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RESUMO

Introduciao: A Deméncia Vascular (DV) representa uma das principais
causas de deméncia em humanos, sua fisiopatologia estd relacionada ao
acimulo de metabolitos oxidativos. A Epigalocatequina-3-galato (EGCQG)
¢ um polifenol com alta capacidade antioxidante, frequentemente utilizado
em estudos referentes a neuropatias. Objetivo: O objetivo deste trabalho
¢ discutir a utilizagdo de modelos animais experimentais de deméncia
vascular sob o efeito da epigalocatequina-3-galato. Metodologia: Os
artigos foram selecionados e revisados qualitativamente, utilizando as
premissas metodologicas pertinentes a uma revisao de literatura. Resultados
e Discussao: A espécie mais utilizada foi o rato Sprague-Dawley e as
variagdes interespécies podem influenciar na amostra de dados obtidos. As
formas de inducao da doenca variaram entre neurotoxinas (estreptozotocina,
homocisteina e D-galactose) e oclusdo arterial, sendo a ultima a mais
frequente, além disso, foram observadas variaveis referentes a cinética da
EGCG relacionada ao tempo, administracdo e dosagem. Os parametros
bioquimicos utilizados variaram entre enzimas e¢ marcadores de estresse
oxidativo como malondialdeido, acetilcolinesterase, superoxidodismutase,
catalase, glutationa, glutationa peroxidase, além de proteinas pro apoptodticas
Bax e Bcl-2, a via de sinalizacdo proteica antioxidante PI3K/Akt/Nrf2, e
as citocinas pro inflamatodrias IL-1B e TNFa. A avaliagdo destes parametros
mostrou resultados efetivos apos a administracao do polifenol, assim como
resultados inconclusivos. Conclusao: Analisar os modelos experimentais €
de grande importancia para compreensdo farmacocinética da EGCG e seu
efeito sobre a doenga, além de agregar informagdes metodologicas sobre a
DV.

Palavras-chave: Cha. Polifenois. Deméncia Vascular. Modelos animais.

ABSTRACT

Introduction: Vascular Dementia (VD) represents one of the main causes
of dementia in humans, its pathophysiology is related to the accumulation of
oxidative metabolites. Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is a polyphenol
with high antioxidant capacity, widely used in studies related to neuropathies.
Objective: The objective of this work is to discuss the use of experimental
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animal models of vascular protection under the effect of epigallocatechin-3-gallate. Methodology: The
articles were selected and verified qualitatively, using methodological assumptions relevant to a literature
review. Results and Discussion: The most used specie was the Sprague-Dawley rat and interspecies
variations can influence the sample data obtained. The forms of disease induction varied between
neurotoxins (streptozotocin, homocysteine and D-galactose) and arterial occlusion, the latter being the most
frequent. The biochemical parameters used varied between enzymes and oxidative stress markers such as
malondialdehyde, acetylcholinesterase, superoxidodismutase, catalase, glutathione, glutathione peroxidase,
in addition to pro-apoptotic proteins Bax and Bcl-2, the PI3K/Akt/Nrf2 antioxidant protein signaling
pathway, and the pro-inflammatory cytokines IL-1p and TNFa. The evaluation of these parameters showed
effective results after polyphenol administration, as well as inconclusive results. Conclusion: Analyzing
experimental models is important to understand the pharmacokinetics of EGCG and its effect on the disease,
in addition to methodological information about VD.

Key words: Tea. Polyphenols. Vascular dementia. Animal models.

1 INTRODUCAO

A Deméncia Vascular (DV) ou Hipoperfusao Cerebral Croénica (HCC) ¢ uma doenga
neurodegenerativa provocada pela diminuicao cronica da perfusdo sanguinea cerebral, desencadeada por
uma sequéncia de lesdes celulares e moleculares que ultrapassam a barreira hematoencefalica (BHE) e
esta recorrentemente associada a doenca de Alzheimer. Tais doengas possuem fatores de risco inerentes a
idade e a habitos de sedentarismo, alimentagdo pobre em antioxidantes, elevada taxa de espécies reativas
de oxigénio (EROs), além de fatores genéticos (RAJEEV et al., 2022).

Os dados epidemioldgicos sobre a DV se baseiam em estudos populacionais e bancos de dados
hospitalares, sua incidéncia ¢ inferior a da doenca de Alzheimer, porém ambas sdo frequentemente
associadas, fato que compromete a assertividade das estimativas. Os estudos de coorte formados por
amostragens populacionais sdo os trabalhos que tém permitido evidenciar a prevaléncia, a mortalidade e os
fatores de risco associados a deméncia (GARRE-OLMO, 2018).

Atualmente, constatou-se que a DV ¢ a segunda causa de deméncia com 15,8-20% dos casos, de
acordo com dados relativos a incidéncia do estudo EURODEM, 1,3 por 1.000 pessoas-ano entre 65-69 anos
sdo acometidas, enquanto para individuos com mais de 90 anos, essa taxa aumenta para 24 casos em 1.000
pessoas-ano (PEDRO-CUESTA et al., 2009; GRACIA-REBLED et al., 2020).

Os mecanismos fisiopatologicos subjacentes da DV ndo sdo muito bem estabelecidos e, apesar
do grande ntimero de estudos, ainda ndo ¢ possivel aplica-los assertivamente em modelos animais. Por
exemplo, ¢ possivel observar que em alguns modelos animais de HCC ocorre a desmielinizagdo e dano
axonal, enquanto algumas alteragdes cerebrovasculares caracteristicas nao se manifestam (WASHIDA et
al., 2019).

Tendo em vista a incidéncia da deméncia vascular e seu impacto na satde publica, a avaliagao
de novas perspectivas terapé€uticas isolando compostos presentes em plantas permeia constantemente as
areas de estudos voltadas para neurofisiologia, compostos bioativos e fitoquimicos. A Epigalocatequina-3-
galato (EGCG) ¢ um polifenol presente no cha verde (Camellia sinensis) com alta capacidade antioxidante,
frequentemente utilizado em estudos referentes a eliminagdo de radicais livres, metabolitos oxidativos e
mecanismos neuroimunoldgicos (PAYNE et al., 2022)2022.

A EGCG possui um efeito redutor sobre espécies reativas de oxigénio (EROs), que se da pelos
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grupos hidroxila e por sua por¢ao galato, através da transferéncia de elétrons do &tomo H destes grupos ao
radical livre. Estudos mostram que a EGCG, em um sistema quimico puro, neutralizou o anion superéxido,
o perdxido de hidrogénio e evitou dano ao DNA gerado pelo radical hidroxila. O supracitado polifenol vem
sendo utilizado em iniimeros estudos experimentais envolvendo neuropatias, mostrando recorrentemente
sua eficacia na melhora do prognostico destas doengas em estudos in vivo (ZWOLAK, 2021).

Estudos em roedores foram desenvolvidos para avaliar a eficicia da administragdo da EGCG
durante a HCC. Estes experimentos utilizam como base a indu¢@o da doenca com posterior administragcao
do polifenol, e ¢ de grande importancia revisar seus padrdoes metodologicos e resultados para que estes
dados sejam divulgados, tanto por profissionais de satide quanto por pesquisadores que poderdo aplicar
estes procedimentos no futuro (FARKAS et al., 2007; WANG; TIAN, 2018).

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo ¢ discutir a utilizacdo de modelos animais experimentais

de deméncia vascular sob o efeito da epigalocatequina-3-galato.

2 METODOLOGIA

Foirealizada uma revisdo integrativa de literatura a partir da sele¢do de estudos originais controlados
em roedores, que relacionam o efeito da epigalocatequina-3-galato sobre a hipoperfusdo cerebral cronica
induzida. Para o desenvolvimento deste trabalho, foram avaliadas as metodologias aplicadas relacionadas a
indugdo da doenga, aos parametros bioquimicos avaliados, aos critérios para selecdo de cepas de roedores,
a administracdo do polifenol, além dos resultados obtidos pelos estudos coletados, fundamentando-se nos
métodos de construcdo textual para revisdes elucidados por (WHITTEMORE; KNAFL, 2005).

Dentre as estratégias de busca, foram utilizados os perioddicos e bases de dados PubMed, Science
Direct, CiNii Research, ResearchGate, Hindawi, Biblioteca Virtual em Satde (BVS) e Progress of Anatomical
Sciences, como ¢ exposto na Tabela 1. Os artigos apropriados foram selecionados, sob a premissa da busca
de termos relacionados ao tema, dentre eles: “Cha verde epigalocatequina-3-galato”, “Deméncia vascular”,

29 ¢

neuroinflamacio”,

29 ¢

epigalocatequina 3-galato”,

29 ¢

estresse oxidativo”,

29 ¢

“Antioxidante”, neurodegeneracao”,

“modelos animais”.

Tabelal: Artigos selecionados por revista e bases de dados

Science Direct Pub med CiNii Research ResearchGate Hindawi | Biblioteca | Progress of
Virtual em | Anatomical
Saude Sciences
BIAN et al., 2009 | BIASIBETTI etal., | GUMAY, 2018 YANG, 2019 WU etal., |GUOetal., | MENG et al.,
2013 2012 2017 2011
HAN et al., 2016 PARK et al., 2020
WANG; TIAN, 2018

Fonte: Autoria Propria.

Os critérios utilizados para seleg@o se basearam na escolha de artigos originais, com experimentagao
in vivo, exclusivamente em roedores, com métodos de inducao da doenga através de neurotoxinas e oclusao
arterial, com avaliacdo de marcadores bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo. Além disso, foram
utilizados periddicos datados entre os anos de 2007 a 2022, nacionais e internacionais, foram excluidos
estudos nao pertinentes ao tema, como revisodes de literatura, revisdes sistematicas, relatos de caso, capitulos

de livros, estudos exclusivamente in vitro e ensaios clinicos em humanos.
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Ap6s a selecdo de artigos adequados aos critérios de inclusdo pré estabelecidos, foi feita a leitura
do titulo e do resumo dos demais, posteriormente & remocgdo das duplicatas e de artigos que ndo atendiam
aos requisitos deste trabalho. Os dados coletados para este estudo foram isolados e tabelados (Tabela 2),
e demonstram as particularidades dos modelos animais, dos grupos criados para analise, das medidas
utilizadas para obter os resultados, dos mecanismos neuroprotetores obtidos, bem como dos resultados

inconclusivos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais utilizados nos modelos pré-clinicos selecionados para esta revisdo de literatura foram
roedores, particularmente ratos e camundongos. Através de 10 estudos controlados em animais, foi realizada
uma integracdo destes trabalhos objetivando analisar a relacdo da Epigalocatequina-3-galato (EGCG) com
a melhora da hipoperfusdo cerebral cronica induzida em modelos animais, discutindo alguns aspectos do

desenho experimental e dos dados obtidos pelos estudos supracitados, mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Relagdo da EGCG com a HCC e parametros neurofisioldgicos de estudos controlados em animais.

Publicacdo Modelo Grupos (ll\;lig:si:ls- Mecanismo Neuro- Resultad?s Inconclu-
protetor sivos
tado
BIAN et al, | Ratos Sprague- Grupo EGCG (25 mg/ | MDA, NO | Diminui¢do de MDA | Sem resultados para
2009 -Dawley machos kg/dia) e NO. Imunorreatividade de
SOD, CAT MMP.
Método: OBACC Grupo EGCG (50 mg/ Dano axonal e necrose
kg/dia) MMP liquefativa foram redu-
Administragdo zidos.
EGCG: Injegdo Grupo de deméncia Integridade
intravenosa Gnica | ndo tratada axonal e Aumento de SOD e
(grupo 25mg/kg/ dano neuro- | CAT,
d),e injegdo intra- | Grupo controle nal.
peritoneal multipla
(grupo 50 mg/kg/d)
MENG et al., | Ratos Wistar Grupo controle Bax Diminuigdo da expres- | Aumento para o ni-
2011 sdo de Bax no grupo vel de expressdo de
Meétodo: Isquemia | Grupo modelo EGCG em relagio ao | Bel-2.
Experimental da modelo.
Artéria Cerebral Grupo de controle Bcl-2
Média. (injecdo de solugdo
salina)
Administrac¢do
EGCG: x Grupo de alta dose de
EGCE (6 mg/kg/d)
Grupo de baixa dose
de EGCG (2 mg/kg/d)
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WU et al, Ratos Sprague- Grupo de operagao MDA CVex e EGCG reduzi- | O PTX ndo apresen-
2012 -Dawley machos simulada ram os niveis de MDA. | tou efeitos antioxi-
SOD dantes e antilipidicos
Método: isquemia | Grupo controle CVex e EGCG redu- neste estudo, o que é
focal induzida pela GSH ziram a atividade de consistente com um
oclusdo da artéria | Grupo CVex 30 mg/kg .| SOD. estudo anterior.
cerebral média di- NO em cé-
reita e de ambas as | Otupo CVex 100 mg/ | lulas BV-2. | CVex ¢ EGCG au-
artérias carotidas kg COX e glgrgaram os niveis de
comuns. ) -
Grupo CVex 300 mg/ |iNOS em
Administracio kg ICSé\lluéaS EGCG inibiu a produ-
EGCG: via oral T4 ¢ao de NO induzida
Grupo EGCG 10 mg/ por LPS e a expressdo
kg da proteina iNOS em
Grupo PTX 100 mg/kg células BY-2.
EGCQG inibiu a expres-
sdo da proteina COX-2
em células BV-2.
BIASIBETTI | Ratos Wistar ma- Grupo controle S100B, EGCG preveniu o EGCG néo foi capaz
etal., 2013 chos PGFA aumento de SB100 no | de modificar a cap-
Grupo controle + hipocampo. tacdo de glicose e 0
Método: EtZ, infu- EGCG (10 mg/kg) GSH, GPx conteudo de gluta_
sdo bilateral ventri- EGCQG reverteu a dimi- | tjona.
cular Grupo Etz NO,EROs | nuigio de LCR SB100.
EGCG néo alterou o
Administragdo Grupo Etz + EGCG AChE EGCG reverteu 0 au- | contetido de S100B
EGCG: Gavagem | (10 mg/kg) . mento da atividade da | ¢ PGFA em qualquer
Captzftgao AchE. regido do cérebro.
de glicose
neuronal. | EGCG reverteua di- | O conteudo de GSH
minuigéo da atividade foi menor em ratos
de GPx. tratados com Etz e
EGCG ndo reverteu
EGCG reverteu o au- esta diminuico.
mento de ROS e NI-
TRITO.
HAN et al., | Ratos Sprague- Grupo intravenosa SOD, MDA | Neur6nios mais nu- VEGF expressa em
2016 -Dawley machos EGCG (25 mg/kg/dia) merosos Nos grupos nivel baixo no grupo
Analises tratados. tratado com EGCG
Método: OBACC | Grupo intraperitoneal | histopatolo- comparado ao grupo
multipla EGCG (50 gicas EGCG aumentou SOD | pio tratado.
Administragdo mg/kg/dia por 5 dias) e diminuiu MDA
EGCG: injego in- BDNF ¢ NR1 e NR2B nio fo-
travenosa Unica (25 | Grupo OBACC ndo VEGF EGCG aumentou a ex- | ram significativamen-
mg/kg/dia), injegdo | tratado pressdo das proteinas | te diferentes no grupo
intraperitoneal Receptores | de NR1 ¢ NR2B apds | intravenosa (25 g/kg/
multipla (50 mg/ Grupo simulado NMDA inje¢cao multipla. dia) comparadas ao
kg/dia por 5 dias) (NR1e grupo ndo tratado.
NR2B)

Nao houve aumento
no nivel de BDNF e
VEGF entre o grupo
tratados com EGCG e
os grupo ndo tratados.
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GUO et al., | Sem acesso a dados | Grupo simulado SOD As atividades de SOD, | MDA aumentou.
2017 sobre a espécie. CAT, GSH-Px no te-
Grupo modelo cido cerebral foram
reduzidas.
Grupo gluconato de CAT
Método: oclusdo zinco (controle positi-
da artéria cerebral | vo, 70 mg/kg)
média.
Grupo EGCG (5 mg/ | GSH-Px
kg)
Administragdo Grupo EGCG-Zn dose
EGCQG: via intra- baixa (2mg/kg) MDA
gastrica
Grupo EGCG-Zn dose
média (5 mg/kg)
Grupo EGCG-Zn dose
alta (10 mg/kg)
WANG; Ratos Sprague- Grupo controle MDA, GSH | EGCG, atenuou o au- | O nivel elevado de
TIAN, 2018 | -Dawley machos mento de MDA. MDA nio foi afetado
Grupo Hey PGFA no grupo comparado
Meétodo: injecdo EGCG evitou a dimi- | com o grupo controle.
de Hcy via veia Grupo Hey + veiculo | TNFa, IL- | nuicio na concentragdo
caudal. -1B de GSH.
Grupo Hey + EGCG
(1 mg/kg) EGCG diminuiu os
niveis aumentados de
Administra¢do Grupo Hey + EGCG proteina de PGFA,
EGCG: veia caudal | (10 mg/kg) TNFa e IL-1p.
Grupo Hey + EGCG EGCG preveniu a
(20 mg/kg) apoptose e degenera-
¢ao.
EGCG ajudou a manter
a integridade da BHE.
GUMAY, Camundongos Bal- | Grupo controle MDA Nivel MDA no EGCG- | Nivel de TNF-a em
2018 b/c machos. 2 foi significativamen- | todos os grupos nao
Grupo EGCG (2 mg/ | TNF-a te menor do que grupo | foi diferente.
Meétodo: Injegao kg) controle.
subcutanea de Nao foram encontra-
D-galactose. Grupo EGCG (6 mg/ das diferencgas entre
kg) o grupo controle ¢ o

Administra¢ao
EGCG: via oral

EGCG-6, ¢ entre os
grupos EGCG-2 ¢
EGCG-6.

ID: 3737



Huebra; Teixeira; Moreira et al, 2022

Rev. Multi. Saude, v3. n.4

YANG et al., | Ratos Sprague- Grupo normal Andlise Aliviou as alteragdes
2019 -Dawley machos histopatolo- | histopatologicas.
Grupo com operagdo | gica.
Meétodo: OBACC | simulada EGCG diminuiu MDA.
MDA, SOD
Administragdo Grupo OBACC (grupo EGCG aumentou ni-
EGCG: Via oral ndo tratado) HO-1 veis de SOD.
Grupo OBACC + A via de sinalizacdo
EGCG (5 mg/kg/d) PI3K/Akt/Nrf2 contri-
buiu para a indugdo de
Grupo OBACC + HO-1 por EGCG em
EGCG (20 mg/kg/d) ratos com CCH.
EGCQG inibiu a ativi-
dade de HO-1 induzida
por OBACC.
PARK et al., | Ratos Sprague- Grupo veiculo + con- | Volume EGCQG reduziu o volu-
2020 -Dawley machos trole do infarto. | me do infarto.
Alteragoes
M¢étodo: Oclusdo Grupo EGCG +con- | histologi- EGCG reduziu nucleos
da artéria cerebral | trole cas. picnoticos e vacuolos.
média
Grupo veiculo + oclu- | Morte celu- | EGCG diminuiu as
Admnistragdo sdo da artéria cerebral | Jar apopto- | c€lulas positivas para
EGCG: injecdo média tica. TUNEL no cortex ce-
intraperitoneal rebral.
Grupo EGCG + oclu- | Caspase-3 e
sdo da artéria cerebral | PARP. EGCG aliviou a ex-
média pressao de caspase-3 e
PARP.

Legenda: AChE: Acetilcolinesterase; Bax e Bel-2: Proteinas pré apoptoticas; BDNF: Fator neurotrofico derivado do cérebro; BHE: Barreira
Hematoencefélica; CAT: Catalase; CCH: Hipoperfusdo cerebral cronica; Células BV2: Células da micréglia; COX-2: Ciclooxigenase-2;
CVex: Extrato de cha verde filtrado e liofilizado; EROs: Espécies Reativas de Oxigénio; Etz: Estreptozotocina; GPx, GSHpx: Glutationa
Peroxidase; GSH : Glutationa; Hey: Homocisteina; HO-1: Heme Oxigenase-1; IL-1p: Interleucina I beta; iNOS: Oxido Nitrico Sintase
Induzivel; LCR: Liquido Cefalorraquidiano; LPS: Lipopolissacarideos; MDA: Malondialdeido; MMP: Metaloproteinases de Matriz; NO:
Oxido Nitrico; OBACC: Oclusdo bilateral da artéria cardtida comum; PARP: poli ADP-ribose polimerase; PGFA: Proteina Glial Fibrilar
Acida; PI3K/Akt/Nrf2: Via de sinalizagdo proteica que funciona como marcador de expressio antioxidante; PTX: Pentoxifilina; Receptores
NMDA: elementos relacionados a plasticidade sinaptica; S100B: Proteina B de ligagdo ao calcio S100; SOD: Superoxidodismutase; TNFa:
Fator de necrose tumoral; TUNEL: indice apoptotico; VEGE: Fator de crescimento endotelial vascular;

A HCC ¢ originada a partir de doenga sistémica, cardiaca ou local, de grandes ou pequenos vasos
e pode ser associada a placa aterosclerdtica e doengas cronicas. Os modelos animais para avaliacdo dos
mecanismos subjacentes desta doenca sdo de grande importancia, considerando que até o momento nao

foram desenvolvidas terapias medicamentosas que a revertam por completo (KALARIA, 2018).
3.1 Modelos animais

Os roedores sdo os animais mais utilizados pelas neurociéncias, seja por seu status social menos
privilegiado ou por sua funcionalidade. Estes sdo vistos sob duas perspectivas: testar, descobrir e desenvolver
novas terapias para doengas neurodegenerativas (pesquisa aplicada) e entender o sistema nervoso por si s6
e seus mecanismos subjacentes (pesquisa basica) (ZAKOWSKI, 2020) .

O estudo de Manger et al., (2008) concluiu que avaliar cepas de ratos e camundongos com fendtipos

diferentes, associado a evolu¢do da bioinformatica, da neurociéncia molecular e do sequenciamento
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completo do genoma de variadas espécies pode levar a avangos significativos na compreensao de doencas
neurodegenerativas e dos mecanismos evolutivos do cérebro humano.

As espécies de roedores nos modelos analisados utilizaram ratos Sprague-Dawley, outros Winstar,
e um deles camundongos Balb/c, evidenciados na Tabela 2. A selecdao de espécies adequadas ao desenho
experimental pode ser um fator determinante, uma vez que estudos mostram que cepas de ratos Sprague-
Dawley e camundongos C57BL/6 apresentam diferencas de até 40% da expressdo de gene em neurdnios
hipocampais, além de diferencas significativas na distribui¢do de alguns receptores como os SHT-6 de
serotonina no cérebro, de importante papel neurocognitivo (ZAKOWSKI, 2020).

Em suma, ndo ¢ possivel se basear em estudos experimentais de HCC para criagdo de ensaios
clinicos e terapias imediatas em humanos, entretanto, estes podem refletir aspectos fundamentais para
novos experimentos sobre a doenga. Além disso, estudos mostram que ratos Wistar possuem afinidade para
prospeccao de trabalhos relacionados a doencas cerebrais cronicas e oclusao arterial devido ao bom fluxo
sanguineo colateral e a tolerancia isquémica do tecido nervoso (FARKAS et al., 2007; FRANCIS et al.,
2014).

Observando a variedade interespécies nos estudos avaliados, pode-se dizer que ainda sdo necessarios
avancos para elaboracdo de critérios de sele¢do adequados de espécimes visando analisar a interacdo da
EGCG com a HCC, buscando a assertividade dos parametros mensurados e que estes sejam mais proximos
do ser humano a nivel neurofisioldgico, dentro da realidade de modelos animais (DUNCOMBE et al.,
2017).

3.2 Neurotoxinas, oclusio arterial e eficacia da EGCG

A Estreptozotocina (Etz) ¢ um ativo que atua a nivel celular e penetra a membrana plasmatica através
da proteina de transporte de glicose (GLUT2). A Etz ¢ capaz de induzir a morte de células produtoras
de insulina, além de reduzir a capacidade cerebral de captagdo de glicose e gerar neuroinflamagao
(PFUTZENREUTER et al., 2020), sendo frequentemente utilizada para indu¢do de dano cerebral nos
roedores em modelos experimentais de neuropatias (LIM et al., 2022; MURTISHAW et al., 2018) .

No estudo de Biasibetti et al., (2013), apds o dano cerebrovascular induzido por Etz, foram dosados
marcadores de estresse oxidativo (NO, EROs) e neurodegeneracdo (AChE, GSH, GPx, S110B, PGFA).
Apb6s a administracdo da EGCG, foi observada a diminui¢do da atividade da acetilcolinesterase (AchE),
preservando a neurotransmissao colinérgica e a reducao do incremento hipocampal de S100B (proteina de
ligagdo ao célcio) e de LCR S100B no grupo Etz, ainda que o ultimo ndo apresentasse aumento em HCC,
evidenciando a preservagdo da intgridade celular.

Em um dos estudos, ratos Sprague-Dawley tiveram a inje¢do de homocisteina (Hcy) 400 pg/kg/d
via veia caudal, por 14 dias (WANG; TIAN, 2018). A hiperhomocisteinemia estd diretamente associada a
doencas cerebrovasculares, producdo de espécies reativas de oxigénio, atividade da glutationa peroxidase
(GPx), diminui¢do de oxido nitrico, além de possuir relagdo com o crescimento nos niveis de citocinas pro
inflamatorias TNF-a e IL-5, disfun¢des mitocondriais e inflamagao sistémica (KOKLESOVA et al., 2021;
WANG; TIAN, 2018).

O experimento de Wang e Tian, (2018), demonstrou que a EGCG pode atenuar danos neurais

provocados pela Hcy, com efeito sobre marcadores de estresse oxidativo como malondialdeido (MDA),
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neuroinflamacdo (PGFA, TNFa e IL-1p), neurodegeneracdo (GSH) e disfun¢do neurovascular. Soma-se
a isso a contribuicdo da EGCG para a integridade da barreira hemato encefalica (BHE), diminuindo o
extavasamento de substancias controladas (teste Azul de Evans), além de reestabelecer as reducdes de
proteinas de jungao estreita (ZO1 e ocludina), essenciais para integridade estrutural da BHE.

Outro modelo utilizou inje¢do subcutdnea de D-Galactose em camundongos Balb/c para induzir
o dano cerebrovascular (GUMAY et al., 2018). Este composto ¢ frequentemente utilizado para indugado
de doencas neurodegenerativas por promover disfungdes metabolicas, aumento de espécies reativas de
oxigénio, destruicao de células neurais e declinio cognitivo em ratos e camundongos (HUA et al., 2007).

Além disso, no estudo de Gumay et al.,(2018), foram avaliados os niveis de MDA e o de TNF-a.
O nivel de MDA no grupo EGCG-2 mostrou-se menor do que no grupo controle, enquanto os valores da
citocina ndo se modificaram em nenhum dos grupos EGCG analisados. Ao contrario do que se obteve no
estudo de Wang e Tian, (2018), em que houve a diminui¢ao da concentracao da citocina apds a administragao
do polifenol. E relevante questionar se a D-Galactose pode ou ndo estabelecer uma boa relagio bioquimica
com a EGCG qualificando a afinidade desta com a HCC e a inflamac¢do da doenga.

Dentre as neurotoxinas utilizadas nos estudos (Etz, Hcy e D-galactose), todas atingiram o objetivo
pelo qual foram administradas. Houve indug¢do ao dano cerebrovascular e proporcionou-se um modelo
animal para andlise da rela¢do deste com a EGCG. Uma visdo sobre qual destas neurotoxinas forneceria um
modelo fisiopatologico semelhante 8 HCC em humanos e que ndo influencie no efeito do polifenol sobre a
doenca deve ser discutida, para que modelos animais mais assertivos sejam criados (GUMAY et al., 2018;
WANG:; TIAN, 2018; BIASIBETTI et al., 2013).

Seja por oclusdo bilateral da artéria cardétida comum (OBACC) ou pela oclusio da artéria
cerebral média (MCA), a oclusdo arterial como método de inducao da HCC foi a mais utilizada nos
estudos avaliados. Dentre estes modelos, os de oclusdo arterial possibilitam a criagdo de plataformas que
relacionem sequencialmente a HCC, lesdo neuronal e déficits de memoria (FARKAS et al., 2007). Muitos
dos marcadores qualitativos utilizados nos modelos de oclusdo sdo semelhantes aos dos modelos de HCC
induzida por neurotoxinas, e importantes resultados advindos do polifenol foram obtidos.

No estudo de Bian et al., (2009), foi utilizado a OBACC, com inje¢do intravenosa e intraperitoneal
de EGCQG. Posteriormente, foi observada a diminuicao de MDA e NO, reducdo do dano axonal, de necrose
liquefativa e o aumento das enzimas SOD e CAT. No trabalho de Yang, (2019), que também utilizou
OBACC, o polifenol aliviou alteragdes histopatoldgicas, diminuiu o conteudo de MDA, e ativou a via de
sinalizagdo antioxidante PI3K/Akt/Nrf2. Além disso, aumentou a atividade de SOD e diminuir a de OH-1,
o que evidenciou sua a¢do sobre espécies reativas de oxigénio.

A OBACC também foi utilizada no estudo de Han et al., 2016, ¢ a EGCG foi administrada através
de injecdo intravenosa e intraperitoneal. Dentre os efeitos positivos do polifenol, foram vistos o aumento de
SOD e diminui¢cao de MDA, maior nimero de neur6nios nos grupos tratados e também o aumento de NR1
E NR2B, subunidades dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) relacionadas a plasticidade sindptica
hipocampal (MA et al., 2019; HANSEN et al., 2018)

Em outro estudo de oclusdo arterial (WU et al., 2012), a forma como o polifenol foi administrado
se mostrou atipica, mesmo sendo por via oral, através da ingestdo do extrato do chéa verde (CVex). Para o
preparo do CVex, foram imersas folhas frescas de cha verde (300g) em 10L de 4gua destilada, tendo sua

extracdo feita por dgua a 85°C durante 12 horas e repetidos duas vezes, posteriormente os extratos foram
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filtrados e liofilizados.

Além dos grupos testados com o CVex, grupos com a EGCG (10 mg/kg) e PTX (100 mg/kg,
medicamento vasodilatador) também foram produzidos. O polifenol promoveu a diminuicdo de MDA
e SOD, aumento dos niveis de GSH, além da andlise de celulas BV-2 (células da microglia que, neste
estudo, foram estimuladas com lipopolissacarideos para gerar dano celular oxidativo para posterior analise
histoquimica) ter mostrado inibir a produ¢do de NO, COX-2 e expressao da proteina iNOS, o medicamento
PTX nao apresentou efeitos antioxidantes, o que era esperado (WU et al., 2012).

A oclusao da artéria cerebral média foi o método utilizado em um dos modelos, com administragao
de EGCG via intragastrica (GUO et al., 2017). Em um dos grupos deste estudo o polifenol foi quelado
com zinco (EGCG-Zn) e, de acordo com Zeng e Tan, (2015), a EGCG pode interagir com ions metalicos,
principalmente os de transi¢do, levando a alteracdes em sua biodisponibilidade.

A atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-Px foi reduzida no tecido cerebral de forma geral, o grupo
EGCG-Zn, em comparacdo com o grupo EGCQG, teve as atividades de SOD, CAT, GSH-Px aumentadas e
o conteudo de MDA foi diminuido. Os efeitos em grupos com alta/média dose foram realgados, mostrando
ser dose dependentes, além disso, sdo necessarios mais estudos para definir se o polifenol quelado com
zinco tem seu efeito aumentado (GUO et al., 2017).

Em outro estudo com oclusdo da artéria cerebral média (PARK et al., 2020), o polifenol foi
administrado via inje¢do intraperitoneal e se mostrou capaz de reduzir o volume do infarto e atenuar
alteracdes histologicas, reduzindo nucleos picndticos e vacuolos advindos da lesdo vascular. Além disso,
reduziu o numero de células positivas para o indice associado a apoptose TUNEL e aliviou a expressao de
caspase-3 € PRAP, que relacionadas funcionam como um mecanismo apoptdtico de fragmentagcdo de DNA
(ACAR et al., 2021).

No estudo de Meng et al., (2011), o método utilizado para inducdo da doenca foi a isquemia
experimental da artéria cerebral média. Foi avaliado o efeito do polifenol sobre as vias de sinalizagdo
proteicas pré apoptoticas Bax e Bel-2, responséaveis por mediar a permeabilidade da membrana mitocondrial
apos serem ativadas e oligomerizadas por estimulos apoptoticos (PENA-BLANCO; GARCIA-SAEZ,
2018). Dentre os resultados obtidos, o que mais se destacou foi a diminui¢do da expressao de Bax no grupo
EGCQG, em vista do grupo modelo.

Os métodos utilizados para induzir a HCC podem reproduzir acometimentos humanos que agravam
a doenca como, por exemplo, a arteriosclerose (aumento da pressdo arterial e hipoperfusdo central).
Além disso, os crescentes niveis de substancias que elevam o dano cardiovascular, como foi visto com
a homocisteina, no estudo de Wang e Tian, (2018), ou o aumento da sinalizacdo proteica pro apoptotica,
mostrado por Meng et al., (2011).

A forma como a HCC foi induzida nos roedores ¢é diferente entre os estudos avaliados. E de grande
valia questionar qual mais se assemelha com a fisiopatologia da doenga, ja que o objetivo destes estudos
controlados em animais ¢ visualizar, de maneira experimental, como seria a atua¢do de determinada

substancia ou acometimento no organismo humano.
3.3 Administracao de EGCG

A EGCQG ¢ absorvida no intestino delgado (jejuno e ileo) por difusdo passiva, compreendendo as
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difusdes paracelular e transcelular. Posteriormente, o polifenol ¢ encontrado no plasma em sua forma livre
nao conjugada, sua distribui¢do € sistémica e pode atingir varios tecidos e 6rgaos como pulmao, rim, bago,
figado e cérebro. A fragdo ndo absorvida do polifenol sofre hidrolise pela microbiota intestinal, resultando
em epigalocatequina (EGC) e 4cido galico e, posteriormente, ¢ metabolizada em produtos de fissdo em anel
(GAN et al., 2018).

A forma como a EGCG foi administrada nos estudos foi, majoritariamente, por via oral, o que
preserva o caminho do trato gastrointestinal e garante as interagdes com a microbiota. O estudo de CAl et al.,
(2022)2022, concluiu que a EGCG, em camundongos com lesdo intestinal induzida por radiagdo, diminuiu
o dano a estrutura intestinal e a microbiota, além de aumentar a abundancia de probidticos relacionados a
integridade dos enterdcitos, o que evidencia a relagdo simbiotica entre o polifenol e a mucosa intestinal.

A microbiota do intestino humano desempenha um papel fundamental no metabolismo da EGCG,
muitos estudos relatam sua capacidade de desconjugar a catequina in vivo e in vitro. A farmacocinética
da EGCG pode se modificar de acordo com sua administracdo, a inje¢do de EGCG via veia caudal,
intraperitoneal, intravenosa e afins ndo possibilita a interacdo do polifenol com a microbiota, a qual
conscientemente aumenta a biodisponibilidade do substrato fenolico, distanciando estes modelos do
segmento humano (GAN et al., 2018).

Muitos dos experimentos evidenciaram diferentes efeitos do polifenol sob diferentes dosagens.
Doses altas como 50mg/kg/dia, 100mg/kg foram utilizadas e grupos com dosagens diferentes foram
produzidos (EGCG 2, 5 e 10mg/kg/dia), o que levantou questionamentos se os efeitos positivos gerados
pela EGCG poderiam ser dose dependente. No experimento de Yang et al. (2019), os efeitos do EGCG
foram mais evidenciados no grupo com alta dosagem do que no grupo com menor dosagem, mostrando ser
dose dependente.

Além disso, o grupo em que foi aplicada a inje¢do intraperitoneal multipla de EGCG (50 mg/kg/
dia), no estudo de Han et al., 2016, mostrou efeito do polifenol sobre a expressdo das proteinas NRI1 e
NR2B, associando a multipla inje¢do de EGCG poe 5 dias consecutivos a melhora da sinaptogénese. No
trabalho de Guo et al. (2017), a atividade de GPx no tecido cerebral foi aumentada e o MDA foi diminuido
de forma dose dependente.

Em contrapartida, resultados positivos foram obtidos através de dosagens mais baixas, com a
concentragdo de 10 mg/kg/dia em Biasibetti et al. (2013), 10 e 20 mg/kg/dia em Wang e Tian, (2018) e 25
mg/kg/dia em Han et al., (2016), mostrando que o composto também pode ser ativo em dosagens inferiores.

O tempo pelo qual o polifenol foi administrado também pode interferir nos resultados, visto que este
pode possuir efeito cumulativo. Em Gumay et al. (2018), a EGCG foi administrada em pequenas doses por
um periodo mais extenso (5 semanas), fazendo com que a deposi¢ao da EGCG otimizasse o efeito desejado.
Mais estudos sdo necessarios para compreender se o efeito da EGCG sobre roedores ¢ dependente da dose,

da forma e do tempo de administragao.
3.4 Marcadores Avaliados
Os parametros bioquimicos utilizados para avaliar o efeito da EGCG mediante a HCC variaram

entre enzimas e marcadores de estresse oxidativo, vias de sinalizagdo proteicas prdé apoptoéticas, citocinas

pro inflamatorias e outros. Alguns trabalhos evidenciaram que marcadores de inflamagdo (citocinas e
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moléculas de adesdo) e estresse oxidativo (isoprostanos) na substancia branca danificada estio relacionados
diretamente ao dano cognitivo vascular IADECOLA, 2013),

As enzimas GSH-Px, CAT e SOD, associadas a GSH e a outros antioxidantes agem em conjunto
para preservar a integridade das células cerebrais contra danos gerados por residuos oxidativos. Em alguns
dos modelos avaliados, em que é feita a andlise destas enzimas, observa-se que estas aparecem aumentadas
ou diminuidas apds a administracdo de EGCG, a concentracao destas enzimas aumenta quando ocorre dano
vascular cerebral como forma de resposta do organismo em relagdo ao aumento de EROs (WU et al., 2012).

Muitos dos estudos apresentaram resultados inconclusivos referentes a alguns parametros avaliados,
evidenciados na tabela 2, como a captacdo de glicose, contetido de GSH, contetido de S100B e PGFA,
MDA, TNF-a, MMP, Bcl-2, BDNF e VEGF, dentre outros. Estes resultados ndo sdo vistos necessariamente
como uma falha metodolégica e, de acordo com Jankovic et al., 2019, o maior problema envolto a estudos
experimentais ¢ o ndo segmento das normas basicas do desenho da pesquisa, podendo acarretar falhas

metodologicas e resultados falso positivos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A EGCG mostrou interagdes de grande impacto no prospecto neurofisiologico das cepas de roedores
analisadas, com a contribui¢do para a integridade celular, diminui¢do da ativacdo de vias pr6 apoptdticas
e preservacdo das células fundamentais a satide neuroldgica. Mostrou também efetividade no combate ao
estresse oxidativo e eliminacdo de EROs.

Questionamentos acerca da padronizacdo e assertividade dos modelos animais apresentados para
estudos neuroldgicos devem ser constantes. Em relacdo aos trabalhos avaliados, a discussdo sobre alguns
pontos referentes as metodologias empregadas para o desenvolvimento destes ¢ de grande importancia, tanto
para compreensao do efeito da EGCG sobre a doenca quanto para agregar importantes informagdes acerca
da farmacocinética do polifenol e da fisiopatologia da HCC. Os dados avaliados também proporcionaram
informagdes relevantes para aplicagdo em novos estudos, sejam em modelos animais ou em futuros ensaios

clinicos em humanos.
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