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Titulo: Avaliagao eletrofisiolégica da acado da (+)-catequina em um
modelo animal de isquemia cerebral.

Autor: Francisco Romero Cabral
Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia — UFC, 2001

RESUMO

No presente trabalho, objetivamos demonstrar uma possivel
atividade citoprotetora de trés 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 inducéo de isquemia por oclusao bilateral das artérias
carbtidas comuns. As ondas eletroencefalograficas foram captadas
a partir de eletrodos subcutaneos na regiao frontal esquerda (F3),
frontal direita (F4), parietal esquerda (P3), parietal direita (P4), e no
vértex (Cz). A analise eletrofisiolégica consistiu da avaliacao das
amplitudes absolutas médias dos varios espectros de frequéncia
(alfa, beta,, beta,, betas, teta e delta). O estudo da atividade elétrica
cerebral foi feito com a utilizacao de um sistema computadorizado
apropriado para a analise eletrofisiolégica. Foi verificado um
aumento significativo (p<0,05) das amplitudes absolutas médias dos
diversos espectros de freqiiéncia estudados, apds a obliteracao de
ambas as artérias carétidas comuns e infusao de trés doses de (+)-
catequina. A infusao intracarotidea esquerda da solu¢ao com 0,5mg
e 2,5mg de (+)-catequina aumentou as amplitudes absolutas
médias dos espectros de freqiéncia do EEG de forma nao
homogénea. No entanto, na dose de 5,0mg de (+)-catequina o
aumento das amplitudes absolutas médias foi constante em todos
os espectros de frequéncia estudados. Concluimos que o modelo
utilizado € adequado para o estudo de substéncias citoprotetoras no
sistema nervoso central de ratos e que a (+)-catequina exerceu um
efeito citoprotetor na isquemia cerebral induzida pela oclusdo das
artérias carétidas comuns de ratos Wistar.
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Electrophysiological 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,
25 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, beta,, beta,, 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
obliteration 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 bilateral obliteration.
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1 INTRODUCAO

1.1 GENERALIDADES

A doencga vascular cerebral isquémica € 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
(Mohr et al.,1978).

A isquemia cerebral se caracteriza por uma redugdo no fluxo
sangiiineo cerebral de intensidade suficiente para que se processe uma
altera¢do metabolica ou uma lesdo cerebral inquestionavel. Em ultima analise,
a redﬁg;ﬁo do fluxo sangiiineo cerebral é secundaria a obstrug¢do vascular, ao
decréscimo suficientemente importante da pressdo arterial ou a um aumento
de pressdo intracraniana, bem como tissular. Assim sendo, a isquemia cerebral
pode ser focal ou regional, quando afeta regiGes cerebrais restritas (obstrugdo
vascular, por exemplo) e global ou sistémica (parada cardiaca ou hipovolemia
transitéria, por exemplo). O aporte de oxigénio e substrato energético é uma
exigéncia constante do tecido cerebral. Segundo Siesjo et al., 1998 a isquemia
cerebral comeca a se estabelecer, quando ha uma reducio de, pelo menos,
50% do controle do fluxo sangiiineo cerebral. Quando o fluxo sangiiineo
cerebral se reduz, de modo a atingir cifras de 10 a 15 ml/100g por minuto

(normal 50-60 ml/100g por minuto), o cérebro sofre privagdo de seu substrato
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energético (glicose) e do aceptor de elétrons da cadeia mitocondrial no curso
da fosforilagdo oxidativa, ou seja, oxigénio (Pulsinelli, 1992). A glicose € o
substrato obrigatorio utilizado pelo cérebro (Kety, 1957; Edvinsson et al.,,
1993).

A compreensdo crescente dos mecanismos metabolicos e celulares da
isquemia cerebral global e focal enseja uma grande possibilidade de potenciais

intervengdes terapéuticas e de melhor avaliagdo clinica e pré-clinica.
(Pulsinelli, 1992).

1.2 EVENTOS HEMODINAMICOS RELACIONADOS A ISQUEMIA
CEREBRAL

A oclusdo das principais artérias cerebrais produz uma imediata reducéo
do fluxo sangiiineo cerebral (FSC) para dreas do cérebro supridas por artérias
especificas. A redugdo do fluxo ndo é homogénea em todo territério
isquémico, sendo maior no centro, em uma regido denominada nucleo
isquémico. A isquemia torna-se progressivamente menos severa quanto mais
distante estiver da regido do nucleo isquémico até que o fluxo retorna ao
normal em regides supridas por artérias adjacentes que nfo foram ocluidas. A
regido periférica ao territorio isquémico no qual a redugdo do fluxo € menos

severa, corresponde a também chamada penumbra isquémica. A relativa
2
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manutengdo da perfusdo na regido de penumbra isquémica é resultado do
fluxo colateral originario do territério ndo-isquémico adjacente (Iadecola,
1998). A distribuigdo regional da redugdo do fluxo depende da espécie e do
modelo de produgdo de isquemia focal. Em babuinos com oclusido aguda da
artéria cerebral média (MCA), assim como em humanos, o nicleo isquémico
esta localizado no estriado e no opérculo do cortex cerebral, uma vez que a
area de reducdo do fluxo menos severa (penumbra) envolve a area adjacente
ao cortex cerebral (Symon et al.,1974). No rato, a oclusdo da artéria cerebral
média produz uma maior redugio do fluxo no estriado e a penumbra envolve o

cortex parietal (Tamura et al., 1981).

Quando a oclusdo arterial ¢ liberada, o fluxo sangiiineo cerebral retorna
ao territério isquémico. Inicialmente ha uma fase de aumento do fluxo
(hiperemia pos-isquémica) que se segue a um longo periodo de fluxo reduzido
atingindo valores pré-isquémicos (hipoperfusdo pos-isquémica). Hiperemia
pos-isquémica foi atribuida a liberagdo de metabolitos vasoativos do cérebro
isquémico, assim como por uma diminui¢do da x;iscosidade (Hossmann,
1993). Mecanismos neurogénicos vasodilatadores mediados pela inervagio
trigeminovascular pode também contribuir para a résposta hiperémica
(Macferlane et al., 1991). Pensou-se que a hipoperfusdo pos-isquémica era
resultado da depressdo metabdlica cerebral que segue a isquemia cerebral € da
obstru¢do microvascular (Iadecola, 1998). Durante esse periodo pos-
1squémico a circulagdo cerebral estd em estado de vasoplegia. Assim, a
reatividade cerebrovascular por hipercapnia estd deprimida, auto-regula¢io
cerebrovascular prejudicada, € o aumento no fluxo sangiiineo cerebral

produzido por ativagio funcional esta também reduzido (Iadecola, 1998).



O restabelecimento do fluxo sangiiineo cerebral reperfunde somente
partes do tecido anteriormente isquémico. Esse fenémeno de reperfusdo
incompleta, é chamada de nfo-refluxo (Ames et al., 1968), que foi atribuido a
uma multiplicidade de fatores incluindo o aumento da viscosidade sangiiinea,
coagulagdo intravascular, oclusdo microvascular provocada por um edema dos
astrocitos e das terminagdes astrocitarias em torno dos capilares carebrais,
aumento da pressdo intracraniana, edema do endotélio, formagdo de
microvilosidades endoteliais, hipotensfo pos-isquémica (Hossmann, 1993). O
fendmeno de nio-refluxo é mais acentuado no final da isquemia ou quando a
isquemia estd associada a obstrugdo de veias, resultando em retengdo do
sangue em microvasos (Hossmann, 1993). A reperfusdo incompleta limita a
sobrevivéncia do tecido pos-isquémico por impedir a restauragdo completa do
fluxo para o territorio isquémico. Elevagdo da pressdo arterial, hemodiluigdo,
e controle do equilibrio 4cido-basico no periodo pés-isquémico minimizam 0
fendmeno de ndo-refluxo e facilita a recuperagdo funcional do cérebro

isquémico (Hossmann, 1993).

Embora os mecanismos dos danos provocados pela isquemia cerebral
ndo tenflam sido claramente determinados, evidéncias experimentais
acumuladas sugerem que a produgfio de radicais livres seja possivelmente um
dos principais fatores envolvidos (Flamm et al., 1978; Siesjo et al., 1989,
Siesjo, 1992). Varios trabalhos tém demonstrado que a produgdo 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).



1.3 OS MECANISMOS DA ISQUEMIA CEREBRAL

Para melhor compreensio dos mecanismos que norteiam os danos
provocados pela isquemia cerebral ¢ necessario rever conceitos adotados ha
algumas décadas. Na década de 50, o dano provocado pela isquemia cerebral
era considerado imediato e irreversivel; essa idéia era dominante em termos de
conseqiiéncia patologica. Nas décadas de 70 e 80 percebeu-se que a penumbra
isquémica poderia ser potencialmente protegida da morte neuronal por
tratamentos apropriados, desde que instituidos dentro de, no méaximo, horas
ap6s a indugdo da isquemia (Tadecola et al., 1998). Mais recentemente
evidéncias acumuladas demonstram que ha processos patogénicos que levam
horas ou dias apds a indugdo da isquemia para se estabelecerem. Dessa
maneira, os mecanismos que levam ao dano cerebral isquémico sdo multiplos
e agem em diferentes momentos apos a isquemia, dependendo da regido do

infarto.

1.3.1 Falha Energética.

A interrupgiio do suprimento sangiiineo para o cérebro resulta em falha
energética. Neuronios submetidos a isquemia severa ndo podem manter
gradientes i6nicos por falhas na bomba sodio-potassio ATPase e outras
bombas idnicas dependentes de energia (Astrup et al., 1977; Hansen, 1985).
Falha energética é provavelmente o0 mecanismo predominante de morte celular

no centro isquémico (Astrup et al., 1977). No entanto, em relagdo a periferia
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do infarto, outros mecanismos iniciados pela indugdio da isquemia s&o

responsaveis pelos danos teciduais.

1.3.2 Glutamato, Calcio, Radicais Livres e Mediadores Lipidicos.

Na penumbra isquémica, onde a redugio do fluxo néo € suficiente para
causar uma falha energética rapida, outros mecanismos patogénicos tém lugar.
As alteragdes celulares determinadas por aminoacidos excitatérios constituem,
no conjunto, o fendmeno denominado excitotoxicidade (Hugon et al., 1996).
Os danos provocados pela excitotoxicidade do glutamato, por uma sobrecarga
de calcio e por radicais livres sdo fatores importantes que afetam a
sobrevivéncia dos neurdnios da regido de penumbra (Choi, 1990).
Inicialmente pensava-se que esses mecanismos agiam independentemente. No
entanto, evidéncias recentes sugerem que eles estejam altamente relacionados
(Choti, 1990; Siesj;i & Bengtsson, 1989). De acordo com evidencias iniciais, a
isquemia induz liberagdo de glutamato, ativando receptores do mesmo, 0 que
resulta em acumulo dg calcio citosélico de origem tanto extracelular quanto
intracelular. A despolarizagio da membrana ativa canais de calcio dependente
de voltagem, amplificando o acamulo de célcio. Assim, o aumento do calcio
intracelular é iniciado por uma ampla variedade de processo;, muitos deles
dependentes do proprio calcio e que, direta ou indiretamente, contribuem para

a morte do neurdnio afetado (Choi, 1990).



A elevagido da concentragdo do calcio intracelular ¢ também responsavel
pela produgdo de radicais livres toxicos. O célcio induz a ativagdo de
fosfolipase A2 e C, levando a liberagdo de acidos graxos livres, incluindo o
acido araquidénico, a partir de fosfolipidios de membrana (Bazan, 1989). As
enzimas envolvidas no metabolismo dos acidos graxos livres, como
ciclooxigenases e lipoxigenases, geram espécies reativas do oxigénio que
contribuem para o lesdo celular'“(.Chan, 1996). Outra enzima que € ativada pela
elevagdo do calcio intracelular ¢ a sintetase de 6xido nitrico neuronal (NOSn).
O calcio induz ativagio da NOSn que leva a produgdo de 6xido nitrico (NO),
um radical livre que contribui para a morte neuronal (Iadecola, 1997; Samdeni
et al., 1997). Os mecanismos de toxicidade do NO inclui reagdo com
superoxido para produzir o potente oxidante peroxinitrito, inibigdo da
produgdo de energia e indugio de defeitos no DNA (Iadecola, 1997). Além da
ciclooxigenase, lipoxigenase, ¢ NOS neuronal, outras importantes fontes de
radicais livres na isquemia cerebral incluem a via metabolica da xantina
oxidase, citocinas ativadoras da microglia e infilrado de células
polimorfonucleares e mononucleares (Traystman et al., 1991). Como a
geracdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) requer oxigénio, acredita-ée
que sua contribuigdo para a lesdo esteja aumentada em modelos de isquemia
nos quais ha algum fluxo residual ou na isquemia temporaria seguida de

reperfusdo (Traystman et al., 1991).

Além de radicais livres, os produtos do metabolismo do 4cido
araquiddnico como os decorrentes da agdo da ciclooxigenase e da lipoxigenase
(leucotrienos, prostaglandinas, e tromboxanos) contribuem para o lesdo por

promover edema cerebral, produzindo vasoconstrigdo e induzindo agregagdo
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plaquetaria (Feuerstein & Miller, 1997; Hsu et al., 1989). Outro produto do
metabolismo dos fosfolipidios ¢ o fator ativador de plaquetas (PAF), um
potente vasoconstrictor que pode contribuir para uma piora na redugdo do
fluxo sangiiineo na regido isquémica (Yue & Feurstein, 1994; Braquet et al.,
1989). PAF pode também agir como um fator de transcrigio e induzir

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

1.4 FATORES VASOCATIVOS DERIVADOS DO ENDOTELIO

1.4.1 Oxido nitrico

A produgdio e liberagdio de potentes fatores vasoativos pelo endotélio
tem um papel importante na regulagdo do tono vascular. Talvez, a mais
importante dessas substincias em relag@o a regulagdo do tono vascular seja o
fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), a substincia que foi
inicialmente descrita por Furchgott & Zawadski (1980) em aorta de coelhos.
Varias evidéncias obtidas em estudos subseqiientes sugerem que o EDRF seja
o 6xido nitrico (NO) ou um composto a ele relacionado. Embora, inicialmente
a produgdo de 6xido nitrico tenha sido primeiramente detectada no endotélio
vascular, hoje esta claro que a mesma também ocorra em alguns tipos de

células com participagdo de isoenzimas conhecidas como NO sintetases.



O oxido nitrico é um potente dilatador de vasos sangiiineos cerebrais,
tanto “in vitro” quanto “in vivo” (Yang et al., 1991). Apoés ser liberado pelo
endotélio, o NO estimula a guanilato ciclase solivel no musculo liso vascular,
resultando em aumento da concentragio de guanosina 3’5’-monofosfato
ciclico (GMPc) e, portanto, relaxamento deste misculo ( Waldman & Murad.,
1987).

Oxido nitrico pode ser inativado, sem afetar a guanilato ciclase, por uma
reagdo com o anion superdxido (Katusic, 1996; Moncada & Higgs, 1995). A
reacdo do 6xido nitrico com o &nion superéxido resulta na formagdo de
peroxinitrito (Beckman & Koppenol, 1996), um potente oxidante que pode
produzir citotoxicidade, incluindo nitrosilagdo de proteinas e danos a0 DNA
(Beckman & Koppenol, 1996; Beckman, 1991). Oxido nitrico reage com o
anion superoxido a uma proporgdo trés vezes maior que a dismutagdo do anion
superéxido pela superoxido dismutase (Beckman & Koppenol, 1996;
Beckman, 1991).

Mesmo que a formagdo de peroxinitrito (como resultado da interagdo do
NO com o anion super6xido) tenha o poder de ser citotoxico, a inativagdo do
superéxido pelo 6xido nitrico também parece ser protetor sob as mesmas
condigdes, particularmente “in vivo” quando a degradagdo de produtos € n&o-
toxica (Billiar, 1995). A formagdo de peroxinitrito nem sempre € toxica, visto
que, sob algumas condi¢des fisiologicas, peroxinitrito inibe a agregagdo
plaquetiria ¢ a adesdo de leucdcitos ao endotélio (efeito protetor) sem

evidéncia de lesdo celular (Billiar, 1995; Lefer et al., 1997). Dessa maneira, as
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conseqiiéncias da interagdo entre NO e superoxido parecem ser dependentes,
em parte, de fatores como proteinas no plasma, tidis reduzidos e da relagdo
entre NO e superoxido (Billiar, 1995). Mesmo que o peroxinitrito possa
também causar relaxamento dos vasos sangiiineos, a concentragdo de
peroxinitrito necessaria para produzir esses efeitos ¢ de 50 a 1000 vezes maior

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

O 6xido nitrico é produzido a partir da L-arginina (L-Arg) pela agdo da
NO sintetase. NO pode ativar a guanilato ciclase resultando em aumento da
producio de guanosina monofosfato ciclico (GMPc). O NO pode também
reagir rapidamente com o 4nion superdxido (O;'¢) para formar peroxinitrito
(ONOO). Peroxinitrito pode formar radical hidroxil (OH ), que produz lesdo
vascular. Anion superdxido pode ser formado a partir do metabolismo do
acido araquidénico por agdo da ciclooxigenase ou por outras fontes incluindo
NADH/NADPH oxidase e leucocitos. O anion superoxido pode, também, ser
formado pela NO sintetase na auséncia de L-arginina. Os anions superoxido
sdo dismutados pela superéxido dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio
(H,0,). O peroxido de hidrogénio, por sua vez, ¢ degradado pela catalase
(CAT) e glutation-peroxidase (GSH-Px) no cérebro, produzindo éagua e
oxigénio, ou também, via reagdo de Haber-Weiss, por agdo catalitica do

radical hidroxil.
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1.4.2 Prostaciclina

Prostaciclina é um metabélito do acido araquiddnico produzido com
outras prostaglandinas e tromboxanos por duas enzimas limitadoras de
ciclooxigenase (COX), denominadas prostaglandina H (PGH) sintetases (Wu,
1995). A expressdo das duas isoformas de ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) ¢
determinada por genes separados (Wu, 1995; Williams & Dubois, 1996). A
COX-1 ¢ expressadé constitutivamente (em varios niveis) na maioria das
células, incluindo endotélio (Smith et al., 1996). Elementos reguladores em
algumas regides podem modular a expressdo de COX-1, destacando-se entre

eles o estresse de tensdo (Wu, 1995).

1.4.2.1 Ciclooxigenase

Ciclooxigenase-2 ¢ uma isoforma induzida que € expressada
primariamente em macroéfagos, fibroblastos, endotélio e musculo vascular
(Smith et al., 1996; Wu, 1995). Embora esta seja caracterizada como uma
isoforma induzida (indetectavel na maioria dos tecidos de mamiferos sob
condi¢des normais), COX-2 é expressada constitutivamente em alguns 6rgdos
incluindo o cérebro (Smith et al., 1996). Alguns estimulos que sdo
responsaveis pela expressdo da NO sintetase induzida também estimulam a
expressio de COX-2 (Williams & Dubois, 1996; Wu, 1995; Mitchell, et al.,
1995). Dentre esses estimulos se incluem lipopolissacarideos, AMPc, hipoxia,

algumas citocinas, fatores de crescimento ¢ horménios (Breder & Saper,
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1996). A expressio de COX-2 esta envolvida na inflamagdo ¢ pode ser a
principal fonte de prostaglandinas sob essas condi¢des (Liu et al., 1996). Os
niveis de RNA mensageiros para COX-1 e COX-2 aumentam no cérebro em
resposta a isquemia (Collaco-Moraes et al., 1996), apos administragdo
sistémica de polissacarideos (Breder & Saper, 1996), ¢ em resposta a doenga
viral Borna. A expressdo de COX-2 também esta aumentada no cérebro por
periodos prolongado de tempo apds repetidos episodios de depressdo

alastrante cortical (Caggiano et al., 1996).

Os fatores que regulam o gene que expressa COX e producdo de
prostaciclina no endotélio cerebral ndo estio completamente definidos. Varios
estimulos, incluindo bradicinina, trombina e A-23187, aumentam a producdo
de prostaciclina nas artérias cerebrais e culturas de endotelio cerebral (Moore

et al., 1998; Xu et al., 1992).

A expressdo de COX-2 nos vasos cerel;rais pode influenciar o tonus
vascular. RNA mensageiro para COX-2 ¢ expressado em microvasos cerebrais ’
em resposta a lipopolissacarideos (Cao et al., 1995) e interleucina - 1B (Cao et
al., 1996), e interleucina-1 aumenta a produgdo de prostaciclina no endotélio
cerebral (McCarron, 1992). Interleucina-1 promove uma dilatagio das
arteriolas cerebrais em porcos recém-nascidos; esta ¢ inibida por indometacina

(Shibata et al., 1996) e presumivelmente mediada por ativagdo de COX-2.
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1.4.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Além da produgio e liberagdo de NO e prostaciclina, o endotélio pode
também induzir relaxamento do miisculo vascular subjacente pela liberagdo de
fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) (Beny e Von der
Weid, 1991; Cohen e Vanhoutte, 1995) (fig.1).

v,
@ 2

Relaxamento

Figura 1 - Alguns mecanismos de relaxamento dependente do endotélio

do musculo vascular cerebral.

Nas grandes artérias cerebrais, por exemplo, acetilcolina, substincia P, e

bradicinina produzem hiperpolarizagio dependente do endotélio e
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relaxamento do musculo vascular (Brayden, 1990; Mombouli et al., 1996),
que parece ser mediado, em parte, por um EDHF. Embora EDHF seja mais
dificil para se realizar ensaios biologicos que o EDRF, recentes evidéncias
indicam que EDHF ¢é um fator difusivel (transferivel) que causa relaxamento
por hiperpolarizagdo subjacente do musculo vascular (Cohen & Vanhoutte,

1995; Mombouli et al., 1996).

A identidade do EDHF continua sendo objeto de investigagdo. Em
algumas artérias extracranianas, NO (as vezes, somente em concentragoes
relativamente elevadas) produz hiperpolarizagdo da membrana do musculo
vascular e portanto pode funcionar como um EDHF (Cohen & Vanhoutte,
1995).

Em varias artérias, no entanto, parece claro que EDHF ndo € NO ou um
prostandide, porque inibidores da NO sintetase ¢ COX ndo atenuam a
hiperpolarizagdo dependente do endotélio ou relaxémento do musculo
vascular (Chen et al., 1991; Cohen & Vanhoutte, 1995). Grandes evidéncias,
obtidas inicialmente em estudos com vasos sangiiineos corénérios, sugerem
que o EDHF tem como produto do metabolismo do 4cido araquidénico um
citocromo P-450 monooxigenase (Bauersaches et al., 1994; Chen & Cheung,
1996). O produto do araquidonato que medeia esses efeitos parece ser o acido
epoxieicosatriendico. O acido epoxieicosatriendico, na forma de acido 11,12-
epoxieicosatriendico produz hiperpolarizagio e relaxamento das artérias

coronarias in vitro (Campbell et al., 1996).
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O 4cido epoxieicosatriendico é produzido no cérebro (Amruthesh et al.,
1992; Gebremedhin et al., 1992) e por astrocitos (Alkayed et al., 1996), e um
pouco do 4acido epoxieicosatriendico produz relaxamento dos vasos

sangiiineos cerebrais (Amruthesh et al., 1992).

1.4.4 Endotelina

Em adic¢do aos fatores relaxantes, o endotélio pode liberar substincias
que produzem contragdo dos vasos sangiiineos. O fator contratil derivado do
endotélio (EDCF) mais estudado foi a endotelina, um peptideo originalmente
isolado do endotélio aortico (Yanagisawa et al., 1989). Ha trés isopeptideos da
endotelina, todos com 21 aminoacidos, que sdo produtos de genes separados,
endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3) (Rubanyl &
Polokdff, 1994). Todas as endotelinas sdo sintetizadas como grandes pré-
proformas (~ 200 aminoacidos), que sdo convertidos por endopeptidases a
pro-peptideos (também conhecidos como “endotelinas gigantes”). A pré-
proendotelina-1 € clivada a endotelina gigante ET-1, que € por sua vez
convertida a ET-1 pela a¢do da enzima conversora de endotelina (ECE-1 e
ECE-2). Dos trés isopeptideos, somente ET-1 é produzido normalmente pelo
endotélio (Rubanyl & Polokoff, 1994), ¢ o RNAm para ET-1 pode ser
detectado no endotélio cerebral.

Endotelinas sdo conhecidas por mediarem efeitos nos vasos sangiiineos
através da ativagdo de dois receptores, endotelina-A (ETs) e endotelina-B

(ETg), que foram clonados (Arai et al., 1990; Goto et al., 1996). Em geral, os
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-eceptores ETA sdo expressados no musculo vascular e medeiam a contragdo

por endotelina (Gray & Webb, 1996).

A resposta a ativagdo dos receptores ETjg no tono vascular depende da
Jocalizagdo deste receptor. Receptores ETp sd0 expressados no musculo liso
de alguns vasos sangiiineos, onde medeiam a contragio. Entretanto, a ativagio
de receptores ETp (que sdo geralmente expressados no endotélio) produz
relaxamento dos vasos sangiiineos através da liberagdo de prostaciclina ou

EDRF (Gray & Webb, 1996; Rubanyl & Polokoff, 1994).

Receptores para endotelina-A sdo expressados geralmente nos vasos
sangiiineos cerebrais (Hori et al, 1992); o mecanismo predominante da

vasoconstricgdo em resposta a endotelina nesses vasos se faz pela ativagdo de

receptores ETa (Adner et al., 1994; Adner et al., 1993).

15 OUTROS FATORES VASOATIVOS DERIVADOS DO
ENDOTELIO. '

1.5.1 Espécies Reativas do Oxigénio.

Em adi¢io aos fatores descritos anteriormente, o endotélio cerebral

pode produzir varias substincias vasoativas adicionais incluindo espécies
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reativas do oxigénio, mondxido de carbono e fatores contrateis derivados do
endotélio (EDCFs), além de endotelinas. Espécies reativas do oxigénio sdo
dilatadores de vasos da microcirculagdo cerebral em varias espécies (Kontos,

1985; Kontos et al., 1985).

Das espécies reativas do oxigénio de potencial importancia na isquemia

cerebral se incluem radicais superéxido e hidroxil.

1.5.2 Monoxido de Carbono.

Recentes evidéncias sugerem que o mondxido de carbono pode também
funcionar como EDRF em alguns vasos (Zakhary et al., 1996). Monoxido de
carbono ¢ produzido da fragdo heme por agdo 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
monoéxido de carbono (CO) produz relaxamento de alguns vasos sangiiineos,
incluiﬁdo aorta, mas ndo produz relaxamento das artérias cerebrais por agédo
direta (Brian et al., 1994).
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1.6 METABOLISMO CEREBRAL

O metabolismo cerebral se caracteriza por um alta atividade ¢ um alto
consumo de oxigénio. Um suprimento constante de energia € necessario para
manter a fun¢do neuronal. Essa energia vital € dependente de processos que
incluem o estabelecimento de potenciais de membrana, manuten¢do de
gradientes i6nicos transmembrana, transporte através de membranas ¢ sintese
de constituintes celulares como proteinas, acidos nucléicos, lipidios e
neurotransmissores. A energia necessaria para isso ¢ fornecida em forma de
fosfato altamente energético proveniente do trifosfato de adenosina (ATP),
que ¢ sintetizado tanto no cérebro, como em outros sistemas organicos atraves
da via glicolitica, do ciclo de Krebs (4cido citrico), e da cadeia respiratoria

(transporte de elétrons).

Sob condig¢des aerobicas, glicose é efetivamente metabolizada atraves
da via glicolitica, do ciclo do 4cido citrico ¢ da cadeia respiratoria para
produzir 38 moles de ATP por mol de glicose. Sob condi¢des anaerobicas, 0
ciclo de Krebs e a cadeia respiratéria ndo podem ser ativados (por falta de
oxigénio); portanto, o piruvato derivado da glicolise ¢ metabolizado a lactato,
produzindo somente 2 moles de ATP por mol de glicose. Outra fonte de
fosfato de alta energia ¢ o fosfato de creatina. Este composto ¢ ainda mais
abundante que o ATP no cérebro e é usado para regenerar ATP de difosfato de
adenosina (ADP), sendo portanto, importante para manutengdo dos niveis de
ATP nos tecidos. Embora o glicogénio esteja presente € o cérebro seja capaz

de sintetiza-lo rapidamente e consumi-lo, o papel do mesmo no metabolismo
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cerebral ndo ¢ completamente conhecido. Os astrdcitos armazenam glicogénio
e tém como fonte o lactato, o qual pode ser usado pelos neurdnios para

produzir glicose.

1.7 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
ISQUEMICO.

A patogénese da lesdio cerebral provocada pela oclusdo cerebrovascular

pode ser separado em dois processos seqiienciais:

a) eventos vascular e hematologico que causam a redugdo inicial e

subseqiiente alteragdo do fluxo sangiiineo cerebral local,

b) anormalidades na quimica celular induzidas por isquemia que

produzem necrose dos neurdnios e de células da glia.

As conseqiiéncias moleculares da isquemia cerebral incluem mudangas
na sinalizagdio celular, na transdugdo de sinal (receptores, canais i6nicos,
segundos mensageiros, reagdes de fosforilagdo), no metabolismo (carboidrato,

proteina, acido graxo, radicais livres) e na regulagdo e expressdo de genes.
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1.8 TIPOS HISTOPATOLOGICOS DE LESOES CEREBRAIS
ISQUEMICAS

As lesdes histopatologicas provocadas pela oclusdo cerebrovascular
dependem do grau e da duragdo do fluxo sangiiineo prejudicado. Em sua
forma mais suave, a isquemia provoca a destruigdo, unicamente, de neurdnios
vulneraveis, como os neurdnios piramidais das zonas CAl e CA4 do
hipocampo, ao mesmo tempo em que poupa outros neurdnios e todas as
células gliais (Brierly., 1976). Embora lesdo seja usualmente encontrada apos
a isquemia global transitéria em pacientes que sofreram parada cardiaca, a
isquemia cerebral focal breve pode também destruir esses neuronios
seletivamente vulneraveis. Uma hora de isquemia focal causa infarto cerebral,
que é caracterizado por morte dos neurdnios, da glia, ¢ de outras celulas de

suporte antes de afetar o leito vascular (Pulsinelli., 1992).

1.9 PATOGENESE DA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL

Na isquemia cerebral severa persistente, a escassez de-fosfato de alta
energia ¢ um determinante crucial para lesdo, a menos que o fluxo sangiiineo
cerebral e o local do tecido para a troca de energia (ATP) sejam restauradas, a
necrose é inevitavel. Todavia, a falha energética ndo ¢ a causa imediata de
morte celular de vez que: a) todas as células cerebrais toleram a redugdo dos
niveis de ATP por varios minutos e a grande maioria dos neur6nios e glia
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recuperam completamente quando o fluxo sangiiineo seja restaurado até
depois de uma hora de isquemia completa (Hossmann & Kleihues., 1973), b)
um ou mais dos mecanismos (figura 2) podem independentemente destruir
células cerebrais e c¢) depois de iniciado, cada mecanismo pode ndo mais
requerer o evento desencadeador. Por exemplo, neur6nios hipocampais da
regido CAl restauram ATP e fosfocreatina a concentragdes normais
previamente depletadas por isquemia severa transitoria, somente sucumbindo
dias depois do evento iniciado (Pulsinelli et al., 1982) por ndo mais requerer

deplegdo de energia (Pulsinelli & Duffy, 1983).
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Quando o fluxo sangiineo cerebral diminui, atingindo valores
aproximadamente de 10-15 ml/100g por min. (0 normal ¢ de 50-60 ml/100g
por min.) em primatas, 0 cérebro se depriva de seu substrato energético
(glicose) e do aceptor de elétrons mitocondrial (oxigénio) necessarios para o
metabolismo oxidativo normal. Dentro de minutos, apds o inicio da isquemia,
a demanda energética excede a capacidade de o cérebro sintetizar ATP
anaerobicamente a partir de seus escassos estoques de glicose e glicogénio e
fosfatos de alta energia (o combustivel para sua sintese sdo depletados).
Lactato e fons hidrogénio (H") nio tamponados se acumulam no tecido na
mesma proporgio dos estoques de carboidratos presentes no inicio da
isquemia. A toxicidade dos ions hidrogénio, especialmente sua habilidade em
depositar ion ferroso mediando formagio de radicais livres (Siesjo et al.,
1989) pode ser importante na lesdo astroglial. O ultimo mecanismo pode
parcialmente ser seqiiencial ao aumento dos niveis de carboidratos cerebrais
antes do inicio da isquemia. Isto gradativamente aumenta e/ou acelera o

infarto em animais submetidos a isquemia severa (Ginsberg, 1990).

Além da rapida mudanga do equilibrio 4cido-basico no tecido, ha uma
falha de todos os mecanismos dependentes de energia, incluindo bombas
i6nicas, levando a deterioragdo do gradiente i6nico de membrana, abertura de
canais idnicos seletivos e ndo-seletivos e equilibrio da maioria dos ions
intracelulares e extracelulares (despolarizagdo andxica). Como conseqii€ncia
da despolarizagdo anoxica, ions potassio (K" deixam a célula e ions sodio
(Na"), cloro (CI) e céalcio (Ca™) entram na mesma e alguns
neurotransmissores, incluindo aminoacidos excitatorios (glutamato, aspartato),

sdo liberados em concentra¢des potencialmente toxicas (Obrenovitch et al,
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1990). Uma exce¢do conhecida desse modelo ¢ a compartimentaliza¢do
intracelular dos ions hidrogénio em algumas células astrogliais (Kraig &
Chesler, 1990). A acidose intracelular seletiva dessas células pode contribuir

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

Em que pesem algumas observagdes experimentais comprovando morte
celular secundaria a andxia e sem participagdo do calcio, muitos trabalhos
envolvendo cultura de neurénios indicam um aumento do calcio intracelular

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

O célcio ativa fosfolipases, as quais hidrolisam glicerofosfolipidios
limitados & membrana em acidos graxos livres, e estes, por sua vez, facilitam a
peroxidagdo de radicais livres em outros lipidios de membrana. Outros
exemplos do potencial papel catalitico do célcio na lesdo celular incluem
ativagdo de proteases que lisam proteinas estruturais (Seubert et al., 1989) ¢ a
ativacdo da NO sintetase (Garthwaite 1991), iniciando mecanismos dei

producdo de radicais livres.

Visto que a concentragio extracelular do ion calcio € de™1 0* a 10° vezes
maior que sua concentragdo intracelular € que muitos mecanismos que
mantém esse gradiente sdo direta ou indiretamente dependentes de energia,
perda de ATP rapidamente provoca um influxo, em massa, de calcio e
liberagdo de calcio dos compartimentos intracelulares (Siesjo-& Bengtsson,

1989). O influxo de calcio através de canais i6nicos, tanto o regulado por
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ligante como o regulado por voltagem, contribui para o acimulo intracelular
deste ion. No entanto, a falha de potentes antagonistas de outros tipos de
canais em sustar a morte celular no tecido gravemente isquémico indica que
possivelmente outros mecanismos patologicos de liberagdo de calcio sdo até
quantitativamente mais importantes, quando se trata de isquemia severa ou

que a morte celular em tais regides pode nio ser dependente de calcio.

1.10 PATOGENESE DA ISQUEMIA CEREBRAL MODERADA

Durante a isquemia moderada, em contraste com o0s eventos
catastroficos que ocorrem mno tecido gravemente isquémico, VArios
mecanismos compensatorios agem em conjunto para manutengdo dos
gradientes idnicos de membrana e das concentragdes de ATP normais e
preservagdo, pelo menos temporariamente, da viabilidade celular. A redugéo
do fluxo sangiiineo cerebral para aproximadamente 50% do valor normal
suprime a atividade eletroencefalografica (EEG isoelétrico) e aumenta apenas
ligeiramente a isquemia, inibindo completamente a transmissd@o sinaptica. A
reducdo de sintese de ATP pode se constituir num mecanismo de preservagdo
de niveis energéticos suficientes para restaurar o gradiente idnico de
membrana, dissipado durante a atividade sinaptica. Logo, a falha de
mecanismos dependentes de energia ndo podem esclarecer nem a supressdo
nem o “siléncio” do eletroencefalograma durante isquemia moderada. O
pequeno aumento observado na condutincia do ion potdssio na membrana

pode hiperpolarizar membranas pré e pos-sinapticas, desse modo reduzindo a
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liberagdo do neurotransmissor e¢ a responsividade dos receptores pos-
sinapticos aos neurotransmissores. O mecanismo responsavel pelo aumento da
condutincia do ion potassio pode envolver a modulagdo de canais de potassio

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

Apesar de mecanismos compensatorios sacrificarem a atividade
eletrofisiologica para reduzir o consumo de energia e preservar a viabilidade
celular, a morte celular acontece se a isquemia moderada perdurar por varias
horas. Esporadicamente processos desconhecidos superam a hiperpolariza¢do
das membranas, causando breve mas recorrentes episodios de despolarizagdo
(despolarizagdo andxica recorrente), implicando em mudangas idnicas
consumo de energia para restaurar seu gradiente i6mico. Mecanismos
presumiveis, portanto ainda n3o comprovados destas recorrentes
despolarizagdes envolvem liberagdo dependente de célcio de grandes
quantidades por neurotransmissores a partir de seus estoques pré-sinapticos
(Pulsinell, 1992).

O desequilibrio de homeostase do ion causa morte celular, tanto na
isquemia cerebral moderada, quanto na isquemia severa. No entanto, a
preservagdo parcial de mecanismos dependentes de energia que continuam a
regular as concentragdes intracelulares do ion célcio na 1squemia moderada €
muito diferente da deple¢do de ATP e do total colapso da homeostase do
calcio na isquemia severa. O fluxo anormal do célcio através de canais de
membrana regulados por voltagem e regulados por ligantes contribuem

enormemente para 0 aumento do calcio intracelular na isquemia moderada
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liberagdo do neurotransmissor e¢ a responsividade dos receptores poOs-
sinapticos aos neurotransmissores. O mecanismo responsavel pelo aumento da
condutancia do ion potassio pode envolver a modulagédo de canais de potassio

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

Apesar de mecanismos compensatorios sacrificarem a atividade
eletrofisiologica para reduzir o consumo de energia e preservar a viabilidade
celular, a morte celular acontece se a isquemia moderada perdurar por varias
horas. Esporadicamente processos desconhecidos superam a hiperpolariza¢io
das membranas, causando breve mas recorrentes episodios de despolarizagdo
(despolarizagdo anoéxica recorrente), implicando em mudangas i6nicas
consumo de energia para restaurar seu gradiente i6nico. Mecanismos
presumiveis, portanto ainda ndo comprovados destas recorrentes
despolarizagdes envolvem liberagdo dependente de célcio de grandes
quantidades por neurotransmissores a partir de seus estoques pré-sinapticos
(Pulsinell, 1992).

O desequilibrio de homeostase do ion causa morte celular, tanto na
isquemia cerebral moderada, quanto na isquemia severa. No entanto, a
preservagdo parcial de mecanismos dependentes de energia que continuam a
regular as concentragdes intracelulares do ion célcio na isquemia moderada ¢
muito diferente da deplecdo de ATP e do total colapso da homeostase do
calcio na isquemia severa. O fluxo anormal do célcio através de canais de
membrana regulados por voltagem e regulados por ligantes contribuem

enormemente para 0 aumento do calcio intracelular na isquemia moderada
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qas em menor grau na isquemia severa, na qual muitos mecanismos falham
o levar a uma sobrecarga de calcio (Siesjo & Bengtsson, 1989). Assim,
yloqueadores farmacologicos de canais de membrana permedveis ao célcio
sodem reduzir o calcio intracelular a valores abaixo da concentragdo toxica na

squemia moderada mas, ndo na isquemia severa.

Estudos “in-vivo” e “in-vitro” com canais de membrana pos-sinapticos
regulados por voltagem (canal do tipo L) e regulados pelo glutamato indicam -
que o calcio que se movimenta através de canais regulados pelo glutamato

pode estar mais diretamente envolvido na lesdo celular(Choi, 1990).

1.11 REPROGRAMACAO DA EXPRESSAO GENICA APOS
ISQUEMIA.

As células cerebrais e de outros tecidos respondem as lesdes isquémicas
com diversas mudangas na expreséﬁo de genes. A distribuigdo e especificidade
celular de cada resposta no cérebro difere consideravelmente apos isquemia
global e focal e € fortemente dependente da duragdio e severidade das

deficiéncias no fluxo sangiiineo.
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1.11.1 Mudancas Quantitativas na Sintese de RNA e de Proteinas.

O  processo bioquimico de transcri¢do de genes e de transdugdo de
RNAm na proteina depende da viabilidade de ambos os nucleosideos
trifosfatos (adenosina trifosfato, ATP; guanosina trifosfato, GTP), e assim
mantém o metabolismo energético. Portanto ndo é surpresa que experiéncias
em tecidos isquémicos diminuam a sintese d¢ RNAm e de proteinas durante

intervalos de graves deficiéncias no fluxo sangiiineo (Yoshimine et al., 1987).

Medidas quantitativas da incorporagdo de aminoacidos na isquemia
focal tem estabelecido um fluxo sangiiineo cerebral (FSC) em torno de 40-60
mL/100g/min para manter a sintese de proteinas no cérebro de ratos (Mies et
al., 1991). Ha entdo um importante aumento na taxa de perfusdo necessaria
para manter a produgdo de ATP (Mies et al., 1991; Xie et al., 1989),
demonstrando entdo que outros fatores que fornecem energia  estdo

envolvidos na regula¢io da sintese de proteinas apds isquemia.

Recentes estudos tém identificado um FSC limiar de 25-30
mL/100g/min para a sintese de RNAm c-fos durante isquemia focal,
comparado com um limiar de 35-40 mL/100g/min para o aciimulo de proteina
Fos nos mesmos animais (Kamiya et al., 1995), indicando que a manuten¢ado
da atividade transcripcional estd intimamente ligada ao metabolismo

energético.
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A evolugdo temporal da recuperagdo da sintese de proteinas ¢ RNAm
pos-isquemia foi extensivamente estudado apés isquemia global. Em cada
modelo, a magnitude da redugdo do fluxo sangiiineo estd portanto abaixo do
limiar de falha energética, e profunda deficiéncia tanto na transci¢do quanto na
transdugdo é observado. A sintese de RNA recupera rapidamente na
recirculagdo apds isquemia transitoria (Matsumoto et al., 1990). Em contraste,
a deficiéncia na sintese de proteinas pode persistir por varias horas de
recirculagdo apés isquemia global (Cooper et al., 1977; Dienel et al., 1980;
Nowak et al., 1985) ou apés oclusdo focal transitéria (Abe et al., 1988). Além
disso, estudos auto-radiograficos demonstraram que a taxa de recuperacdo da
sintese de proteinas reflete a relativa vulnerabilidade de populagbes
individuais de neurdnios, com rapida e completa recuperagdo da atividade
transducional em populagdes de neurdnios destinadas a sobreviver, mas com
recuperagdo pequena e incompleta em populagﬁes de células como os
neurdnios CA1 hipocampais que se perderdo (Araki et al., 1990; Dienel et al.,
1980; Johansen, 1990).

1.12 MECANISMOS DAS CITOCINAS NEUROPROTETORAS.

Evidéncias experimentais continuam dando suporte ao envolvimento de
fatores inflamatérios e imunoldgicos na patogénese da lesdo cerebral

isquémica.
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Perfuragdes induzidas por isquemia na barreira hemato-encefélica
(BHE) permitem a entrada de mediadores inflamatérios humorais como os
neutréfilos e macrofagos (Clark et al., 1994; Barone et al., 1992), uma vez que
células microgliais residentes do sistema nervoso central sdo ativadas através
da lesdio isquémica (Kim et al, 1995). Essas cé€lulas tornam-se
imunologicamente reativas, participando de uma rapida mas complexa cascata

inflamatoria envolvendo a liberagdo de mediadores inflamatoérios neuroativos.

1.12.1 Citocinas Neuroprotetoras: Fator de Necrose Tumoral-a

(TNFa) e Fator de Crescimento Tumoral- (TGFB).

Citocinas sdo pequenas proteinas soluveis produzidas e secretadas por
células imunocompetenes (células T, macrofagos, e microglia) e ndo
imunocompetentes (neurdnios e astrocitos), e tém multiplos e diferentes
efeitos biolégicos, dependendo da quantidade liberada e da populagdo de

células-alvo.

Estudos tém revelado significantes propriedades neuroprotetoras das
familias de citocinas TNFa ¢ TGFB. TNFa e TGFB sdo duas pequenas
citocinas (17KDa) intimamente relacionadas que sdo sintetizadas e liberadas
por uma variedade de tipos de células, incluindo macréfagos e da microglia

(TNFa), assim como células T ativadas (TNFB).
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Em humanos, o TNFa é produzido como um pré-horménio de 223
aminoacidos que ¢ processado em uma proteina madura secretada (157
aminoacidos) pela clivagem de um peptideo residual (Pennica et al., 1984). O
pro-hormdnio precurssor esta presente nas células como uma proteina
transmembrana, normalmente com a seqiiéncia madura secretada exposta no

lado extracelular, permitindo bioatividade local.

1.13 O PAPEL DOS RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES.

Antioxidantes sdo componentes de um conjunto de processos que
retardam a oxidag¢do de radicais livres in vivo. O termo antioxidagdo inclui
todos os processos que reduzem ou param a oxidagdo de radicais livres. Os
processos de antioxidagdo incluem: 1) remogdo de radicais para prevenir sua
propagacdo; 2) hidrolise enzimatica de ésteres com o intuito de remover
acidos graxos peroxidados de lipidios; 3) seqﬁesfro de ions de metais de
transicﬁo e 4) redugdo de enzimas catalizadas por peroxidos. O processo 1
define como um antioxidante trabalha. Os outros trés processos ndo atuam
diretamente sobre as reagdes dos radicais. Entretanto, eles previnem o
acamulo de moléculas que podem promover reagdes de radicais livres, ou
seja, promovem a geragdo desses radicais livres, que sao moléculas que
apresentam um elétron desemparelhado. Dentre os radicais livres, que
apresentam importncia biologica, podemos destacar o 6xido nitrico, o radical

superdxido, oxigénio molecular e o radical hidroperoxil lipidico (Thomas,
2000).
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As células devem manter um balango proprio entre os niveis de radicais
livres e antioxidantes para garantir a integridade estrutural de componentes
criticos. Quando os niveis de radicais livres excedem os de antioxidantes
durante o estresse oxidativo, biomoléculas sensiveis como os lipidios,
proteinas ¢ DNA, em particular, podem ser danificadas. Como resultado,

numerosas doencas degenerativas cronicas podem se desenvolver (Halliwell,
1994).

Espécies reativas do oxigénio podem ter um papel importante em
organismos vivos tais como no sistema de defesa bioldgica e no metabolismo
do 4cido araquidénico. Mas, esta também aceito seu envolvimento em varias
doengas (Harman, 1981), como na inflamagio (McCord & Roy, 1982),
isquemia (Tkeda & Long, 1990), no cancer relacionado a idade (Ames, 1983) e
na arterioesclerose (Steinberg et al., 1989).

Essas espécies reativas do oxigénio (ERO) (ex. peroxido de hidrogénio)
e espécies reativas do nitrogénio (ex. peroxinitrito) podem ser especialmente
destrutivas quando presentes em €XCESSO. Elas podem causar lesdes

irreparaveis ao DNA, levando a mutagénese e até ao cancer (Simic, 1988).
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Um potente removedor de espécies reativas do oxigénio pode ser um
possivel meio preventivo ou tratamento para doengas relacionadas a ERO.
Dessa maneira, ha profundo interesse em identificar removedores de radicais

livres ou antioxidantes que inibam a lesdo oxidativa nas células.

Produtos naturais derivados de plantas continuam sendo extremamente
importantes como fonte de agentes medicinais € como modelo para
desenvolvimento de sintese e semi-sintese de novas substincias para o

tratamento de doengas humanas.

Dai, o nosso interesse em testar (+)-catequina, uma substincia de
reconhecido poder anti-oxidante, em um modelo de isquemia cerebral,

avaliando sua atividade eletrofisiologica no sistema nervoso central de ratos.

Catequinas sdo derivados poli-hidroxi-flavona-3-ol contidos em extratos
de plantas (Matsuzaki & Hara, 1985). A catequina demonstrou possuir
multiplas a¢des farmacologicas como anticarcinogénica (Freig & Loéb, 1994),
acdo bactericida (Sakanaka et al., 1989), hipocolesterolémica (Fukuyo et al.,
1986), antidiabética (Chakravarthy, 1982) e inibidora da enzima conversora de
angiotensina (Uchida et al., 1987). Outra importante caracteristica da (+)-
catequina ¢é sua facilidade de oxidagdo (Okuda et al., 1983) e efeito removedor
de oxigénio reativo (Hatano et al., 1989), o qual depende de grupos poli-

hidroxil contidos em suas moléculas.
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Figura 4 — Estrutura quimica da (+)-catequina.

Diante de tais evidéncias, nos propomos usar a (+)catequina em nosso

estudo na averiguagdo de citoprotegdo ou minimizagdo das lesGes causadas

pela isquemia cerebral.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Na isquemia cerebral diversas alterages fisiologicas ocorrem em
decorréncia dos niveis de oxigénio e glicose se encontrarem reduzidos. Essas
alteragdes fisiologicas sdo passiveis de avaliagdo por " métodos
complementares, fornecendo dados importantes a respeito da evolugdo e
prognostico do processo, € até mesmo permitindo uma avaliagdo dos
mecanismos estruturais ¢ bioquimicos envolvidos no processo de isquemia,
proporcionando uma avaliagdo da agdo citoprotetora ou citotoxica de varias

substincias em modelos de isquemia cerebral.
Deste modo, nosso trabalho experimental se propde a:
a) Avaliar a possivel agdo citoprotetora ou citotoxica da (+)-

catequina no sistema nervoso central;

b)  Verificar as possiveis alteragdes eletroencefalograficas em
animais experimentais, ap6s administragdo parenteral da

substancia.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aqui propomos uma avaliagdo eletrofisiolégica da agdo da (+)-

Catequina, uma substincia ja utilizada em diversos trabalhos cientificos 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 especificos:

b)

Avalhar os possiveis efeitos da (+)-catequina apds indugdo de
isquemia cerebral em ratos por obstrugdo bilateral das artérias
carOtidas comuns sobre as amplitudes absolutas médias dos

diversos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma;

Mensurar as modificagdes sobre as amplitudes absolutas médias
dos diversos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma
induzidas por infusdo intracarotidea esquerda de solugdo
contendo 0,5mg de (+)-catequina em ratos submetidos

previamente a oclusio das artérias car6tidas comuns;
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d)

Mensurar as modificagdes sobre as amplitudes absolutas médias
dos diversos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma
induzidas por infusdo intracarotidea esquerda de solugdo
contendo 2,5 mg de (+)-catequina em ratos submetidos

previamente a oclusdo das artérias carotidas comuns;

Mensurar as modificagdes sobre as amplitudes absolutas médias
dos diversos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma
induzidas por infusdo intracarotidea esquerda de solugdo 5,0 mg
de (+)-catequina em ratos submetidos previamente a oclusdo das

artérias carétidas comuns.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS DE LABORATORIO UTILIZADOS.

Foram utilizados ratos Wistar da linhagem Rattus norvergicus, machos,
em jejum durante vinte e quatro horas prévias, com livre acesso a agua e
pesando entre 320-480 gramas (peso médio 370 gramas). Durante todo o
procedimento experimental, os animais permaneceram anestesiados com

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

Figura 5 - Rato Wistar da linhagem Rattus norvergicos.

3.2 AVALIACAO ELETROENCEFALOGRAFICA E
ELETROCARDIOGRAFICA

Para monitorizagdo eletroencefalografica e eletrocardiografica, foi

usado o sistema EMSA®, constituidlo de um painel de eletrodos (pré-

41



amplificador), amplificadores com as constantes de tempo reajustaveis,

conversor analogico-digital com precisdo de conversdo de 12 bits, e um

microcomputador compativel com a marca IBM, além do “software”

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

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

programa calcula os componentes de freqii€ncia com precisdo de 0,35 Hz ¢

utiliza épocas de 2,84 segundos.

Eletrodo de
Referéncia

Painel de eletrodos o

Amplificadores ;

&
Interface -
=
] E:> E] PC/386
o I
conexao |
Estabilizador I\
| = ].., s
Figura 6 — Sistema para monitorizagdo eletroencefalografica

c

eletrocardiografica constituido de um painel de eletrodos (pré-amplificador),

amplificador, conversor analdgico-digital, microcomputador compativel com

o software Braintech®.
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Foram inseridos eletrodos subcutdneos na regido frontal direita (F4),
frontal esquerda (F3), ambos inseridos em local correspondente a distincia de
4mm posteriores as oOrbitas de cada lado, parietal direita (P4) e parietal
esquerda (P3), ambos inseridos em local correspondente a distancia de 10mm
posterior a inser¢do dos eletrodos frontais. Os eletrodos de referéncia (Cz) e
terra foram inseridos na regido do nasio, separados entre si por uma distincia
aproximada de 4mm. Os eletrodos-referéncia (eletrodos de superficie) Al e
A2 foram aderidos as orelhas esquerda e direita, respectivamente, utilizando-
se pastas condutoras especiais. Eletrodos, também de superficie, foram
aderidos as patas dianteiras direita e esquerda (T3 e T5) com a utilizagdo da
mesma pasta condutora para monitorizagdo eletrocardiografica. Os eletrodos
auriculares e das patas foram confeccionados a partir de pequenas pingas
metalicas. Os eletrodos subcutineos foram confeccionados a partir de

eletrodos monopolares utilizados em eletromiografia.

Figura 7 - Distribuigdo dos eletrodos na cabega do animal para monitorizagio

eletrocardiografica e eletroencefalografica.
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Periodos de cerca de trés em cada seis minutos de registro da
atividade eletrofisiolégica (EEG e ECG) foram gravados no disco rigido do
microcomputador para posterior analise. Periodos adicionais de registro foram
eventualmente gravados, caso algum aspecto de interesse fosse detectado

durante a visualiza¢do da monitorizagdo.

A analise quantitativa das amplitudes absolutas médias das diversas
faixas de freqiiéncia eletroencefalograficas foi feita pela escolha de épocas de
2,84 segundos do eletroencefalograma gravado no disco rigido. Epocas
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
freqiiéncia espectral do EEG (delta, teta, alfa, betai, beta, e beta;). ndo se
inclui nesta avaliagdo a atividade eletrocardiografica captada pelos eletrodos
T3 e T4. As seguintes faixas de freqiiéncia da atividade eletroencefalografica
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), beta; (13,01 a 19,69 Hz), beta, (20,84 a 26,02 Hz) e
betas (26,37 a 32,70 Hz).

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 320 e 480
gramas, em jejum com livre acesso a d4gua nas vinte ¢ quatro horas prévias. Os

animais foram anestesiados com uretana (1,5g/kg de peso) por via
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intraperitoneal. O procedimento cirirgico consistiu sumariamente em uma
incisdo cervical mediana, apos limpeza do campo, com exposigdo da traquéia
e identificacdo das artérias carotidas comuns. Estas foram obliteradas com fio
cirargico de algoddo. Uma cénula de polietileno (PE 50) foi inserida e fixada
no segmento cefalico (distal) da artéria carotida comum esquerda e acoplada a
uma bomba de infusdo, por meio da qual se realizara a infusdo da substincia
utilizada no estudo experimental a 37°C e a um pH de 7,4, outra canula
semelhante foi inserida no segmento cefalico (distal) da artéria cardtida
comum direita, conectada a um transdutor de pressfo P23 Staham, sendo este,
por sua vez, conectado ao fisiografo Narco Bio System para registro da

pressdo intracarotidea ou arterial.

Figura 8 — Procedimento cirtirgico.
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Todos os animais foram submetidos a isquemia por obstrugio de
ambas as artérias cardtidas comuns (esquerda e direita) durante 30 minutos.
Cada animal foi submetido a exame de eletroencefalograma (EEG) e

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

Os mesmos animais de cada grupo se submeteram a tratamento com
solugdo contendo respectivamente 0,5mg, 2,5mg e 5,0mg de catequina, a 37°C
e pH 7.4. Concomitante a infusdo da droga foi realizado outro exame
eletroencefalografico e eletrocardiografico para que fosse possivel a avaliagio
da atividade eletrofisiologica durante a isquemia ¢ no momento seguinte

durante o tratamento.

EEG /ECG
30 min. EEG /ECG

30 min. isquemia 30 min.

Isquemia Catequina

0,5 mg
2,5 mg
5,0 mg

Figura 9 — Protocolo experimental.

46



Todos os animais foram submetidos a isquemia por obstrugdo de
ambas as artérias carétidas comuns (esquerda e direita) durante 30 minutos.
Cada animal foi submetido a exame de eletroencefalograma (EEG) e

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

Os mesmos animais de cada grupo se submeteram a tratamento com
solugdo contendo respectivamente 0,5mg, 2,5mg e 5,0mg de catequina, a 37°C
e pH 7.4. Concomitante a infusdo da droga foi realizado outro exame
eletroencefalografico e eletrocardiografico para que fosse possivel a avaliagdo
da atividade eletrofisiologica durante a isquemia ¢ no momento seguinte

durante o tratamento.

EEG /ECG
30 min. EEG /ECG

30 min. isquemia 30 min.

Isquemia Catequina

0,5 mg
2,5 mg
5,0 mg

Figura 9 — Protocolo experimental.
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Caso a monitorizagdo da pressdo intracarotidea ou o registro
eletrocardiografico denotasse instabilidade autondmica (variagdo importante
da pressio ou arritmia cardiaca), o animal era eliminado da analise. Os
animais foram sacrificados com dose letal de uretana ap6és o término do

experimento.

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

O teste t-Student pareado (Daniel, 1991b) foi usado para comparagdo
dos valores das amplitudes de cada espectro de freqiiéncia em cada regido
entre os grupos isquemia e tratados com (+)-catequina. O teste de
normalidade, envolvendo os dados de cada dois grupos comparados, foi
processado e, em caso de falha do teste,; processou-se também o teste de
Wilcoxon (“Wilcoxon Rank Test”) (Daniel, 1991a). Diferengas significativas

foram consideradas quando P<0,05.
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Figura 10 — Sistema de captagdo de dados.
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. RESULTADOS

.1 Acédo da solugido salina 0,9% em infusao intracarotidea
esquerda a 15,8 pl/100g/min, durante trinta minutos, sobre
as amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalograficos de ratos com oclusdao das artérias

carotidas cumuns.

As tabelas 1 a 6 demonstram os valores das amplitudes absolutas
nédias dos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma (alfa, beta;, beta,,
)eta, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliagdo quantitativa no grupo
ontrole (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrugéo das artérias
ardtidas comuns) e no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
nfusdo intracarotidea esquerda de solugdo salina 0,9%). A tabela 7 demonstra
)s valores das médias das amplitudes médias absolutas + erro padrdo da

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

No presente estudo foram utilizados oito ratos com o intuito de
ivaliamos a possivel interferéncia da solug¢do diluente (solugdo salina 0,9%)
tilizada na preparagdo da droga testada, (+)-Catequina. As médias das
mplitudes absolutas médias dos diversos espectros de ondas do
letroencefalograma sfio individualmente apresentadas nas tabelas 1 a 6. O
este de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas

nédias dos diversos espectros do eletroencefalograma ndo falhou nas diversas

egioes.
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A tabela 7 e os graficos 1 a 6 demonstram que ndo houve elevagio
ignificativa das médias das amplitudes absolutas médias dos diversos

'spectros do eletroencefalograma em todas as regides.

Assim, a infusfio intracarotidea de solucdo salina a 15,8
1//100g/min, durante 30 minutos, em ratos Wistar submetidos previamente a
bstrugdo  bilateral das carétidas comuns, ndo determinou aumento
ignificativo das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do

letroencefalograma.

Alfa (regidio frontal Alfa (regifio frontal Alfa (regifio parietal Alfa (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusfio de | Isquemia | Infusdio de Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusdo de

Salina Salina Salina 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 66,20
36,87 35,20 43,89 45,80 52,60 52,68 75,80 72,25
49,75 45,80 52,45 50,20 37,50 39,58 6,80 66,25
52,60 55,00 45,80 44,60 39,80 42,10 70,80 72,40
37,80 39,20 45,90 50,30 39,87 41,50 69,50 66,80

abela 01- Amplitudes absolutas médias (uV) da faixa de freqiiéncia alfa
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstrugdo das artérias carétidas comuns, cada um deles
izendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
squerda a 15,8 ul/100g/min de solugdo Salina 0.9%).
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Beta, (regiiio frontal Beta, (regifio frontal Beta; (regidio parietal Beta, (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
[squemia | Infusfio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de
Salina Salina Salina Salina
22,52 28,49 31,98 36,53 33,86 45,46 48,55 61,88
39,17 16,80 37,57 35,18 50,78 46,20 63,16 57,04
56,38 54,21 61,39 52,74 47,50 56,90 47,34 52,13
48,54 42,50 38,45 37,60 48,50 50,20 52,40 54,20
29,60 30,50 35,20 34,50 42,50 44,80 50,50 53,20
47,80 46,23 38,70 36,40 46,50 44,80 52,80 54,98
45,80 50,40 39,87 36,50 42,90 46,80 51,65 48,23
37,96 40,26 45,80 43,60 39,62 40,50 59,20 60,30

abela 02 - Amplitudes absolutas médias (uV) da faixa de freqiiéncia beta,
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, € com obstrugdo das artérias carétidas comuns, cada um deles
1izendo parte dos grupos controle (isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
squerda a 15,8 pl/100g/min de solugdo Salina 0.9%).

Beta; (regifio frontal Beta, (regidio frontal Beta, (regifdio parietal Beta; (regidio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusdode | Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusfio de | Isquemia | Infusfio de

Salina Salina Salina Salina
13,26 16,89 13,17 17,01 22,54 23,63 23,26 23,30
17,98 16,80 17,67 18,28 26,74 25,49 32,19 31,63
21,31 22,59 21,65 21,83 26,80 25,08 26,01 28,89
20,42 21,50 23,01 22,15 28,50 27,52 27,58 . 28,57
19,58 20,10 20,15 21,45 25,80 26,40 26,54 27,50
15,80 16,54 17,20 16,80 23,50 24,10 25,40 26,80
16,80 17,20 18,50 16,80 24,80 23,90 26,89 25,70
20,50 21,80 23,50 22,70 25,41 25,80 27,50 28,54

'abela 03 - Amplitudes absolutas médias (nV) da faixa de freqii€ncia beta,
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstru¢do das artérias car6tidas comuns, cada um deles
azendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
squerda a 15,8 ul/100g/min de solugéo Salina 0.9%).
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Beta; (regifio frontal Beta; (regido frontal Beta; (regifio parietal | Beta; (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda direita)
squemia | Infusdo de | Isquemia | Infusiode | Isquemia | Infusiode | Isquemia | Infusdo de
Salina Salina Salina 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
13,21 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 (uV) da faixa-de freqiiéncia beta;
-ocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstruciio das artérias cardtidas comuns, cada um deles
zendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infuséo intracarotidea
squerda a 15,8 pl/100g/min de solugéo Salina 0.9%).

Delta (regido frontal Delta (regisio frontal Delta (regifio parietal Delta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusiode | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de
; Salina Salina Salina Salina
145,5 142,2 155,2 155,0 83,5 82,9 93,72 96,8
1422 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 1449 170,3 169,2 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
160,2 165,1 168,2 170,8 84,5 85,9 93,5~ 95,9

'abela 05 - Amplitudes absolutas médias (uV) da faixa de freqiiéncia delta
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, € com obstrucdo das artérias carOtidas comuns, cada um deles
azendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infus&o intracarotidea
squerda a 15,8 pl/100g/min de solugdo Salina 0.9%).
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Teta (regifio frontal Teta (regifio frontal Teta (regifio parietal Teta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
squemia | Infusdo de | Isquemia | Infusfio de | Isquemia | Infusfiode | Isquemia | Infusio de
Salira Salina Salina Salina
56,00 54,90 63,53 65,40 50,37 65,21 89,00 88,86
96,01 94,50 92,82 9C,50 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 77,20 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
81,20 82,90 76,80 78,10 75,90 79,00 76,10 77,00
84,80 86,20 78,90 80,50 77,70 79,80 84,90 86,20

abela 06 — Amplitudes absolutas médias (uV) da faixa de freqiiéncia teta.
rocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, e com obstrugdo das artérias carGtidas comuns, cada um deles
izendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
squerda a 15,8 ul/100g/min de solugdo Salina 0.9%).

Grupo Beta; Beta, Beta; Alfa Teta Delta
Isquemin | 1272+ | 1821 | 4135k | 45123 8105+ | 14824+
Frontal 0,378 0,982 3,64 3,64 3,088 2,919
esquerdo | Infusiode | 12,88+ | 19,17+ | 38,67+ | 43,82 | 81,86% | 149,69+
Salina 0,489 0911 | . 444 3,12 4,10 3,519
. 1204+ | 1936+ | 41,12+ | 4836+ | 81,52% | 166,06+
Frestsl | ‘Muemsia 0,292 1,’; 17 321 2,99 3,538 2172
direito | Infusiode | 1326+ | 19,63t | 39,13+ | 4790+ | 8244+ | 166,575
Salina 0,283 0,932 2,18 1,85 3276 2,093
Iquemia | 1730% | 264% [ 4402% | 4635+ T2.88+ | 89,87+
Parietal 1,300 0,605 1,94 3,02 3,48 3,16
esquerdo | Infusiode | 18,09+ | 25,37+ | 4696t | 47,14% | 7392% | 90,75+
Salina 1,150 0,485 1,71 2,43 1,94 3,72
. 1831+ | 2692+ | 5320+ | 64,55+ | 78,13 | 9230%
Parietal | lSduemia 1,156 0,899 1,90 3,98 3,524 2,963
direito | Infusdode | 1925+ | 27,62+ | 5525+ | 6430+ | 79,04+ | 93,03+
Salina 1,015 0,871 1,56 2,76 3,675 3,091

abela 07 — Média (uV) + erro padrio da média (uV) das amplitudes
ibsolutas médias dos espectros de freqiiéncia do EEG de grupos de animais
n=8): Isquemia (obstrugdo bilateral das carétidas comuns) ¢ Infusdo de
Solucéio Salina 0,9%.
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Grupos

comparados Beta; Beta, Beta; Alfa Teta Delta
5:0‘:;:] ;z (I(IS)) 0,3075 0,0788 0,4108 0,2972 0,1697 0,1786
g'o:t:all]l))((lls)) 0,3210 0,6688 0,1653 0,7620 0,1059 0,4276
}};t-l;:::lg g) 0,1497 0,3519 0,1658 0,6236 0,6929 0,4938
;;a"n:t;lall;) ((IIS)) 0,0702 0,1626 0,3492 0,8944 0,1719 0,40064

abela 08 — Significincia (P) relativa & modificagio da amplitude dos
otenciais do EEG induzida por infusfo intracarotidea de Solugdo Salina em
m grupo de oito ratos Wistar com obstrugdo das carétidas comuns; D
ignifica direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IS), isquemia e infusdo
itracarotidea esquerda Solugio Salina 0,9%; (*) estatisticamente significante

) < 0,05).
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Graficos: Isquemia e Infusio de Soluciao Salina 0,9%

Espectro Alfa
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Amplitude absoluta média (uv)+EPM

Frontal Frontal direita Parietal Parietal direita
esquerda esquerda

Gréafico 1 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns e infusdo de
soluciio 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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Grafico 2 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns e infusdo de
soluciio 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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Grafico 3 — Efeito da obstrucfio das artérias carétidas comuns e infusdo de
solugiio 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
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Grafico 4 — Efeito da obstru¢do das artérias carétidas comuns e infusdo de
solucdo salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Beta 1 do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Espectro Beta

[+]
<

N
[&)]
1

N
L]
1

Wl isquemia

-
o
1

W isquemia e
salina

Amplitude absoluta média (uv)+EPM
» >

(e}

Frontal Frontal direita Parietal Parietal direita
esquerda esquerda

Jrafico 5 — Efeito da obstrugdo das artérias carétidas comuns e infusdo de
solucdo salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Beta 2 do
:letroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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Grafico 6 — Efeito da obstrugdo das artérias carétidas comuns e infusdo de
solucdio salina sobre a amplitude absoluta média do espectro Beta 3 do
eletroencefalograma de ratos Wistar anestesiados com uretana. * P<0,05;
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2 Acdo da solugdo de 5mg de (+)-catequina em infusao
intracarotidea esquerda a 15,8 pl/100g/min, durante trinta
minutos, sobre as amplitudes absolutas médias dos
espectros eletroencefalograficos de ratos com oclusao
das artérias carétidas cumuns

As tabelas 9 a 14 demonstram os valores das amplitudes absolutas
nédias dos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma (alfa, beta,, beta,,
yetas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliagdo quantitativa no grupo
sontrole (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrugdo das artérias
sarotidas comuns) e no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusdo intracarotidea esquerda de solugdo Smg de (+)-catequina). A tabela 15
demonstra os valores das médias das amplitudes médias absolutas + erro

padrio 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 sdo individualfnente apresentadas nas tabelas 9 a 14. O
teste de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas
médias dos diversos espectros do eletroencefalograma ndo falhou nas diversas
regides, com excegdo dos espectros delta na regido frontal esquerda e do
espectro alfa na regido parietal direita. A analise estatistica no ultimo caso

também incluiu o teste “Wilcoxon Signed Rank” (ja referido).
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.2 Acdo da solucdo de 5mg de (+)-catequina em infusao
intracarotidea esquerda a 15,8 pl/100g/min, durante trinta
minutos, sobre as amplitudes absolutas médias dos
espectros eletroencefalograficos de ratos com oclusdo
das artérias carotidas cumuns

As tabelas 9 a 14 demonstram os valores das amplitudes absolutas
nédias dos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma (alfa, beta,, betay,
yetas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliagdo quantitativa no grupo
sontrole (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrugdo das artérias
sarétidas comuns) € no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusio intracarotidea esquerda de solugdo 5mg de (+)-catequina). A tabela 15
demonstra os valores das médias das amplitudes médias absolutas + erro

padrdo 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 sdo individualfnente apresentadas nas tabelas 9 a 14. O
teste de normalidade envolvendo os valores médios das amplitudes absolutas
médias dos diversos espectros do eletroencefalograma néo falhou nas diversas
regides, com excegdo dos espectros delta na regido frontal esquerda e do
espectro alfa na regifio parietal direita. A analise estatistica no ultimo caso

também incluiu o teste “Wilcoxon Signed Rank” (ja referido).
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A tabela 15 e os graficos 7 a 12 demonstram uma elevagdo das
nédias das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros  do
sletroencefalograma em todas as regides, com e€xceg¢ado do espectro teta nas
-egides frontais e parietal esquerda, e do espectro delta nas regides frontal e
parietal direitas com a infusdo (+)-catequina 5mg (15,8 ul/100g/min). Tal

slevacdo ¢ estatisticamente significativa (tabela 16).

Assim, a infusdo intracarotidea de (+)-catequina 5mg a 15,8
ul/100g/min, durante 30 minutos, em ratos Wistar submetidos previamente a
obstrugdo bilateral das car6tidas comuns, determinou aumento significativo
das amplitudes absolutas médias dos diversos espectros do

eletroencefalograma.

Observa-se um aumento constante da média das amplitudes
absolutas médias dos diversos espectros de ondas do eletroencefalograma nos
grupos Isquemia ¢ Infusdo de Smg de (+)-catequina (Tabela 15). O aumento
da média da amplitude absoluta média em todos os espectros nas diversas
regides estudadas (Grupes Isquemia e Infusio de (+)-catequina) foram
estatisticamente significativos, com excegdo do espectro Bl nam'regiﬁo parietal

direita (tabela 16).

63



Alfa (regido frontal Alfa (regido frontal Alfa (regidio parietal Alfa (regido parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusiio de
catequina catequina catequina catequina
64,11 58,92 4559 47,94 90,26 9783 78,18 84.69
64,93 88,99 52,28 64,42 57,81 66,61 53,57 61,29
4267 56,71 40,26 57,48 32,58 120,50 64,07 114,50
56,13 65,55 40,49 53,34 39,69 4418 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 (1V) da faixa de freqiéncia alfa
yrocessadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
retana, ¢ com obstrugdo das artérias carétidas comuns, cada um deles
azendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
ssquerda a 15,8 ul/100g/min de solugdo de Smg de (+)-catequina).

Beta, (regiio frontal Beta, (regido frontal Beta, (regifio parietal | Beta, (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia Infusiio de | Isquemia | Infusdo de
catequina catequina catequina catequina
43,51 50,70 34,02 4472 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 4721
41,42 50,83 27,25 35,91 66,12 7491 53,90 59,77
39,15 50,98 26,76 40,60 61,12 88,51 45,43 65,21
4474 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 (uV) da faixa de freqiiéncia beta,
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstru¢do das artérias carétidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (isquemia) e tratado (infuséo intracarotidea
esquerda a 15,8 pl/100g/min de solugdo de Smg de (+)-catequina).



Beta; (regido frontal Beta, (regidio frontal Beta, (regido parietal Beta, (regidio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia Infusio de | Isquemia | Infusiio de

catequina catequina catequina 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 (uV) da faixa de freqiiéncia beta;
processadas do eletroencefalograma de sete ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstrugio das artérias car6tidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
esquerda a 15,8 ul/100g/min de solugdo de Smg de (+)-catequina).

Beta; (regido parietal

Beta; (regido frontal Beta; (regido frontal Beta; (regiio parietal
esquerda) direita) esquerda direita)

Isquemia | Infusiio de | Isquemia | Infusiio de Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdo de

catequina catequina catequina 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 21,11 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 (uV) da faixa de freqiéncia betas
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstrugio das artérias carétidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
esquerda a 15,8 ul/100g/min de solugdo de Smg de (+)-catequina).
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Delta (regidio frontal Delta (regiiio frontal Delta (regido parietal Delta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de Isquemia | Infusdo de
catequina catequina catequina 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
1696 216,0 1868 2341 79,12 91,08 62,57 66,31

Tabela 13 - Amplitudes absolutas médias (uV) da faixa de freqii€ncia delta
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, e com obstrugio das artérias car6tidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
esquerda a 15,8 ul/100g/min de solugio de Smg de (+)-catequina).

Teta (regido frontal Teta (regido frontal Teta (regifio parietal Teta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusiio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia Infusio de
catequina catequina catequina 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 (uV) da faixa de freqiiéncia teta
processadas do eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com
uretana, ¢ com obstrucio das artérias cardtidas comuns, cada um deles
fazendo parte dos grupos controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea
esquerda a 15,8 ul/100g/min de solugéo de Smg de (+)-catequina).



Grupo Betas Beta; Beta; Alfa Teta Delta
. 402+ | 2142t | 4475+ | 5603 | 8410+ | 1309+
Frontal | llduemia 0,99 1,16 1,69 2.66 3.24 7.22
esquerdo Infusio de 20,30 + 28,03 £ 52,34 £ 65,96 97,20 + 1541 £
catequina 1,676 1,62 1,17 3,67 5,23 10,22
. 1176+ | 1870+ | 3535 | 4490t | 71,90+ | 1165+
Frontsl | JMvemia 0,804 123 2,45 3,20 3.83 11,04
direito | Infusiode | 1874+t | 2633+ | 4495+ | 5490+ | 8510+ | 1407%
catequina | 2,005 2,15 2,17 2,94 4,70 14,49
) 22104 | 3360t | 6330+ | 6530+ | 8180+ | 8030
Parietal | duemia 1,54 3,05 482 5,84 8,17 8,11
esquerdo | Infusdode | 3500+ | 49,80+ | 81,70+ | 8040% | 9330+ | 94,104
catequina 5.46 6.87 9,93 8,51 10,28 9,97
Isquemia | 2240% | 33102 5740+ | 5810+ | 74,50+ | 74,50
Parietal 2,13 3,09 3,95- 4,09 6,28 7,02
direito | Infusdode | 3530+ | 4740+ | 7520+ | 7480+ | 8600+ | 8810+
catequina 537 6,75 9,59 7,92 8,12 9,96

Tabela 15 - Média (uV) *+ erro padrio da média (pV) das amplitudes
absolutas médias dos espectros de freqiiéncia do EEG de grupos de animais
(n=8): Isquemia (obstrugdo bilateral das carotidas comuns) e Infusdo de (+)-
catequina (mesmos animais com infusio intracarotidea de Smg de (+)-
catequina).

Grupos P
comparados Betas Beta, Beta, Alfa Teta Delta
0,0309(st)*
Fmeal;: i 0,0119* | 0,0223* | 00039* | 00100* | 0,0016* | 0,0078(x)*
ok 0,0143(t)*
Frontal D (1) N - - - -
st O 0,0149 0,0043 0,0006 0,0006 0,0007*
Parietal E (I) N R . . N
Parietal E 1C) | 014 0,0164 0,0339 0,0102 0,0051 0,0036*
. 0,0210(sD)*
o . 0,0175% | 0,0421*% 00560 | 0,0143@®)* | 0,0097* | 0,0060%
Parietal D (IC) [

Tabela 16 - SignificAncia (P) relativa a modificagdo da amplitude dos
potenciais do EEG induzida por infusdo intracarotidea de Smg de (+)-
catequina em um grupo de oito ratos Wistar com obstrugdo das carétidas
comuns; (t) significa estatistico; (x), exato; (st), teste t-Student; D, direito; E,
esquerdo; (I), isquemia; (IC), isquemia e infusdo intracarotidea esquerda de
5mg de (+)-catequina; (x) e (t) se referem ao teste “Wilcoxon Signed Rank™.
(*) estatisticamente significante (p < 0,05).
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Grificos: Isquemia e infusdo de Solucdo de Smg de (+)-
catequina.

Espectro Delta
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Amplitude absoluta média (uV) + EPM

Grafico 7 — Efeito da obstrugdo das artérias carotidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro delta do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Ha aumento da amplitude absoluta média do
espectro delta induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 8 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro teta do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. H4 aumento da amplitude absoluta média do
espectro teta induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Espectro Alfa
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Grafico 9 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro alfa do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Ha aumento da amplitude absoluta média do
espectro alfa induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 10 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro beta; do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Ha aumento da amplitude absoluta média do
espectro beta; induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 11 - Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro beta, do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Ha aumento da amplitude absoluta média do
espectro beta, induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia ¢ infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 12 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta média do espectro betaz do eletroencefalograma de ratos
Wistar anestesiados com uretana. Ha aumento da amplitude absoluta média do
espectro beta; induzido por infusdo intracarotidea esquerda de Smg de (+)-
catequina (isquemia ¢ infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Em conclusdo, a infusio intracarotidea esquerda de solugdo
Smg de (+)-catequina, a 15,8 pl/100g/min, durante 30 minutos,
determinou no EEG de ratos anestesiados com uretana e com isquemia
induzida por obstrugdo das cardtidas comuns um aumento constante €
significativo, das amplitudes absolutas médias de todos os espectros de
freqiiéncia da atividade eletroencefalografica, com exceg¢do da regido

betal parietal direita.

4.3 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros
eletroencefalograficos em ratos com oclusdo das caroétidas
comuns e infusdo intracarotidea esquerda de solucdao de
2,5mg de (+)-catequina.

As tabelas 17 a 22 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma (alfa, beta;, beta,,
betas, delta e teta) obtidos a partir de sua avaliagdo quantitéitiva no grupo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrugdo das artérias
cardtidas comuns) e no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusdo intracarotidea esquerda a 15,8 pl/100g/min, durante trinta minutos, de
solugdo de 2,5mg de (+)-catequina). As tabelas 23 e 24 demonstram os valores
das médias das amplitudes médias absolutas + erro padrdo da média e de P
respectivamente. Os graficos 13 a 18 resumem os achados estatisticos.
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Alfa (regido frontal Alfa (regiio frontal Alfa (regifio parietal Alfa (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusdio de
catequina catequina catequina catequina
4477 4238 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 2455 29,17 57,74 71,37 46,31 57,50

Tabela 17- Amplitudes absolutas médias (uV) do espectro alfa processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana € com
obstrugdo das artérias cardtidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos
controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 nl/100g/min,
de solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).

Betal (regido frontal Betal (regidio frontal Betal (regido parietal | Betal (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusiio de | Isquemia | Infusfo de

catequina catequina catequina 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 77,66 388,03 77,03 87,42
36,10 38,48 31,88 3511 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 4429 73,17 45,47 70,23
38,35 34,20 4248 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 (uV) dos espectros betal processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugdo
das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 pl/100g/min, de
solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).
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Beta2 (regido frontal Beta2 (regido frontal Beta2 (regido parietal Beta2 (regido parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusiio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusio de

catequina catequina catequina catequina
17,75 17,46 18,73 19,71 41,07 4515 32,27 3347
15,53 19,86 16,17 16,90 4433 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 4429 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- Amplitudes absolutas médias (1V) dos espectros beta2 processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugfo
das arténas carotidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 pl/100g/min, de
solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).

Beta3 (regido frontal Beta3 (regido frontal Beta3 (regido parietal Beta3 (regidio parietal

esquerda) direita) esquerda) direita) ‘

Isquemia | Infosdo de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusio de

catequina . catequina catequina catequina
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 10,83 497 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 19,03 24,41
12,16 14,73 7,20 8,59 28,69 34,30 25,87 28,71
10,40 12,61 7,23 7,19 18,55 24,93 15,04 18,46

Tabela 20-Amplitudes absolutas médias (1LV) dos espectros beta3 processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugsio
das artérias carotidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 pl/100g/min, de
solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).
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Delta (regidio frontal Delta (regifio frontal Delta (regifio parietal Delta (regido parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusdio de

catequina catequina catequina catequina
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 (uV) dos espectros delta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugdo
das artérias car6tidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 pl/100g/min, de
solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).

Teta (regido frontal _ Teta (regido frontal Teta (regidio parietal Teta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusiio de
catequina catequina catequina 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 (uV) dos espectros teta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugdo
das artérias car6tidas cormms, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea &squerda, a 158 ul/100g/min, de

solucdo de 2,5mg de (+)-catequina).



Grupo Betas Beta, Beta; Alfa Teta Delta
. . 1003+ | 1576+ | 3315+ | 4024% | 6150+ | 1037+
:‘rﬁi‘g Isquemia | 440 0,601 1,54 293 5.77 12,77
ermerda | Wfusiode | 1298+ | 1894% | 3628+ | 4564+ | 6780% | 1154+
catequina | 0,628 0,552 148 295 520 10.89
] . 827+ | 1339+ | 28363+ | 33,76+ | 5522+ | 1022%
:‘rz‘f:fa‘; Isquemiz | 967 135 3.12 4,45 7.90 14,11
rona [ infusiode | 989+ | 1508+ | 29338% | 39.92% | 6033 | 1115+
catequina 0,344 1,464 2,76 4,32 8,37 14,31
. - : 22184 | 3913+ | 6970+ | 7040% | 9000+ | 1098+
R:n% et‘i = ety 1,50 185 475 5.00 5.51 8.74
e‘;querda Infusdode | 3020+ | 4548+ | 81,60+ | 8270+ | 1060% | 1359z
catequina 130 179 4,91 439 5,52 12,68
: . 2049+ | 3430+ | 6489t | 6570% | 8480+ | 99,10%
Reg‘ari ::1 Isquemia 2,09 3,04 5,05 537 6,20 9.57
pancal | Tafusiode | 2640% | 4147% | 7444% | 7670% | 1012+ | 12863
catequina 1.92 320 568 534 6,74 10,90

Tabela 23 - Média das amplitudes absolutas médias (uV) * erro padrdo da
média (uV) dos espectros de freqiiéncia do EEG processados a partir das
amplitudes absolutas médias do exame eletrofisiologico de oito animais:
Isquemia (obstrugfo das cardtidas comuns) e Infusio de (+)-catequina (0s
mesmos animais com obstrugdo das car6tidas comuns e infusdo intracarotidea

de solugdo de 2,5mg de (+)-catequina).
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Grupos P

comparados Betas Beta, Beta; Alfa Teta Delta
0,0018(0)*

Fli';;’:t:l"EEaag) g 8?138((;); 0,0051* |  0,0836 0,0244* | 0,0872 0,0487*
0,0490(1)*

Fli:::::ll:) (glc)) 883233((;;: 00618 0,5581 0,0010* | 0,0947 0,1035

PZ;T::'EE(I(IC)) 0.0006% 1 00034* | 0,0129% 0,0027* | 0,0074* 0,0067*

Parietal D (I)
. 0.0037*% % * %* 0.0025* 0,0016*
Parietal D aC) | %%%7 0,0113 0,0312 0,0047 0025

Tabela 24 - Nivel de significincia (P) com relagdo a aumento da amplitude
dos potenciais do eletroencefalograma induzido por infusdo intracaotidea
esquerda de (+)-catequina (2,5mg) em ratos Wistar com obstrugio das
car6tidas comuns; (t) significa estatistico; (x), exato; (st), teste t-Student; D,
direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IC), obstrugdo das carétidas comuns e
infusdo intracarotidea esquerda de 2,5mg de (+)-catequina; (x) € (t) se referem
ao teste “Wilcoxon Signed Rank”. (*) estatisticamente significante (p < 0,05).
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Graficos: Isquemia e Infusio de solucio de 2,5mg de (+)-
Catequina.
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Grafico 13 — Amplitude absoluta média do espectro delta do EEG de ratos
Wistar com oclusio das artérias cardtidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusdo das artérias cardtidas comuns e infusdo de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusdo de (+)-catequina). Ha um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina em todas as regides estudadas, com excecdo da
regido frontal direita. * p<0,05.
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Espectro Teta
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Grafico 14 — Amplitude absoluta média do espectro teta do EEG de ratos
Wistar com oclus@o das artérias carétidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusdo das artérias carétidas comuns e infusdo de 2,5Smg de (+)-
catequina (Isquemia e infusdo de (+)-catequina).) H4 um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina na regido parietal esquerda e direita. * p<0,05.
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Espectro Alfa
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Grafico 15 — Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de ratos
Wistar com oclusdo das artérias carétidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusdo das artérias carétidas comuns e infusdo de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusdo de (+)-catequina). H4a um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina em todas as regides. * p<0,05.
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Espectro Beta 4
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Gréfico 16 — Amplitude absoluta média do espectro beta; do EEG de ratos
Wistar com oclusdo das artérias carétidas comuns (Isquemia) € 0s mesmos
animais com oclusdo das artérias carétidas comuns e infusdo de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia ¢ infusdo de (+)-catequina). H4a um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina nas regides parietais esquerda e direita: * p<0,05.
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Espectro Beta ,
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Grafico 17 — Amplitude absoluta média do espectro beta; do EEG de ratos
Wistar com oclusdo das artérias car6tidas comuns (Isquemia) e os mesmos
animais com oclusdo das artérias car6tidas comuns e infusdo de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusdo de (+)-catequina). Ha um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina em todas as regides, com excegdo da regido frontal
direita. * p<0,05.
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Espectro Beta 3
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Grafico 18 — Amplitude absoluta média do espectro beta; do EEG de ratos
Wistar com oclusdo das artérias carétidas comuns (Isquemia) € 0os mesmos
animais com oclusdo das artérias cardtidas comuns e infusdo de 2,5mg de (+)-
catequina (Isquemia e infusdo de (+)-catequina). Ha. um aumento
significativo na amplitude absoluta dos espectros do EEG de ratos com
infusdo de (+)-catequina em todas as regides. * p<0,05.
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A avaliagio estatistica dos dados apresentados nas tabelas 17 a 24
detectou uma falha do teste de normalidade na avaliagdo das amplitudes absolutas
médias do espectro betas na regidio frontal esquerda e direita. A analise estatistica,
neste caso, incluiu o teste “Wilcoxon Signed Rank” (tabela 24). As tabelas 23 ¢ 24
e os graficos 13 a 18 demonstram um aumento da média das amplitudes absolutas
médias de todos os éspectros de freqiiéncia do eletroencefalograma nos grupos
Infusiio de (+)-catequina em todas as regides estudadas. Entretanto os espectros
beta, da regifo frontal direita; beta, frontal esquerda e direita; teta frontal esquerda
e direita e delta frontal direita apresentaram variagdes ndo significativas das médias
das amplitudes absolutas médias. O aumento da média das amplitudes absolutas
médias nos grupos com infusdo de 2,5mg de (+)-catequina foi estatisticamente
significativo em todos os demais espectros de todas as demais regides (tabela 23,
graficos 13 a 18).
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4.4 Estudo das amplitudes absolutas médias dos espectros

eletroencefalograficos em ratos com ocluséo das carétidas
comuns e infusdo intracarotidea esquerda de solucao de
0,5mg de (+)-catequina.

As tabelas 25 a 30 demonstram os valores das amplitudes absolutas
médias dos espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma (alfa, beta;, beta,,
betas, delta ¢ teta) obtidos a partir de sua avaliagdo quantitativa no grupo
controle (ratos anestesiados com isquemia induzida por obstrugdo das artérias
carétidas comuns) e no grupo tratado (mesmos ratos, nos quais se promoveu
infusio intracarotidea esquerda a 15,8u1/100g/min, durante trinta minutos, de
solugdo de 0,5mg de (+)-catequina). As tabelas 31 e 32 demonstram os valores
das médias das amplitudes médias absolutas + erro padrdo da média e de P
respectivamente. Os graficos 19 a 24 resumem os achados estatisticos.

Alfa (regiio frontal Alfa (regidio frontal Alfa (regifio parietal Alfa (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusiio de | Isquemia | Infusio de | Isquemia Infusio de | Isquemia | Infusdo de
catequina catequina catequina 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 (uV) do espectro alfa processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com
obstrugdo das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos
controle (Isquemia) e tratado (infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8 pl/100g/min,
de solugdo de 0,5mg de (+)-catequina).
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Betal (regido frontal Betal (regido frontal Betal (regifio parietal Betal (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia Infusdo de | Isquemia | Infusdo de Isquemia | Infusio de
catequina catequina catequina catequina
33,20 41,21 31,83 40,02 52,17 61,86 44,90 53,12
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 92 39 104,90
4928 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 53,96 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 4325 55,88 66,05 61,04 72,80

Tabela 26 - Amplitudes absolutas médias (V) dos espectros betal processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugao
das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8
ul/100g/min, de solugdo de 0,5mg de (+)-catequina).

Beta2 (regido frontal Beta2 (regido frontal | Beta2 (regido parietal Beta2 (regiiio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusdio de | Isquemia Infusdo de | Isquemia | Infusdo de Isquemia | Infusdo de

catequina catequina catequina 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 2235 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 4206 33,38 45,27

Tabela 27 - Amplitudes absolutas médias (uV) dos espectros beta2 processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugdo
das artérias carotidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8
ul/100g/min, de solugdo de 0,Smg de (+)-catequina).
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Beta3 (regido frontal Beta3 (regido frontal Beta3 (regifio parietal Beta3 (regido parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)

Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de Isquemia | Infusdio de | Isquemia | Infusdo de

catequina catequina catequina catequina
10,90 15,48 9.89 1425 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 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 (uV) dos espectros beta3 processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana € com obstrugdo
das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infuséo intracarotidea esquerda, a 15,8
1l/100g/min, de solugfo de 0,5mg de (+)-catequina).

Delta (regido frontal Delta (regido frontal Delta (regifio parietal Delta (regiiio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusfio de | Isquemia | Infusdo de | Isquemia Infusdo de | Isquemia | Infusdio de
catequina catequina catequina catequina
99,02 136,10 99,05 137,30 59,94 74,76 53,52 70,70
35,32 34,66 2418 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 (1V) dos espectros delta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana e com obstrugéo
das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animais com infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8
ul/100g/min, de solugio de 0,5mg de (+)-catequina).
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Teta (regifio frontal Teta (regidio frontal Teta (regifio parietal Teta (regifio parietal
esquerda) direita) esquerda) direita)
Isquemia | Infusio de | Isquemia | Infusdo de Isquemia | Infusdo de | Isquemia | Infusio de
catequina catequina catequina catequina
59,71 88,12 61,28 87,63 63.04 67,58 5420 66,10
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
34,92 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
4792 60,04 76,83 90,92 70,30 83,46 84,98 101,50

Tabela 30 - Amplitudes absolutas médias (nV) dos espectros teta processadas do
eletroencefalograma de oito ratos Wistar anestesiados com uretana € com obstrugdo
das artérias carétidas comuns, cada um deles fazendo parte dos grupos controle
(Isquemia) e tratado (mesmos animasi com infusdo intracarotidea esquerda, a 15,8
1l/100g/min, de solugdo de 0,5mg de (+)-catequina).

Grupo Betas Beta; Beta; Alfa Teta Delta

N . 1193+ | 2021+ | 4423+ | 5572+ | 8438+ | 1343+
?rf)i‘t:l‘; Isquentis, 1.82 3,65 8,20 9.91 14,78 22,52
csquerda | IMfusdode | 1515 | 23043 [ 4623% | ST17% 9364+ | 1479+
catequina 1,65 323 7,60 9,36 15,09 22,02

Regito | Isquemia | 1061% | 18053 3888+ | 4924+ | 762+ 1276
P 1,67 221 5,29 6,81 10,59 19,15
rons [ Infusiode | 13,03 | 2081 | 4167+ | 5451+ | 888 1402 +
catequina 111 2,03 4,59 7,08 12,31 17,88

) . 1956+ | 3223+ | 6332% | 6630+ | 83,02t | 9581
;‘gg:l Isquemia 2,10 548 10,76 11,71 13,83 17.41

cmorga | Msiode | 2653 | 40.22% | 7269+ | 73 89.88+ | 101,51
catequina 1,41 3,84 9,87 10,23 12,94 13,37

Regifo | Tsquemia | 1802% 2055+ | 5841+ | 6154+ | 7680+ | 8746+
panictal 2,56 5.20 9,76 10,14 12,18 13,46
it | Infustode | 2394% | 3607+ | 6565+ | 6850+ | 8570+ | 9602
catequina 2,54 4,31 9,13 9,53 11,75 12,03

Tabela 31 - Média das amplitudes absolutas médias (V) * erro padrdo da
média (uV) dos espectros de freqiiéncia do EEG processados a partir das
amplitudes absolutas médias do exame eletrofisiologico de oito animais:
Isquemia (obstrugdo das cardtidas comuns) ¢ Infusdo de (+)-catequina (os
mesmos animais com obstrugdo das cardtidas comuns e infusdo intracarotidea

de solugdo de 0,5mg de (+)-catequina).



Grupos P
comparados Betas Beta; Beta, Alfa Teta Delta
0,1073 (1)
Frontal E (I) 0,0010* | 0,0081* | 03124 0,5391 00274* | 0,109 (x)
Frontal D (I)
0,0078 * 0,0388 * 518 0,0 0,0128 * 0,1480
Frontal D (IC) ’ ’ 0.1 0301 ’ ’
Parietal E ()
. 0 * * * * 0,0949 0 3
Parietal E (IC) ,0010 0,0048 0,0061 0,0493 ) 274
. 0.0423 (1)
Parietal D(M) | 036+ | 00101% | 00391(0 | 00313* | 00312% | 00830
Parietal D (IC) 0,0275 (st) *

Tabela 32 - Nivel de significincia (P) com relagdo a aumento da amplitude
dos potenciais do eletroencefalograma induzido por infusdo intracaotidea
esquerda de (+)-catequina (0,5mg) em ratos Wistar com obstrugdo das
cardtidas comuns; (t) significa estatistico; (x), exato; (st), teste t-Student; D,
direito; E, esquerdo; (I), isquemia; (IC), obstrugdo das carétidas comuns €
infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina; (x) e (t) se referem
ao teste “Wilcoxon Signed Rank”. (*) estatisticamente significante (p < 0,05).
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Graficos: Isquemia e Infusdo de solucio de 0,Smg de (+)-

Catequina.
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Grafico 19 — Efeito da obstrugdo das artérias carétidas 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 infuséo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina).
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Grafico 20 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas 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 infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;

93



Espectro Alfa

90 -
= 80 -
¥
< 70 -
2
8 60 -
o
@
E 50
% 40 - B Isquemia
]
2
g 30 - H Isquemia e
o catequina
2 20 3
-3
E 0

0 I

Frontal esquerda Frontal direita Parietal esquerda Parietal direita

Regides Cerebrais

Grafico 21 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro alfa do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
alfa induzido por infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;

94



Espectro Beta ;

e

90 +

70 -
60 -
50 -
40 -

30 - M Isquemia

20 - M Isquemia e

catequina

10

Amplitude absoluta média (pv)+EPM

Frontal esquerda Frontal direita  Parietal esquerda  Parietal direita
Regides Cerebrais

Grafico 22 — Efeito da obstrugdo das artérias carétidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro beta; do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
beta, induzido por infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 23 — Efeito da obstrugdo das artérias cardtidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro beta, do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
beta, induzido por infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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Grafico 24 — Efeito da obstrugdo das artérias carétidas comuns sobre a
amplitude absoluta do espectro beta; do eletroencefalograma de ratos Wistar
anestesiados com uretana. Aumento da amplitude média absoluta do espectro
beta; induzido por infusdo intracarotidea esquerda de 0,5mg de (+)-catequina
(isquemia e infusdo de (+)-catequina). * P<0,05;
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A avaliagio estatistica dos dados apresentados nas tabelas 25 a 32
detectou uma falha do teste de normalidade na avaliagdo das amplitudes absolutas
médias do espectro beta, na regido parietal direita e no espectro delta na regido
frontal esquerda. A analise estatistica, neste caso, incluiu o teste “Wilcoxon Signed
Rank” (tabela 32).

As tabelas 31 e 32 e os graficos 19 a 24 demonstram uma variagio de
modo inconstante no aumento da média das amplitudes absolutas médias de todos
os espectros de freqiiéncia do eletroencefalograma nos grupos Isquemia com
infusdio de 0,5 mg de (+)-catequina. Entretanto os espectros, delta em todas as
regides; teta parietal esquerda,; alfa frontal esquerda e direita; beta, frontal esquerda
e direita apresentaram variagdes ndo significativas nas médias das amplitudes
absolutas médias. O aumento na média das amplitudes absolutas médias nos
grupos com infusdo de 0,5mg de (+)-catequina foi estatisticamente significativo
em todos os demais espectros de todas as demais regides, com destaque para 0s
espectros beta; e beta; onde observa-se um aumento significativo das médias das

amplitudes médias em todas as regides cerebrais (tabela 31, graficos 19 a 24).
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5.0 DISCUSSAO

A fisiopatologia da isquemia cerebral tem sido extensivamente
estudada em ratos por varios métodos, incluindo oclusdo de multiplos vasos,
hipotenséo e hipovolemia, para produzir alteragdes globais no fluxo sangiiineo

cerebral e no metabolismo.

As principais observagdes eletrofisiologicas com um quadro
panoramico de depressdo de atividade elétrica cerebral, verificadas logo apos
a oclusdo carotidea, ddo conta da existéncia de fendmenos metabélicos com

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

A isquemia cerebral causa um grupo de modificagdes seqiienciais,
envolvendo redistribui¢do i6nica, modificagdes das reagdes enzimaticas, que
sdo proprias do metabolismo e da sinalizagdo intracelular (Zagrean et al.,
1995). Portanto, essas alteragdes iOnicas, em si, ja podem justificar muitos dos

elementos eletrofisioldgicos observados durante a isquemia cerebral.

Estudos de espectroscopia com ressonancia nuclear magnética com
lp 'P-NMR) em ratos com artérias vertebrais obstruidas por
eletrocoagulagio (Naruse et al., 1984) demonstraram que os mais altos valores
de ATP e fosfocreatina (PCr) diminuiram concomitantemente com os mais

altos valores de fosfatos inorginicos (Pi), depois de quatro minutos de
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obliterég:ﬁo das artérias carotidas comuns. Os fosfatos de alta energia sdo
importantes fatores para estabilidade idnica da membrana em fungdo,
principalmente, da bomba de sodio. Estas mudangas atingiram valores mais
significativos trinta minutos depois. Ao mesmo tempo, uma evidente redugéo
de pH tissular foi observada. Houve uma redugdo da amplitude das ondas do
eletroencefalograma imediatamente apds a indugdo da isquemia. Os autores
observaram uma recuperagdo rapida do metabolismo energético, embora o
padrio de decremento da amplitude no eletroencefalograma persistisse doze

horas ap0s a recirculagao.

No método deste estudo, nés usamos grupos pareados de animais e,
assim, foi reduzida substancialmente a possibilidade de que o anestésico usado
pudesse influenciar a comparagdo dos resultados obtidos na analise das
amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de freqiiéncia. Do Vale et
al., 1998, demonstrou em ratos uma importante reducgdo estatisticamente
significante das amplitudes das ondas do eletroencefalograma, quando ambas
as artérias carOtidas comuns foram obstruidas, sem prévia obliteragdo das
artérias vertebrais. Os modelos experimentaié utilizados anteriormente por
outros pesquisadores (Naruse et al., 1984) consistiam na oclusdo dos quatro
vasos, ou seja, oclusdo permanente das artérias Qertebrais e transitoria das
artérias carétidas comuns ou hipotenséo arterial associada a oclusdo de ambas
as artérias carotidas comuns (Eklof & Siesjo, 1972). Pottanto, o método
estabelecido por Do Vale et al, 1998 e utilizado neste trabalho €

absolutamente original neste aspecto.
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As observagdes aqui procedidas pertinentes a analise
computadorizada do EEG em ratos com obstrugdo bilateral das artérias
carétidas comuns podem ser usadas para monitorizagdo de substincias
citoprotetoras enddgenas ou exdgenas na isquemia cerebral, desde que se
consiga observar uma reversio significativa da redugdo das amplitudes
absolutas médias dos diversos espectros de freqiiéncia eletroencefalograficos

induzida por isquemia, quando, neste caso, sdo usadas tais substincias (Do
Vale, 2000).

Recentemente, gracas ao notdvel avango tecnologico em
neuroimagem, a disposi¢fio da pratica médica, novas entidades clinicas estéo
sendo incorporadas ao conjunto das ja classicamente conhecidas. Dentre
aquelas, se destaca a doenca vascular cerebral isquémica silenciosa, quando
suas manifestagdes ndo sdo reconhecidas ou noticiadas pelos portadores
(Vingerhoets & Bogousslavsky, 1998). Além da tomografia computadorizada
do encéfalo e da ressonincia nuclear magnética, relatos na literatura
testemunham a utilidade da abordagem eletrofisiologica na investigacdo destes
casos em seres humanos (Chao & Knight, 1998; Shigeta et al., 1995) ou em
modelos animais (Chichibu et al., 1995).

Outros estudos prévios demonstraram uma impoftante redugdo das
amplitudes das ondas teta superficiais e profundas em decorréncia da isquemia
cerebral (Monmaur et al, 1986). As alteragdes do eletroencefalograma
verificadas por estes autores foram relacionadas a excessiva perda de células

piramidais na regido CA; do hipocampo. Tem sido sugerido que os
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componentes neurais desta area sdo importantes como fonte de ondas teta

superficiais e profundas, bem como para sua manutengao.

Embora as alteragdes circulatorias, bioquimicas e morfologicas da
lesdo cerebral isquémica ja estejam, de certo modo, caracterizadas (Suzuki, et
al., 1983; Urban et al,, 1990a, Urban et al, 1990b ), as modificagdes da
atividade elétrica cerebral ainda ndo sdo bem conhecidas. Segundo Do Vale et
al. (1998), a obliteragdo das artérias carétidas comuns produz em ratos Wistar,
quando anestesiados com uretana por via intraperitoneal, uma redugéo
estatisticamente significativa das amplitudes absolutas das faixas espectrais
classicas do eletroencefalograma, sugerindo que o EEG pode ser um meio
sensivel e util para avaliar os efeitos cerebrais da isquemia, mesmo 0s que ndo

tiveram expressdo clinica.

Neste estudo experimental, demonstrou-se que a possivel agdo
neuroprotetora da (+)-Catequina pdde ser avaliada usando o modelo

experimental descrito por Do Vale et al., 1998.

Diante destas evidéncias experimentais, resolvemos avaliar, através
do eletroencefalograma, a atuagdo da (+)-catequina admiinistrada por via
intracarotidea em ratos que se submeteram previamente a obstrugdo bilateral
das artérias cardtidas comuns. Em um trabalho anterior, Do Vale 2000,
demonstrou que a obstrugdo das artérias carétidas comuns em ratos Wistar

determinava uma redugdo estatisticamente significativa das amplitudes
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absolutas médias dos diversos espectros de freqiiéncia  do

eletroencefalograma, quando da infusdo de Glutation 1,2 mM e acido «-
Lipoico 6,06 mM.

O aumento das amplitudes absolutas médias de todos os espectros
de freqiiéncia, a grande maioria estatisticamente significativo, observado
durante a infusdo intracarotidea esquerda de solugdo contendo 0,5mg, 2,5mg ¢
50mg de (+)-catequina em ratos com obstrugdo bilateral das carétidas
comuns, foi um achado inédito (Tabelas 01-32; ‘Graficos 01-24), porquanto
nenhum estudo eletroencefalografico, envolvendo a agio desta substancia em
modelos animais de isquemia cerebral foi encontrado em analise muito recente
do arquivo “MEDLINE”. A reversdo da redugdo das amplitudes absolutas
médias induzida por obstrugdo das artérias car6tidas comuns ocorreu

praticamente em todas as faixas espectrais.

| Em artigo de revisdo, Erecinska & Silver (1996) mencionam a
vulnerabilidade dos neurdnios hipocampais, em particular os da regido CA;, a
lesdo isquémica global, ressaltando os diversos aspectos das alteragdes de
sinalizagdo celular em que estdo envolvidas as alteragdes da homeostase do
Ca*?. A vulnerabilidade dos neurbnios do hipocampo, em particular, das
estruturas envolvidas no mecanismo da memoéria torna a avaliagdo
complementar importante, sobretudo em pacientes com deficiéncia cognitiva
que se instalou apés isquemia global secundaria a parada cardiaca transitoria.
Virios 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 clinicos (Bachevalier & Meunier, 1996; Shaw & Alvord, 1997,
Nishimura et al., 1998; Woods, et al., 1982; Morgan et al., 1992) demonstram
que neurdnios hipocampais s3o o substrato anatdmico de lesdes secundarias a
isquemia global transitoria e que podem ser responsabilizadas pelo

comprometimento cognitivo observado nestes casos.

O presente trabalho experimental sugere, atraves da recuperagao
estatisticamente significativa do decremento das amplitudes absolutas médias
dos diversos espectros de freqiiéncia, principalmente os espectros teta
originarios do hipocampo, que com O modelo experimental empregado foi
possivel avaliar o efeito citoprotetor da (+)-catequina sobre as lesdes

hipocampais induzidas pela isquemia.

Em ratos com obstrugdo carotidea bilateral, efetuamos estudo
eletrofisiologico com infusdo intracarotidea esquerda de solug@io contendo
0,5mg de (+)-catequina, durante trinta minutos. Outro grupo com 2,5mg €
outro com 5,0mg de (+)-catequina, durante trinta minutos. Com isso,
observariamos se a administragio desta substincia, ja citada em trabalhos
anteriores como anticarcinogénica (Feig e Loeb, 1994), bactericida (Sakanaké
et al., 1989), hipocolesterolémica (Fukuyo et al., 1986), antidiabética
(Chakravarthy, 1982), inibidora da enzima conversora“de angiotensina
(Uchida et al., 1987) e removedora de espécies reativas do oxigénio (Hatano et
al., 1989) resultaria em recuperagdo das alteragdes eletrofisiologicas induzidas
pela isquemia cerebral secundaria possivelmente por agdo removedora de

radicais livres.
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Em um outro grupo de oito ahimais, com obstrugdo carotidea
bilateral, realizamos a infusfio de solugdo salina 0,9% para que fosse possivel
analisar a solug¢do diluente (solugdo salina 0,9%), observando se a mesma
provocava alguma alteragdo significativa na atividade eletrofisiologica dos

animais submetidos a isquemia prévia.

Em paralelo, varios estudos tém demonstrado efeitos
neuroprotetores de antioxidantes, tanto na isquemia global, quanto na
isquemia focal. Varias diferentes classes de antioxidantes mostraram efeito
benéfico na isquemia. O reagente N-fer-butyl-a-fenilnitrona mostrou melhorar
a recuperacio do estado energético cerebral em ratos durante isquemia focal
transitoria e também reduziu o tamanho da area de infarto (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 andlogo
do a-tocoferol MDL 74, 722 esta relacionado com a inibicdo dependente de
ion e indutora de lesdo cerebral isquémica apos oclusdo transitéria da artéria
cerebral meédia de ratos (van der Worp et al., 1999). Um analogo da glutation
peroxidase, Ebselen, mostrou ser neuroprotetor em modelos de isquemia
cerebral focal transitoria em ratos (Dawson et al, 1995). O 21-amino-
esterdide, Tirilazad, comprovou ser eficaz em modelo de acidente vascular
focal em ratos (Meden et al., 1996), entretanto o 21-amino-esterdide, U-
74389G, mostrou ser eficaz no modelo de isquemia global em ratos com
oclusdo dos quatro vasos (Lee et al., 1996). Em conclusdo ao que foi descrito
podemos afirmar que a agdo citoprotetora apresentada pela (+)-Catequina
pode ser acrescentada a essa variada classe de substdncias antioxidantes com

“atividade anti-isquémica.
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Hasegawa et al., 1992 reportou inicialmente que o extrato de
catequinas, como a (+)-catequina (CA), (-)-epicatequina (EC) e (-)-
epicatequina galato (EGg), inibiam a autoxidagdo do 4&cido linoléico e
eliminava o oxigénio reativo produzido pelo sistema xantina-xantina oxidase

ou por macrofagos de ratos.

" Estudos de isquemia cerebral temporaria (Oliver et al., 1990) ou do
coragdo (Zweier et al., 1987) mostraram que havia um aumento na quantidade
de espécies reativas do oxigénio nos tecidos, levando, consequentemente, a
uma lesdo tecidual. Também se demonstrou que na inflamagdo (Oyanagui,
1992), o oxigénio reativo acelera o metabolismo do acido araquiddnico

provocando edema.

Estes fatos justificaram nosso intuito em utilizar (+)-catequina de
vez que esta substdncia tem agdo removedora destes radicais em isquemia

cerebral experimental.

Através da infusdo intracarotidea esquerda de’ solugdo contendo
0,5mg de (+)-catequina em ratos com obstru¢do prévia de ambas as artérias
carétidas comuns, verificou-se de modo ndo homogénio, modificagdo discreta
mas, estatisticamente significativa das amplitudes absolutas médias dos

espectros do eletroencefalograma secundaria & isquemia (tabelas-31 e 32;
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Graficos 19-24), com excegdo do espectro delta em todas as regides estudadas

e dos espectros alfa e B; na regido frontal que ndo foram estatisticamente

significativos.

Com a administragdo de (+)-catequina na dose de 2,5mg, sob as
mesmas condi¢des, verificamos uma reversdo significativamente estatistica
das amplitudes absolutas médias dos espectros de freqiéncia do
eletroencefalograma secundaria a isquemia (tabelas 23 e 24; graficos 13-18).
Com excecdo dos espectros B, e delta frontal direita; B, € teta frontal esquérda

e direita ndo houve reversdo significativa das amplitudes absolutas médias.

Quando a dose foi elevada para 5,0mg de (+)-catequina, sob as
mesmas condigdes de estudo, verificou-se uma melhora nos resultados,
obtendo-se um restabeleciinento das amplitudes dos espectros de freqii€ncia
do eletroencefalograma em todas as regides, com excegdo do espectro B; na
regido parietal direita (p=0,0560) (tabelas 15 e 16; graficos 7-12). Deste
modo, com utilizagdo desta dose, observamos uma possivel melhora na agdo
citoprotetora da (+)-catequina em ratos com obstrugdo das artérias carétidas
comuns. Estes resultados sugerem que a agdo ¢ provavelmente dose-

dependente.

Com a administragio de solugdo salina 0,9%, sob as mesmas

condigdes, verificamos que ndo houve uma alteragdo significativamente
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estatistica das amplitudes absolutas médias dos espectros de freqiiéncia do
eletroencefalograma secundaria 3 isquemia (tabelas 07 e 08; graficos 01-06).
Estes resultados sugerem que a solugdo salina 0,9% utilizada na diluigdo da

droga ndo interferiu nos resultados.

A reversdo da depressdo das amplitudes dos diversos espectros do
eletroencefalograma no modelo de isquemia cerebral proporcionada pela
infusdo intracarotidea de (+)-catequina nas diversas doses estudadas pode ser
interpretada como sendo decorrente de sua agdo inibidora do estresse

oxidativo, principalmente relacionado as espécies reativas do oxigénio.

E possivel que esta agdo de recuperagdo das alteracdes
eletrofisiologicas pos-isquemia, pelo menos em parte, possa ter relagdo com a

atividade anti-radicais livres do oxigénio provocada pela (+)-catequina.
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6.0 CONCLUSAO

Os conhecimentos disponiveis na literatura especializada, aliados a
interpretacdo dos resultados obtidos no presente trabalho permitiram inferir as

seguintes conclusdes:

1. O modelo experimental de isquemia cerebral utilizado no
presente estudo é adequado para o estudo de substincias

citoprotetoras no sistema nervoso central.

2. Foi possivel, com o presente modelo experimental, avaliar a
atividade citotoxica da isquemia cerebral, através da
quantificag¢do gia redu¢do das amplitudes absolutas médias dos
espectros do eletroencefalograma, induzida por oclusio das
artérias carétidas comuns em ratos Wistar e a agdo citoprotetora

da substéincia (+)-catequina.
3. Os resultados nos levam a sugerir que a (+)-catequina promoveu

um efeito citoprotetor na isquemia cerebral induzida por

obstrugdo das artérias carotidas comuns em ratos Wistar.
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