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EFEITOS DO TRATAMENTO COM CHÁ VERDE (CAMELLIA SINENSIS) NO 

DANO OXIDATIVO E DÉFICIT DE MEMÓRIA INDUZIDO PELO ACIDENTE 

VASCULAR CEREBRAL (AVC) ISQUÊMICO E PELO AVC HEMORRÁGICO EM 

RATOS 

 

Autora: Caroline Dalla Colletta altermann 

Orientadora: Pâmela Billig Mello Carpes 

Co-orientadora: Mauren Assis de Souza 

Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 15 de março de 2016. 

 

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é classificado em dois tipos: Isquêmico e Hemorrágico. 

Dentre as sequelas decorrentes do AVC destacam-se as alterações funcionais, prejuízo 

cognitivo e perda de memória. Além disso, sabe-se que em uma situação como o AVC ocorre 

o desbalanço do estado redox e, como resultado final, o dano neuronal. Atualmente buscam-se 

intervenções para promover a neuroproteção através de compostos naturais que possam 

interferir nos mecanismos bioquímicos visando à redução dos danos. O objetivo este estudo 

foi investigar o efeito da suplementação com chá verde (Camellia Sinensis) sobre o dano 

oxidativo e déficit de memória de reconhecimento de objetos (RO) induzidos por dois 

modelos experimentais de AVC, isquêmico (isquemia-reperfusão transitória; IR) e 

hemorrágico (hemorragia intracerebral, HIC), em ratos. Para isso 80 ratos machos da raça 

Wistar foram submetidos à cirurgia de indução da IR ou HIC ou Sham, e divididos em oito 

grupos: Sham IR, Sham IR e chá verde, AVC Isquêmico, AVC Isquêmico e chá verde, Sham 

HIC, Sham HIC e chá verde, AVC Hemorrágico, AVC Hemorrágico e chá verde. A 

suplementação com chá foi realizada por 10 dias antes da cirurgia e mantida por 7 dias após, 

na dose diária de 400 mg/kg. Após a indução do AVC/Sham os animais foram submetidos a 

tarefas de memória de reconhecimento para avaliar memória curta e longa duração. Além 

disso, análises em hipocampo para mensuração de parâmetros relacionados ao estresse 

oxidativo através da determinação dos níveis de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), 
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detecção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); e para a avaliação da 

capacidade antioxidante através do método de determinação de transferência de elétrons – 

FRAP, foram realizadas. Os resultados do RO foram analisados através do Teste t de uma 

amostra (média teórica 50%), e os resultados bioquímicos através do teste t de Student ou 

ANOVA de uma via com post hoc de Dunn. Ambos os tipos de AVC causaram déficit de 

memória de curta e longa duração no teste de RO, de forma que os animais não reconheceram 

o novo objeto após o AVC. Por outro lado, os animais que receberam chá verde previamente 

ao AVC, assim como os animais dos grupos Sham, gastaram significativamente mais de 50% 

do tempo total de exploração explorando o novo objeto. Os dois subtipos de AVC induziram 

um aumento nos níveis de EROs, o AVC hemorrágico causou lipoperoxidação hipocampal e 

o AVC isquêmico diminuiu a capacidade antioxidante total, o que relacionamos os 

consequentes déficits mnemônicos observados. A suplementação com chá verde, por sua vez, 

demonstrou efeito neuroprotetor e preveniu o dano celular causado pelos modelos de AVC; o 

chá foi eficiente em evitar o aumento de EROs nos dois modelos, e peroxidação lipídica no 

grupo AVC Hemorrágico, além manter a capacidade antioxidante total em ambos. Estes 

resultados comprovam que o AVC provoca déficit de memória de reconhecimento de curta e 

longa duração e dano oxidativo hipocampal, e que a suplementação de chá verde pode 

proteger contra tais danos. 

Palavras-Chave: memória, estresse oxidativo, chá verde, neuroproteção, Acidente Vascular 

Cerebral 
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The stroke is classified in two types: Ischemic and Hemorrhagic. Among the consequences 

resulting from the stroke there are the functional changes, cognitive deficit and memory 

impairment. Furthermore, it is known that in a situation such as stroke is followed by 

disbalance of the redox state and, as a final result, neuronal damage. Currently, interventions 

to promote neuroprotection through natural compounds that may interfere in biochemical 

mechanisms aiming the reduction of damage are sought. The aim of this study was to 

investigate the effect of supplementation with green tea (Camellia sinensis) on oxidative 

damage and object recognition memory (OR) deficit induced by two experimental models of 

stroke: ischemic (ischemia-reperfusion, IR) and hemorrhagic (intracerebral hemorrhage, 

ICH), in rats. To this, 80 Wistar male rats divided into 8 groups according the stroke type 

induced were used (n=10/group): Sham IR, Sham IR and green tea, IR, IR and green tea, 

Sham ICH, Sham ICH and green tea, ICH, ICH and green tea. Supplementation with green tea 

was initiated 10 days before the stroke surgery and continued for 7 days after in a dose of 400 

mg/kg per day. After all, the rats were subjected to object recognition task (OR) to assess 

short (STM) and long term memory (LTM). Additionally, hippocampus were used to measure 

parameters related to oxidative stress by determining the reactive species of oxygen levels 

(ROS), detection of reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS) and the evaluation of 

the antioxidant capacity by the method of electron transfer determination - FRAP. OR results 
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were analyses using one-sample t-test (theoretical mean 50%) and biochemical parameters 

using Student's t-test or one-way ANOVA followed by Dunn’s post hoc. Both types of stroke 

caused STM and LTM in OR test, so, the animals did not recognize the new object after 

stroke. On the other hand, animals that received green tea previous to stroke, and the animals 

of the sham group, spent significantly more than 50% of the total exploration time exploring 

the new object. The two types of stroke induced an increase in the levels of ROS, hemorrhagic 

stroke caused hippocampal lipid peroxidation and ischemic stroke caused the decrease of the 

total antioxidant capacity, which is related to the consequent mnemonic deficits observed. 

Supplementation with green tea showed neuroprotective effect and prevent cell damage 

caused by stroke models; the green tea was effective in preventing the increase of ROS in 

both models, and lipid peroxidation in hemorrhagic stroke group, besides keeping the total 

antioxidant capacity in both. These results show that stroke causes short and long term 

memory deficits and hippocampal oxidative damage, and that the green tea suplementation 

can protect against such damage. 

Keywords: memory, oxidative stress, green tea, neuroprotection, stroke 
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APRESENTAÇÃO 

 

A presente dissertação foi organizada em três partes principais. Na parte I encontram-

se a INTRODUÇÃO, os OBJETIVOS e o REFERENCIAL TEÓRICO. Os MÉTODOS 

utilizados, bem como os RESULTADOS e DISCUSSÃO e as respectivas REFERÊNCIAS 

estão apresentadas sob a forma de manuscrito e compõem a parte II deste trabalho. As sessões 

CONCLUSÃO, PERSPECTIVAS e REFERÊNCIAS encontram-se na parte III, sendo que as 

referências bibliográficas desta parte referem-se apenas às utilizadas na introdução e 

referencial teórico desta dissertação, uma vez que as referências do artigo científico estão 

inseridas na parte II. 
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PARTE I 

1. INTRODUÇÃO 

O Acidente Vascular Cerebral (AVC), equivalente ao termo genérico do inglês Stroke, 

segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) é definido como uma perturbação focal ou 

global da função cerebral de origem vascular (WHO, 2001). O AVC é uma das principais 

causas de morte no Brasil e no mundo, de forma que dados estatísticos têm evidenciado o 

aumento da incidência de doenças de cerebrovasculares nos últimos anos (KRISHNAMURTHI ET 

AL., 2013; PORCELLO MARRONE ET AL., 2013). Dentre todos os casos de AVC, a maior 

incidência é de isquemia cerebral (80-85%) (ASSOCIATION, 2012); o AVC Hemorrágico, por 

outro lado possui alta taxa de morbidade e mortalidade, superando o isquêmico neste quesito 

(FEIGIN ET AL., 2009; WANG, J., 2010). 

Os fatores de risco que pré-dispõem ao AVC podem ser divididos em dois grupos: 

tratáveis e não tratáveis. As causas tratáveis estão relacionadas à arteriosclerose, hipertensão 

arterial sistêmica, Diabetes Mellitus, cardiopatias, insuficiência cardíaca congestiva, 

dislipidemias, obesidade, tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e uso de anticoncepcionais 

orais; dentre os fatores não tratáveis estão a idade, uma vez que com o envelhecimento a 

ocorrência de AVC aumenta, o sexo e a raça negra (FELDMANN ET AL., 2005; BEMBENEK ET 

AL., 2015; CHEN ET AL., 2015). 

O AVC é uma síndrome vascular neurológica classificada de acordo com sua 

etiologia. Pode ser classificado como isquêmico, que engloba os subtipos permanente e 

transitório; ou hemorrágico, cujos subtipos são o intracerebral, o intraventricular e o 

subaracnóideo. Esta diferenciação é importante, pois a fisiopatologia e os eventos celulares 

após a injúria, apesar de semelhantes, possuem algumas particularidades em cada subtipo, e 

assim o prognóstico e a terapêutica diferem. 

O AVC isquêmico é caracterizado por um insulto causado pela interrupção do fluxo 

sanguíneo vascular cerebral. Quando ocorre em uma região específica do cérebro é dito como 

isquêmico focal; caso a alteração vascular atinja diferentes áreas é denominado isquêmico 

global. Já o evento vascular hemorrágico é decorrente da ruptura de um vaso sanguíneo no 

parênquima cerebral que acarreta o extravasamento de sangue para o interior do cérebro - 

Hemorragia intracerebral (HIC), para o sistema ventricular - Hemorragia intraventricular, e/ou 

para o espaço subaracnóideo (KUMAR ET AL., 2016). 

O sistema nervoso central (SNC) apresenta metabolismo dependente de oxigênio e 

glicose, sem reservas significantes de ambos, e por isso é tão susceptível a qualquer alteração 
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do fluxo sanguíneo em comparação com outros órgãos (ZEMKE ET AL., 2004; MERGENTHALER 

ET AL., 2013). Além disso, o cérebro é particularmente vulnerável a estas injúrias vasculares 

devido ao estresse oxidativo gerado nestas situações, pois possui menor capacidade 

antioxidante e uma capacidade limitada de reparo a insultos relacionados com a oferta de 

oxigênio e glicose (RABIEI E RAFIEIAN-KOPAEI, 2014). 

Estudos clínicos e experimentais demonstram que ambos os tipos de AVC causam 

incapacidades permanentes que decorrem com déficits motores e sensoriais observados no 

hemicorpo oposto ao local da lesão, com característica hemiplegia ou hemiparesia, distúrbio 

da deglutição (disfasia), além de declínio das funções cognitivas (ALTMAN ET AL., 2007; LIU 

ET AL., 2013), sendo o prejuízo da memória umas das complicações frequentes e que 

contribuem para a redução da independência e qualidade de vida (XIONG ET AL., 2015; 

KALARIA ET AL., 2016). A memória é definida como a capacidade de aquisição, formação, 

conservação e evocação de informações. Conforme descreve Izquierdo (2002) não podemos 

fazer algo que não aprendemos como fazer, assim o acervo de memórias adquiridas faz de 

cada indivíduo único e contribui para sua personalidade. 

Considerando o AVC como um grande problema de saúde pública, para o qual não 

existe um tratamento eficaz, novas pesquisas clínicas e experimentais demonstram que a 

prevenção de fatores predisponentes, como a hipertensão e o tratamento com novos 

compostos, pode ser uma alternativa interessante para reduzir o número de casos e minimizar 

as sequelas advindas de um AVC (WANG, JIAN, 2010; KEEP ET AL., 2012). A neuroproteção é 

vista como uma alternativa de prevenção para os distúrbios vasculares e tem o objetivo de 

minimizar ou interromper a sequência de eventos moleculares advindos da alteração vascular. 

Nesta busca por terapias efetivas para prevenção ou redução dos danos neurológicos 

decorrentes do AVC os estudos com compostos bioativos com capacidade antioxidante 

provenientes de produtos naturais, como flavonoides e resveratrol, têm se mostrado uma 

alternativa viável (OKUYAMA ET AL., 2014; GIRBOVAN E PLAMONDON, 2015; LOPEZ ET AL., 

2015)  

Dentre os compostos promissores que têm sido estudados encontra-se o chá verde. 

Estudos demonstram que a administração de chá verde produzido a partir das folhas da planta 

Camellia sinensis pode exercer um papel antioxidante que colabora para a preservação das 

funções do SNC; essa capacidade de neuroproteção está relacionada com redução de radicais 

livres, aumento da capacidade antioxidante e diminuição da morte neuronal (FRASER ET AL., 

2007; LI ET AL., 2009; YAN ET AL., 2010; SCHIMIDT ET AL., 2014). Neste contexto, esta 

dissertação procura responder ao seguinte problema de pesquisa: A suplementação com chá 
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verde é capaz de evitar ou amenizar o déficit de memória e o dano oxidativo hipocampal 

induzidos por dois modelos de AVE experimental, isquemia-reperfusão transitória (AVC 

isquêmico) e hemorragia intracerebral (AVC hemorrágico) em um modelo animal? 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos da suplementação com chá verde sobre o dano oxidativo e déficit 

de memória induzidos por dois modelos animais de AVC experimental: isquemia-reperfusão 

transitória (AVC isquêmico) e hemorragia intracerebral (AVC hemorrágico). 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a memória de reconhecimento de objetos de curta e longa duração em ratos 

Wistar machos submetidos a modelos de AVC isquêmico e hemorrágico; 

 

 Avaliar os efeitos neuroprotetores de uma suplementação de chá verde sobre os 

déficits de memória de reconhecimento associados ao AVC isquêmico e ao AVC 

hemorrágico em modelos animais; 

 

 Avaliar o estresse oxidativo e capacidade antioxidante em hipocampo de ratos Wistar 

machos submetidos a modelos de AVC isquêmico e hemorrágico; 

 

 Avaliar o estresse oxidativo e capacidade antioxidante em hipocampo de ratos Wistar 

machos submetidos a modelos de AVC isquêmico e hemorrágico e previamente 

suplementados com chá verde. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Memória 

Memória é definida como a capacidade de aquisição, formação, conservação e 

evocação de informações. A aquisição pode ser descrita como o processo de aprendizado, a 

consolidação como o processo que engloba as alterações moleculares cerebrais necessárias 

para que a memória seja armazenada; e a evocação é a forma de provar que a memória foi 

realmente formada e arquivada, é a recordação da informação aprendida e consolidada 

(IZQUIERDO, 2002). 

As memórias podem ser classificadas de acordo com o seu conteúdo, função e/ou 

tempo de duração. De acordo com a classificação pelo conteúdo as memórias podem ser 

classificadas como declarativas ou procedurais. São definidas como declarativas (ou 

explícitas) as memórias referentes a eventos ou conhecimentos. Dentre as memórias 

declarativas, aquelas que se referem a fatos e eventos são chamadas de episódicas, já as que se 

referem a conhecimentos gerais são denominadas semânticas. Portanto, as memórias 

declarativas são aquelas que podem ser verbalizadas (SQUIRE, 1992). De acordo com seu 

conteúdo, as memórias também podem ser classificadas como não declarativas, procedurais 

ou implícitas. Este tipo de memória é manifestada por comportamentos motores e está 

relacionada com as habilidades motoras ou sensoriais, logo memórias implícitas são mais 

facilmente demonstradas do que verbalizadas (SQUIRE E ZOLA, 1996). 

De acordo com a classificação temporal, tem-se a memória de trabalho (MT), ou 

imediata, que tem duração de segundos ou minutos e é importante para que uma informação 

possa ser processada, se diferenciando das demais por não formar arquivos (DASH ET AL., 

2007). Sua função principal é analisar informações e compará-las com as já existentes, sendo 

regulada pelo córtex pré-frontal (DASH ET AL., 2007). Além da memória de trabalho, 

considerando o tempo de duração existem outros dois tipos de memória: a memória de curta 

duração (STM, do inglês Short-Term Memory) e memória de longa duração (LTM do inglês 

Long-Term Memory). A STM dura de minutos a aproximadamente seis horas após a 

aquisição; já LTM precisa de aproximadamente em 6h para sua consolidação e pode durar 

dias, meses ou anos (IZQUIERDO ET AL., 1999a). Estudos confirmam que ambas dependem do 

processamento prévio pela memória de trabalho, sendo fenômenos distintos e paralelos 

(IZQUIERDO ET AL., 1998) (Fig.1). 
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Figura. 1. Tipos de memória de acordo com o tempo de duração. MT: Memória de trabalho. 

STM: Memória de curta duração, do inglês Short-Term Memory. LTM: Memória de longa 

duração, do inglês Long-Term Memory (Adaptado de Izquierdo, 2002). 

 STM e LTM utilizam-se das mesmas estruturas cerebrais, como hipocampo e áreas do 

córtex, para consolidar informações e seu conteúdo cognitivo é basicamente o mesmo, porém 

envolvem mecanismos de consolidação distintos e simultâneos. A STM não requer síntese de 

proteína, enquanto a LTM necessita de modificações sequenciais desde síntese de proteínas, 

glicoproteínas e RNAm, cAMP, ativação da PKA, fosforilação do CREB, etc. (IZQUIERDO ET 

AL., 1998; MEDINA ET AL., 1999; IZQUIERDO ET AL., 2000). 

A consolidação de novas memórias envolve a interação entre os sistemas neuronais, 

sendo o hipocampo fundamental para formação de memórias declarativas de curta e de longa 

duração (IZQUIERDO, I. E MEDINA, J. H., 1997; HUIJGEN E SAMSON, 2015). O hipocampo é 

uma estrutura subcortical do lobo temporal que compõe o sistema límbico, sendo dividida em 

áreas denominadas giro denteado e Corno de Amon (CA), que, por sua vez, é subdividido em 

CA1, CA2 e CA3 (Fig.2). O hipocampo, especialmente a região CA1, apresenta alta 

sensibilidade a alterações do fluxo sanguíneo e estresse oxidativo (FARKAS ET AL., 2007; 

ERFANI ET AL., 2015), assim, considerando sua importância para os processos mnemônicos, 

diante destas alterações é provável observar déficits de memória.  
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Figura 2. Esquema da estrutura e conexões do hipocampo. CA: abreviatura de Corno de 

Amon (FONTE: Castro, 2013). 

3.1.1 Memória de reconhecimento de objetos (RO) 

O estudo dos mecanismos bioquímicos envolvidos nos processos de memória requer 

o uso de técnicas que muitas vezes não são possíveis de ser realizadas em seres humanos 

vivos. Neste sentido, a pesquisa animal é uma aliada, sendo os roedores, ratos e 

camundongos, amplamente utilizados para permitir maior entendimento destes processos.  

Uma série de testes comportamentais para avaliar a aquisição, a consolidação e a 

evocação da memória, além de outros processos como a extinção e a reconsolidação, já foi 

validada. Tais testes geralmente envolvem a exposição do animal a um aprendizado e 

posterior avaliação da retenção deste através da reexposição do animal ao contexto de 

aprendizado, assim se comprova se a memória foi formada e armazenada (QUILLFELDT, 

2006). 

Em ratos a memória pode ser avaliada através de diferentes testes comportamentais 

(Fig.3), um deles é o teste de RO (ENNACEUR E DELACOUR, 1988a). O teste de RO se utiliza 

da tendência natural dos ratos à exploração do ambiente para avaliar a memória declarativa. 

Em uma sessão de aprendizagem (treino) expõe-se o animal a dois objetos novos diante dos 

quais o animal não apresente preferência inata, desta forma, dada sua tendência natural, o 
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animal procurará explorar os objetos, e, sendo os dois novos, espera-se que ele dispense um 

tempo semelhante explorando cada um deles. Na sessão de teste mantem-se um objeto 

familiar e o outro é substituído por um objetivo novo; se espera que o animal evoque a 

memória prévia, de forma que explore mais o objeto novo. 

 

 

Figura 3. Classificação da memória segundo sua natureza e os diferentes testes 

comportamentais para avaliar aprendizado e memória (Adaptado de Quillfeldt, J.A., 2006). 

 

O teste de RO é uma ferramenta útil para estudar as memórias declarativas porque tem 

por princípio o comportamento exploratório inato dos animais e envolve um tipo de memória 

correspondente à memória declarativa em humanos. O processamento desta memória se dá 

por eventos bioquímicos no hipocampo, assim como provavelmente em outras estruturas; 

outra vantagem é de não necessitar de sessões extensas de treino e não expor o animal a 

estímulos aversivos (CLARKE ET AL., 2008; MELLO-CARPES E IZQUIERDO, 2013). A memória 

declarativa é um dos tipos fundamentais de memória e em situações como em casos de AVC 

ou doenças neurodegenerativas, há indícios de declínio desta memória (DE BUTTE-SMITH ET 
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AL., 2009; SALMON ET AL., 2015). Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa demonstrou que 

após isquemia-reperfusão há declínio na memória de reconhecimento de longo prazo 

(SCHIMIDT ET AL., 2014). 

3.2 Acidente Vascular Cerebral 

3.2.1 Acidente Vascular Cerebral Isquêmico 

O AVC do tipo isquêmico causa uma disfunção fisiológica devido à vulnerabilidade 

do cérebro à redução do fluxo sanguíneo. Considerando que o cérebro possui alta taxa 

metabólica, limitado estoque energético e dependência de glicose como substrato energético, 

a diminuição ou ausência de fluxo de sangue por cinco minutos é o suficiente para 

desencadear alterações e culminar na norte neuronal (LEE ET AL., 2000). 

A isquemia-reperfusão se caracteriza pela interrupção temporária do fluxo sanguíneo 

seguida pela reperfusão (ALLEN E BAYRAKTUTAN, 2009; CHI ET AL., 2016). Neste processo 

uma área denominada centro isquêmico sofre uma redução do fluxo sanguíneo que pode 

chegar a 80% comparado ao normal; a região que circunda o infarto é chamada de zona de 

penumbra, onde o suplemento sanguíneo é parcialmente mantido através dos vasos colaterais 

(ISHII ET AL., 2013). Após alguns minutos de isquemia iniciam-se os eventos bioquímicos da 

cascata isquêmica, que culminam na desintegração da membrana celular, falência energética 

pela diminuição da concentração de adenosina trifosfato (ATP), neurotoxicidade, inflamação, 

estresse oxidativo, necrose e apoptose (CHAN, 2001; SAAD ET AL., 2015; ZHANG, J. ET AL., 

2015). Este processo ocorre inicialmente devido à ausência de reservas energéticas que gera a 

falência da bomba de sódio-potássio (Na
+
/K

+
), com isso ocorre a abertura de canais voltagem-

dependentes que induz a saída de potássio (K
+
) dos neurônios e influxo de cálcio (Ca

++
), sódio 

(Na
+
), cloretos e água. Na sequência, e devido a esse desequilíbrio iônico, há uma alteração 

no sistema de liberação e captação de neurotransmissores na fenda sináptica, especialmente 

glutamato. Esta liberação de glutamato no espaço extracelular é neurotóxica, leva ao influxo 

de cálcio, favorece a morte neuronal por apoptose e aumenta a produção de Espécies Reativas 

de Oxigênio (EROs) (GIRBOVAN E PLAMONDON, 2015; YANG, Z.-B. ET AL., 2015; ZHANG, J. 

ET AL., 2015). Estes, por sua vez, promovem a peroxidação lipídica, dano ao DNA e 

comprometimento da função ou morte neuronal (DOYLE ET AL., 2008; BROUNS E DE DEYN, 

2009; YAIDIKAR E THAKUR, 2015) (Fig. 4). 
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Figura 4. Mecanismos fisiopatológicos envolvidos no Acidente Vascular Cerebral Isquêmico 

(FONTE: Castro, 2013). 

Durante o processo de reperfusão cerebral, com o retorno abrupto do fluxo de sangue e 

reoxigenação, aumenta a formação de EROs, eleva-se a liberação de mediadores pró-

inflamatórios e ativam-se vias de sinalização de morte celular (GRANGER E KVIETYS, 2015). 

Outro evento importante decorrente da lesão isquêmica é a disfunção da barreira 

hematoencefálica, alteração esta que ocorre pela ativação de metaloproteinases que degradam 

a membrana basal e a matriz extracelular, com isso o encéfalo fica exposto a agentes tóxicos e 

infecciosos (BROUNS E DE DEYN, 2009; KONG ET AL., 2015). Diante destas alterações o 

paciente apresentará sintomatologia relacionada à perda ou déficit da função exercida pela 

região cerebral atingida (PICELLI ET AL., 2014; SPERBER E KARNATH, 2016). 

3.2.2 Acidente Vascular Cerebral Hemorrágico 

A hemorragia intracerebral (HIC) não traumática ocorre devido à pressão intraluminal 

aumentada que causa lesão nas paredes de pequenos vasos do cérebro e acarreta na ruptura 

espontânea de artérias ou arteríolas no parênquima cerebral, com a formação de hematoma e 

ativação de diversas vias patológicas e morte celular (ZHOU ET AL., 2014). 
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O evento hemorrágico intracerebral pode ser descrito como um processo dinâmico e 

complexo; a figura 5 apresenta este processo de forma esquemática. Resumidamente, após o 

início do extravasamento sanguíneo ocorre a formação de edema, aumento da pressão 

intracraniana, acúmulo de células inflamatórias, apoptose e necrose. Esta fase inicial, também 

chamada de lesão primária é caracterizada pela deformação mecânica devido ao hematoma, 

que produz uma lesão mecânica nos neurônios e glia com a consequente compressão das 

regiões adjacentes (KEEP ET AL., 2012; EGASHIRA ET AL., 2015).  

 

Figura 5. Sequência de eventos iniciados pela HIC (FONTE: Mestriner, 2010). 

Secundariamente inicia-se uma cascata ativada pelos produtos de coagulação e 

degradação da hemoglobina, especialmente a trombina; além de resposta inflamatória e 

estresse oxidativo. O estresse oxidativo é gerado a partir da degradação do grupo heme da 

hemoglobina, isto aumenta os níveis de íon ferro (Fe
2+

) e acarreta no aumento dos radicais 

livres através das reações Fenton, causando peroxidação lipídica (AURIAT ET AL., 2012; 

EGASHIRA ET AL., 2015). 

Este conjunto de eventos, associado ao hematoma, edema e morte neuronal, contribui 

para o déficit neurológico (GARCIA ET AL., 2013; XIONG ET AL., 2015). O dano primário é 

revertido através de procedimento cirúrgico, entretanto, para o dano secundário não há um 

tratamento efetivo capaz de evitar as alterações e a morte neuronal (KEEP ET AL., 2012; STEIN 
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ET AL., 2015). Apesar dos já conhecidos mecanismos fisiopatológicos citados, ainda não 

existem estratégias com sucesso em atenuar ou evitar os prejuízos relacionados à HIC. 

3.2.3 Modelos animais de AVC 

Conforme previamente mencionado, os modelos animais, assim como as estratégias de 

pesquisa in vitro e outras ferramentas, são úteis para pesquisa científica, considerando as 

limitações éticas relacionadas aos estudos envolvendo seres humanos. Para o estudo da 

fisiopatologia do AVC existem diferentes modelos experimentais que mimetizam diferentes 

tipos de lesões cerebrais e contribuem para o conhecimento dos mecanismos envolvidos e da 

efetividade de novas alternativas terapêuticas. 

Na investigação do AVC do tipo isquêmico existem modelos em roedores que 

provocam a isquemia seguida da reperfusão nas regiões da carótida e artéria cerebral média 

(YAN ET AL., 2015) cujas alterações são dependentes da duração da isquemia. Estudos recentes 

demonstram que a oclusão das artérias carótidas comuns por dez minutos já é o suficiente 

para desencadear alterações metabólicas seguida de morte neuronal no hipocampo (BOJARSKI 

ET AL., 2008; LI ET AL., 2011; KUTSUNA ET AL., 2014).  

No caso do AVC hemorrágico, dois modelos animais são frequentemente utilizados 

para induzir a HIC, a injeção de sangue autólogo e a injeção de colagenase (MACLELLAN ET 

AL., 2012). No modelo autólogo uma determinada quantidade de sangue do próprio animal é 

administrada em uma região do encéfalo (Kirkman et al., 2011). Esse método mimetiza um 

evento agudo único de curta duração, entretanto, o que se sabe é que em humanos o 

sangramento perdura por horas (KIRKMAN ET AL., 2011). A colagenase é uma 

metaloproteinase derivada da bactéria clostridium histolicum, não tóxica aos neurônios. Ao 

ser injetada ela promove a ruptura da lâmina basal dos vasos sanguíneos através da ação de 

enzimas proteolíticas que catalisam a hidrólise do colágeno presente na membrana basal da 

barreira hemato-encefálica, causando, desta forma, o extravasamento de sangue no 

parênquima de forma aguda (MACLELLAN ET AL., 2008).  

3.3 Estresse Oxidativo 

Um aspecto comum ao AVC isquêmico e ao hemorrágico é o consequente estresse 

oxidativo observado após ambos os eventos, podendo acarretar danos ao DNA e morte 

neuronal, uma vez que, devido à injúria causada o organismo não consegue manter o 

equilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas antioxidantes (CHOI-KWON ET AL., 

2004; NAKAMURA ET AL., 2005; PARK ET AL., 2009; MANZANERO ET AL., 2013). 
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Radicais livres são definidos como moléculas com um ou mais elétrons 

desemparelhados (WOJTUNIK-KULESZA ET AL., 2016). Esses elétrons encontram-se centrados 

nos átomos de oxigênio e nitrogênio, levando à formação das espécies reativas de nitrogênio 

(ERNs) e espécies reativas de oxigênio (EROs) a partir do aumento na produção de ânion 

superóxido (O
-2

), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxil (
.
HO), dentre outros 

(VALKO ET AL., 2007). 

Os radicais livres são produtos do metabolismo celular, porém, quando a sua produção 

ultrapassa a capacidade do sistema antioxidante ocorre o estresse oxidativo, que tem sido 

relacionado a várias condições patológicas, tais como câncer, doenças cardiovasculares, 

Diabetes Mellitus e doenças neurodegenerativas, além de estar relacionado ao processo de 

envelhecimento (LIMÓN-PACHECO E GONSEBATT, 2009; SCHIEBER E CHANDEL, 2014; 

WOJTUNIK-KULESZA ET AL., 2016) 

A produção exacerbada de EROs pode gerar reações oxidativas em lipídios 

insaturados presentes nas membranas, assim a lipoperoxidação altera a permeabilidade e 

seletividade da membrana, além de causar danos às proteínas, enzimas e receptores presentes 

na bicamada lipídica, e ao DNA, desequilibrando a homeostase celular (BARTSCH E NAIR, 

2004; YE ET AL., 2015).  

Fisiologicamente, o organismo apresenta mecanismos de defesa antioxidantes. Estes 

podem ser descritos em três níveis distintos (figura 6): I) Prevenção da formação de EROs 

através de biomoléculas denominadas quelantes, que agem como ligantes a metais (Fe e Cu), 

evitando a reação de Fenton e mantendo a formação de EROs em um nível equilibrado; II) 

Eliminação dos radicais livres, também chamada de interceptação, que ocorre através da 

combinação de uma molécula um potencial “scavengers” com um radical livre, permitindo a 

formação de um radical menos lesivo; este processo é realizado pelos mecanismos 

enzimáticos (que incluem a enzima glutationa peroxidase, superóxido dismutase e catalase),  e 

não enzimáticos (como  a glutationa); e, III) Reparo das células danificadas, quando os 

mecanismos antioxidantes anteriores não conseguem evitar os danos oxidativos, mecanismos 

de tentativa de reparo são possíveis (LUNEC ET AL., 2002; MARRONI ET AL., 2012; AQUILANO 

ET AL., 2014). 
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Figura 6. Mecanismos de defesa antioxidantes contra dano oxidativo induzido por radicais 

livres (FONTE: Marroni, 2012). 

O encéfalo é particularmente suscetível aos efeitos deletérios do aumento das EROs, 

devido à sua elevada atividade metabólica e redução das defesas antioxidantes (ALLEN E 

BAYRAKTUTAN, 2009). Estudos prévios indicam que este quadro de estresse oxidativo está 

presente após o AVC, tanto na isquemia-reperfusão quanto na hemorragia intracerebral, e 

pode causar dano ao DNA e morte neuronal (CHOI-KWON ET AL., 2004; NAKAMURA ET AL., 

2005; PARK ET AL., 2009; MANZANERO ET AL., 2013). Assim, a busca por estratégias 

terapêuticas que possam prevenir e/ou neutralizar o estresse oxidativo, melhorando potencial 

antioxidante parece ser interessante na busca por alternativas de neuroproteção no AVC. 
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3.4 Chá verde 

Atualmente têm-se demonstrado que os alimentos contribuem diretamente para a 

saúde. Além do seu valor nutricional, é preciso considerar que muitos alimentos apresentam 

compostos bioativos, que, quando ingeridos de forma regular, beneficiam as funções 

fisiológicas do organismo, além de prevenir e tratar doenças (PANG ET AL., 2012; AL-SHERAJI 

ET AL., 2013); estes são denominados como alimentos funcionais (AL-SHERAJI ET AL., 2013).   

O chá produzido a partir das folhas da planta Camellia sinensis é uma das bebidas 

mais consumidas no mundo, e pode ser considerado um alimento funcional (WU E WEI, 

2002). Dependendo do processamento utilizado, suas folhas dão origem a quatro principais 

tipos de chá: verde, preto, vermelho e oolong. Dentre estes, o chá verde é produzido a partir 

das folhas após uma rápida inativação da enzima polifenol oxidase, pelo emprego de 

vaporização e secagem, o que mantém preservado seu teor de polifenóis e o torna mais rico 

em catequinas que os demais (SANG ET AL., 2011).  

A composição química do chá verde inclui diversas classes de compostos fenólicos. 

Os flavanóides presentes no chá verde são os monômeros de catequinas, e, dentre as 

principais encontradas no chá estão a epicatequina (EC), a epigalocatequina (EGC), a 

epicatequina-3-galato (ECG), e a epigalocatequina-3-galato (ECGC) (figura 7). A ECGC é o 

composto mais abundante, correspondendo a 50-60% das catequinas que compõem o chá 

verde, de forma que se acredita que ela seja a maior responsável pela atividade biológica do 

chá verde (SUTHERLAND ET AL., 2006; SINGH ET AL., 2011). 

 

Figura 7. Composição química das catequinas presentes no chá verde (FONTE: Senanayake, 

2013). 
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A atividade antioxidante atribuída ao chá está relacionada ao seu potencial de 

eliminação de radicais livres e inibição do estresse oxidativo, uma vez que ele atenua 

oxidação ao substrato através da doação de elétron ao radical livre, capacidade de quelar íons 

de metais de transição como o ferro (Fe
2+

) e inibir a peroxidação lipídica. Além destas 

propriedades, apresenta ação de induzir um aumento da regulação de antioxidantes 

endógenos, tais como a superóxido dismutase, a catalase e a glutationa. (KONDO ET AL., 1999; 

WEINREB ET AL., 2004; WU ET AL., 2012b; NAMAL SENANAYAKE, 2013; HSU ET AL., 2014). 

Estudos recentes afirmam que as catequinas e seus metabólitos ativos têm propriedades 

funcionais de ação antioxidantes, anti-inflamatórias, anti-hipertensivas, antidiabéticas, 

hipocolesterolêmico e antimutagênicas (BOGDANSKI ET AL., 2012; LEE ET AL., 2013b; TANG ET 

AL., 2013; HSU ET AL., 2014). 

Diante do exposto, o chá verde é considerado um alimento funcional devido aos seus 

compostos bioativos e demonstra ser uma boa estratégia para a manutenção da saúde, 

considerando que seus compostos podem retardar ou reduzir a progressão de doenças cujo 

mecanismo patológico se relaciona ao estresse oxidativo. 
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PARTE II 

4. MANUSCRITO 

Nesta sessão são apresentados a metodologia, os resultados e discussão do presente 

trabalho na forma de artigo científico, o qual será submetido à Revista Neurobiology of 

Learning and Memory, atendendo, portanto, às normas da revista. 

SHORT-TERM GREEN TEA SUPPLEMENTATION PREVENTS 

RECOGNITION MEMORY DEFICITS AND AMELIOTE HIPPOCAMPAL 
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HIGHLIGHTS 

Different types of stroke cause short- and long-term recognition memory deficits. 

Green tea administration previously to the stroke ameliorates the memory deficits. 

Different types of stroke increase hippocampal oxidative stress. 

Green tea prevents oxidative stress and damage induced by hemorrhagic stroke. 

Green tea prevents decrease of antioxidant capacity induced by ischemic stroke. 

Abstract 

This study investigate the effect of green tea (GT) on declarative memory short and long 

term and oxidative damage induced by transient ischemia-reperfusion (IR) and 

intracerebral hemorrhage (ICH) in rats. Wistar male rats divided into 8 groups of 10 

according the stroke type induced were used: Sham IR, Sham IR+GT, IR, IR+GT, Sham 
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ICH, Sham ICH+GT, ICH, ICH+GT. Supplementation with GT was initiated 10 days 

before stroke surgery and continuous for 7 days after (GT dose 400 mg/kg).  Short (STM) 

and long term memory (LTM) we evaluated with object recognition task (OR) and and 

hippocampus were used to measure parameters related to oxidative stress (ROS, lipid 

peroxidation and total antioxidant capacity). IR and ICH rats showed STM and LTM 

deficits; GT intervention prevents STM and LTM deficits in both stroke models. IR and 

ICH induces increase of ROS concentration and, in the case of ICH, of lipid peroxidation 

in the hippocampus; GT supplementation avoids it on ICH. IR induces decrease of total 

antioxidant capacity; GT avoids it. These results reveal that GT supplementation 

presented a neuroprotective role, attenuates redox imbalance and might be a beneficial 

impact on cognitive functioning after stroke. 

Keywords: Memory, Antioxidants, Stroke, Ischemia-Reperfusion, Intracerebral Hemorrhage 

1. Introduction 

According to American Heart Association, Cerebrovascular accident is classified into two 

types –Isquemic and Hemorrhagic stroke. Both types are the leading cause of long-term 

disability and significant decrease in health and quality of life (HINSON ET AL., 2010). 

Ischemia-reperfusion (IR) accounts for 87 percent of all stroke cases (ASSOCIATION, 2012) 

and results from temporary or permanent reduction of cerebral blood flow (RODRIGUEZ ET AL., 

2014; CHOUDHURY E DING, 2016). Intracerebral hemorrhage (ICH) has lower incidence, but 

its consequences are more severe, causing a high mortality and morbidity (HWANG ET AL., 

2013). 

Stroke is a complex neurological syndrome defined as a sudden disturbance in the blood 

supply to the brain caused by IR or ICH, leads functional and structural damage in brain 

(JAYARAM ET AL., 2012; CHEON, 2015). Both types of stroke have different patophysiology, 

but share some common mechanisms of secondary damage, such as increase of oxidative 

stress and reduction of antioxidants abilities, acute inflammatory response, excitotoxicity and 

apoptosis (RITZ ET AL., 2008; CAI ET AL., 2015; HADADHA ET AL., 2015; ZHANG, T. ET AL., 

2015).  

Previous studies have been show that both IR and ICH cause memory deficits in rats and 

humans (PENDLEBURY E ROTHWELL, 2009; XIONG ET AL., 2015). Hippocampus has been 

postulated to be involved in cognitive functions such as learning and memory (IZQUIERDO, 

IVAN E MEDINA, JORGE H., 1997) and this brain region is very sensitive to oxidative stress 

caused by several kinds of brain injury (MERGENTHALER ET AL., 2013). In this sense, therapies 

that have a potential antioxidant effect and contributes to ameliorate brain function, including 

learning and memory performance, could be a good approach to treat damages caused by IR 

and ICH. 

Green tea (GT) derived from Camellia sinensis has a high flavonoid content, especially the 

catechin (−)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG). Many studies have reported EGCG benefits 

to health, considering its antioxidant (ASSUNÇÃO ET AL., 2010; HSU ET AL., 2014), anti-

inflammatory (LEE ET AL., 2013a), anticancer (SINGH ET AL., 2011), anti-diabets (TANG ET AL., 
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2013) and anti-hypertensive activity (BOGDANSKI ET AL., 2012). Considering that EGCG is the 

catechin founded in highest concentration in green tea, and that green tea can be easily 

founded to buy by general population, some authors have been studied the neuroprotection 

effects of green tea mixture administration instead the isolated catechins. In this sense, many 

studies have reported that the administration of green tea has a neuroprotective role in models 

of ischemic stroke, which is attributed to its antioxidant and free radical scavenging actions 

(HONG ET AL., 2000) (WU ET AL., 2012a). Recently, our group demonstrated that a long-term (8 

weeks) administration of green tea can avoid different memory deficits induced by IR in rats 

(SCHIMIDT ET AL., 2014). 

Considering these previously results, the present study has been designed to verify if: (i) the 

neuroprotective effect of green tea in stroke could be observed in a shorter period of tea 

administration; (ii) the neuroprotective effect of green tea could promotes ameliorate of short 

and long-term recognition memory deficits induced by stroke; (iii) the neuroprotective effect 

of green tea could promotes ameliorate of hippocampal oxidative stress induced by stroke; 

and, (iv) the neuroprotective effect of green tea previously observed on ischemic stroke 

models could be observed on a hemorrhagic stroke model. 

2. Methods 

2.1. Animals and experimental design 

Eighty male Wistar rats (250-300g, age of 3 months) obtained from the Reproduction 

Center of the Central Vivarium of Federal University of Santa Maria (RS/Brazil) were used. 

All animals were housed four per cage at a temperature of 22 ± 1°C with a regular 12h light-

dark cycle and free access to water and food, according the guidelines established by the 

Institutional Animal Care and Use Committee of the Local Institution (Protocol approval 

#034/2014). 

The rats were divided in eight experimental groups according the stroke type induced and 

the treatment (n=10/group):  

(1) Sham Ischemic Stroke: Rats submitted to surgery without carotid arteries occlusion; 

(2) Green Tea + Sham Ischemic Stroke: Rats treated with green tea and submitted to 

surgery without carotid arteries occlusion; 

(3) Ischemic Stroke: Rats submitted to surgery with temporary carotid arteries occlusion 

(ischemia-reperfusion);  

(4) Green tea + Ischemic Stroke: Rats treated with green tea and submitted to surgery with 

temporary carotid arteries occlusion (ischemia-reperfusion);  

(5) Sham Hemorrhagic Stroke: Rats submitted to stereotaxic surgery without infusion of 

collagenase on hippocampus;  
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(6) Green Tea + Sham Hemorrhagic Stroke: Rats treated with green tea and submitted to 

stereotaxic surgery without infusion of collagenase on hippocampus;  

(7) Hemorrhagic Stroke: Rats submitted to stereotaxic surgery with infusion of 

collagenase on hippocampus (to induce intracerebral hemorrhage); 

(8) Green Tea + Hemorrhagic Stroke: Rats treated with green tea and submitted to 

stereotaxic surgery with infusion of collagenase on hippocampus (to induce 

intracerebral hemorrhage).  

2.2. Green tea supplementation 

Green tea was purchased from Madrugada Alimentos Ltda, Venâncio Aires, RS, Brazil. 

Green tea was prepared daily before each experiment using distilled water (95-100°C) and 

was administrated at ambient temperature. The green tea or distilled water were administered 

orally (gavage) once a day during 10 days before stroke surgery; the administration continued 

for 6 days after the surgery, while the behavioral tests were performed (figure 1). The dose for 

all groups that received green tea was established on 400 mg/Kg/mL of green tea per day; a 

dose that is considered equivalent to 400 ml/day of green tea for human (XU ET AL., 2010). 

After prepared, the mixture was analyzed by high-performance liquid chromatography, 

which ensured the presence of epicatechin (EGC) (1.298 mg/mL), epicatechin gallate (ECG) 

(1.803 mg/mL) and epigallocatechin gallate (EGCG) (3.688 mg/mL). 

 

Figure 1. Experimental design. The numbers represent the days of experiments. NDS: Neurologic Disability 

Scale; OF: Open Field; Habit: Habituation; OR: Object Recognition; STM: Short-Term Memory; LTM: Long-

Term Memory. 

 

2.3 Surgeries 

2.3.1. Ischemic Stroke Induction (Transient Cerebral Ischemia-Reperfusion) 

Rats from groups 1-4 were anesthetized with ketamine and xylazine, 75 mg/kg and 10 

mg/kg i.p., respectively, and common carotid arteries were exposed bilaterally and carefully 
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separated. In sequence, the temporary occlusion of the carotid arteries was performed in the 

rats of groups 3 and 4 using a vascular clip that was removed after 30 min of occlusion 

(COLLINO ET AL., 2006), and then the neck skin incision was closed and sutured. Sham-

operated animals from groups 1 and 2 were treated in a similar manner, except that the 

common carotid arteries were not occluded. During the surgery, body temperature was 

maintained at 37.5 ± 0.5°C by a heating pad until the rats were recovered from anesthesia. 

2.3.2. Hemorrhagic Stroke Induction (Intracerebral Hemorrhage) 

Rats from groups 5-8 were anesthetized with ketamine and xylazine (i.p., 75 mg/kg and 10 

mg/kg, respectively) and placed in a stereotaxic frame. A needle (Hamilton instrument 

syringe, 5 µl; Hamilton Company USA, Reno, NV, USA) was implanted into the 

hippocampal region following PAXINOS E WATSON (1986) coordinates:  2.2 mm anterior and 

2.2 mm lateral to the Bregma, with a depth of 4.2 mm. Distilled water (1µl) containing 0.2 U 

collagenase (Type 4; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was infused over 10 min 

using pump infusion in bilateral hippocampus of rats from groups 7 and 8. The needle was 

left in place for 5min and then slowly removed (HWANG ET AL., 2013). The hole was sealed 

with a metal screw to ensure the intracranial pressure maintenance. Clips were used to close 

the wound and lidocaine was used to avoid pain. Sham-operated animals from groups 5 and 6 

were treated in a similar manner, except for the collagenase infusion. Body temperature was 

maintained at 37°C during anesthesia with a heating pad. 

2.4. Control Behavioral Tests 

To ensure that the surgeries did not produce behavioral alterations that could influence the 

memory tests results some control behavioral tests were performed. 

2.4.1. Neurological Deficit Scale (NDS) 

The NDS consists of a sequence of easy tests that permit check the presence of possible 

neurological and/or motor disorders in rodents. Briefly, the rats were evaluated on: 

spontaneous circling, hind limb retraction, bilateral forepaw grasp, forelimb flexion, and beam 

walking. The NDS scale ranged between 0 (no neurological deficit; normal function) to 14 

(great impairment; maximum neurological deficiency). We trained the rats on NDS one day 

before the surgery and tested on the first day after surgery (WARKENTIN ET AL., 2010). 

2.4.2. Open Field (OF) 

The animals were submitted to an open field to evaluate spontaneous locomotor and 

exploratory activities. The apparatus consisted in an open arena painted white and divided 

into 12 equal rectangles by black lines; the animal was gently placed in the open field arena 

for freely exploration for 5 min. During this time the number of crossed lines (crossings) and 

the number rearings on its hind legs (rearings) were recorded (BONINI ET AL., 2006). 

2.5 Memory tests 

2.5.1. Object recognition memory tests 
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Rats have a tendency to interact more with a novel object than with a familiar object, thus 

this tendency has been used to evaluate their learning and memory (ENNACEUR E DELACOUR, 

1988b). To perform this test, all animals were habituated to the experimental arena in the 

absence of any specific behavioral stimulus for 20 min/day during 4 days. The objects to be 

recognized were made of metal or glass and were fixed to arena’s floor with adhesive ribbon. 

On the fifth day after habituation (training session) animals were placed in the arena 

containing two different objects (A and B), and left to explore them freely for 5 min. Short-

term memory (STM) was assessed three hours after training, as previously described by (DE 

LIMA ET AL., 2005), when  the animals were exposed for 5 min to arena containing two 

objects:  a familiar (A) and a new object (C). 

The test was repeated 24 h later to evaluate long-term memory (LTM). In LTM test, one of 

the objects was removed and a new object (D) replaced it. Positions of objects (familiar or 

novel) were randomly permuted for each experimental animal, with the arena being always 

cleaned with alcohol 70% between trials to avoid clues. Exploration was defined as sniffing or 

touching the object with the nose and/or forepaws. Sitting on or turning around the object was 

not considered as an exploratory behavior. Time spent to explore each object was recorded by 

an observer blind to treatment and expressed as a percentage of total exploration time 

computed in seconds (MELLO ET AL., 2009). 

2.6. Biochemical tests 

2.6.1. Tissue preparation 

For brain tissue preparation the animals were sacrificed 24h after the end of the behavioral 

experiments. The brain was removed and bilateral hippocampus were quickly dissected out 

and homogenized in 50 mM Tris HCl, pH 7.4. Afterwards, samples were centrifuged at 2400 

g for 20 min, and supernatants (S1) were used for assays. The hippocampus was choose 

considering that this structure has been postulated to be involved in cognitive functions such 

as learning and memory and is involved on consolidation of object recognition memory 

(MELLO-CARPES E IZQUIERDO, 2013; MELLO-CARPES ET AL., 2016). 

2.6.2. Reactive Oxygen Species (ROS) 

Hippocampal ROS content was assessed by a spectrofluorimetric method using 2,7-

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a probe (LOETCHUTINAT ET AL., 2005). The 

samples (S1) were incubated in darkness with 5 uL DCFH-DA (1 mM). The oxidation of 

DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) is measured for the detection of 

intracellular ROS. The formation of the oxidized fluorescent derivative (DCF), measured by 

DCF fluorescence intensity, was recorded at 520 nm (480 nm excitation), 30 min after the 

addition of DCFH-DA to the medium. Results were expressed as % of control of AU 

(arbitrary units). 

2.6.3. Detection of Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS) level 

Hippocampal lipoperoxidation was evaluated by the TBARS test (OHKAWA ET AL., 1979). 

One aliquot of S1 was incubated with a 0.8% thiobarbituric acid solution, acetic acid buffer 
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(pH 3.2) and sodium dodecyl sulfate solution (8%) at 95 ºC for 2 h, and the color reaction was 

measured at 532 nm. Results were expressed as nmol of malondialdehyde (MDA) per mg 

protein. 

2.6.4. Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) Assay 

Total antioxidant activity was measured in hippocampus by the FRAP assay with slight 

modification (BENZIE E STRAIN, 1996). FRAP reagent (300mM acetate buffer, pH = 3.6, 

10mM TPTZ in 40mM HCl, and 20mM FeCl3⋅6H2O in the ratio of 10:1:1) was incubated in 

a test tube at 37ºC for 10min. The absorbance of the blue colored complex was read against 

reagent blank (1.5 mL FRAP reagent + 50 𝜇L distilled water) at 593 nm. Standard solutions 

of FeII in the range of 100 to 1000mM were prepared from ferrous sulphate (FeSO4⋅7H2O) in 

distilled water. FRAP values were expressed as nmol of ferric ions reduced to ferrous 

form/mg tissue. 

2.7. Statistical analysis 

All results are presented as mean ± S.E.M. The results of Open Field were analyzed using 

one-way ANOVA. Object recognition memory test results, after converted in percent of total 

exploration time, were analyzed using a one sample t-test (considering a theoretical mean of 

50%). Biochemical results were analyzed by one-way ANOVA following by Dunn´s post hoc 

or Student t-test for specific comparisons. Values of 𝑃 < 0.05 were considered significant. 

3. Results 

3.1. Treatment and surgery did not affect the control behavioral tests performance 

Ischemic and hemorrhagic stroke models used did not affect locomotor and exploratoty 

activities, besides did not promote neurological or motor disorders evaluated by OF and NDS, 

respectively. There were no differences in the numbers of crossings (P > 0.5) and rearings (P 

> 0.5) between the groups on OF test (Table 1 – Open field). Additionally, no neurological 

dysfunction was observed on NDS evaluation made on the first day after surgery (Table 1 – 

NDS). 

Table 1.  Control behavioral tests results. Ischemic and hemorrhagic stroke did not alter locomotor 

and exploratory activities on Open Field (One-way ANOVA; data expressed as mean ± SEM; n=8-10 

per group) and did not cause neurological dysfunction evaluated by NDS (score 0 mean no 

neurological deficit). Experimental groups: 1: Sham Ischemic Stroke; 2: Green Tea + Sham Ischemic 

Stroke; 3: Ischemic Stroke; 4: Green tea + Ischemic Stroke; 5: Sham Hemorrhagic Stroke; 6: Green 

Tea + Sham Hemorrhagic Stroke; 7: Hemorrhagic Stroke; 8: Green Tea + Hemorrhagic Stroke. 

Behavioral tasks 
Ischemic Stroke groups  Hemorrhagic Stroke groups 

1 2 3 4  5 6 7 8 

Open 

Field 

Crossings (n) 
71.56 
± 6.65 

55.90 
± 6.68 

77.50 
± 8.60 

56.50 
± 5.44 

 
63.22 
± 6.98 

56.70 
± 9.18 

67.20 
± 8.05 

67.70 
± 5.29 

Rearing (n) 
26.67 
± 2.70 

24.60 
± 2.94 

27.50 
± 4.44 

26.30 
± 3.66 

 
26.33 
± 2.92 

18.10 
± 3.1 

22.50 
± 2.66 

26.70 
± 2.14 

NDS Score (0-14) 0 0 0 0  0 0 0 0 
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3.2. Green tea avoids object recognition short- and long-term memory deficits induced by 

Ischemic and Hemorrhagic Stroke 

Rats were submitted in the object recognition memory test to assess short- (STM) and 

long-term (LTM) object recognition memory. During the training phase the animals explored 

equally the two stimuli objects (A and B), about 50% of total exploration time each one 

(figure 1- training).  

In the test for STM, 3h after training, sham groups (ischemic stroke and hemorrhagic 

stroke sham groups, 1 and 5, respectively) explored the novel object longer than 50% of the 

total exploration time (P = 0.0002 and P = 0.0005 respectively, one sample t-test), which 

indicates a preserved memory (Fig. 2A and 2C – Test/Sham). The ischemic and the 

hemorrhagic stroke groups (groups 3 and 7) spent a similar amount of time (about 50% of 

total exploration time) exploring the two objects (Fig. 2A - Test/Ischemic Stroke and 2C - 

Test/Hemorrhagic Stroke), which suggests a STM deficit (P = 0.10 and P = 0.62, 

respectively). Green tea administration previously to the stroke induction was able prevent 

STM deficit, since the rats supplemented with green tea and submitted to ischemic or 

hemorrhagic stroke induction explored more than 50% of total exploration time the new 

object (P = 0.0005, Fig. 2A – Test/GT + Ischemic Stroke; P = 0.002 , Fig. 2C – Test/GT + 

Hemorrhagic Stroke). 

Similar results were observed for long-term memory (LTM) test in OR task, realized 24h 

after training. LTM was impaired in the stroke induced animals and the administration of 

green tea previously to the stroke avoids the LTM deficits. Ischemic and hemorrhage stroke 

caused memory deficits, since the rats spent about 50% of the total exploration time exploring 

the familiar and the new objects (P = 0.41, Fig. 2B – Test/Ischemic Stroke; P = 0.36, Fig. 2D 

– Test/Hemorrhagic Stroke). Administration of green tea previously to the stroke avoided the 

LTM deficit, both groups Green Tea + Ischemic Stroke and Green Tea + Hemorrhagic Stroke 

spent more than 50% of the total exploration time exploring the new object (P= 0.03, Fig. 2B 

– Test/GT+Ischemic Stroke; P= 0.0006, Fig. 2D – Test/GT+Hemorrhagic Stroke). 
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Figure 2. Short and long-term object  recognition memory results. Ischemic and hemorrhagic stroke caused 

deficits in short-term memory (STM) and long-term memory (LTM) in object recognition (OR) task. Green tea 

supplementation avoids these deficits. A. Animals from groups 1-4 were trained on OR task and tested 3 h later 

(STM). B. Animals from groups 1-4 were trained on OR task and tested 24 h later (LTM). C. Animals from 

groups 5-8 were trained on OR task and tested 3h later (STM). D. Animals from groups 5-8 were trained on OR 

task and tested 24 h later (LTM). Both ischemic and the hemorrhagic stroke group presented STM and LTM 

deficits; the groups treated with green tea previously to the stroke induction were able to perform the test 

correctly. * P < 0.05 in one-sample  Student’s  t-test  with  theoretical  mean = 50%; n = 7-10 per group. 

3.3. Green tea avoids partially the hippocampal oxidative stress induced by ischemic and 

hemorrhagic stroke. 

After memory tests the rats were sacrificed and the hippocampus isolated to measure the 

levels of ROS and TBARS and the total antioxidant capacity. ROS levels in the hippocampus 

of ischemic and hemorrhage stroke rats were higher than in Sham-operated rats (P = 0.04 for 

Ischemic Stroke; P = 0.006 for Hemorrhagic Stroke; Fig. 3A). Green tea prevents the increase 

on ROS levels only on the Hemorrhagic Stroke group (P = 0.02 , Fig. 3A, Hemorrhagic 

Stroke  vs. GT + Hemorrhagic Stroke). 

We did not observe lipid peroxidation increase (TBARS) in ischemic stroke rats (P = 0.25, 

Fig. 3B). However, we detected an increase on TBARS after hemorrhagic stroke (P = 0.0006; 

Fig. 3B), what is prevented by GT administration (P = 0.0009; Fig. 3B).  

Furthermore, ischemic stroke caused a reduction in hippocampal FRAP, what represents 

the total antioxidant capacity, when compared to sham group (P = 0.006; fig. 3C). Green tea 

administration previously to the stroke was avoids this decrease (P= 0.03; Fig. 3C, Ischemic 
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vs. GT + Ischemic Stroke group). The hemorrhagic stroke did not cause alterations on 

hippocampal FRAP (P > 0.5; Fig. 3C). 

 

Figure 3. Effects of ischemic and hemorrhagic stroke and green tea supplementation on hippocampal 

pro-oxidant markers and total antioxidant capacity. A. Levels of Reactive Oxygen Species (ROS). B. 

Levels of lipid peroxidation measured by TBARS. C. Total antioxidant capacity measured by Ferric 

Reducing/Antioxidant Power (FRAP). *P < 0.05, ANOVA following by Dunn´s post hoc or Student t-

test for specific comparisons. 

4. Discussion 

The major finding of this study was that a short-term GT oral administration (10 days) 

previously to stroke induction prevents short and long-term recognition memory deficits and 

attenuates the oxidative damage in rats submitted to Ischemia-Reperfusion or Intracerebral 

Hemorrhage.  

Different stroke models has been reported to produce deficits in different types of learning 

and memory, such in spatial learning and memory (Morris water maze test) (GORDAN ET AL., 

2012; YANG, Y. ET AL., 2015) and in aversive short-term memory (step-down avoidance test) 

(HWANG ET AL., 2013). Previously, our group also demonstrated that a ischemic event 

promotes long-term recognition and aversive memory deficits (SCHIMIDT ET AL., 2014). Our 

results add evidences that ischemic stroke also causes short-term object recognition memory 

deficit and that hemorrhagic stroke could promote STM and LTM deficits. STM and LTM 

memory formation require different biochemical processes in the rat hippocampus 

(IZQUIERDO ET AL., 1999b). For example, AMPA receptors are necessary for both STM and 

LTM, while increased protein synthesis and gene expression are present only in LTM 

consolidation (IZQUIERDO ET AL., 1998). Although STM and LTM systems are separate and 

differ in some process, both are depend on the integrity of hippocampus (IZQUIERDO ET AL., 

1998), and studies have found a direct correlation between stroke induced memory deficit and 

hippocampal CA1 neuronal damage (DONG ET AL., 2013; NAYAK E KERR, 2015). Since stroke 

promotes damage such as increase of oxidative stress and reduction of antioxidants abilities, 
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acute inflammatory response and excitotoxicity on the affect tissue, if this occur on 

hippocampus, make sense think that memory disruption will be a consequence of this. 

As previously reported by us and others, green tea administration has neuroprotective 

effects on cognitive dysfunction and neurologic deficits (LEE ET AL., 2013a; CHANG ET AL., 

2014; GU ET AL., 2014; SCHIMIDT ET AL., 2014). This neuroprotective effect is generally 

attributed mainly to its antioxidant capacity, but also could be related to its anti-inflammatory 

action, PKC activation, acetylcholinesterase inhibition action and action on other pathways 

(IDE E YAMADA, 2015). Furthermore, epidemiological research shows that daily consumption 

of green tea entails benefits function cognitive (PARK ET AL., 2011; IDE ET AL., 2014).  Our 

data shows that green tea consumption, for a short period, could avoid short and long-term 

recognition memory deficits in rats submitted to two different types of stroke, agreeing with 

the idea that the compounds the green tea improved cognitive function changes. Previous 

researches demonstrated similar results using the compounds isolated from green tea, 

especially Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), the predominant constituent of green tea 

(PARK ET AL., 2010; LEE ET AL., 2013a; GU ET AL., 2014). Although the effects of the individual 

compounds demonstrate efficacy and have therapeutic potential we choose use the tea mixture 

in order to mimic the consumer as a daily habit. 

The mechanisms involved in the green tea neuroprotection in different brain injury are not 

completely clean. It is known that the ischemic and hemorrhagic stroke cause an increase on 

free radicals production and promote oxidative stress (WU ET AL., 2012a; CHANG ET AL., 

2014), what was observed by us too, since both types of stroke used here induced increase on 

ROS levels. Additionally, hemorrhagic stroke promotes increase on lipid peroxidation; this 

oxidative damage was not detected on ischemic stroke group. In the antioxidant capacity we 

only observed  decrease after ischemic stroke. These results revels that both types of stroke 

alter the oxidative balance, but not exactly with the same intensity or in the same way. The 

ICH promotes oxidative stress and damage without prejudice the non-enzymatic antioxidant 

capacity (specific antioxidant systems were not investigated here). On the other hand, in the 

IR we observed increased ROS levels, no alterations on TBARS and decrease on antioxidant 

capacity. The GT was able to act avoiding the increase of oxidative stress and damage on 

hemorrhagic stroke model and the reduction of antioxidant capacity on ischemic stroke 

model. So, probably on the ICH the GT act directly on free radicals removal and cell repair, 

while the redox potential of GT on ischemic stroke involves its action on the transfer of 

electrons mechanism (Fenton reaction). 

Considering the importance of hippocampus to learning and memory, make sense think 

that these alterations on oxidative status detected after different stroke models are related to 

STM and LTM deficits observed in these animals. In the same line, green tea administration 

previously to stroke avoided short and long term memory and, although in different ways, 

influence the oxidative balance in both types of stroke. We believe that other biomarkers, as 

inflammatory ones, for example, need be more investigated, but we are certainly that at least 

part of the green tea neuroprotection are related to its effects on oxidative balance 

maintenance. 
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Therefore, our results indicate that (i) the neuroprotective effect of green tea in stroke can 

be observed with a shorter period of tea administration (previously this effect was observed 

on ischemic stroke, but after a 8-weeks of GT administration) (SCHIMIDT ET AL., 2014); (ii) the 

neuroprotective effect of green tea can prevent short and long-term recognition memory 

deficits induced by different types of stroke; (iii) the neuroprotective effect of green tea can 

promotes ameliorate of hippocampal oxidative stress induced by different types of stroke. 
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PARTE III 

5. CONCLUSÕES 

A presente dissertação teve por objetivo estudar a efetividade do chá verde como 

estratégia de neuroproteção em dois modelos de AVC experimental, isquêmico e 

hemorrágico. Nossos dados demonstram que o insulto isquêmico ou hemorrágico causa 

déficit na formação e consolidação da memória declarativa de curta e longa duração. 

Concomitante a este achado comportamental verificamos o aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio no hipocampo dos ratos submetidos a ambos modelos de AVC, além do 

aumento dos níveis de TBARS nos animais submetidos ao AVC Hemorrágico, e a redução da 

capacidade antioxidante total. Estes resultados corroboram com a literatura, que descreve que 

o processo fisiopatológico do AVC inclui o aumento do estresse oxidativo, promove 

peroxidação lipídica e a redução das defesas antioxidantes, além de causar déficits cognitivos. 

Ainda, neste estudo a suplementação com chá verde demonstrou ser uma estratégia 

efetiva para neuroproteção no AVC do subtipo isquêmico e hemorrágico e preservou a 

capacidade de formação de memórias. Acreditamos que apesar da isquemia-reperfusão e 

hemorragia intracerebral apresentarem diferentes vias fisiopatológicas, os mecanismos de 

proteção provenientes dos compostos bioativos do chá verde agem em vias comuns de lesão 

que envolvem o equilíbrio oxidativo, tais como a prevenção da formação de radicais livres 

(agindo como quelante de metais), a eliminação de radicais livres (ação “scavengers”) e a 

capacidade de reparo celular, já que o chá verde administrado por um período relativamente 

pequeno foi capaz de evitar o aumento das EROs, a liperoxidação e a diminuição da 

capacidade antioxidante total no hipocampo dos ratos submetidos ao AVC, independente do 

tipo. 

     O estudo que compõe esta dissertação é uma pequena fração do conhecimento já 

elucidado sobre o potencial do chá verde como estratégia de neuroproteção em modelos de 

AVC. Novos estudos devem ser realizados utilizando terapias não farmacológicas, 

combinadas ou não aos tratamentos já utilizados, para contribuir com o entendimento e 

diminuição dos déficits decorrentes do AVC. Estudos envolvendo avaliações histológicas, 

imunohistoquímica e técnicas de immunoblot também são válidos e podem contribuir com o 

entendimento dos mecanismos de ação do chá verde. Esperamos que este trabalho possa 

contribuir e ser utilizado como ferramenta para nortear futuros estudos. 
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6. PERSPECTIVAS  

Tendo em vista os resultados obtidos, nosso grupo de pesquisa têm as seguintes 

perspectivas de estudo: 

 Avaliar a perda neuronal através da análise histológica de secções do hipocampo 

dorsal após AVC (isquêmico ou hemorrágico), bem como a viabilidade celular 

hipocampal, e verificar se os compostos bioativos do chá verde tem potencial de 

evitar danos às células neuronais;  

 Quantificar os níveis proteicos de BDNF (do inglês Brain Derived Neurothrofic 

Factor), CREB (do inglês cAMP response element-binding protein) e pCREB, 

importantes proteínas envolvidas na plasticidade neural relacionada à 

aprendizagem e memória, em animais submetidos aos diferentes modelos de AVC 

e  verificar se há uma associação positiva entre a administração de chá verde e 

manutenção e/ou aumento da expressão destes; 

 Considerando a importância da Potencialização de Longa Duração (LTP, do inglês 

Long-Term Potentiation) na formação da LTM, almejamos verificar se a 

administração do chá verde contribui para a melhora e/ou manutenção da LTP no 

hipocampo, alteradas em modelos de AVC; 

 Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes específicas (SOD, GPx, GSH),  bem 

como verificar oxidação de proteínas e o dano ao DNA em hipocampo de ratos 

submetidos aos diferentes modelos de AVC, tratados e não tratados com chá 

verde. 
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8. ANEXOS 

8.1. Parecer de aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA da 

UNNIPAMPA 

 


