcadores antioxidantes, ndo detectamos nenhuma alteragéo
causada pela HIC, tampouco pela suplementacdo com os chas. Em um estudo recente
utilizando mesmo modelo de lesdo e tempo para as andlises bioquimicas, também
nao foram encontradas diferencas nos marcadores antioxidantes (SOUZA et al.,
2017), no entanto, estes achados ndo estédo de acordo com toda a literatura disponivel
(SHANG et al., 2013). Essas diferencas em relacdo aos resultados referentes a
marcadores antioxidantes podem ser explicadas por variacbes nos protocolos de
inducéo de HIC e na janela temporal até os testes bioquimicos. Além disso, a dose
dos chas foi escolhida com base em estudos prévios que que demonstraram melhora
da memoéria e niveis reduzidos de biomarcadores de pro-oxidantes apés lesdo
cerebral isquémica (XU et al., 2006).

A (-) —epigalocatequina-galato (EGCG) é o componente predominante do cha

verde (GRAHAM, 1992), e, em estudos previos, foi relacionada com a plasticidade
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neuronal (XIE et al., 2008), melhora da fungcdo cognitiva e capacidade de
aprendizagem (HAQUE et al., 2006). Além disso, a EGCG também demonstrou
reduzir a morte celular tardia no hipocampo e o dano neuronal excitotoxico que ocorre
em lesdes isquémicas em ratos (YAO, C. et al., 2014). No entanto, 0 mecanismo
preciso da atividade neuroprotetora da EGCG ndo é claro (YAO, H. T. et al., 2014).

No cha vermelho, os niveis de EGCG ndo séo detectaveis, porém, os niveis
de epicatequinas (EC) apresentam valor significativamente menor em comparacao
aos apresentados no cha verde (CHANG et al., 2014; SCHIMIDT et al., 2017). No
entanto, a EC também é relacionada com a neuroprotecao, tendo potencial descrito
para reduzir o volume de lesdo, danos oxidativos e déficits neurolégicos em um
modelo de HIC em camundongos (CHANG et al., 2014). Os beneficios causados pela
EC podem estar relacionados a reducédo na atividade da caspase-3 e no nivel de
proteina B1 (HMGB-1) do grupo de alta mobilidade. Além disso, a EC esta relacionada
a diminuicdo da deposicao de ferro através da via Nrf2, diminuindo a morte celular
dependente do ferro (CHANG et al., 2014).

A administracdo dos chas provenientes da Camellia sinensis e da EGCG
isolada ja foi descrita como estratégia neuroprotetora em diferentes modelos de lesbes
cerebrais, reduzindo o déficit motor, o estresse oxidativo e o volume de lesGes na
isquemia focal e global (WU et al., 2012; CHANG et al., 2014). Um estudo recente
realizado em nosso laboratério, que buscou avaliar a capacidade neuroprotetora de
guatro chas da Camellia sinensis (branco, verde, vermelho e preto) em um modelo de
isquemia-reperfusdo, mostrou que os chas que tém o maior efeito neuroprotetor sobre
a memoria e sobre o estresse oxidativo sdo os chas verde e vermelho, porém, os
melhores efeitos neuroprotetores foram associados a administracdo de cha verde

(MARTINS et al., 2017).
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Em um outro estudo usando os chas verde, vermelho e preto (Camellia
sinensis), em um modelo de Doenca de Alzheimer, Schimidt e colaboradores (2017)
sugerem que a suplementacdo com os chas verde e vermelho podem evitar déficits
nas memorias de reconhecimento social e de objetos relacionados a doenca de
Alzheimer, mas apenas o cha verde evitou o dano oxidativo no hipocampo (SCHIMIDT
et al., 2017). Esses efeitos podem estar intimamente relacionados com a maior
quantidade de catequinas presentes no ché verde (GU et al., 2014; LEE et al., 2014).

Além da capacidade antioxidante, os efeitos neuroprotetores dos chas podem
estar relacionados ao seu potencial antiinflamatério e a inibicdo da acetilcolinesterase
(IDE et al., 2014), no entanto, esses mecanismos nao sdo completamente claros.
Alguns dados da literatura sugerem que os efeitos benéficos dos chas sédo
principalmente relacionados ao polifenol das catequinas e seus derivados (MANDEL
et al., 2006), porém, essa ndo é a Unica explicagdo para sua capacidade
neuroprotetora. A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), por exemplo, encontrada em bebidas
como café e cha (BUTT e SULTAN, 2011) ja teve seus efeitos neuroprotetores
evidenciados em casos de Doenca de Alzheimer e convulsbes (XU et al., 2006;
SOUZA et al., 2013). Em particular, a neuroprotecao fornecida pelo consumo crénico
de cafeina € mediada pelo antagonismo dos receptores A2A da adenosina (CUNHA
e AGOSTINHO, 2010). Assim, os efeitos neuroprotetores dos chas também podem
ser atribuidos a cafeina. A grande quantidade de compostos nos chas enfatiza a
importancia de usar a mistura de cha verde ou vermelho em vez de seus componentes
isolados, porque a capacidade antioxidante dos chas pode estar relacionada a
atividade combinada de seus varios componentes antioxidantes (YANG et al., 2015).

Considerando que a HIC é o subtipo mais grave do AVE e a maioria dos

sobreviventes nao recupera a independéncia funcional (FLOWER e SMITH, 2011), é
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importante procurar estratégias de tratamento eficazes para esses casos. Em nosso
estudo demonstramos que os chas verde e vermelho séo estratégias eficazes para
controlar os danos causados pela HIC em ratos, mas os mecanismos neuroprotetores
envolvidos requerem investigacfes adicionais para que possam ser completamente

elucidados.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, podemos afirmar que os
chas verde e vermelho provenientes da Camellia sinensis s&do estratégias
parcialmente eficazes para promover neuroprotecdo em casos de hemorragia
intracerebral.

Além disso, nossos resultados permitem afirmar que:

- A HIC causa danos motores e oxidativos no tecido neural envolvido na
funcdo motora (estriado) dos ratos.

- A HIC né&o altera os niveis de enzimas antioxidantes no tecido neural
envolvido na funcdo motora (estriado) em ratos.

- Os chas verde e vermelho atenuam parcialmente os danos motores
causados pela HIC em ratos.

- Os chas verde e vermelho atenuam parcialmente os danos oxidativos
causados pela HIC.

- Os chas verde e vermelho n&o tém influéncia sobre as enzimas
antioxidantes.

Sendo assim, podemos dizer que o estudo fisiopatolégico e morfolégico do
AVE hemorragico e das diferentes estratégias antioxidantes disponiveis é de extrema
importancia, pois, embora existam varios estudos relacionando estratégias
antioxidantes ao dano hemorragico, ainda existem lacunas nos mecanismos
fisiopatolégicos da doenca, bem como nos mecanismos de neuroprotecdo dos
agentes antioxidantes.

Assim, é importante que mais investigacdes sejam feitas nesta linha, visando

um maior entendimento dos mecanismos de a¢do envolvidos nos efeitos dos chaés,
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principalmente do cha vermelho, menos estudado que o verde, e até os outros chas

provenientes da Camellia sinensis, diante de um evento hemorragico.
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