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Título: Avaliação eletrofisiológica da ação da (+)-catequina em um
modelo animal de isquemia cerebral.

Autor: Francisco Romero Cabra!
Dissertação de Mestrado em Farmacologia - UFC, 2001

RESUMO

No presente trabalho, objetivamos demonstrar uma possível
atividade citoprotetora de três diferentes doses de (+)-catequina
(0,5mg, 2,5mg, e 5mg), a partir do estudo da atividade elétrica
cerebral em ratos Wistar. Os animais foram anestesiados com
uretana para indução de isquemia por oclusão bilateral das artérias
carótidas comuns. As ondas eletroencefalográficas foram captadas
a partir de eletrodos subcutâneos na região frontal esquerda (F3),
frontal direita (F4), parietal esquerda (P3), parietal direita (P4), e no
vertex (Cz). A análise eletrofisiológica consistiu da avaliação das
amplitudes absolutas médias dos vários espectros de frequência
(alfa, betai, beta2, betas, teta e delta). O estudo da atividade elétrica
cerebral foi feito com a utilização de um sistema computadorizado
apropriado para a análise eletrofísiológica. Foi verificado um
aumento significativo (p<0,05) das amplitudes absolutas médias dos
diversos espectros de frequência estudados, após a obliteração de
ambas as artérias carótidas comuns e infusão de três doses de (+)-
catequina. A infusão intracarotídea esquerda da solução com 0,5mg
e 2,5mg de (+)-catequina aumentou as amplitudes absolutas
médias dos espectros de frequência do E EG de forma não
homogénea. No entanto, na dose de 5,0mg de (+)-catequina o
aumento das amplitudes absolutas médias foi constante em todos
os espectros de frequência estudados. Concluímos que o modelo
utilizado é adequado para o estudo de substâncias dtoprotetoras no
sistema nervoso central de ratos e que a (+)-catequina exerceu um
efeito citoprotetor na isquemia cerebral induzida pela oclusão das
artérias carótidas comuns de ratos Wistar.
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Electrophysiologjcal evaluation of the effects of (+)-catequina,
using an animal model of cerebral ischaemia.

ABSTRACT

In the present work we tried to demonstrate a possible
citoprotective activity of three different doses of (+)-catechin (0.5,
2.5 and 5.0mg), studying the cerebral electric activity after
ischaemia induced by common carotid arteries bilateral obliteration
of urethane anaesthetized Wistar rats. The electroencephalographic
waves were recorded from subcutaneous electrodes on left frontal
(F3), right frontal (F4), left parietal (P3), right parietal (P4) and vertex
(Cz) regions. The electrophysiological analysis consisted of the
absolute amplitude means evaluation of the several frequency
spectra (alpha, betai, beta2, betas, theta and delta). An appropriate
hardware and software was used to analyze the cerebral electric
activity. We verified a significant increase (p<0,05) of the absolute
amplitude means of the several spectra frequencies evaluated after
obiiteration of both common carotid arteries and infusion of the three
different doses of (+)-catechin solution. The left intracarotid infusion
of 0.5 and 2.5 mg of(+)-catechin in rats caused a non-homogenous
increase of the absolute amplitude means of the EEG spectra
frequencies. However, the dose of 5.0 mg of (+)-catechin promoted
a constant amplification in all of the absolute amplitude means of the
EEG spectra frequencies. We concluded that the method used in
this work is adequate to study citoprotective substances for the rat
central nervous system and that (+)-catechin exerted a
citoprotective effect in cerebral ischaemic rats induced by common
carotid arteries biiatera! obiiteration.
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l INTRODUÇÃO

1.1 GENER.^LÏDADES

A doença vascular cerebral isquêmica é uma das principais causas de

morte e incapacidade em todo o mundo (American Heart Association, 1991).

Mais de 80% de todos os acidentes vasculares cerebrais resultam de isquemia

(Mohretal.,1978).

A isquemia cerebral se caracteriza por uma redução no fluxo

sanguíneo cerebral de intensidade suficiente para que se processe uma

alteração metabólica ou uma lesão cerebral inquestionável. Em última análise,

a redução do fluxo sanguíneo cerebral é secundária à obstrução vascular, ao

decréscimo suficientemente importante da pressão arterial ou a um aumento

de pressão intracraniana, bem como tissular. Assim sendo, a isquemia cerebral

pode ser focal ou regional, quando afeta regiões cerebrais restritas (obstrução

vascular, por exemplo) e global ou sistémica (parada cardíaca ou hipovolemia

transitória, por exemplo). O aporte de oxigénio e substrato energético é uma

exigência constante do tecido cerebral. Segundo Siesjõ et al., 1998 a isqueniia

cerebral começa a se estabelecer, quando há uma redução de, pelo menos,

50% do controle do fluxo sanguíneo cerebral. Quando o fluxo sanguíneo

cerebral se reduz, de modo a atingir cifi-as de 10 a 15 ml/lOOg por minuto

(normal 50-60 mVlOOg por minuto), o cérebro sofre privação de seu substrato
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energético (glicose) e do aceptor de elétrons da cadeia mitocondrial no curso

da fosforilação oxidativa, ou seja, oxigénio (Pulsinelli, 1992). A glicose é o

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

1993).

A compreensão crescente dos mecanismos metabólicos e celulares da

isquemia cerebral global e focal enseja uma grande possibilidade de potenciais

intervenções terapêuticas e de melhor avaliação clínica e pré-clínica.

(Pulsinelli,1992).

/<

1.2 EVENTOS HEMODINÃMICOS RELACIONADOS A ISQUEMIA

CEREBRAL

A oclusão das principais artérias cerebrais produz uma imediata redução

do fluxo sanguíneo cerebral (FSC) para áreas do cérebro supridas por artérias

específicas. A redução do fluxo não é homogénea em todo território

isquêmico, sendo maior no centro, em uma região denominada núcleo

isquêmico. A isquemia toma-se progressivamente menos severa quanto mais

distante estiver da região do núcleo isquêmico até que o fluxo retoma ao

normal em regiões supridas por artérias adjacentes que não foram ocluídas. A

região periférica ao território isquêmico no qual a redução do fluxo é menos

severa, corresponde a também chamada penumbra isquêmica. A relativa
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manutenção da perfusão na região de penumbra isquêmica é resultado do

fluxo colateral originário do território não-isquêmico adjacente (ladecola,

1998). A distribuição regional da redução do fluxo depende da espécie e do

modelo de produção de isquemia focal. Em babuínos com oclusão aguda da

artéria cerebral média (MCA), assim como em humanos, o núcleo isquêmico

está localizado no estriado e no opérculo do córtex cerebral, uma vez que a

área de redução do fluxo menos severa (penumbra) envolve a área adjacente

ao córtex cerebral (Symon et al.,1974). No rato, a oclusão da artéria cerebral

média produz uma maior redução do fluxo no estriado e a penumbra envolve o

córtex parietal (Tamura et al., 1981).

Quando a oclusão arterial é liberada, o fluxo sanguíneo cerebral retoma

ao território isquêmico. Inicialmente há uma fase de aumento do fluxo

(hiperemia pós-isquêmica) que se segue a um longo período de fluxo reduzido

atingindo valores pré-isquêmicos (hipoperfüsão pós-isquêmica). Hiperemia

pós-isquêmica foi aüribuída à liberação de metabólitos vasoativos do cérebro

isquêmíco, assim como por uma diminuição da viscosidade (Hossmann,

1993). Mecanismos neurogênicos vasodilatadores mediados pela inervação

trigeminovascular pode também contribuir para a resposta hiperêmica

(Macferlane et al., 1991). Pensou-se que a hipoperíüsão pós-isquêmica era

resultado da depressão metabólica cerebral que segue à isquemía cerebral e da

obstrução microvascular (ladecola, 1998). Durante esse período pós-

isquêmico a circulação cerebral está em estado de vasoplegia. Assim, a

reatividade cerebrovascular por hipercapnia está deprimida, auto-regulação

cerebrovascular prejudicada, e o aumento no fluxo sanguíneo cerebral

produzido por ativação funcional está também reduzido (ladecola, 1998).
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O restabelecimento do fluxo sanguíneo cerebral reperfunde somente

partes do tecido anteriormente isquêmico. Esse fenómeno de reperfusão

incompleta, é chamada de não-refluxo (Ames et al., 1968), que foi atribuído a

uma multiplicidade de fatores incluindo o aumento da viscosidade sanguínea,

coagulação intravascular, oclusão microvascular provocada por um edema dos

astrócitos e das terminações astrocitárias em tomo dos capilares carebrais,

aumento da pressão intracraniana, edema do endotélio, formação de

microvilosidades endoteliais, hipotensão pós-isquêmica (Hossmann, 1993). O

fenómeno de não-refluxo é mais acentuado no final da isquemia ou quando a

isquemia está associada à obstmção de veias, resultando em retenção do

sangue em microvasos (Hossmann, 1993). A reperfusão incompleta limita a

sobrevivência do tecido pós-isquêmico por impedir a restauração completa do

fluxo para o território isquêmico. Elevação da pressão arterial, hemodiluição,

e controle do equilíbrio ácido-básico no período pós-isquêmico minimizam o

fenómeno de não-refluxo e facilita a recuperação funcional do cérebro

isquêmico (Hossmann, 1993).

Embora os mecanismos dos danos provocados pela isquemia cerebral

não tenham sido claramente determinados, evidências experimentais

acumuladas sugerem que a produção de radicais livres seja possivelmente um

dos principais fatores envolvidos (Flamm et al., 1978; Siesjõ et al., 1989;

Siesjo, 1992). Vários trabalhos têm demonstrado que a produção de radicais

livres durante a isquemia representa um papel importante no desenvolvimento

do dano neuronal (Chan, 1992; Kinouchi et al., 1991; Kitagawa et al., 1990).
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1.3 OS MECANISMOS DA ISQUEMIA CEREBRAL

Para melhor compreensão dos mecanismos que norteiam os danos
provocados pela isquemia cerebral é necessário rever conceitos adotados há

algumas décadas. Na década de 50, o dano provocado pela isquemia cerebral
era considerado imediato e irreversível; essa ideia era dominante em tennos de
consequência patológica. Nas décadas de 70 e 80 percebeu-se que a penumbra

isquêmica poderia ser potencialmente protegida da morte neuronal por
tratamentos apropriados, desde que instituídos dentro de, DO máximo, horas

após a indução da isquemia (ladecola et al., 1998). Mais recentemente
evidências acumuladas demonstram que há processos patogênicos que levam
horas ou dias após a indução da isquemia para se estabelecerem. Dessa

maneira, os mecanismos que levam ao dano cerebral isquêmico são múltiplos
e agem em diferentes momentos após a isquemia, dependendo da região do
mfarto.

1.3.1 Falha Energética.

A intermpção do suprimento sanguíneo para o cérebro resulta em falha

energética. Neurônios submetidos à isquemia severa não podem manter

gradientes iônicos por falhas na bomba sodio-potássío ATPase e outras

bombas iônicas dependentes de energia (Astmp et al., 1977; Hansen, 1985).

Falha energética é provaveünente o mecanismo predominante de morte celular

no centra isquêmico (Astmp et al., 1977). No entanto, em relação à periferia
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do infarto, outi'os mecanismos iniciados pela indução da isquemia são
responsáveis pêlos danos teciduais.

1.3.2 Glutamato, Cálcio, Radicais Livres e Mediadores Lipídicos.

Na penumbra isquêmica, onde a redução do fluxo não é suficiente para
causar uma falha energética rápida, outros mecanismos patogênicos têm lugar.
As alterações celulares determinadas por aminoácidos excitatórios constituem,
no conjunto, o fenómeno denominado excitotoxicidade (Hugon et al., 1996).
Os danos provocados pela excitotoxicidade do glutamato, por uma sobrecarga
de cálcio e por radicais livres são fatores importantes que afeiam a
sobrevivência dos neurônios da região de penumbra (Choi, 1990).
Inicialmente pensava-se que esses mecanismos agiam independentemente. No
entanto, evidências recentes sugerem que eles estejam altamente relacionados
(Choi, 1990; Siesjõ & Bengtsson, 1989). De acordo com evidencias iniciais, a
isquemia induz liberação de glutamato, ativando receptores do mesmo, o que
resulta em acúmulo de cálcio citosólico de origem tanto extracelular quanto
intracelular. A despolarização da membrana ativa canais de cálcio dependente
de voltagem, amplificando o acúmulo de cálcio. Assim, o aumento do cálcio
intracelular é iniciado por lima ampla variedade de processos, muitos deles
dependentes do próprio cálcio e que, direta ou indiretamente, contribuem para
a morte do neurônio afetado (Choi, 1990).
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A elevação da concentração do cálcio intracelular é também responsável

pela produção de radicais livres tóxicos. O cálcio induz a ativação de

fosfolipase A2 e C, levando a liberação de ácidos graxos livres, incluindo o

ácido araquidônico, a partir de fosfolipídios de membrana (Bazan, 1989). As

enzimas envolvidas no metabolismo dos ácidos graxas livres, como

ciclooxigenases e lipoxigenases, geram espécies reativas do oxigénio que

contribuem para o lesão celular (Chan, 1996). Outra enzima que é ativada pela

elevação do cálcio intracelular é a sintetase de óxido nítrico neuronal (NOSn).

O cálcio induz ativação da NOSn que leva à produção de óxido nítrico CNO),

um radical livre que contribui para a morte neuronal (ladecola, 1997; Samdeni

et al., 1997). Os mecanismos de toxicidade do NO inclui reação com

superóxido para produzir o potente oxidante peroxinitrito, inibição da

produção de energia e indução de defeitos no DNA (ladecola, 1997). Além da

ciclooxigenase, lipoxigenase, e NOS neuronal, outras importantes fontes de

radicais livres na isquemia cerebral incluem a via metabólica da xantina

oxidase, citocinas ativadoras da micróglia e infíltrado de células

polimorfonucleares e mononucleares (Traystman et al., 1991). Como a

geração de espécies reativas do oxigénio (ROS) requer oxigénio, acredita-se

que sua contribuição para a lesão esteja aumentada em modelos de isquemia

nos quais há algum fluxo residual ou na isquemia temporária seguida de

reperfúsão (Traystmaii et al., 1991).
.<•»{,-

Além de radicais livres, os produtos do metabolismo do ácido

araquidônico como os decorrentes da ação da ciclooxigenase e da lipoxigenase

(leucotrienos, prostaglandinas, e tromboxanos) contribuem para o lesão por

promover edema cerebral, produzindo vasoconstrição e induzindo agregação
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plaquetária (Feuerstein & Miller, 1997; Hsu et al., 1989). Outi-o produto do
metabolismo dos fosfolipídios é o fator ativador de plaquetas (PAF), um

potente vasoconstrictor que pode contribuir para uma piora na redução do
fluxo sanguíneo na região isquêmica (Yue & Feurstein, 1994; Braquet et al.,

1989). PAF pode também agir como um fator de transcrição e induzir

inflamação relacionada ao gene COX-2 (Bazan et al., 1994).

1.4 FATORES VASOATIVOS DERIVADOS DO ENTïOTÉLIO

1.4.1 Óxido nítrico

A produção e liberação de potentes faiares vasoativos pelo endotélio
tem um papel importante na regulação do tono vascular. Talvez, a mais
importante dessas substâncias em relação à regulação do tono vascular seja o

fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), a substância que foi

inicialmente descrita por Furchgott & Zawadski (1980) em aorta de coelhos.
Várias evidências obtidas em estudos subsequentes sugerem que o EDRF seja

o óxido nítrico (NO) ou um composto a ele relacionado. Embora, iniciahnente

a produção de óxido nítrico tenha sido primeiramente detectada no endotélio

vascular, hoje está claro que a mesma também ocorra em alguns tipos de
células com participação de isoenzimas conhecidas como NO sintetases.

8



O óxido nítrico é um potente dilatador de vasos sanguíneos cerebrais,

tanto "in vitro" quanto "in vivo"" (Yang et al., 1991). Após ser liberado pelo

endotélio, o NO estimula a guanilato ciclase solúvel no músculo liso vascular,

resultando em aumento da concentração de guanosina 3''5'-monofosfato

cíclico (GMPc) e, portanto, relaxamento deste músculo ( Waldman & Murad.,

1987).

Óxido nítrico pode ser inativado, sem afetar a guanilato ciclase, por uma
reação com o ânion superóxido (Katusic, 1996; Moncada & Higgs, 1995). A

reação do óxido nítrico com o ânion superóxido resulta na formação de

peroxinitrito (Beckman & Koppenol, 1996), um potente oxidante que pode

produzir citotoxicidade, inclumdo nitrosilação de proteínas e danos ao DNA

(Beckman & Koppenol, 1996; Becknian, 1991). Oxido nítrico reage com o

ânion superóxido a uma proporção três vezes maior que a dismutação do ânion

superóxido pela superóxido dismutase (Beckman & Koppenol, 1996;

Beckman, 1991).

Mesmo que a formação de peroxinitrito (como resultado da interação do

NO com o ânion superóxido) tenha o poder de ser citotóxico, a inativação do

superóxido pelo óxido mtrico também parece ser protetor sob as mesmas

condições, particularmente "in vivo" quando a degradação de produtos é não-

tóxica (Billiar, 1995). A formação de peroxinitrito nem sempre é tóxica, visto

que, sob algumas condições fisiológicas, peroxmitrito imbe a agregação

plaquetária e a adesão de leucócitos ao endotélio (efeito protetor) sem

evidência de lesão celular (Billiar, 1995; Lefer et al., 1997). Dessa maneira, as
9



consequências da interação entre NO e superóxido parecem ser dependentes,

em parte, de fatores como proteínas no plasma, tióis reduzidos e da relação
entre NO e superóxido (Billiar, 1995). Mesmo que o peroxinitrito possa

também causar relaxamento dos vasos sanguíneos, a concentração de

peroxinitrito necessária para produzir esses efeitos é de 50 a 1000 vezes maior

que a de NO (Beckman & Koppenol, 1996).

O óxido nítrico é produzido a partir da L-arginina (L-Arg) pela ação da

NO sintetase. NO pode ativar a guanilato ciclase resultando em aumento da

produção de guanosina monofosfato cíclico (GMPc). O NO pode também

reagir rapidamente com o ânion superóxido (02'*) para formar peroxinitiito

(ONOO~). Peroxinitrito pode formar radical hidroxil (OH •), que produz lesão

vascular. Aiiion superóxido pode ser formado a partiï do metabolisino do

ácido araquidônico por ação da ciclooxigenase ou por outras fontes incluindo

NADH/NADPH oxidase e leucócitos. O ânion superóxido pode, também, ser

formado pela NO sintetase na ausência de L-arginina. Os ânions superóxido

são dismutados pela superóxido dismutase (SOD) em peróxido de hidrogénio

(HsOi). O peróxido de hidrogénio, por sua vez, é degradado pela catalase
(CAT) e glutatíon-peroxidase (GSH-Px) no cérebro, produzindo água e

oxigénio, ou também, via reação de Haber-Weiss, por ação catalítica do
radical hidroxil.

"'*',•;
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1.4.2 Prosíaciclina

Prostaciclina é um metabólito do ácido araquidôníco produzido com

outras prostaglandinas e tromboxanos por duas enzimas limitadoras de

ciclooxigenase (COX), denominadas prostaglandina H (PGH) sintetases (Wu,

1995). A expressão das duas isoformas de ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) é

detenninada por genes separados (Wu, 1995; Williams & Dubois, 1996). A
COX-1 é expressada constitutivameate (em vários níveis) na maioria das
células, mcluindo endotélio (Smith et al., 1996). Elementos reguladores em
algumas regiões podem modular a expressão de COX-1, destacaudo-se entre
eles o estresse de tensão (Wu, 1995).

1.4.2.1 Ciclooxigenase

Ciclooxigenase-2 é uma isofomia induzida que é expressada
primariamente em macrófagos, fíbroblastos, endotélio e músculo vascular
(Smith et al-, 1996; Wu, 1995). Embora esta seja caracterizada como uma
isofomia induzida (indetectável na maioria dos tecidos de mamíferos sob
condições normais), COX-2 é expressada constitutivamente em alguns órgãos
incluindo o cérebro (Smith et al., 1996). Alguns estímulos que são
responsáveis pela expressão da NO sintetase induzida também estimulam a
expressão de COX-2 (Williams & Dubois, 1996; Wu, 1995; MÍtchell, et al.,
1995). Dentre esses estímulos se mcluem lipopolissacarideos, AMPc, hipoxia,
algumas citocinas, fatores de crescimento e hormônios (Breder & Saper,
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1996). A expressão de COX-2 está envolvida na inflamação e pode ser a
principal fonte de prostaglandinas sob essas condições (Liu et al., 1996). Os
níveis de RNA mensageiros para COX-1 e COX-2 aumentam no cérebro em
resposta à isquemia (Collaco-Moraes et al., 1996), após administração
sistémica de polissacarídeos (Breder & Saper, 1996), e em resposta a doença
viral Boma. A expressão de COX-2 também está aumentada no cérebro por
períodos prolongado de tempo após repetidos episódios de depressão
alastrante cortical (Caggiano et al., 1996).

Os fatores que regulam o gene que expressa COX e produção de
prostaciclina no endotélio cerebral não estão completamente definidos. Vários
estímulos, incluindo bradicinina, trombina e A-23187, aumentam a produção
de prostaciclina nas artérias cerebrais e culturas de endotélio cerebral (Moore
et al, 1998; Xu et al., 1992).

A expressão de COX-2 DOS vasos cerebrais pode influenciar o tonus
vascular. RNA mensageiro para COX-2 é expressado em microvasos cerebrais
em resposta a lipopolissacarídeos (Cão et al., 1995) e interleucina - l P (Cão et
al., 1996), e interleucina-1 aumenta a produção de prostaciclina no endotélio
cerebral (McCarron, 1992). Interleucina-1 promove uma dilatação das
arteríolas cerebrais em porcos recém-nascidos; esta é inibida por indometacina
(Shibata et al., 1996) e presumivelmente mediada por ativação de COX-2.
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1.4.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Além da produção e liberação de NO e prostaciclina, o endotélio pode

também induzir relaxamento do músculo vascular subjacente pela liberação de

fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) (Beny e Von der

Weid, 1991; Cohen e Vanhoutte, 1995) (fíg.l).
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ÏGMPc ÏAMPc

\_z
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Canais de
K+

Músculo
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Figura l - Alguns mecanismos de relaxamento dependente do endotélio

do músculo vascular cerebral.

Nas grandes artérias cerebrais, por exemplo, acefeilcolína, substância P, e

bradicinina produzem hiperpolarização dependente do endotélio e
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relaxamento do músculo vascular (Brayden, 1990; Mombouli et al., 1996),

que parece ser mediado, em parte, por um EDHF. Embora EDHF seja mais

difícil para se realizar ensaios biológicos que o EDRF, recentes evidências

indicam que EDHF é um fator difasível (transferível) que causa relaxamento

por hiperpolarização subjacente do músculo vascular (Cohen & Vaühoutte,

1995; Mombouli et al., 1996).

A identidade do EDHF continua sendo objeto de investigação. Em

algumas artérias extracranianas, NO (às vezes, somente em concentrações

relativamente elevadas) produz hiperpolarização da membrana do músculo

vascular e portanto pode funcionar como um EDHF (Cohen & Vanhoutte,

1995).

Em várias artérias, no entanto, parece claro que EDHF não é NO ou um

prostanóide, porque inibidores da NO sintetase e COX não atenuam a

hiperpolarização dependente do endotélio ou relaxamento do músculo

vascular (Chen et al., 1991; Cohen & Vanhoutte, 1995). Grandes evidências,

obtidas inicialmente em estudos com vasos sangümeos coronários, sugerem

que o EDHF tem como produto do metabolismo do ácido araquidônico um

citocromo P-450 monooxigenase (Bauersaches et al., 1994; Chen & Chemig,

1996). O produto do araquidonato que medeia esses efeitos parece ser o ácido

epoxieicosatrienóico. O ácido epoxieicosatiienóico, na fonna de ácido 11,12-

epoxieicosatrienóico produz hiperpolarização e relaxamento das artérias

coronárias in vitro (Campbell et al., 1996).
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O ácido epoxieicosatrienóico é produzido no cérebro (Amruthesh et al.,

1992; Gebremedhin et al., 1992) e por astrócitos (Alkayed et al., 1996), e um

pouco do ácido epoxieicosatrienóico produz relaxamento dos vasos

sanguíneos cerebrais (Amruthesh et al., 1992).

1.4.4 EHdoíeïma

Em adição aos fatores relaxantes, o endotélio pode liberar substâncias

que produzem contração dos vasos sanguíneos. O fator contrâtil derivado do

endotélio (EDCF) mais estudado foi a endotelina, um peptídeo originalmente

isolado do endotélio aórtico (Yanagisawa et al., 1989). Há três isopeptídeos da

endotelina, todos com 21 aminoácidos, que são produtos de genes separados,

endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelína-3 (ET-3) (Rubanyl &

Polokoff, 1994). Todas as endotelinas são sintetizadas como grandes pré-

proformas (~ 200 aminoácidos), que são convertidos por endopeptidases a

pró-peptídeos (também coühecidos como "endotelinas gigantes"). A pré-

proendotelma-1 é clivada a endotelina gigante ET-1, que é por sua vez

convertida a ET-1 pela ação da enzima conversora de endotelina (ECE-1 e

ECE-2). Dos três isopeptídeos, somente ET-1 é produzido normalmente pelo

endotélio (Rubanyl & Polokoff, 1994), e o RNAm para ET-1 pode ser

detectado no endotélio cerebral.

Endotelinas são conhecidas por mediarem efeitos nos vasos sanguíneos

através da ativação de dois receptores, endotelina-A (EÏA) e endotelína-B

(ETe), que foram clonados (Arai et al., 1990; Goto et al., 1996). Em geral, os
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receptores EÏA são expressados no músculo vascular e medeiam a contração
por endotelma (Gray & Webb, 1996).

A resposta à ativaçao dos receptores ETa no tono vascular depende da
localização deste receptor. Receptores ETe são expressados no músculo liso
de alguns vasos sanguíneos, onde medeiam a contração. Entretanto, a ativação
de receptores ETe (que são geralmente expressados no endotélio) produz
relaxamento dos vasos sangümeos através da liberação de prostaciclina ou
EDRF (Gray & Webb, 1996; Rubanyl & Polokoff, 1994).

Receptores para endotelina-A são expressados geralmente nos vasos
sanguíneos cerebrais (Hori et al., 1992); o mecanismo predominante da
vasoconstricção em resposta a endotelina nesses vasos se faz pela ativação de
receptores EÏA (Adner et al., 1994; Adner et al., 1993).

1.5 OUTROS FATORES VASOATIVOS DERIVADOS DO
ENDOTÉLIO.

•^•ir-

1.5.1 Espécies Reativas do Oxigénio.

Em adição aos fatores descritos anterionnente, o endotélio cerebral
pode produzir várias substâncias vasoativas adicionais mcluindo espécies
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reativas do oxigénio, monóxido de carbono e fatores contrateis derivados do

endotélio (EDCFs), além de endotelinas. Espécies reativas do oxigénio são

dilatadores de vasos da microcirculação cerebral em várias espécies (Kontos,

1985;Kontosetal.,1985).

Das espécies reativas do oxigénio de potencial importância na isquemia

cerebral se incluem radicais superóxido e hidroxil.

1.5.2 Monóxido de Carbono.

Recentes evidências sugerem que o monóxido de carbono pode também

funcionar como EDRF em alguns vasos (Zalchary et al., 1996). Monóxido de

carbono é produzido da fração heme por ação de duas isoformas de heme

oxigenase (HO-1 e HO-2) (Maines, 1993), e HO-2 é expressada

constitutivamente no endotélio das artérias cerebrais (Zakhary et al., 1996). O

monóxido de carbono (CO) produz relaxamento de alguns vasos sanguíneos,

incluindo aorta, mas não produz relaxamento das artérias cerebrais por ação

direta (Brian et al., 1994).

3!
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1.6 METABOLISMO CEREBP^VL

O metabolismo cerebral se caracteriza por um alta atividade e um alto

consumo de oxigénio. Um suprimento constante de energia é necessário para
manter a fanção neuronal. Essa energia vital é dependente de processos que
incluem o estabelecimento de potenciais de membrana, manutenção de
gradientes iônicos ti^nsmembrana, transporte através de membranas e síntese
de constitiiintes celulares como proteínas, ácidos nucléicos, lipídios e
neurotransmissores. A energia necessária para isso é fornecida em fornia de
fosfato altamente energético proveniente do trifosfato de adenosina (ATP),
que é sintetizado tanto no cérebro, como em outros sistemas orgânicos através
da via glicolítica, do ciclo de Krebs (ácido cítoTÍco), e da cadeia respiratória

(transporte de elétrons).
I

Sob condições aeróbicas, glicose é efetivamente metabolizada através
da via glicolítica, do ciclo do ácido cítrico e da cadeia respiratória para

produzir 38 moles de ATP por mói de glicose. Sob condições anaeróbicas, o
ciclo de Krebs e a cadeia respiratória não podem ser ativados (por falta de
oxigénio); portanto, o piruvato derivado da glicólise é metabolizado a lactato,
produzindo somente 2 moles de ATP por mói de glicose. Outra fonte de
fosfato de alta energia é o fosfato de creatina. Este composto é ainda mais
abundante que o ATP no cérebro e é usado para regenerar ATP de difosfato de
adenosina (ADP), sendo portanto, importante para manutenção dos níveis de
ATP nos tecidos. Embora o glicogênio esteja presente e o cérebro seja capaz
de sintetizá-lo rapidamente e consumi-lo, o papel do mesmo no metabolismo
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cerebral não é completamente conhecido. Os astrócitos armazenam glicogênio

e têm como fonte o lactato, o qual pode ser usado pêlos neurônios para

produzir glicose.

1.7 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
ISQUÊMICO.

A patogênese da lesão cerebral provocada pela oclusão cerebrovascular

pode ser separado em dois processos sequenciais:

a) eventos vascular e hematológico que causam a redução inicial e

subsequente alteração do fluxo sanguíneo cerebral local;

b) anormalidades na química celular induzidas por isquemia que

produzem necrose dos neurônios e de células da glia.

..'-^?

As consequências moleculares da isquemia cerebral incluem mudanças

Da sinalização celular, na transdução de sinal (receptores, canais iônicos,

segundos mensageiros, reações de fosforilação), no metabolismo (carboidrato,
proteína, ácido graxo, radicais livres) e na regulação e expressão de genes.
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1.8 TIPOS HISTOPATOLÓGICOS DE LESÕES CEREBRAIS
ISQUÈMICAS

As lesões histopatológicas provocadas pela oclusão cerebrovascular

dependem do grau e da duração do fluxo sanguíneo prejudicado. Em sua
forma mais suave, a isquemia provoca a destmição, unicamente, de neiirônios
vulneráveis, como os neurônios piramidais das zonas CAI e CA4 do
hipocampo, ao mesmo tempo em que poupa outros neurônios e todas as
células gliais (Brierly., 1976). Embora lesão seja usualmente encontrada após
a isquemia global transitória em pacientes que sofreram parada cardíaca, a
isquemia cerebral focal breve pode também desunir esses neurônios
seletivamente vulneráveis. Uma hora de isquemia focal causa infarto cerebral,
que é caracterizado por morte dos neurônios, da glia, e de outras células de
suporte aates de afetar o leito vascular (Pulsinelli., 1992).

1.9 PÂTOGÊNESE DA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL

Na isquemia cerebral severa persistente, a escassez de-fosfato de alta

energia é um determmante crucial para lesão, a menos que o fluxo sanguíneo
cerebral e o local do tecido para a troca de energia (ATP) sejam restauradas, a
necrose é inevitável. Todavia, a falha energética não é a causa imediata de

morte celular de vez que: a) todas as células cerebrais toleram a redução dos
níveis de ATP por vários minutos e a grande maioria dos neurônios e glia
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recuperam completamente quando o fluxo sanguíneo seja restaurado até

depois de uma hora de isquenüa completa (Hossmann & Kleihues., 1973), b)
um ou mais dos mecanismos (figura 2) podem independentemente destniir
células cerebrais e c) depois de iniciado, cada mecanismo pode não mais

requerer o evento desencadeador. Por exemplo, neurônios hipocampais da

região CAI restauram ATP e fosfocreatina a concentrações nonnais

previamente depletadas por isquemia severa transitória, somente sucumbindo
dias depois do evento iniciado (Pulsinelli et al., 1982) por não mais requerer

depleção de energia (Pulsinelli & Dufíy, 1983).

je-,{
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Figura 2 - Possíveis mecanismos de lesão cerebral isquêmica.
CCVD = canais de Ca++ voltagem dependente; CCDL = canais de Ca4

dependente de ligante; NA = Noradrenalina; DA = Dopamina.
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Quando o fluxo sanguíneo cerebral diminui, atingindo valores

aproximadamente de 10-15 ml/lOOg por min. (o normal é de 50-60 ml/lOOg
por min.) em primatas, o cérebro se depriva de seu substrato energético
(glicose) e do aceptor de elétrons mitocondrial (oxigénio) necessários para o
metabolismo oxidativo normal. Dentro de minutos, após o início da isquemia,
a demanda energética excede a capacidade de o cérebro sintetizar ATP
anaerobicamente a partir de seus escassos estoques de glicose e glicogênio e
fosfates de alta energia (o combustível para sua síntese são depletados).
Lactato e ions hidrogénio (H^) não tamponados se acumulam no tecido na
mesma proporção dos estoques de carboidratos presentes no início da
isquemia. A toxicidade dos ions hidrogénio, especialmente sua habilidade em
depositar íon ferroso mediando formação de radicais livres (Siesjõ et al.,
1989) pode ser importante na lesão astoroglial. O último mecanismo pode
parcialmente ser sequencial ao aumento dos níveis de carboidratos cerebrais
antes do início da isquemia. Isto gradativamente aumenta e/ou acelera o
infarto em animais submetidos a isquemia severa (Ginsberg, 1990).

Além da rápida mudança do equilíbrio ácido-básico no tecido, há uma

falha de todos os mecanismos dependentes de energia, inclumdo bombas

iônicas, levando a deterioração do gradiente iônico de membrana, abertura de
canais iônicos seletivos e não-seletivos e equilíbrio da maioria dos íons

intracelulares e extracelulares (despolarização anóxica). Como consequência
da despolarização anóxica, íons potássio (K^ deixam a célula e íons sódio
Ç^a), cloro (CF) e cálcio (Ca ) entram na mesma e alguns
neurotraasmissores, incluindo aininoácidos excitatórios (glutamato, aspartato),
são liberados em concentrações potencialmente tóxicas (Obrenovitch et al.,
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1990). Uma exceção conhecida desse modelo é a compartimentalização
intracelular dos ions hidrogénio em algumas células astrogliais (Kraig &

Chester, 1990). A acidose intracelular seletiva dessas células pode contribuir

para sua morte e, consequentemente, para o infarto (Plum, 1983).

Em que pesem algumas observações experimentais comprovando morte

celular secundária a anoxia e sem participação do cálcio, muitos trabalhos
envolvendo cultura de neurônios indicam um aumento do cálcio intracelular

como desencadeador potencial de muitos processos de lesão (Choid, 1987).

O cálcio ativa fosfolipases, as quais hidrolisam glicerofosfolipídios
limitados à membrana em ácidos graxas livres, e estes, por sua vez, facilitam a

peroxidação de radicais livres em outros lipídios de membrana. Outros
exemplos do potencial papel catalítico do cálcio na lesão celular incluem
ativação de proteases que lisam proteínas estmturais (Seubert et al., 1989) e a
ativação da NO smtetase (Garthwaite 1991), miciando mecanismos de
produção de radicais livres.

Visto que a concentração extracelular do íon cálcio é dê'l O4 a IO5 vezes
maior que sua concentração intracelular e que muitos mecanismos que
mantêm esse gradiente são direta ou indü-etamente dependentes de energia,
perda de ATP rapidamente provoca um influxo, em massa, de cálcio e
liberação de cálcio dos compartimentos intracelulares (Siesjõ & Bengtsson,
1989). O influxo de cálcio através de canais iônicos, tanto o regulado por
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ligante como o regulado por voltagem, confribui para o acúmulo intracelular

deste íon. No entanto, a falha de potentes antagonistas de outros tipos de

canais em sustar a morte celular no tecido gravemente isquêmico indica que

possivelmente outros mecanismos patológicos de liberação de cálcio são até

quantitativamente mais importantes, quando se trata de isquemia severa ou

que a morte celular em tais regiões pode não ser dependente de cálcio.

1.10 PATOGÊNESE DA ISQUEMIA CEREBRAL MODERADA

Durante a isquemia moderada, em contraste com os eventos

catastróficos que ocorrem no tecido gravemente isquêmico, vários

mecanismos compensatórios agem em conjunto para manutenção dos

gradientes iônicos de membrana e das concentrações de ATP normais e

preservação, pelo menos temporariamente, da viabilidade celular. A redução

do fluxo sanguíneo cerebral para aproximadamente 50% do valor normal

suprime a atividade eletroencefalográfíca (EEG isoelétrico) e aumenta apenas

ligeiramente a isquemia; inibindo completamente a transmissão sináptica. A

redução de síntese de ATP pode se constituir num mecanismo de preservação

de níveis energéticos suficientes para restaurar o gradiente iônico de

membrana, dissipado durante a atividade sináptica. Logo, a falha de

mecanismos dependentes de energia não podem esclarecer nem a supressão

nem o "silêncio" do eletroencefalograma durante isquemia moderada. O

pequeno aumento observado na condutância do íon potássio na membrana

pode hiperpolarizar membranas pré e pós-sinápticas, desse modo reduzindo a
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liberação do neurotransmissor e a responsividade dos receptores pós-

sinápticos aos neurotransmissores. O mecanismo responsável pelo aumento da

condutância do ion potássio pode envolver a modulação de canais de potássio

regulados por ATP e/ou regulados por cálcio (Obrenovitch et al., 1990).

Apesar de mecanismos compensatórios sacrificarem a atividade

eletrofísiológica para reduzir o consumo de energia e preservar a viabilidade

celular, a morte celular acontece se a isquemia moderada perdurar por várias

horas. Esporadicamente processos desconhecidos superam a hiperpolarização

das membranas, causando breve mas recorrentes episódios de despolarização

(despolarização anóxica recorrente), implicando em mudanças iônicas

consumo de energia para restaurar seu gradiente iônico. Mecanismos

presumíveis, portanto ainda não comprovados destas recorrentes

despolarizações envolvem liberação dependente de cálcio de grandes

quantidades por neurotransmissores a partir de seus estoques pré-sinápticos

(Pulsinelli, 1992).

O desequilíbrio de homeostase do íon causa morte celular, tanto na

isquemia cerebral moderada, quanto na isquemia severa. No entanto, a

preservação parcial de mecanismos dependentes de energia que continuam a

regular as concentrações intracelulares do ion cálcio na isquemia moderada é

muito diferente da depleção de ATP e do total colapso da homeostase do

cálcio na isquemia severa. O fluxo anormal do cálcio através de canais de

membrana regulados por voltagem e regulados por ligantes contribuem

enormemente para o aumento do cálcio intracelular na isquemia moderada
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muito diferente da depleção de ATP e do total colapso da homeostase do

cálcio na isquemia severa. O fluxo anormal do cálcio através de canais de
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nas em menor grau na isquemia severa, na qual muitos mecanismos falham
LO levar a uma sobrecarga de cálcio (Siesjõ & Bengtsson, 1989). Assim,
)loqueadores farmacológicos de canais de membrana permeáveis ao cálcio
)odem reduzir o cálcio intracelular a valores abaixo da concentração tóxica na
squemia moderada mas, não na isquemía severa.

Estudos "in-vivo" e "in-vitro" com canais de membrana pós-sinápticos
regulados por voltagem (canal do tipo L) e regulados pelo glutamato indicam
que o cálcio que se movimenta através de canais regulados pelo glutamato
pode estar mais diretamente envolvido na lesão celular(Choi, 1990).

1.11 REPROGRAMAÇÃO DA EXPRESSÃO CÉNICA APÓS
ISQUEMIA.

As células cerebrais e de outros tecidos respondem às lesões isquêmicas
com diversas mudanças na expressão de genes. A distribuição e especificidade
celular de cada resposta no cérebro difere consideravelmente após isquemia
global e focal e é fortemente dependente da duração e severidade das
deficiências no fluxo sanguíneo.
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1.11.1 Mudanças Quantitativas na Síntese de RNA e de Proteínas.

O processo bioquímico de transcrição de genes e de transdução de

RNAm na proteína depende da viabilidade de ambos os nucleosídeos

trifosfatos (adenosina trifosfato, ATP; guanosina trifosfato, GTP), e assim

mantém o metabolismo energético. Portanto não é surpresa que experiências

em tecidos isquêmicos diminuam a síntese de RNAm e de proteínas durante

intervalos de graves deficiências no fluxo sanguíneo (Yoshimine et al., 1987).

Medidas quantitativas da incorporação de aminoácidos na isquemia

focal tem estabelecido um fluxo sangümeo cerebral (FSC) em tomo de 40-60

mL/lOOg/min para manter a síntese de proteínas no cérebro de ratos (Mies et

al., 1991). Há então um importante aumento na taxa de períüsão necessária

para manter a produção de ATP (Mies et al., 1991; Xie et al., 1989),

demonstrando então que outros fatores que fornecem energia estão

envolvidos na regulação da síntese de proteínas após isquemia.

Recentes estados têm identificado um FSC limiar de 25-30

mL/lOOg/min para a síntese de RNAm c-fos durante isquemia focal,

comparado com um limiar de 35-40 mL/lOOg/min para o acúmulo de proteína

Fos nos mesmos animais (Kamiya et al-, 1995), indicando que a manutenção

da atividade transcripcional está intimamente ligada ao metabolismo

energético.
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A evolução temporal da recuperação da síntese de proteínas e RNAm

pós-isquemia foi extensivamente estudado após isquemia global. Em cada
modelo, a magnitude da redução do fluxo sanguíneo está portanto abaixo do

limiar de falha energética, e profunda deficiência tanto na transcição quanto na
transdução é observado. A síntese de RNA recupera rapidamente na

recirculação após isquemia transitória (Matsumoto et al., 1990). Em contraste,
a deficiência na síntese de proteínas pode persistir por várias horas de

recirculação após isquemia global (Cooper et al., 1977; Dienel et al., 1980;
Nowak et al., 1985) ou após oclusão focal transitória (Abe et al., 1988). Além

disso, estidos auto-radiográfícos demonstraram que a taxa de recuperação da
síntese de proteínas reflete a relativa vulnerabilidade de populações

individuais de neurônios, com rápida e completa recuperação da atividade
transducional em populações de neurônios destinadas a sobreviver, mas com

recuperação pequena e incompleta em populações de células como os
neurônios CAI hipocampais que se perderão (Araki et al., 1990; Dienel et al.,
1980; Johansen, 1990).

1.12 MECANISMOS DAS CITOCÏNAS NEUROPRGTETORAS.

. .^. -

Evidências experimentais continuam dando suporte ao envolvimento de
fatores inflamatórios e imunológicos na patogênese da lesão cerebral

isquemica.
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Perfurações induzidas por isquemia na barreira hemato-encefálica

(BHE) permitem a entrada de mediadores mflamatórios humorais como os

neutrófílos e macrófagos (Clark et al., 1994; Barone et al-, 1992), uma vez que

células microgliais residentes do sistema nervoso central são ativadas através

da lesão isquêmica (Kim et al., 1995). Essas células tomam-se

imunologicamente reativas, participando de uma rápida mas complexa cascata

inflamatória envolvendo a liberação de mediadores inflamatórios neiiroativos.

1.12.1 Citocinas Neuroprotetoras: Fator de Necrose Tumoral-a

(TNFa) e Fator de Crescimento Tumoral-P (TGFp).

Citocinas são pequenas protemas solúveis produzidas e secretadas por

células imunocompetenes (células T, macrófagos, e micróglia) e não

imunocompetentes (neurônios e astrócitos), e têm múltiplos e diferentes

efeitos biológicos, dependendo da quantidade liberada e da população de
células-alvo.

Estudos têm revelado signifícantes propriedades neuroprotetoras das

famílias de citocinas TNFa e TGFp. TNFa e TGFp são duas pequenas

citocmas (17KDa) ultimamente relacionadas que são smtetizadas e liberadas

por uma variedade de tipos de células, incluindo macrófagos e da micróglia

(TNFa), assim como células T ativadas (TNFp).
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Em humanos, o TNFa é produzido como um pró-hormônio de 223
aminoácidos que é processado em uma proteína madura secretada (157
aminoácídos) pela clivagem de um peptídeo residual (Pennica et al., 1984). O
pró-hormônio precurssor está presente nas céliilas como uma proteína
transmembrana, nomialmente com a sequência madura secretada exposta no
lado extracelular, permitindo bioatividade local.

1.13 Q PAPEL DOS RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES.

Antioxidantes são componentes de um conjunto de processos que
retardam a oxidação de radicais livres in vivo. O termo antioxidação inclui
todos os processes que reduzem ou param a oxidação de radicais livres. Os
processos de antioxidação incluem: l) remoção de radicais para prevenir sua
propagação; 2) hidrólise enzimática de ésteres com o intuito de remover
ácidos graxos peroxidados de lipídios; 3) sequestro de íons de metais de
transição e 4) redução de enzimas catalizadas por peróxidos. O processo l
define como um antioxidante trabalha. Os outros ti'es processos não atuam

diretamente sobre as reações dos radicais. Entretanto, eles previnem o
acúmulo de moléculas que podem promover reações de radicais livres, ou
seja, promovem a geração desses radicais livres, que são moléculas que
apresentam um elétron desemparelhado. Dentre os radicais livres, que
apresentam importância biológica, podemos destacar o óxido nítrico, o radical
superóxido, oxigénio molecular e o radical hidroperoxil lipídico (Thomas,
2000).
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As células devem manter um balanço próprio entre os níveis de radicais
livres e antioxidantes para garantir a integridade estmtural de componentes
críticos. Quando os níveis de radicais livres excedem os de antíoxidantes
durante o estresse oxidativo, biomoléculas sensíveis como os lipídios,
proteínas e DNA, em particular, podem ser danificadas. Como resultado,
numerosas doenças degenerativas crónicas podem se desenvolver (Halliwell,
1994).

Espécies reativas do oxigénio podem ter um papel importante em
organismos vivos tais como no sistema de defesa biológica e no metabolismo
do ácido araquidônico. Mas, está também aceito seu envolvimento em várias
doenças (Hamian, 1981), como na inflamação (McCord & Roy, 1982),
isquemia (Ikeda & Long, 1990), no câncer relacionado à idade (Ames, 1983) e
na arterioesclerose (Steinberg et al., 1989).

Essas espécies reativas do oxigénio (ERO) (ex. peróxido de hidrogénio)
e espécies reativas do nitrogénio (ex. peroxinitrito) podem ser especialmente
destrutivas quando presentes em excesso. Elas podem causar lesões
irreparáveis ao DNA, levando à mutagênese e até ao câncer (Siniic, 1988).
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Figura 3 - Mecanismos dos radicais livres e antioxidantes envolvidos na lesão

cerebral.
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Um potente removedor de espécies reativas do oxigénio pode ser um
possível meio preventivo ou tratamento para doenças relacionadas à ERO.
Dessa maneira, há profundo interesse em identificar removedores de radicais
livres ou antioxidantes que inibam a lesão oxi dativa nas células.

Produtos naturais derivados de plantas continuam sendo extremamente
importantes como fonte de agentes medicinais e como modelo para
desenvolvimento de síntese e semi-síntese de novas substâncias para o
tratamento de doenças humanas.

Daí, o nosso interesse em testar (+)-catequina, uma substância de
reconhecido poder anti-oxidante, em um modelo de isquemia cerebral,
avaliando sua atividade eletrofisiológica no sistema nep/oso central de ratos.

Catequinas são derivados poli-hidroxi-flavona-3-ol contidos em extratos
de plantas (Matsuzaki & Hara, 1985). A catequina demonstrou possuir
múltiplas ações farmacológicas como anticarcinogênica (Freig & Loeb, 1994),
ação bactericida (Sakanaka et al-, 1989), hipocolesterolêmica (Fukuyo et al.,
1986), antidiabética (Chakravarthy, 1982) e mibidora da enzüna conversora de
angiotensina (Uchida et al., 1987). Outra importante característica da (+)-
catequina é sua facilidade de oxidação (Okuda et al-, 1983) e efeito removedor
de oxigénio reativo (Hatano et al-, 1989), o qual depende de gmpos poli-
hidroxil contidos em suas moléculas.
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Diante de tais evidências, nos propomos usar a (+)catequina em nosso
estudo na averiguação de citoproteção ou minimização das lesões causadas

pela isquemia cerebral.
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2.0 OBJETWOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Na isquemia cerebral diversas alterações fisiológicas ocorrem em

decorrência dos níveis de oxigénio e glicose se encontrarem reduzidos. Essas

alterações fisiológicas são passíveis de avaüação por métodos

complementares, fornecendo dados importantes a respeito da evolução e

prognóstico do processo, e até mesmo permitindo uma avaliação dos

mecanisinos estruturais e bioquímicos envolvidos no processo de isquemia,

proporcionando uma avaliação da ação citoprotetora ou citotóxica de várias

substâncias em modelos de isquemia cerebral.

Deste modo, nosso trabalho experimental se propõe a:

a) Avaliar a possível ação citoprotetora ou citotóxica da (+)-
catequina no sistema nervoso central;

b) Verificar as possíveis alterações eletroencéÏàlográfícas em
animais experimentais, após administração parenteral da

substância.

ii
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Aqui propomos uma avaliação eletrofísiológica da açâo da (+)-

Catequina, uma substância já utüizada em diversos trabalhos científicos com

reconhecida atividade anti-radicais livres, durante isquemia cerebral em ratos.

Assim sendo, em ratos Wistar anestesiados com uretana por via intraperitoneal

nosso estudo teve os seguintes objetivos específicos:

a) Avaliar os possíveis efeitos da (+)-catequina após indução de

isquemia cerebral em ratos por obstmção bilateral das artérias

carótidas comims sobre as amplitudes absolutas médias dos

diversos espectros de fi-equência do eletroencefalograma;

b) Mensurar as modificações sobre as amplitudes absolutas médias

dos diversos espectros de frequência do eleti-oencefalograma

mduzidas por iníüsão intracarotídea esquerda de solução

contendo 0,5mg de (+)-catequina em ratos submetidos

previamente a oclusão das artérias carótidas comuns;
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c) Mensurar as modificações sobre as amplitudes absolutas médias

dos diversos espectros de frequência do eletroencefalograma

induzidas por infusão intracarotídea esquerda de solução

contendo 2,5 mg de (+)-catequina em ratos submetidos

previamente a oclusão das artérias carótidas comuns;

d) Mensurar as modificações sobre as amplitudes absolutas médias

dos diversos especti'os de frequência do eletroencefalograma

induzidas por infusão intracarotídea esquerda de solução 5,0 mg
de (+)-catequina em ratos submetidos previamente a oclusão das
artérias carótidas comuns.

"'<•(,-
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 ANIMAIS DE LABORATÓRIO UTILIZADOS.

Foram utilizados ratos Wistar da linhagem Rattus norvergicus, machos,

em jejum diirante vinte e quatro horas prévias, com livre acesso à ágiia e

pesando entre 320-480 gramas (peso médio 370 gramas). Durante todo o

procedimento experimental, os animais permaneceram anestesiados com

uretana por via intoraperitoneal (1,5 g/kg de peso).

m

Bte.-

Figura 5 - Rato Wistar da linhagem Rattus norvergicos.

3.2 AVALIAÇÃO ELETROENCEFALOGRÁFICA E
ELETROCARDIOGRÁFICA

•^fíf

Para monitorização eletroencefalográfíca e eletrocardiográfíca, foi

usado o sistema EMSA®, constituído de um painel de eletrodos (pré-
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amplificador), amplificadores com as constantes de tempo reajustáveis,

conversor analógico-digital com precisão de conversão de 12 bits, e um

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

Braintech , para estudo da atividade espectral e da amplitude absoluta média

das diversas faixas de fireqüência do eletroencefalograma (Figura 3). Este

programa calcula os componentes de frequência com precisão de 0,35 Hz e

utiliza épocas de 2,84 segundos.
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Amplificadores
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Figura 6 - Sistema para monitorização eletroencefalográfíca e

eletrocardiográfíca constituído de um painel de eletrodos (pré-amplifícador),

amplificador, conversor analógico-digital, microcomputador compatível com

o software Braintech .

42

(



Foram inseridos eletrodos subcutâneos na região frontal direita (F4),
frontal esquerda (F3), ambos inseridos em local correspondente à distância de

4mm posteriores às órbitas de cada lado, parietal direita (P4) e parietal

esquerda (P3), ambos inseridos em local correspondente à distância de 10mm

posterior à inserção dos elefrodos frontais. Os eletrodos de referência (Cz) e
terra foram inseridos na região do násio, separados entre si por uma distância

aproximada de 4mm. Os eletrodos-referência (eletrodos de superfície) Al e
A2 foram aderidos às orelhas esquerda e dü-eita, respectivamente, utilizando-

se pastas condutoras especiais. Eletrodos, também de superfície, foram

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

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

^sï

ij.3

Figura 7 - Distribuição dos eletrodos na cabeça do animal para monitorização
eletrocardiográfica e eletroencefalográfica.
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Períodos de cerca de três em cada seis minutos de registro da
atividade elefa-ofísiológica (EEG e ECG) foram gravados no disco rígido do
microcomputador para posterior análise. Períodos adicionais de registro foram
eventualmente gravados, caso algum aspecto de interesse fosse detectado
durante a visualização da monitorização.

A análise quantitativa das amplitudes absolutas médias das diversas
faixas de frequência eletroencefalográfícas foi feita pela escolha de épocas de
2,84 segundos do eletroencefalograma gravado no disco rígido. Épocas
contendo artefatos foram rejeitadas. Quinze a quarenta épocas de cada registro
por grupo experimental gravado foram escolhidas para o processamento
computadorizado das amplitudes absolutas médias regionais de cada faixa de
frequência espectral do EEG (delta, teta, alfa, betai, beta2 e beta3). não se
inclui nesta avaliação a atividade eletrocardiográfíca captada pêlos eletrodos
T3 e T4. As seguintes faixas de fi-eqüência da atividade eletroencefalográfíca
foram usadas em nosso estudo: delta (0,35 a 3,87 Hz), teta (4,22 a 7,73 Hz),
alfa (8,09 a 12,66 Hz), betai (13,01 a 19,69 Hz), betâ2 (20,84 a 26,02 Hz) e
betas (26,37 a 32,70 Hz).

3.3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO
^^i(5»^(S

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 320 e 480
~\

gramas, em jejum com livre acesso à água nas vinte e quatro horas prévias. Os
animais foram anestesiados com uretana (l,5g/kg de peso) por via
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intoraperitoneal. O procedimento cirúrgico consistiu sumariamente em uma
incisão cervical mediana, após limpeza do campo, com exposição da traquéia
e identificação das artérias carótidas comuns. Estas foram obliteradas com fío
cirúrgico de algodão. Uma cânula de polietileno (PE 50) foi inserida e fixada
no segmento cefálico (distai) da artéria carótida coinum esquerda e acoplada a
uma bomba de infusão, por meio da qual se realizará a infusão da substância
utilizada no estiido experimental a 37°C e a UITI pH de 7,4; outra cânula
semelhante foi inserida no segmento cefálico (distai) da artéria carótida
comum direita, conectada a um transdutor de pressão P23 Staham, sendo este,
por sua vez, conectado ao físiógrafo Narco Bio System para registro da
pressão intracarotídea ou arterial.
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Figura 8 - Procedimento cirúrgico.
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Todos os animais foram submetidos a ísquemia por obstmção de

ambas as artérias carótidas comuns (esquerda e direita) diirante 30 minutos.

Cada animal foi submetido a exame de eletroencefalograma (EEG) e

eletrocardiograma (ECG) durante os trinta minutos subsequentes à isquemia.

Os mesmos animais de cada gnipo se submeteram a tratamento com

solução contendo respectivamente 0,5mg, 2,5mg e 5,0mg de catequina, a 37°C

e pH 7.4. Concomitante à infíisão da droga foi realizado outro exame
eletroencefalográfíco e eletrocardiográfíco para que fosse possível a avaliação

da atividade eletrofísiológica durante a isquemia e no momento segiiinte
durante o tratamento.

30 min.

EEG/ECG
30 min.

isquemia

EEG/ECG
30 min.

Isquemia Catequina
0,5 mg
2,5 mg
5,0 mg

.."»,,-

Figura 9 - Protocolo experimental.
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Todos os animais foram submetidos a isquemia por obstrução de

ainbas as artérias carótidas comuns (esquerda e direita) diu-ante 30 minutos.

Cada animal foi submetido a exame de eletroencefalograma (EEG) e

eletrocardiograma (ECG) durante os ta-inta minutos subsequentes à isquemia.

Os mesmos animais de cada gnipo se submeteram a tratamento com

solução contendo respectivamente 0,5mg, 2,5mg e 5,0mg de catequina, a 37 C
e pH 7.4. Concomitante à inftisão da droga foi realizado outro exame
eletroencefalográfíco e eletrocardiográfíco para que fosse possível a avaliação

da atividade eletrofísiológica durante a isquemia e no momento segiiinte
durante o tratamento.

30 min.

EEG/ECG
30 min.

isquemia

EEG / EGG
30 min.

Isquemia Catequina
0,5 mg
2,5 mg
5,0 mg

,."i»,,-

Figura 9 - Protocolo experimental.
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Caso a monitorização da pressão intracarotídea ou o registro
eletrocardiográfíco denotasse instabilidade autonômica (variação importante
da pressão ou arritmia cardíaca), o animal era eliminado da análise. Os
animais foram saciifícados com dose letal de uretana após o término do

expenmento.

A análise das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de
frequência do eletroencefalograma foi realizado a partir da escolha aleatória
de 15 a 40 épocas, de 2,84 segundos, do registro, conforme descrito no item
3.2.

O teste t-Student pareado (Daniel, 1991 b) foi usado para comparação
dos valores das amplitudes de cada espectro de frequência em cada região

entre os gmpos isquemia e tratados com (+)-catequina. O teste de
normalidade, envolvendo os dados de cada dois gmpos comparados, foi
processado e, em caso de falha do teste, processou-se também o teste de
Wilcoxon ("Wilcoxon Rank Test") (Daniel, 1991a). Diferenças significativas

foram consideradas quando P<0,05.

.»<•„

47



^Ml^
:1

wsyfí^ ^ii@BS'i'KiW
'fff

-SBS
m

s
ss

IKI
1 

«i

Km
ill

%

Figura 10 - Sistema de captação de dados.

r .-«*»,-

48

.-.•, .



RESULTADOS

,-'

-f».,?



L RESULTADOS

..1 Ação da solução salina 0,9% em infusão intracarotídea

esquerda a 15,8 pl/IOOg/min, durante trinta minutos, sobre

as amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalográficos de ratos com oclusão das artérias

carótidas cumuns.

As tabelas l a 6 demonstram os valores das amplitudes absolutas

nédias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, betâ2,

>eta3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no grupo

iontrole (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstmção das artérias

;arótidas comuns) e no gmpo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu

nfüsão mtracarotídea esquerda de solução salma 0,9%). A tabela 7 demonstra

>s valores das médias das amplitudes médias absolutas ± erro padrão da

nédia, e a tabela 8 demonstra os valores de P.

No presente estudo foram utilizados oito ratos, com o mfruito de

ivaliamos a possível interferência da solução diluente (solução salma 0,9%)

itilizada na preparação da droga testada, (+)-Catequina. As médias das

implitudes absolutas médias dos diversos espectros de ondas do

iletroencefalograma são mdividualmente apresentadas nas tabelas l a 6. O

este de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas

nédias dos diversos espectros do eletroencefalograma não falhou nas diversas

'egiões.
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A tabela 7 e os gráficos l a 6 demonstram que não houve elevação
lignificativa das médias das amplitudes absolutas médias dos diversos
•specti'os do eletroencefalograma em todas as regiões.

Assim, a infusão mtracarotídea de solução salina a 15,8
il/lOOg/min, durante 30 minutos, em ratos Wistar submetidos previamente a
ibstrução bilateral das carótidas comuns, não determinou aumento
ignificativo das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do
iletroencefalograma.

Alfa (região fi-ontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

AUà (região parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isqi lufusâo de
Satíaa

Isquemia Infusão de
Salina

bquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
Salina

31,73 35,01 36,81 41,46 38,31 42,29 52,79 56,46
51,50 46,50 49,19 45,02 59,90 51,04 74,66 64,61
61,95 57,38 66,07 58,60 53,64 59,16 43,23 49,43
38,78 36,50 46,80 47,20 49^20 48,78 65,80 66,2036,87 35,20 43,89 45,80 52,60 52,68 75,80 72,2549,75 45,80 52,45 50^0 37,50 39,58 6,80 66^552,60 55,00 45,80 44,60 39,80 42,10 70,80 72,4037,80 39^0 45,90 50,30 39,87 41,50 69,50 66,80

àbela 01- Amplitudes absolutas médias (pV) da fauca de frequência alfa
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
izendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (mfüsão mtracarotídea
querda a 15,8 ^iVlOOg/min de solução Salina 0.9%).
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Betai (região frontal
esquerda)

Isquemia

Betai (região finntal
direita)

Infusão de
Sauna

Isquenüa

Beta» (região parietal
esquerda)

Infusão de
Salina

Isquemia

Betai (região parietal
jdireita)

Lifúsâo de
Sauna

Isquemia Infusão de
Salina

22,52
39,17

28,49
16,80

31,98
37,57

36,53
35,18

33,86
50,78

45,46
46.20

48,53
63,16

61,88
57,04

56,38
48,54

54^1
42,50

61,39
38,45

52,74
37,60

47,50
48,50

56,90
50^0

47,34
52,40

52,13
54,20

29,60
47,80

30,50
46,23

35,20
38,70

34,50
36,40

42,50
46,50

44,80
44,80

50,50
52,80

53,20
54,98

45,80
37,96

50,40
40,26

39,87
45,80

36,50
43,60

42,90
39,62

46,80
40,50

51,65
59,20

48,23
60,30

àbela 02 - Amplitudes absolutas médias (^V) da fabía de fireqüência betai
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
izendo parte dos grupos controle (isquemia) e tratado (mfüsão intracarotídea
squerda a 15,8 pVlOOg/min de solução Salina 0.9%).

Betaz (região frontal
esquerda)

Isquenüa

Betai (região frontal
direita)

Infusão de
Salina

bquemia

Betaz (região parietal
esquerda)

lufusâo de
SaUna

Isqnemia

Betaz (região parietal
du-eita)

Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
Sauna

13,26
17,98

16,89
16,80

13,17
17,67

17,01
18,28

22,54
26,74

23,63
25,49

23,26
32,19

23,30
31,63

21,31
20,42

22,59
21,50

21,65
23,01

21,83
22,15

26,80
28,50

25,08
27,52

26,01
27,58

28,89
28,57

19,58
15,80

20,10
16,54

20,15
17,20

21,45
16,80

25,80
23,50

26,40
24,10

26,54
25,40

27,50
26,80

16,80
20,50

17,20
21,80

18,50
23,50

16,80
22,70

24,80
25,41

23,90
25,80

26,89
27,50

25,70
28,54

;!

abela 03 - Amplitudes absolutas médias (pV) da faixa de fi-eqüência beta2
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
azendo parte dos gmpos controle (Isquemia) e tratado (mfüsão intracarotídea
squerda a 15,8 jiVlOOg/min de solução Salina 0.9%).
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Betas (região frontal
esquerda)

Betaa (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda

Betaa (região parietal
direita)

[squemia Infusão de
Satína

Isqi Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
Sauna

Isquemia Infusão de
Salina

12,50 12,01 13,45 14,06 23,50 24,50 26,20 25,40
11,43 11,49 12,08 13,22 19,80 20,18 17,47 20,84
12,59 12,32 12,57 12,94 20,80 20,25 17,66 19,31
13^1 13,54 13,87 13,65 16,57 15,56 16,25 16,84
11,25 11,26 11,57 12,52 14,52 15,24 16,52 16,75
12,54 12,84 12,79 13,10 14,01 16,23 17,02 18,56
14,20 14,90 13,65 14,52 15,68 16,54 18,52 19,54
14,01 14,68 13,54 12,06 13,25 16,20 16,80 17,05

abela 04 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da faixa de frequência betas
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
izendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusão mtracarotídea
squerda a 15,8 ^iVlOOg/min de solução Salina 0.9%).

Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isqnemia Infusão de
Salina

bqnemia Infusão de
Salina

Isquemia Inftisâo de
Salina

Isquemia Infasâo de
Salina

145,5 142^ 155,2 155,0 83,5 82,9 93,72 96,8
142,2 141,5 166,3 165,2 92,9 87,77 100,1 97,26
156,7 160,4 160,1 161,8 102,4 109,8 74,85 73,14
145,6 144,9 170,3 169^ 98,8 99,10 88,40 89,6
154,8 157,2 175,2 173,5 96,8 98,5 102,1 100,8
145,3 148,2 165^2 166,8 79,8 80,7 95,2 98,2
135,6 138,0 168,0 170,3 80,2 _81,3_ 90,5 92,5
160^ 165,1 168,2 170,8 84,5 85,9 93,5* 95,9

abela 05 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da faixa de frequência delta
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
azendo parte dos gmpos controle (Isquemia) e ti-atado (infusão mtracarotídea
squerda a 15,8 ^VlOOg/min de solução SaUna 0.9%).

53



Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

[squemia Infusão de
Salica

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
Salina

Isquemia Infusão de
Salina

56,00 54,90 63,53 65,40 50,37 65,21 89,00 88,86

96,01 94,50 92,82 9C,5Ú 79^28 68,14 78,00 81,81

80,85 81,40 87,70 89,81 73,58 74,72 58,00 57,74
85,65 86,20 88,40 89,00 78,50 77^0 75,80 74,00
83,00 85,60 90,20 91,00 79,50 77,50 74,80 77,00
80,90 83,20 73,80 75,20 68,20 69,80 88,40 89,70

81^0 82,90 76,80 78,10 75,90 79,00 76,10 77,00
84,80 86^0 78,90 80,50 77,70 79,80 84,90 86,20

abela 06 - Amplitudes absolutas médias ((A V) da faixa de frequência teta
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obsfrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
Lzendo parte dos gmpos controle (Isquemia) e tratado (infusão intracarotídea
squerda a 15,8 ^1/lOOg/min de solução Salina 0.9%).

Grupo Betaa Bet»2 Betai Alfa Teta Delta

Frontal

esquerdo

Isquemia
12,72 ±
0,378

18,21 ±
0,982

41,35 ±
3,64

45,12 ±
3,64

81,05 ±
3,988

148,24 ±
2,919

Infusão de
Salina

12,88 ±
0,489

19,17 ±
0,911

3 8,67 ±
4,44

43,82 ±
3,12

81,86 ±
4,10

149,69 ±
3,519

Frontal
direito

Isqi
12,94 ±
0,292

19^6 ±
1,217

41,12 ±
3^1

48,36 ±
2,99

81,52 ±
3,538

166,06 ±
2,172

Infusão de
Salina

13^6 ±
0,283

19,63±
0,932

39,13 ±
2,1?

47,90 ±
1,85

82,44 ±
3^76

166,575 ±
2,093

Parietal
esquerdo

bquemia
17,30 ±
1,300

25,64 ±
0,605

44,02 ±
1,94

46,35 ±
3,02

72,88 ±
3,48

89,87±
3.16

Intusãode
Salina

18,09 ±
1,150

25,37 ±
0,485

46,96 ±
1,71

47,14 ±
2,43

73,92 ±
1,94

90,75 ±
3,72

Parietal
direito

bq 18,31 ±
1,156

26,92 ±
0,899

53,20 ±
1,90

64,55 ±
3,98

78,Í3±
3,524

92,30 ±
2,963

Infusão de
Salina

19^25 ±
1,015

27,62 ±
0,871

55,25 ±
1,56

64,30 ±
2,76

79,04 ±
3,675

93,03 ±
3,091

Fabela 07 - Média (^iV) ± erro padrão da média ((iV) das amplitudes
ibsolutas médias dos espectros de frequência do EEG de grupos de animais
n=8): Isquemia (obstrução bilateral das carótidas comuns) e Infusão de
Solução Salina 0,9%.
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Grupos
comparados

Frontal E (f)
Frontal E (IS)

FrtUtalDCO
Frontal D (IS)
Parietal E (I)
Parietal E (IS)

Parietal D (I)
Parietal D (IS)

p

Betaa

0,3075

0,3210

0,1497

0,0702

Beta;

0,0788

0,6688

0,3519

0,1626

Betai

0,4108

0,1653

0,1658

0,3492

Alfa

0,2972

0,7620

0,6236

0,8944

Teta

0,1697

0,1059

0,6929

0,1719

Delta

0,1786

0,4276

0,4938

0,4064

abela 08 - Signifícância (P) relativa à modificação da amplitude dos
otenciais do EEG induzida por infusão mtracarotídea de Solução Salina em
m gmpo de oito ratos Wistar com obstmção das carótidas comuns; D
ignifica direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IS), isquemia e infusão
itracarotídea esquerda Solução Salma 0,9%; (*) estatisticamente significante
3 < 0,05).

.-llk»,-. il

55



Gráficos: Isquemia e Infusão de Solução Salina 0,9%
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Gráfico l - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns e infusão de
solução salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Alfa do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Teta
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Gráfico 2 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns e infusão de
solução salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Teta do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Delta
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Gráfico 3 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns e infusão de
solução salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Delta do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Beta i
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Gráfico 4 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns e infusão de
solução salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Beta l do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Beta 2
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3ráfico 5 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns e infusão de
iolução salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Beta 2 do
ïletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Beta 3
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Gráfico 6 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comims e infusão de
solução salina sobre a amplitude absoluta média do espectoro Beta 3 do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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.2 Ação da solução de 5mg de (+)-catequina em infusão
intracarotídea esquerda a 15,8 pl/IOOg/min, durante trinta
minutos, sobre as amplitudes absolutas médias dos
espectros eletroencefalográficos de ratos com oclusão
das artérias carótidas cumuns

As tabelas 9 a 14 demonstram os valores das amplitudes absolutas
nédias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, beta2,
?eta3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no gmpo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias
carótidas comuns) e no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusão intracarotídea esquerda de solução 5mg de (+)-catequina). A tabela 15
demonstra os valores das médias das amplitudes médias absolutas ± erro
padrão da média, e a tabela 16 demonstra os valores de P.

No presente estudo foram utilizados oito ratos. As médias das
amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de ondas do
eletroencefalograma são individualmente apresentadas nas tabelas 9 a 14. O
teste de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas
médias dos diversos espectros do eletroencefalograma não falhou nas diversas
regiões, com exceção dos espectros delta na região frontal esquerda e do
espectro alfa na região parietal direita. A análise estatística no último caso
também incluiu o teste "Wilcoxon Signed Rank" (já referido).
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.2 Açâo da solução de 5mg de (+)-catequina em infusão
intracarotídea esquerda a 15,8 pl/IOOg/min, durante trinta
minutos, sobre as amplitudes absolutas médias dos
espectros eletroencefalográficos de ratos com oclusão
das artérias carótidas cumuns

As tabelas 9 a 14 demonstram os valores das amplitudes absolutas
nédias dos espectros de fi-eqüência do eletroencefalograma (alfa, betai, betai,
)etâ3, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no gmpo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias
sarótidas comuns) e no gmpo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusão intracarotídea esquerda de solução 5mg de (+)-catequina). A tabela 15
demonstra os valores das médias das amplitudes médias absolutas ± erro
padrão da média, e a tabela 16 demonstra os valores de P.

No presente estudo foram utilizados oito ratos. As médias das
amplitudes absolutas médias dos diversos especfros de ondas do
eletroencefalograma são individualmente apresentadas nas tabelas 9 a 14. O
teste de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas
médias dos diversos espectros do eletroencefalograma não falhou nas diversas
regiões, com exceção dos espectros delta na região frontal esquerda e do
espectro alfa na região parietal direita. A análise estatística no último caso
também incluiu o teste "Wilcoxon Signed Rank" (já referido).
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A tabela 15 e os gráficos 7 a 12 demonstram uma elevação das
nédias das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do
ïletroencefalograma em todas as regiões, com exceção do espectro teta lias
'egiões frontais e parietal esquerda, e do espectro delta nas regiões frontal e
parietal direitas com a infusão (+)-catequina 5mg (15,8 pVlOOg/min). Tal
elevação é estatisticamente significativa (tabela 16).

Assim, a inftisâo mtracarotídea de (+)-catequina 5mg a 15,8
til/lOOg/min, durante 30 minutos, em ratos Wistar submetidos previamente a
obstrução bilateral das carótidas coniuns, detemunou aumento signifícativo
das ainplifrudes absolutas médias dos diversos espectros do
eletroencefalograma.

Observa-se um aumento constante da inédia das amplitudes
absolutas médias dos diversos espectros de ondas do eletroencefalograma nos
gmpos Isquemia e Infusão de 5mg de (+)-catequina (Tabela 15). O aumento
da média da amplitude absoluta média em todos os especti-os nas diversas
regiões estudadas (Grupos Isquemia e Infusão de (+)-catequina) foram
estatisticamente significativos, com exceção do espectro P l na região parietal
direita (tabela 16).
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Alfa (região frontal
esQuerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (r^ião parietal
esquerda)

Alfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquenüa Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

64,11 58,92 45,59 47,94 90,26 97,83 78,18 84,69

64,93 88,99 52,28 64,42 57,81 66,61 53,57 61,29

42,67 56,71 40,26 57,48 82,58 120,50 64,07 114,50
l.

56,13 65,55 40,49 53,34 39,69 44,18 47,77 55,13

53,34 64,21 35,00 46,26 66,05 80,36 54,05 63,53

49,62 57,71 39,40 51,89 53,60 79,33 50,26 73,24

56,26 65,64 42,50 48,60 74,40 94,69 70,44 96,70

61,16 69.98 63,44 69,51 57,82 59,52 46,22 49,15

Fabela 09 - Amplitudes absolutas médias (p V) da faixa de fi-eqüência alfa
)rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
u-etana, e com obstrução das artérias carótidas comuns, cada um deles
azendo parte dos gmpos controle (Isquemia) e tratado (infusão intracarotídea
isquerda a 15,8 ^VlOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).

Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

bquemia lafúsão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

43,51 50,70 34,02 44,72 85,99 98,79 74,68 86,93

52,84 58,61 40,31 47,50 54,46 57,36 52,80 54,06
^

39,76 55,76 32,26 55,57 "70,67 131,60 59,58 126,40

48,00 48,59 36,13 41,14 39,85 44,09 43,07 47,21

41,42 50,83 27,25 35,91 66,12 74,91 53,90
^

59,77

39,15 50,98 26,76 40,60 61,12 88,51 45,43 65,21

44,74 53,05 38,48 43,98 70,79' 96,64 71,11 100,30

48,56 50,18 47,57 50,17 57,55 61,35 58,34 61,36

Tabela 10 - Amplitudes absolutas médias (p V) da faixa de fi-eqüência betai
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstmçao das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos gmpos controle (isquemia) e tratado (mfüsão intracarotídea
esquerda a 15,8 ^il/lOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).
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Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

18,81 30,28 17,12 30,36 41,73 61,84 36,37 55,32

21,88 25,77 20,34 23,23 23,55 31,70 25,09 30,10

17,78 37,39 16,84 38,34 38,00 86,11 30,73 81,45

21,55 22,46 16,62 20,29 22,99 26,84 21,45 26,74

26,94 29,98 19,57 24,89 42,06 50,46 39,53 42,26

17.54 25,86 13,15 19,76 24,76 43,84 26,12 36,47

22,44 27,48 21,59 28,62 42,12 60,76 47,39 67,29

24,40 25,01 24,38 25,13 33,36 36,67 37,86 39,33

Tabela 11 - Amplitudes absolutas médias (p. V) da faixa de fi-eqüência beta2
processadas do elefroencefalograma de sete ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusão intracarotídea
esquerda a 15,8 tiVlOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).

Betâ3 (região frontal
esquerda)

Betas (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda

Betas (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

10,96 23,01 10,03 23,12 25,00 42,88 22,14 38,37

12,29 16,04 12,34 13,76 15,87 20,56 16,19 20,25

11,79 27,89 11,08 27,82 25,68 65,13 24,94 63,06

14,16 16,50 10,91 12,90 18,70 21J1
?

15,22 22,34

19,93 25,60 13,36 23,02 25,75 38,12 25,91 33,89

13,13 18,93 7,75 13,42 19,03 32,02 16,92 26,52

15,04 19,56 14,08 20,84 27,51 45,61 32,75 51,92

14,87 14,90 14,52 15,06 19,07 21,90 25,02 26,02

Tabela 12 - Amplitudes absolutas médias (íiV) da faixa de frequência betaa
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos gmpos controle (Isquemia) e tratado (míüsão intracarotídea
esquerda a 15,8 ^il/lOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).
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Delta (região frontal
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
dirdta)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infiisâo de
catequina

121,80 140,30 96,92 114,60 104,50 123,40 92,60 108,80

138,00 158,00 102,70 121,40 69,75 79,56 67,29 79,81
97,84 115,40 102,40 122,80 99,96 112,00 65,02 86,53

130,60 137,90 106,20 121,10 35,98 33,92 46,52 48,54

119,40 153,70 90,29 121,40 82,09 97,12 70,50 83,73

138,70 160,30 134,10 166,10 68,39 98,73 110,60 142,80

131,40 150,90 112,80 124,40 102,50 116,70 81,21 88,58

169,6 216,0 186,8 234,1
7_

79,12 91,08 62,57 66,31

Tabela 13 - Amplitudes absolutas médias (p V) da faixa de frequência delta
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wístar anestesiados com
uretana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusão mtracarotídea
esquerda a 15,8 ^1/lOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).

Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
dirdta)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequua

Isquemia Infusão de
catequina

90,52 98,89 68,84 78,96 110,40 125,20 97,49 107,60
90,53 116,30 74,53 92,01 70,44 70,71 62,56 65,18

71,20 72,32 68,56 74,31 97,77 120,30 82,93 112,70

76,78 89,66 59,70 81,12 37,37 42,72 50,43 58,73
83,24 92,14 62,91 71,25 83,29 86,59 62,20 65,19
73,84 87,27 66,74 83,39 88,84 103,80, 75,20 95,72
91,97 111,70 80,16 86,09 99,26 119,80 99,93 110,80
94,94 109,7 93,54 113,8 67,39 77,49 65,13 72,10

Tabela 14 - Amplitudes absolutas médias (^iV) da faixa dejïeqüência teta
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusão intracarotídea
esquerda a 15,8 ^VlOOg/min de solução de 5mg de (+)-catequina).
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Grupo

Frontal
esquerdo

Isquemia

Betas

14,02 ±
0,99

Betaz

21,42 ±
1,16

Betai

44,75 ±
1.69

Alfa

56,03 ±
2,66

Teta

84,10 ±
3,24

Delta

130,9 ±
7,22

Infusão de
catequina

20,30 ±
1,676

28,03 ±
1,62

52,34 ±
J.AL

65,96 ±
3,67

97,20 ±
5,23

154,1 ±
10,22

Frontal
direito

bquemia
11,76 ±
0,804

18,70 ±
1,23

35,35 ±
_2,45

44,90 ±
3,20

71,90 ±
3,83

116,5 ±
11,04

Infusão de
caíequina

18,74 ±
2,005

26,33 ±
2,15

44,95 ±
2,17

54,90 ±
2,94

85,10 ±
4,70

140,7 ±
14,49

Parietal
esquerdo

Isquemia
22,10 ±

1,54
33,60 ±
3,05

63,30 ±
4,82

65,30 ±
5^4

81,80 ±
8,17

80,30 ±
8,11

Infusão de
catequina

35,90 ±
5,46

49,80 ±
6,87

81,70 ±
9,93

80,40 +
8,51

93,30 ±
10,28

94,10 ±
9,97

Parietal
direito

bquemia
22,40 ±
2J3

33,10 ±
3,09

57,40 ±
3,95'

58,10 ±
4,09

74,50 ±
6,28

74,50 ±
7,02

Infusão de
catequina

35,30 ±
5,37

47,40 ±
6,75

75,20 ±
9,59

74,80 ±
7,92

86,00 ±
8,12

88,10 ±
9,%

Tabela 15 - Média (p,V) ± erro padrão da média (^iV) das amplitudes
absolutas médias dos espectros de ifreqüência do EEG de gmpos de animais
(n=8): Isquemia (obstmção bilateral das carótidas comuns) e Infusão de (+)-
catequina (mesmos animais com infusão intracarotídea de 5mg de (+)-
catequina).

Grupos
comparados

p

Beta3 Beta2 Betai Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (1C)

0,0119I* 0,0223* 0,0039* 0,0100;* 0,0016*
0,0309(st)*
0,0078(x)*
0,0143(t)*

Frontal D (I)
Frontal D (1C)

0,0117* 0,0149* 0,0043* 0,0006* 0,0006,* 0,0007<

Parietal E Q)
Parietal E (1C)

0,0145* 0,0164.* 0,0339'I* 0,0102* 0,0051* 0,0036;,*

Parietal D (I)
Parietal D (1C)

0,0175* 0,0421* 0,0560
0,0210(st)*
0,0143(t)*
0,0078(x)*

0,0097*
•^ :

0,0060I*

Tabela 16 - Significância (P) relativa à modificação da amplitude dos
potenciais do EEG induzida por infusão intracarotídea de 5mg de (+)-
catequina em um grupo de oito ratos Wistar com obstrução das carótidas
comuns; (t) significa estatístico; (x), exato; (st), teste t-Student; D, direito; E,
esquerdo; (I), isquemia; (1C), isquemia e mfiisão intracarotídea esquerda de
5mg de (+)-catequina; (x) e (t) se referem ao teste "Wilcoxon Signed Rank".
(*) estatisticamente significante (p < 0,05).
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Gráficos: Isquemia e infusão de Solução de 5mg de (+)-
catequina.
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Gráfico 7 - Efeito da obstorução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro delta do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da ainplitude absoluta média do
espectoro delta induzido por infusão intracarotídea esquerda de 5mg de (+)-
catequina (isquemia e inftisão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Teta
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Gráfico 8 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro teta do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da amplitude absoluta média do
espectro teta induzido por infusão íntracarotídea esquerda de 5mg de (+)-
catequina (isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Alfa
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Gráfico 9 - Efeito da obstmçâo das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do especü-o alfa do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da amplitude absoluta média do
espectro alfa induzido por infusão intracarotídea esquerda de 5mg de (+)-
catequina (isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Betal
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Gráfico 10 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro betai do eletoroeacefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da amplitude absoluta média do
espectoro betai induzido por infusão intracarotídea esquerda de 5mg de (+)-
catequina (isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Beta2
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Gráfico 11 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro betai do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da amplitude absoluta média do
espectro betas induzido por infusão intracarotídea esquerda dê 5mg de (+)-
catequina (isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Beta 3
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Gráfico 12 - Efeito da obstmção das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro betâ3 do eleü-oencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Há aumento da amplitude absoluta média do
espectro betaa induzido por infusão intracarotídea esquerda de 5mg de (+)-
catequina (isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Em conclusão, a infusão intracarotídea esquerda de solução

5mg de (+)-catequina, a 15,8 ^il/lOOg/min, durante 30 minutos,

detemiinou no EEG de ratos anestesiados com uretana e com isquemia

induzida por obstmção das carótidas comuns um aumento constante e

significativo, das amplitudes absolutas médias de todos os espectros de

frequência da atívidade eletroencefalográfíca, com exceção da região

betai parietal direita.

4.3 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalográfícos em ratos com oclusão das carótidas

comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução de

2,5mg de (+)-catequina.

As tabelas 17 a 22 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, betas,
betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no gmpo
controle (ratos anestesiados com isquemia mduzida por obstmção das artérias
carótidas comuns) e no gmpo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusão intracarotídea esquerda a 15,8 tiVlOOg/mm, durante trinta mmutos, de
solução de 2,5mg de (+)-catequina). As tabelas 23 e 24 demonsü-am os valores
das médias das amplitudes médias absolutas ± erro padrão da média e de P
respectivamente. Os gráficos 13 a 18 resumem os achados estatísticos.
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Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (r^iâo parietal
esquerda)

Alfa (r^iâo parietal
direita)

Isquemia Infusão de
cateauina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

44,77 42,38 41,67 46,50 75,91 79,00 60,38 62,03
43,70 56,11 39,02 46,28 65,54 82,34 59,00 76,53
46,93 49,07 43,30 48,51 94,54 102,90 90,93 97,77
42,44 44,67 26,59 27,02 72,48 87,14 76,91 91,78
27,06 36,83 21,29 31,69 47,70 70,85 48,01 68,14
48,06 50,82 54,38 60,69 69,73 70,38 69,06 68,56
41,47 53,38 19,25 29,51 79,36 97,38 . 74,60 90,95
27,52 31,89 24,55 29,17 57,74 71,37 46,31 57,50

Tabela 17- Amplitudes absolutas médias (p. V) do espectro atfa processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com
obstmção das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos
controle (Isquemia) e tratado (infasão mtracarotídea esquerda, a 15,8 ^1/lOOg/mm,
de solução de 2,5mg de (+)-catequina).

Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

34,13 34,12 38,20 36,37 75,86 78,26 61,28 61,13
34,12 39,89 31,02 32,74 77.66 88,03 77,03 87,42
36,10 38,48 31,88 35,11 87,11 103,40 78,43 90,28
31,74 34,56 21,60 21,03 67,52 85,32 69,30 89,48
27,03 37,85 21,19 31,74 44,29 73,17 45,47 70,23
38,35 34,20 42,48 38,04 65,28 60,57 63,68 57,22
37,00 42,28 20,23 19,75 79,73 94,13 80,26 87,63
26,73 28,88 20,30 19,92 60,22 69,92 43,68 52,13

Tabela 18- Amplitudes absolutas médias (p V) dos espectros betai processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrução
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos controle
(Isquemia) e tratado (mfasâo mti-acarotídea esquerda, a 15,8 ^1/lOOg/min, de
solução de 2,5mg de (+><atequina).
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Beta2 (região frontal
esquerda)

Beta2 (região frontal
direita)

Beta2 (região parietal
esquerda)

Beta2 (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isqueroia Infusão de
catequina

17,75 17,46 18,73 19,71 41,07 45,15 32,27 33,47
15,53 19,86 16,17 16,90 44,33 48,37 49,32 53,18
16,49 18,72 14,63 16,32 42,61 52,71 37,01 46,82
13,16 16,84 8,01 10,38 33,99 47,58 33,13 47,09
14,15 21,67 12,46 19,12 44,29 44,79 23,30 40,30
16,71 19,04 16,86 17,84 33,96 37,75 31,82 33,24
17,75 19,97 9,42 9,95 41,64 48,61 42,45 49,54
14,54 17,92 10,82 10,45 31,18 38,84 25,12 28,08

Tabela 19- Ampütudes absolutas médias (^iV) dos espectros beta2 processadas do
eleti-oencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias caróddas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusão intracarotídea esquerda, a 15,8 ^1/lOOg/min, de
solução de 2,5mg de (+)-catequina).

Beta3 (região frontal
esquerda)

Beta3 (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda)

Beta3 (região parietal
dirdta)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

bquemia üifüsâode
categuina

Isquemia Infusão de
catequína

9,58 10,70 11,95 11,97 20,79 25,45 17,95 19,72
10,01 12,38 9,79 10,70 26,29 31,33 32,14 34,95
10,17 12,73 8,87 10,40 22,96 33,96 19,89 29,25
8,20 10,83 4,97 6,05 23,73 32,56 19,96 29,41
8,72 15,65 6,75 12.81 15,31 31,59 14,06 26,30
10,98 14,22 9,40 11,43 21,11 28,17 t9,03 24,41
12,16 14,73 7,20 8,59 28,69 34,30 25,87 28,71
10,40 12,61 J^3 7,19 18,55 24,93 15,04 18,46

Tabela 20-Amplitudes absolirtas médias (pV) dos espectros beta3 processadas do
eletroenceíalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (míüsão mtracarotídea esquerda, a 15,8 ^1/lOOg/min, de
solução de 2^mg de (+)-catequina).
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Delta (região frontal
esquerda)

Detta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequína

Isquenua Infusão de
catequína

135,40 161,50 112,60 147,30 121,90 157,30 78,87 122,20
110,30 127,10 118,80 124,00 92,96 97,29 78,51 104,60
163,00 153,60 164,00 161,00 135,90 140,60 130,80 133,80
100,30 95,11 90,47 83,40 99,15 124,80 108,90 134,30
54,37 82,39 57,21 80,26 82,89 125,10 89,44 128,70
119,60 123,60 134,00 140,80 90,89 95,99 90,01 99,67
71,33 85,50 40,82 41,20 153,40 208,00 145,80 -197,30
75,02 94,15 99,71 114,00 101,50 138,00 70,17 108,10

Tabela 21- Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros ddta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos controle
(Isquemia) e tratado (míüsâo intracarotídea esquerda, a 15,8 j^l/lOOg/min, de
solução de 2^mg de (+)-catequina).

Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esauerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

73,69 77,94 71,99
?•

79,10 93,74 105,50 73,62 81,02
64,88

?'
87,28 61,41 77,32 88,72 114,10 85,54 109,50

77,11 81,65 72,59 83,27 118,10 127,30 111,30 124,30
59,48 60,19 43,84 39,67 92,27 97,89 91,99 106,40
37,92 52,36 31,08 43,59 66,63 101,90 67,39 99,63
82,74 74,96 90,36 87,46 85,72 84,46 86,34 86,74
54,82 61,50 27,14 27,62 99,89 126,10 102,80 126,30
41,32 46,55 43,34 44,64 74,86 90,56 59,37 75,41

Tabela 22- Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros teta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar aüestesiados com uretana e com obstrução
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tintado (infusão intracarotídea esquerda, a 15,8 pl/lOOg/min, de
solução de 2^mg de (+)-catequina).
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Grupo

Região
frontal

esquerda

Isquemia

Betaa
10,03 ±
0,440

Betâ2
15,76 ±
0,601

Betai
33,15 ±

1,54

Alfa
40,24 ±
2,93

Teta
61,50 ±
5,77

Delta
103,7 ±
12,77

Infusão de
catequina

12,98 ±
0,628

18,94 ±
0,552

36,28 ±
1,48

45,64 ±
2,95

67,80 ±
5,20

115,4 ±
10,89

Região
frontal
direita

Isquemia
8,27 ±
0,767

13,39 ±
1,35

28,363 ±
3,12

33,76 ±
4,45

55,22 ±
7,90

102,2 ±
14,11

Infusão de
catequina

9,89 ±
0,844

15,08 ±
1,464

29,338 ±
2,76

39,92 ±
4,32

60,33 ±
8,37

111,5 ±
14,31

Região
parietal
esquerda

Isquemia
22,18 ±
1.50

39,13 ±
1,85

69,70 ±
4,75

70,40 ±
5,00

90,00 ±
5,51

109,8 ±
8,74

Infusão de
catequina

30,29 ±
1,30

45,48 ±
1,79

81,60 ±
4,91

82,70 ±
4,39

106,0 ±
5,52

135,9 ±
12,68

Região
paritíal
direita

Isquemia
20,49 ±

2,09
34,30 ±
3,04

64,89 ±
5,05

65,70 ±
5,37

84,80 ±
6,20

99,10 ±
9,57

Infusão de
catequina

26,40 ±
1,92

41,47 ±
3,20

74,44 ±
5,68

76,70 ±
5,34

101,2 ±
6,74

128,6 ±
10,90

Tabela 23 - Média das amplitudes absolutas médias (^iV) ± erro padrão da
média (|iV) dos espectros de frequência do EEG processados a partir das
amplitudes absolutas médias do exame eletrofísiológico de oito animais:
Isquemia (obstrução das carótidas comuns) e Infusão de (+)-catequina (os
mesmos animais com obstrução das carótidas comuns e inflisão intracarotídea
de solução de 2,5mg de (+)-catequina).
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Grupos
comparados

p

Beta? Betaz Betai Alfa l Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (1C)

0,OÚ18(t)*
0,0078(x)*
0,0143(st)* 0,0051* 0,0836 0,0244* 0,0872 0,0487*

Frontal D (I)
Frontal D (1C)

0,0490<t)*
0,0234(x)*
0,0300(st)* 0,0618 0,5581 0,0010* 0,0947 0,1035

Parietal E (I)
Parietal E (1C)

0,0006*
0,0034* 0,0129* 0,0027* 0,0074* 0,0067*

Parietal D (I)
Parietal D (1C) 0,0037* 0,0113* 0,0312* 0,0047* 0,0025* 0,0016*

Tabela 24 - Nível de signifícância (P) com relação a aumento da amplitude
dos potenciais do eletroencefalograma induzido por infusão intracaotídea
esquerda de (+)-catequina (2,5mg) em ratos Wistar com obstmção das
carótidas comuns; (t) significa estatístico; (x), exato; (st), teste t-Student; D,
direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (1C), obstrução das carótidas comuns e
infiisão intracarotídea esquerda de 2,5mg de (+)-catequina; (x) e (t) se referem
ao teste "Wilcoxon Signed Rank". (*) estatisticamente signifícante (p < 0,05).
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Gráficos: Isquemia e Infusão de solução de 2,5mg de (+)-
Catequina.
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Gráfico 13 - Amplitude absoluta média do espectro delta do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas comuns e infusão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusão de (+)-catequina). Há um aiunento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusão de (+)-catequina em todas as regiões estudadas, com exceção da
região frontal dü-eita. * p<0,05.

.^fffff-

80



Espectro Teta
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Gráfico 14 - Amplitude absoluta média do espectro teta do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas comuns e infusão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infiisão de (+)-catequína). Há um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG; de ratos com
infusão de (+)-catequina na região parietal esquerda e direita. * p<0,05.
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Espectro Alfa
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Gráfico 15 - Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas comuns e infusão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusão de (+)-catequina). Há um amiiento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusão de (+)-catequina em todas as regiões. * p<0,05.
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Espectro Beta i
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Gráfico 16 - Amplitude absoluta média do espectro betai do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemía) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas coniuns e mfíisão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e inftisão de (+)-catequina). Há um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusão de (+)-catequina nas regiões parietais esquerda e direita". * p<0,05.
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Espectro Beta2
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Gráfico 17 - Amplitude absoluta média do espectro betai do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas comuns e infusão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e inflisão de (+)-catequina). Há um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusão de (+)-catequma em todas as regiões, com exceção da região fi-ontal
direita. *p<0,05.
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Espectro Beta 3

*

•

35
^

30-+

?
5 25-
.5

I 20-

ms
15

s ii
10 SM

•o

s 5ï.
Ë

•s< o

llsquemia

llsquemiae
catequina

Frontal esquerda Frontal direita Parietal esquerda Parietal direita

Gráfico 18 - Amplitude absoluta média do espectro betas do EEG de ratos
Wistar com oclusão das artérias carótidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusão das artérias carótidas comuns e infíisão de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusão de (+)-catequina). Há..,, um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infiisão de (+)-catequina em todas as regiões. * p<0,05.
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A avaliação estatística dos dados apresentados nas tabelas 17 a 24
detectou uma falha do teste de normalidade na avaliação das amplitudes absolutas
médias do espectro betâ3 na região fi-ontal esquerda e direita. A análise estatística,
neste caso, incluiu o teste "Wücoxon Signed Rank" (tabela 24). As tabelas 23 e 24
e os gráficos 13 a 18 demonstram um aumento da média das amplitudes absolutas
médias de todos os espectros de fi-eqüência do eleü-oencefalograma nos gmpos
Infusão de (+)-catequina em todas as regiões estudadas. Entretanto os espectros
betâ2 da região fi-ontal direita; betai fi-ontal esquerda e direita; teta frontal esquerda
e direita e delta frontal direita q)resentaram variações não significativas das médias
das amplitudes absolutas médias. O aumento da média das amplitudes absolutas
médias nos gmpos com infusão de 2,5mg de (+)-catequma foi estatisticamente
significativo em todos os demais espectros de todas as demais regiões (tabela 23,
gráficos 13a 18).
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4.4 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalográficos em ratos com oclusão das carótidas
comuns e infusão intracarotídea esquerda de solução de
0,5mg de (+)-catequina.

As tabelas 25 a 30 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de frequência do eletroencefalograma (alfa, betai, beta2,
betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliação quantitativa no gmpo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrução das artérias
carótidas comims) e no gropo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusão intracarotídea esquerda a 15,8^1/lOOg/min, durante trinta minutos, de
solução de 0,5mg de (+)-catequma). As tabelas 31 e 32 demonstram os valores
das médias das amplitudes médias absolutas ± erro padrão da média e de P
respectivamente. Os gráficos 19 a 24 resumem os achados estatísticos.

Alfa (região frontal
esquerda)

Alfa (região frontal
direita)

Alfa (região parietal
esquerda)

Atfa (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequma

Isquemia Infusão de
catequiaa

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

46,56 51,29 44,27 49,82 51,56 56,01 44,97 45,57

7,26. 8,98 8,11 13,10 9,42 17,90 10,32 18,59

89,01 81,51 43,61 46,89 122,70 111,90 103,10 99,45

64,35 55,41 55,30 48,30 79,33 90,95 76,03 78,70

55,60 57,71 67,73 73,55 65,40 77,41 56,28 69,56

67,57 75,36 63,33 71,79 52,93 61,70 46,05 57,17

87,14 91,35 65,45 70,59 91,27 96,14 85,78 90,36

28,27 35,78 46,14 62,03 57,76 77,86 69,80 88,60

Tabela 25 - Amplitudes absolutas médias (p,V) do espectro alfa processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com
obstmçao das artánas carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos
controle (Isquemia) e tratado (míüsão mtracarotídea esquerda, a 15,8 tiVlOOg/mm,
de solução de 0,5mg de (+)-catequina).
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Betai (região frontal
esquerda)

Betai (região frontal
direita)

Betai (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

33,20 41,21 31,83 40,02 52,17 61,86 44,90 53J2_

5,42 9,24 7,59 13,47 10,50 26,06 10,50 18,89

68,68 73,80 40,87 43,09 108,20 121.90
9_

92,39 104,90
_?_

49,28 41,68 41,56 36,43 73,99 81,71 68,55 66,46

39,87 44,41 46,96 50,30 65,36 79,20 55,97 70,58

60,34 61,08 51,41 53,% 44,84 55,43 40,17 50,83

72,98 69,43 55,92 52,80 95,63 89,30 93,75 87,64

24,07 28,97 34,90 43,25 55,88 66,05 61,04 72,80

Tabela 26 - Amplitudes absolutas médias (p V) dos espectros betai processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazencfò parte dos gmpos conü-ole
(Isquemia) e tratado (mesmos aaimais com infiisâo intracarotídea esquerda, a 15,8
^VlOOg/min, de solução de 0,5mg de (+)-catequma).

Beta2 (região frontal
esquerda)

Beta2 (região frontal
direHa)

Beta2 (região parietal
esquerda)

Betai (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

bquemia Infusão de
catequina

16,76 22,62 15,38 21,08 21,32 35,68 20,22 30,22

3,17 6,85 4,58 8,96 7,70 20,36 5,59 12,84

31,04 31,93 21,95 22,25 56,08 56,05 48,03 48,89

20,01 20,32 18,81 16,33 37,66 41,72 33,46 33,11

15,77 20,14 19,13 22,35 31,85 42,84 28,68 36,65

28,49 31,95 21,70 26,96 23,64 32,97 18,49 31,73

33,71 33,56 25,45 25,56 49,16 50,05 48,55 49,85

12,76 16,92 17,41 23,01 30,39 42,06 33,38 45,27

Tabela 27 - Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros betai processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrução
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infiisão mtracarotídea esquerda, a 15,8
^1/lOOg/mm, de solução de 0,5mg de (+)-catequina).
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Beta3 (região frontal
esquerda)

Beta3 (região frontal
direita)

Beta3 (região parietal
esquerda)

Beta3 (região parietal
dirrita)

Isquemia Infusão de
catequioa

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
cateQuina

Isquemia Infusão de
catequina

10,90 15.48 9,89 14,25 17,82 27,95 16,03 23,14

3,09 6,60 2,98 6,79 9,85 18,70 4,18 10,44

17,80 17,64 11,97 11,71 27,89 28,08 24,74 25,20

11,38 13,76 10,76 10,66 21,20 26,52 18,86
'9_

19,99

9,72 14,05 11,84 14,06 20,26 25,26 18,22 23,35

15,79 20,81 13,01 15,74 13,65 24,07 12,79 23,70

18,29 20,58 13,51 15,55 25,96 31,32 26,91 32,22

8,45 12,28 10.90 15,51 19,86 30,33 22,46 33,48

Tabela 28 - Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros beta3 processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada uni deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infasão intracarotídea esquerda, a 15,8
(il/lOOg/min, de solução de 0,5mg de (+)<atequina).

Detta (região froirta]
esquerda)

Delta (região frontal
direita)

Delta (região parietal
esquerda)

Delta (região parietal
direita)

bquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

99,02 136,10 99,05 137,30 59,94 74,76 53,52 70,70

35,32 34,66 24,18 33.11 25,70 41,89 36,10 34,85

212,20 219,40 142,00 134,90 164,40 149,90 139,70 138,70

125,70 124,10 118,00 115,60 141,40 144,90 122,40 121,30

151,50 149,70 163,60 169,50 85,49 88,73 87,53 102,50

148,20 180,70 147,30 183,00 75,52 91,57 53,97 73,12

222,60 227,30 210,70 194,10 147,20 133,60 123,10 117,90

80,12 112,30 115,90 154,30 66,85 86,75 83,33 109,70

Tabela 29 - Amplitudes absolutas médias (^iV) dos espectros delta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infiisâo intoacarotídea esquerda, a 15,8
^VlOOg/min, de solução de 0,5mg de (+)-catequina).
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Teta (região frontal
esquerda)

Teta (região frontal
direita)

Teta (região parietal
esquerda)

Teta (região parietal
direita)

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

Isquemia Infusão de
catequina

59,71 88,12 61,28 87,63 63.04 67,58 54.20 66 JO

19,51 20,11 19,16 22,48 22,34 26,91 26,36 28,29
117,50 125,20 68,95 70,93 145,80 130,50 124,00 115,90

91,65 87,96 76,71 74,31 95,84 106,20 88,67 90,20

84,92 93,37 97,84 116,70 75,93 82,23 70,07 83,79

101,20 111,00 85,83 110.80 63,81 79,46 46,32 64,78

152,60 163,30 123,00 136,60 127,10 142,70 119,80 135,00

47,92 60,04 76,83 90,92 70,30 83,46 84,98 101,50

Tabela 30 - Amplitudes absolutas médias (tiV) dos espectros teta processadas do
elefroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstmção
das artérias carótidas comuns, cada um deles fazendo parte dos gmpos conü-ole
(Isquemia) e ti-atado (mesmos animasi com mfiisão intracarotídea esquerda, a 15,8
^1/lOOg/min, de solução de 0,5mg de (+)-catequma).

Grupo Betaa Beta2 Betai Alfa Teta Delta

Região
frontal

esquerda

Isquemia
11,93 ±
1,82

20,21 ±
3,65

44,23 ±
8,20

55,72 ±
9,91

84,38 ±
14,78

134,3 ±
22,52

Infusão de
catequina

15,15 ±
1,65

23,04 ±
3,23

46,23 ±
7,60

57,17 ±
9,36

93,64 ±
15,09

147,9 ±
22,02

Região
frontal
direita

Isquemia
10,61 ±
1,67

18,05 ±
2,21

38,88 ±
5,29

49,24 ±
6,81

76,2 ±
10,59

127,6 ±
19,15

Infusão de

catequina
13,03 ±

1,11
20,81 +
2,03

41,67 ±
4,59

54,51 ±
7,08

88,8 ±
12,31

140,2 ±
17,88

Região
parietal

esquerda

Isquemia
19,56 ±
2,10

32,23 ±
5,48

63,32 ±
10,76

66,30 ±
11,71

83,02 ±
13,83

95,81 ±
17,41

Infusão de
catequina

26,53 ±
1,41

40,22 +
3,84

72,69 ±
9,87

73,73 ±
10,23

89,88 ±
12,94

101,51 ±
13,37

Região
parietal
direita

Isquemia
18,02 ±
2,56

29,55 ±
5,20

58,41 ±
9,76

61,54 ±
10,14

76,80 ±
12,18

87,46 ±
13,46

Infusão de
catequina

23,94 ±
2,54

36,07 ±
4,31

65,65 ±
9,13

68,50 ±
9,53

85,70 ±
11,75

96,02 ±
12,03

Tabela 31 - Média das amplitudes absolutas médias (^iV) ± erro padrão da
média (^iV) dos espectros de frequência do EEG processados a partir das
amplitudes absolutas médias do exame eletrofisiológico de oito animais:
Isquemia (obstmção das carótidas comuns) e Infusão de (+)-catequina (os
mesmos animais com obstrução das carótidas comuns e inftisao mtracarotídea
de solução de 0,5mg de (+)-catequina).
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Grupos
comparados

p

Beta3 Betaz Betal Alfa Teta Delta

Frontal E (I)
Frontal E (1C)

0,0010* 0,0081* 0,3124 0,5391 0,0274 *
0,1073 (t)
0,1094 (x)
0,0602 (st)

Frontal D (I)
Frontal D (1C)

0,0078* 0,0388 * 0,1518 0,0501 0,0128* 0,1480

Parietal E (I)
Parietal E (1C) 0,0010* 0,0048* 0,0061* 0,0493* 0,0949 0,2743

Parietal D (I)
Parietal D (1C)

0,0036* 0,0101*
0,0423 (t)
0,0391 (x)

0,0275 (st) *
0,0313 * 0,0312* 0,0830

Tabela 32 - Nível de signifícância (P) com relação a aumento da amplitude
dos potenciais do eletroencefalograma induzido por infusão intracaotídea
esquerda de (+)-catequina (0,5mg) em ratos Wistar com obstmção das
carótidas comuns; (t) significa estatístico; (x), exato; (st), teste t-Student; D,
direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (1C), obstmção das carótidas comuns e
infusão mtracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina; (x) e (t) se referem
ao teste "Wilcoxon Signed Rank". (*) estatisticamente signifícante (p < 0,05).
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Gráficos: Isquemia e Infusão de solução de 0,5mg de (+)-

Catequina.
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Gráfico 19 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro delta do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
delta induzido por infusão intracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e ínfiisão de (+)-catequina).
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Gráfico 20 - Efeito da obstnição das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro teta do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
teta induzido por infusão intracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Gráfico 21 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitiide absoluta do espectro alfa do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
alfa induzido por infusão intracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;

u«ln,"

94



Espectro Betal

*
90

l.a. 80
tU
+

T70>
a.

.2 60

íT50
3
s 40 -
o
u»
^

30n

w
n

20 -s
a:
Q.

10Ë
<

o

Frontal esquerda Frontal direita Parietal esquerda

Regiões Cerebrais

Parietal direita

llsquemia

llsquemia e
catequina

Gráfico 22 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro betai do eleüroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
betai induzido por infusão intracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Gráfico 23 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro beta2 do eleüroencefalograma de ratos Wistar
aiiestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
betai induzido por infusão intracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infuisão de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Beta3
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Gráfico 24 - Efeito da obstrução das artérias carótidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro betaj do eletoroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
beta3 induzido por infusão mtracarotídea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusão de (+)-catequina). * P<0,05;

<.f*ffi''

97

.--'



A avaliação estatística dos dados apresentados nas tabelas 25 a 32
detectou uma falha do teste de normalidade na avaliação das amplitudes absolutas
médias do espectro betai na região parietal direita e no espectro delta na região
frontal esquerda. A análise estatística, neste caso, incluiu o teste "Wücoxon Signed
Rank" (tabela 32).

As tabelas 31 e 32 e os gráficos 19 a 24 demonstram uma variação de
modo mconstante no aumento da média das amplitudes absolutas médias de todos
os espectros de frequência do eletroencefalograma nos grupos Isquemia com
infusão de 0,5 mg de (+)-catequina. Entretanto os espectros, delta em todas as
regiões; teta parietal esquerda; alfa frontal esquerda e direita; betai frontal esquerda
e direita apresentaram variações não significativas nas médias das amplitudes
absolutas médias. O aumento na média das amplitudes absolutas médias nos
gmpos com iníusão de 0,5mg de (+)-catequina foi estatisticamente significativo
em todos os demais espectros de todas as demais regiões, com destaque para os
espectros betaz e beta? onde observa-se um aumento significativo das médias das
amplitudes médias em todas as regiões cerebrais (tabela 31, gráficos 19a 24).

-•*„-.
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5.0 DISCUSSÃO

A físiopatologia da isquemia cerebral tem sido extensivamente

estudada em ratos por vários métodos, incluindo oclusão de múltiplos vasos,

hipotensão e hipovolemia, para produzir alterações globais no fluxo sanguíneo
cerebral e no metabolismo.

As principais observações eletrofísiológicas com um quadro

panorâmico de depressão de atividade elétrica cerebral, verificadas logo após

a oclusão carotídea, dão conta da existência de fenómenos metabólicos com

repercussões claras no eletroencefalograma (Do Vale et al-, 2000).

A isquemia cerebral causa um gmpo de modifícações sequenciais,

envolvendo redistribuição iônica, modificações das reações enzimáticas, que

são próprias do metabolismo e da sinalização intracelular (Zagrean et al.,

1995). Portanto, essas alterações iônicas, em si, já podem justificar muitos dos

elementos eletrofísiológicos observados durante a isquemia cerebral.

,.'/•(.-Estudos de espectroscopia com ressonância nuclear magnética com

3ip (31p-NMR) em ratos com artérias vertebrais obstmídas por
eletrocoagulação (Naruse et al., 1984) demonstraram que os mais altos valores

de ATP e fosfocreatma (PCr) diminuíram concomitantemente com os mais

altos valores de fosfatos inorgâmcos (Pi), depois de quatro minutos de
100

I



obliteração das artérias carótidas comuns. Os fosfatas de alta energia são

importantes fatores para estabilidade iônica da membrana em função,
principalmente, da bomba de sódio. Estas mudanças atingiram valores mais

significativos trinta minutos depois. Ao mesmo tempo, uma evidente redução
de pH tissular foi observada. Houve uma redução da amplitude das ondas do
eletroencefalograma imediatamente após a indução da isquemia. Os autores

observaram uma recuperação rápida do metabolismo energético, embora o
padrão de decremento da amplitude no eletroencefalograma persistisse doze

horas após a recirculação.

No método deste estudo, nós usamos gmpos pareados de animais e,

assim, foi reduzida substancialmente a possibilidade de que o anestésico usado
pudesse itífluenciar a comparação dos resultados obtidos na análise das
amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de frequência. Do Vale et
al., 1998, demonstrou em ratos uma importante redução estatisticamente

signifícante das amplitudes das ondas do eletroencefalograma, quando ambas

as artérias carótidas comuns foram obstmídas, sem prévia obliteração das

artérias vertebrais. Os modelos experimentais utilizados anteriormente por
outros pesquisadores (Naruse et al., 1984) consistiam na oclusão dos quatro
vasos, ou seja, oclusão permanente das artérias vertebrais e transitória das

artérias carótidas comuns ou hipotensão arterial associada à oclusão de ambas

as artérias carótidas comuns (Eklõf & Siesjõ, 1972). Portanto, o método
estabelecido por Do Vale et al., 1998 e utilizado neste trabalho é

absolutamente original neste aspecto.
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As observações aqui procedidas pertinentes à análise

computadorizada do EEG em ratos com obstrução bilateral das artérias
carótidas comuns podem ser usadas para monitorização de substâncias
citoprotetoras endógenas ou exógenas na isquemia cerebral, desde que se
consiga observar uma reversão significativa da redução das amplitudes

absolutas médias dos diversos espectros de frequência eletroencefalográfícos
induzida por isquemia, quando, neste caso, são usadas tais substâncias (Do
Vale, 2000).

Recentemente, graças ao notável avanço tecnológico em

neuroimagem, à disposição da prática médica, novas entidades clínicas estão

sendo incorporadas ao conjunto das já classicamente conhecidas. Dentre
aquelas, se destaca a doença vascular cerebral isquêmica silenciosa, quando

suas manifestações não são reconhecidas ou noticiadas pêlos portadores
(Víngerhoets & Bogousslavsky, 1998). Além da tomografía computadorizada
do encéfalo e da ressonância nuclear magnética, relatos na literatura

testemunham a utilidade da abordagem eletrofisiológica na investigação destes
casos em seres humanos (Chão & Knight, 1998; Shigeta et al., 1995) ou em
modelos animais (Chichibu et al., 1995).

Outros estudos prévios demonstraram uma impoïtante redução das

amplitudes das ondas teta superficiais e profundas em decorrência da isquemia
cerebral (Momnaur et al., 1986). As alterações do eletroencefalograma
verificadas por estes autores foram relacionadas à excessiva perda de células
piramidais na região CAi do hipocampo. Tem sido sugerido que os
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componentes neurais desta área são importantes como fonte de ondas teta

superficiais e profundas, bem como para sua manutenção.

Embora as alterações circulatórias, bioquímicas e morfológicas da

lesão cerebral isquêmica já estejam, de certo modo, caracterizadas (Suzuki, et

al., 1983; Urban et al., 1990a, Urban et al, 1990b ), as modificações da
atividade elétrica cerebral ainda não são bem conhecidas. Segundo Do Vale et

al. (1998), a obliteração das artérias carótidas comuns produz em ratos Wistar,

quando anestesiados com uretana por via intraperitoneal, uma redução

estatisticamente signifícatíva das amplitudes absolutas das faixas espectrais

clássicas do eletoroencefalograma, sugerindo que o EEG pode ser um meio
sensível e útil para avaliar os efeitos cerebrais da isquemia, mesmo os que não

tiveram expressão clímca.

Neste estudo experimental, demonstrou-se que a possível ação

neuroprotetora da (+)-Catequina pôde ser avaliada usando o modelo
experimental descrito por Do Vale et al., 1998.

Diante destas evidências experimentais, resolvemos avaliar, através

do eletroencefalograma, a atuação da (+)-catequina admüústTada por via
intracarotídea em ratos que se submeteram previamente à obstmção bilateral
das artérias carótidas comuns. Em um trabalho anterior. Do Vale 2000,

demonstrou que a obstrução das artérias carótidas comuns em ratos Wistar
detemiinava uma redução estatisticamente significativa das amplitudes
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absolutas médias dos diversos espectros de fi-eqüência do
eletroencefalograma, quando da iüfúsão de Glutation 1,2 mM e ácido a-
Lipóico 6,06 mM.

O aumento das amplitudes absolutas médias de todos os espectros
de fi"eqüência, a grande maioria estatoisticamente significativo, observado
durante a infusão intracarotídea esquerda de solução contendo 0,5mg, 2,5mg e
5,0mg de (+)-catequina em ratos com obstmção bilateral das carótidas
comuns, foi um achado inédito (Tabelas 01-32; Gráficos 01-24), porquanto
nenhum estudo eletroencefalográfíco, envolvendo a ação desta substância em
modelos animais de isquemia cerebral foi encontrado em análise muito recente
do arquivo "MEDLINE". A reversão da redução das amplitudes absolutas
médias induzida por obstmção das artérias carótidas comuns ocorreu
praticamente em todas as faixas espectrais.

Em artigo de revisão, Erecinska & Silver (1996) mencionam a
vulnerabilidade dos neurônios hipocampais, em particular os da região CAi, à
lesão isquêmica global, ressaltando os diversos aspectos das alterações de
sinalização celular em que estão envolvidas as alterações da homeostase do
Ca . A vulnerabilidade dos neurônios do hipocampo, em particular, das
estmturas envolvidas no mecanismo da memória toma a avaliação
complementar importante, sobretudo em pacientes com deficiência cognitiva
que se instalou após isquemia global secundária a parada cardíaca transitória.
Vários estudos experimentais (Togashi et al., 1996; De La Torre et al., 1992;
De Jong et al., 1999; Bothe et al, 1986; Gionet et al, 1991; Block & Schwarz,
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1997) e clínicos (Bachevalier & Meunier, 1996; Shaw & Alvord, 1997;
Nishimura et al., 1998; Woods, et al-, 1982; Morgan et al., 1992) demonstram
que neurônios hipocampais são o substrato anatómico de lesões secundárias a
isquemia global transitória e que podem ser responsabilizadas pelo
comprometimento cognitivo observado nestes casos.

O presente trabatho experimental sugere, através da recuperação
estatisticamente significativa do decremento das amplitudes absolutas médias
dos diversos espectros de frequência, prmcipalmente os espectros teta
originários do hipocampo, que com o modelo experimental empregado foi
possível avaliar o efeito citoprotetor da (+)-catequina sobre as lesões
hipocampais induzidas pela isquemia.

Em ratos com obstrução carotídea bilateral, efetuamos estudo
eletorofisiológico com infusão mtracarotídea esquerda de solução contendo
0,5mg de (+)-catequina, durante trinta minutos. Outro gmpo com 2,5mg e
outro com 5,0mg de (+)-catequina, durante trinta minutos. Com isso,
observaríamos se a administração desta substância, já citada em trabalhos
anteriores como anticarcmogênica (Feig e Loeb, 1994), bactericida (Sakanaka
et al., 1989), hipocolesterolêmica (Fukuyo et al., 1986), antídíabética
(Chakravarthy, 1982), inibidora da enzima conversora "de angiotensina
(Uchida et al., 1987) e removedora de espécies reaüvas do oxigénio (Hatano et
al., 1989) resultaria em recuperação das alterações eletrofísiológicas induzidas
pela isquemia cerebral secundária possivelmente por ação removedora de
radicais livres.
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Em um outro gmpo de oito animais, com obstmção carotídea

bilateral, realizamos a infusão de solução salina 0,9% para que fosse possível

analisar a solução diluente (solução salina 0,9%), observando se a mesma

provocava alguma alteração significativa na atividade eletrofísiológica dos

animais submetidos a isquemia prévia.

Em paralelo, vários estudos têm demonsti'ado efeitos

neuroprotetores de antioxidantes, tanto na isquemia global, quanto na

isquemia focal. Várias diferentes classes de antioxidantes mostraram efeito

benéfico na isquemia. O reagente N-tór-butyl-a-fenilnitrona mostrou melhorar

a recuperação do estado energético cerebral em ratos durante isquemia focal

transitória e também reduziu o tamanho da área de mfarto (Folbergrova et al.,

1995). Outra nitrona eliminadora de radical livre foi reportado como sendo um

agente neuroprotetor na isquemia cerebral (Hensley et al., 1997). O análogo

do a-tocoferol MDL 74, 722 está relacionado com a inibição dependente de

ion e indutora de lesão cerebral isquêmíca após oclusão transitória da artéria

cerebral media de ratos (van der Worp et al., 1999). Um análogo da glutation

peroxidase, Ebselen, mostrou ser neuroprotetor em modelos de isquemia

cerebral focal transitória em ratos (Dawson et al., 1995). O 21-amino-

esteróide, Tirilazad, comprovou ser eficaz em modelo de acidente vascular

focal em ratos (Meden et al., 1996), enü-etanto o 21-amino-esteróide, U-

743 89G, mostrou ser eficaz no modelo de isquemia global em ratos com

oclusão dos quati'o vasos (Lee et al-, 1996). Em conclusão ao que foi descrito

podemos afíraaar que a ação citoprotetora apresentada pela (+)-Catequina

pode ser acrescentada a essa variada classe de substâncias antioxidantes com

àtividade anti-isquêmica.
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Hasegawa et al., 1992 reportou iniciaünente que o extorato de

catequinas, como a (+)-catequina (CA), (-)-epicatequina (EC) e (-)-

epicatequina gaiato (EGg), inibiam a autoxidação do ácido linoléico e

eliminava o oxigénio reativo produzido pelo sistema xantma-xantina oxidase

ou por macrófagos de ratos.

Estudos de isquemia cerebral temporária (Oliver et al., 1990) ou do

coração (Zweier et al., 1987) mostraram que havia um aumento na quantidade
de espécies reativas do oxigénio nos tecidos, levando, consequentemente, a
uma lesão tecidual. Também se demonstrou que na inflamação (Oyanagui,
1992), o oxigénio reativo acelera o metabolismo do ácido araquidônico
provocando edema.

Estes fatos justificaram nosso intuito em utilizar (+)-catequina de

vez que esta substância tem ação removedora destes radicais em isquemia

cerebral experimental.

,.'».,,<Através da infusão mtracarotídea esquerda de solução contendo

0,5mg de (+)-catequina em ratos com obstrução prévia de ambas as artérias
carótidas comuns, verifícou-se de modo não homogênio, modificação discreta
mas, estatisticamente signifícativa das amplitudes absolutas médias dos

espectros do eletroencefalograma secundária à isquemia (tabelas 31 e 32;
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Gráficos 19-24), com exceção do espectro delta em todas as regiões estudadas

e dos espectros alfa e (31 na região frontal que não foram estatisticamente

significativos.

Com a administração de (+)-catequina na dose de 2,5mg, sob as

mesmas condições, verificamos uma reversão significativamente estatística

das amplitudes absolutas médias dos espectros de frequência do
eletroencefalograma secundária à isquemia (tabelas 23 e 24; gráficos 13-18).

Com exceção dos espectros Pz e delta fi-ontal direita; (3i e teta frontal esquerda

e direita não houve reversão signifícativa das amplitudes absolutas médias.

Quando a dose foi elevada para 5,0mg de (+)-catequma, sob as

mesmas condições de estudo, verifícou-se uma melhora nos resultados,
obtendo-se um restabelecimento das amplitudes dos espectros de frequência

do eletroencefalograma em todas as regiões, com exceção do espectro Pi na

região parietal direita (p==0,0560) (tabelas 15 e 16; gráficos 7-12). Deste
modo, com utilização desta dose, observamos uma possível melhora na ação
citoprotetora da (+)-catequina em ratos com obstmção das artérias carótidas
comuns. Estes resultados sugerem que a ação é provavelmente dose-
dependente.

"'*>(,-

Com a administração de solução salina 0,9%, sob as mesmas

condições, verificamos que não houve uma alteração significativamente
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estatística das amplitudes absolutas médias dos espectros de frequência do
eletroencefalograma secundária à isquemia (tabelas 07 e 08; gráficos 01-06).
Estes resultados sugerem que a solução salina 0,9% utilizada na diluição da
droga não interferiu nos resultados.

A reversão da depressão das amplitudes dos diversos espectros do
eletroencefalograma no modelo de isquemia cerebral proporcionada pela
infusão intracarotídea de (+)-catequina nas diversas doses estudadas pode ser
mterpretada como sendo decorrente de sua ação mibidora do estresse
oxidativo, principaünente relacionado às espécies reativas do oxigénio.

E possível que esta ação de recuperação das alterações
eletrofísiológicas pós-isquemia, pelo menos em parte, possa ter relação com a
atividade anti-radicais livres do oxigénio provocada pela (+)-catequina.

»'*^,-.

109



CONCLUSÃO

"'*•(,-



6.0 CONCLUSÃO

Os conhecimentos disponíveis na literatura especializada, aliados à
interpretação dos resultados obtidos no presente fa-abalho permitiram inferir as
seguintes conclusões:

l. O modelo experimental de isquemia cerebral utilizado no
presente estudo é adequado para o estudo de substâncias
citoprotetoras no sistema nervoso central.

2. Foi possível, com o presente modelo experimental, avaliar a
atividade citotóxica da isquemia cerebral, através da
quantificação da redução das amplitudes absolutas médias dos
espectros do eletroencefalograma, induzida por oclusão das
artérias carótidas comuns em ratos Wistar e a ação citoprotetora
da substância (+)-catequina.

3. Os resultados nos levam a sugerir que a (+)-catequina promoveu
um efeito citoprotetor na isquemia cerebral induzida por
obstrução das artérias carótidas comuns em ratos Wistar.
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