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RESUMO 

 

 

 

DÉFICITS DE MEMÓRIA E ESTRESSE OXIDATIVO NA ISQUEMIA E 

REPERFUSÃO CEREBRAL: PAPEL NEUROPROTETOR DO EXERCÍCIO 

FÍSICO E DA SUPLEMENTAÇÃO COM CHÁ VERDE 

 

O acidente vascular cerebral isquêmico é uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo. Entre os prejuízos observados nos sobreviventes, estão os 

déficits cognitivos para aprendizagem e memória. Acredita-se que essas deficiências são 

resultantes de danos secundários provocado pelo processo de isquemia-reperfusão, incluindo 

o estresse oxidativo. Estratégias para neuroproteção são investigadas para minimizar tais 

déficits após um evento isquêmico, especialmente aquelas capazes de modular o estresse 

oxidativo, seja melhorando a atividade antioxidante, ou diminuindo a produção de espécies 

reativas de oxigênio. Nesse estudo, nós investigamos o potencial neuroprotetor do exercício 

físico e do chá verde em um modelo animal de isquemia-reperfusão. Para isso, 80 ratos 

Wistar machos foram divididos em 8 grupos de acordo com a presença das intervenções 

para neuroproteção (8 semanas de exercício físico e/ou suplementação de chá verde) e para 

isquemia (oclusão, ou não, bilateral das carótidas comuns por 30 minutos). O exercício 

físico baseou-se em corrida, realizada em esteira, durante 30 minutos por dia, 5 vezes na 

semana. Para a suplementação com chá verde, a infusão foi colocada no lugar da água de 

beber, sendo trocada diariamente. Ao final das 8 semanas de intervenções foi realizado a 

cirurgia e 24h depois a memória foi avaliada em uma tarefa não aversiva e um teste de 

memória aversiva. Passados os testes comportamentais, o hipocampo e córtex pré-frontal 



 

 

foram removidos para análise bioquímica de marcadores de estresse oxidativo. Os resultados 

mostraram que a isquemia-reperfusão prejudica a aprendizagem e a memória, além de 

aumentar espécies reativas de oxigênio no hipocampo e no córtex pré-frontal. Oito semanas 

de exercício físico e/ou suplementação com chá verde antes do evento de isquemia-

reperfusão foram capazes de promover neuroproteção; ambos os tratamentos, por separado 

ou em conjunto, reduziram os déficits cognitivos e foram capazes de manter o nível 

funcional das enzimas antioxidantes. 

 

Palavras-chaves: neuroproteção, antioxidantes; acidente vascular cerebral, reconhecimento 

de objetos, esquiva inibitória.  



 

 

ABSTRACT 

 

 

MEMORY DEFICITS AND OXIDATIVE STRESS IN CEREBRAL ISCHEMIA-

REPERFUSION: NEUROPROTECTIVE ROLE OF PHYSICAL EXERCISE AND 

GREEN TEA SUPPLEMENTATION 

 

Ischemic stroke is a major cause of morbidity and mortality all over the world. Among 

impairments observed in survivors is a significant cognitive learning and memory deficit. It 

is believed that these deficits are due to oxidative stress caused by ischemia-reperfusion. 

Neuroprotective strategies are investigated to minimize such deficits after an ischemic event, 

especially those strategies that modulate oxidative stress by improving the antioxidant 

activity or decreasing the production of reactive oxygen species. Here we investigated the 

neuroprotective potential of physical exercise and green tea in an animal model of ischemia-

reperfusion. Eighty male Wistar rats were divided into 8 groups and subjected to 8 weeks of 

exercise and / or supplementation with green tea before submission to a surgery and 

transient cerebral ischemia or a sham operation. The physical exercise was treadmill running 

performed 5 times per week during 30 minutes and the green tea was put in place of 

drinking water and daily changed. Ischemia-reperfusion was performed by occlusion of the 

bilateral common carotid arteries during 30 min. Later, memory was evaluated in aversive 

and in a non-aversive tasks. Hippocampus and prefrontal cortex were removed for 

biochemical analyses of possible oxidative stress effects. Ischemia-reperfusion impaired 

learning and memory and reactive oxygen species were increased in the hippocampus and 

prefrontal cortex. Eight weeks of physical exercise and/or green tea supplementation before 

the ischemia-reperfusion event showed a neuroprotective effect; both treatments by separate 



 

 

or together reduced the cognitive deficits and were able to maintain the functional level of 

antioxidant enzymes and glutathione. 

 

Keywords: neuroprotective, antioxidant; stroke, inhibitory avoidance, object recognition. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Neste estudo avaliamos o papel do exercício físico e do chá verde como estratégias 

de neuroproteção em ratos Wistar submetidos à cirurgia de isquemia-reperfusão cerebral 

transitória. Para alcançar os objetivos traçados, realizamos intervenções envolvendo a 

suplementação com chá verde e exercício físico (corrida em esteira), durante 8 semanas 

antes de provocar uma lesão isquêmica por meio da oclusão bilateral temporária das 

carótidas comuns. Para as avaliações comportamentais e bioquímicas, utilizamos tarefas de 

memória e comportamento em ratos e avaliamos marcadores pró-oxidantes e antioxidantes 

em estruturas cerebrais associadas com aprendizado e a memória.  

Esse estudo foi motivado pelo o aumento na incidência de acidente vascular 

cerebral (AVC) no Brasil e no mundo. Em uma grande parte, os pacientes que sobrevivem a 

um AVC ficam com sequelas motoras e cognitivas que alteram sua qualidade de vida, o que 

gera grande impacto econômico e social. Dessa forma, existe a necessidade de estudos que 

tenham como objetivo descobrir terapias capazes de proteger o tecido cerebral de pessoas 

que estão no grupo de risco de ter um AVC, tentando assim diminuir o impacto das sequelas 

e melhorando a qualidade de vida após um evento isquêmico. 

Os resultados que compõem essa dissertação são parte do projeto de pesquisa com 

título “Efeitos neuroprotetores do chá verde e do exercício físico na isquemia-reperfusão: 

Avaliação da memória e do estresse oxidativo em tecidos neurais”, registrado junto à Pró-

Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal do Pampa com protocolo de registro nº 

10.013.13 e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

do Pampa, com parecer de aprovação nº 013/2012. 
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Esse trabalho está estruturado em três capítulos. No Capítulo I, apresentamos a 

natureza do problema, fundamentação teórica, delimitação do tema e objetivos. O Capítulo 

II contempla os materiais e métodos empregados, resultados encontrados, discussão 

considerando a literatura pertinente e a conclusão. Estes itens estão estruturados na forma de 

um artigo original, o qual foi submetido para publicação na revista Neurobiology of 

Learning and Memory, que, no momento, possui classificação Qualis A2 na área de 

avaliação das ciências biológicas II. Por fim, o capítulo III compreende uma discussão mais 

ampla dos resultados, e uma conclusão seguida de perspectivas de aplicação dos resultados, 

bem como direções futuras para pesquisa no tema. 
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CAPÍTULO I 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

1.1.1 Natureza do Problema 

 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2013) mostram que o acidente 

vascular cerebral (AVC) foi, entre o ano de 2000 e 2011, a segunda principal causa de morte 

no mundo, o que significa que o AVC é responsável por 12,9% do total de mortes. No 

Brasil, segundo o Ministério da Saúde, o AVC chega a ser a principal causa de morte, e sua 

incidência aumentou de 84.130 pessoas por ano em 2000, para 99.726 em 2010. Além disso, 

o AVC é também é responsável por um grande número de morbidades que possuem grandes 

impactos sociais e econômicos1. Sabe-se que 20% dos sobreviventes necessitam de cuidados 

institucionais de longo prazo, e 15% a 30% serão incapazes de voltar ao trabalho e realizar 

as suas tarefas de vida diária 2. Estima-se, que se medidas preventivas não sejam tomadas, o 

número de mortes no mundo deverá aumentar para 6,5 milhões em 2015 e 7,8 milhões em 

2030. O AVC é considerado uma doença de origem multifatorial, sendo os principais fatores 

de risco a hipertensão arterial, diabetes, tabagismo, sedentarismo, obesidade, dislipidemia 3; 

4; 5 e idade avançada 6. Por conseguinte, segundo dados da OMS publicados em 2008 e 2009, 

o número de pessoas que apresentam esses fatores de risco tem crescido significativamente, 

assim como o aumento da expectativa de vida.  

Com aumento da incidência do AVC, ligado ao avanço da medicina para o 

diagnóstico precoce, há uma expansão na taxa de sobrevivência pós-AVC e, 

consequentemente, uma intensificação no número de pessoas com sequelas provenientes do 

evento isquêmico. Estas sequelas podem ser motoras, sensoriais, perceptivas e cognitivas7. 
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Dentre elas, os déficits cognitivos e de memória têm sido recorrentes8; 9 além de serem 

classificados como progressivos após o AVC9. A memória é uma habilidade essencial no dia 

a dia, e por isso os déficits de memória caracterizam um dos principais fatores da queda da 

qualidade de vida10. Dentre os principais mecanismos envolvidos nos déficits de memória, 

no caso do AVC, está o estresse oxidativo provocado pela diminuição da perfusão 

sanguínea, seguida de uma reperfusão após o evento isquêmico11. Há poucas opções de 

tratamento para o AVC, e por isso a prevenção é fundamental para aqueles que estão nos 

grupos de risco de sofrer um AVC1. 

Terapias com agentes neuroprotetores têm sido amplamente estudadas como 

estratégias para evitar a morte neuronal em virtude de um AVC9. Dentre as terapias mais 

empregadas estão aquelas que buscam melhorar a capacidade antioxidante e diminuir a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) no tecido cerebral12. Assim, o exercício 

físico aeróbico, como a caminhada e a corrida, bem como a ingestão de chá verde13;14. A 

suplementação com chá verde e seu potencial antioxidante tem sido foco de estudos que 

investigam a combinação do chá verde e exercício físico tendo como base a investigação do 

potencial do chá verde para recuperação ou minimização de danos musculares provocados 

pelo exercício15, ou ainda, na prevenção de doenças metabólicas e obesidade16. A literatura 

apresenta escassas evidências sobre a combinação de estratégias antioxidantes, como a 

suplementação com chá verde e exercício, sobre características de neuroproteção. 

Sendo o exercício e a suplementação com chá verde estratégias comportamentais 

acessíveis, investigar se a associação de exercício e ingestão de chá, que já se mostrou 

eficiente para a proteção da função neuromuscular, têm efeitos positivos para a função 

cerebral pode prover importantes informações sobre formas de prevenção do tecido neural e 

da sua função no caso de sobrevivência a um AVC.  
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1.1.2 Fundamentação Teórica  

1.1.2.1 Acidente Vascular Cerebral (AVC) 

 

O AVC acontece quando o fluxo sanguíneo para o cérebro é interrompido17. Essa 

interrupção pode resultar do rompimento em um vaso sanguíneo, o que classifica o AVC 

como hemorrágico, ou por uma obstrução do vaso sanguíneo, caracterizando um AVC 

isquêmico2. Cerca de 85% a 90% dos casos de AVC têm origem isquêmica18. A isquemia é 

definida como uma redução no fluxo de sangue que é capaz de produzir alterações na função 

celular normal17. O diagnóstico do AVC é feito com base nos sinais clínicos, tais como 

déficits motores aparentes e também por diagnóstico por imagem, como tomografia 

computadorizada do crânio (TC)19. O tratamento deve ser iniciado o quanto antes, ainda na 

fase aguda, e se limita ao uso de medicamentos tais como antitrombóticos, antiplaquetários e 

anticoagulantes20.  

O tecido cerebral é extremamente sensível à isquemia, de forma que mesmo breves 

períodos sem aporte sanguíneo adequado podem iniciar uma sequência de eventos 

complexos e que, em última instância, podem culminar em morte celular21. Isto ocorre 

porque o encéfalo apresenta alta demanda metabólica e ausência de reservas energéticas 

substanciais. Além disso, diferentes regiões do cérebro têm diferentes limiares para o dano 

celular isquêmico22. A substância branca é mais resistente do que a massa cinzenta, assim 

como certas populações de neurônios são seletivamente mais vulneráveis a isquemia; no 

hipocampo, por exemplo, neurônios piramidais são altamente suscetíveis à isquemia, 

enquanto que neurônios granulares dentados são mais resistentes17. A substância cinzenta 

por sua vez está envolvida em processos de memória, sendo que o volume da área cinzenta 

está associado com a performance cognitiva23. 
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A isquemia pode ser classificada quanto à duração e localização da obstrução 

sanguínea. Quanto à duração, ela pode ser permanente ou transitória. Na transitória há uma 

restituição do fluxo sanguíneo logo após a retirada do agente obstrutivo, o que não acontece 

na isquemia permanente. Quanto à localização, ela pode ser global, focal ou multifocal.  Na 

global todo o encéfalo é privado do aporte sanguíneo, enquanto na focal e multifocal uma, 

duas ou mais áreas são afetadas 22. 

 

1.1.2.2 Modelo Animal 

 Para compreender os mecanismos do AVC, modelos de isquemia-reperfusão em 

animais, tais como roedores, têm sido amplamente utilizados24. Isso porque estes modelos 

nos permitem investigar efeitos sistêmicos de tratamentos alternativos o que não é possível 

em estudos in vitro, o que proporciona maior segurança para procedimentos futuros com 

sujeitos humanos. Um dos modelos animais mais comuns envolve a oclusão temporária 

bilateral das carótidas comuns, o que caracteriza um evento isquêmico global transitório. 

Esse modelo de isquemia pode diminuir em 90% o fluxo sanguíneo cerebral25, e além da 

isquemia, o modelo permite investigar os efeitos deletérios do retorno do fluxo sanguíneo no 

leito vascular, fenômeno denominado de reperfusão22. 

A função das carótidas comuns em ratos é semelhante ao que observamos em 

humanos. Elas são responsáveis por levar sangue oxigenado para os hemisférios cerebrais26. 

As artérias carótidas comuns dão origem, entre outras, às artérias carótidas internas27, que 

também se bifurcam e dão origem a artérias cerebral média e cerebral anterior, sendo essas 

responsáveis pela irrigação de estruturas como córtex e hipocampo28. Além disso, as artérias 

carótidas comuns, juntamente com as artérias vertebrais, fazem parte do polígono de Willis 

(Figura 1.1). A interrupção do fluxo sanguíneo através da oclusão bilateral das carótidas 
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comuns leva à morte de células neuronais por meio de múltiplos e complexos mecanismos17.  

 

Figura 1.1. Esquema ilustrativo da arquitetura vascular cerebral no sentido 

transversal do rato (base cerebral). Destacamos as artérias carótidas comuns como origem 

para outras artérias que fazem a irrigação do tecido cerebral, assim como para o principal 

circuito arterial responsável do cérebro, o Polígono de Willis28. 

 

 

 

1.1.2.3 Fisiopatologia da isquemia-reperfusão 

 

As lesões no tecido cerebral devido ao AVC isquêmico acontecem em duas fases, na 

fase isquêmica e na fase de reperfusão30, envolvendo vários mecanismos como: mecanismos 

de inflamação, resultado da ruptura da barreira hematoencefálica31, excitotoxicidade, pelo 

aumento na liberação de neurotransmissores excitatórios como o glutamato no espaço 

extracelular32, e estresse oxidativo, pelo aumento das espécies reativas de oxigênio e 

diminuição dos antioxidantes24; 33.  

Na fase isquêmica, dentro de minutos após a oclusão, ocorre uma diminuição dos 

componentes energéticos da célula, como oxigênio (O2), glicose, adenosina trifosfato (ATP) 

e adenosina difosfato (ADP) induzindo à célula uma condição anaeróbica. Como 

consequência, há um aumento da acidose e lactato, evoluindo para falência da bomba sódio-

potássio (Na+/K+)21. A quebra da bomba Na+/K+ leva a um aumento do radical superóxido 

(O2-) e outros radicais, como o peroxido de oxigênio (H2O2) e hidroxila (OH-) via 
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metabolismo da xantina. Ao mesmo tempo, há um aumento do cálcio, e os neurônios 

glutaminérgicos liberam glutamato, iniciando um processo de excitotoxicidade e inflamação 

levando à morte neuronal30; 34. 

A fase de reperfusão leva a uma lesão adicional, conhecida como lesão por 

reperfusão34. A lesão por reperfusão tem um papel importante em mecanismos de morte 

celular35 uma vez que nessa fase há uma reoxigenação abrupta do tecido, o que aumenta 

acentuadamente o metabolismo aeróbico celular. Apenas por esse aumento repentino do 

metabolismo aeróbico, já há crescimento na produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) em um sistema onde as defesas antioxidantes já estão insuficientes, tanto por 

questões fisiológicas do tecido cerebral, como por consequência da lesão na fase isquêmica. 

Essas alterações levam ao desiquilíbrio entre a produção de ERO e as defesas antioxidantes, 

levando a um estado de estresse oxidativo danoso a célula, a ponto de ocorrer apoptose 

celular34(Figura 1.2). 

Dessa forma, o aumento do cálcio intracelular na fase isquêmica parece ser o 

principal causador de morte celular na fase de reperfusão21, uma vez que na primeira fase ele 

aumenta a concentração de hipoxantina. Na presença de oxigênio disponível na segunda 

fase, a hipoxantina é metabolizada, e dessa via metabólica são produzidos radicais livres em 

excesso30.  
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Figura 1.2. Ilustração dos mecanismos de lesão cerebral na isquemia reperfusão com 

ênfase no estresse oxidativo. As linhas vermelhas representam os eventos que acontecem 

durante a fase isquêmica, e as linhas azuis os eventos que acontecem durante a fase de 

reperfusão. 

 

 

1.1.2.4 Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo pode ser definido pelo desequilíbrio entre a formação e a 

remoção de agentes oxidantes, sendo decorrente da geração excessiva de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) e/ou diminuição de antioxidantes endógenos36;37. As ERO são compostos 

químicos resultantes do metabolismo energético dependente de oxigênio. Esses compostos 

podem reagir com proteínas e lipídios, afetando a estrutura molecular e promovendo 

desintegração da membrana plasmática e organelas celulares, levando ao desiquilíbrio iônico 

e morte celular22. O estresse oxidativo está envolvido em várias doenças, tais como câncer, 

diabetes, arterioscleroses, doenças cardíacas, doenças neurodegenerativas entre outras38.  A 

literatura sugere que o estresse oxidativo é o principal mecanismo responsável pelas 
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disfunções resultantes da isquemia-reperfusão (Figura 1.2)5;8;34;35. Em contrapartida, existem 

antioxidantes, que são substâncias de origem endógenas ou exógenas que inibem a oxidação 

e, portanto, a produção de radicais livres39. Entre os antioxidantes de origem endógenas, a 

glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante presente nos seres vivos, auxiliando na 

metabolização de radicais como H2O2
40. A glutationa peroxidase (GPx) é uma variação da 

GSH, e está envolvida na proteção de lipídios das membranas celulares, que por sua vez são 

altamente susceptíveis aos danos por radicais livres41. A catalase, é conhecida como uma 

enzima oxirredutase e também apresenta um importante papel antioxidante, principalmente 

ajudando na metabolização de peróxidos e atuado como quelante do Ferro (Fe)40.  

O tecido cerebral é altamente suscetível a danos causados pelo estresse oxidativo8. 

Isto porque o tecido cerebral contém altas concentrações de lipídios, baixos níveis de 

antioxidantes e ainda alto consumo de oxigênio e altos níveis de ferro, que atuam como pró-

oxidantes sob condições patológicas34. A geração excessiva de ERO acontece tanto na fase 

isquêmica, quando há um acúmulo de cálcio promovendo uma ação pró-oxidante 34, quanto 

na fase de reperfusão, onde o aumento na produção de ERO se acentua, principalmente por 

que há uma liberação de citosinas e óxido nítrico sintetase (NOS)30. Dessa forma, os danos 

oxidativos podem causar morte neuronal e danificar o tecido do cérebro por meio da 

oxidação de moléculas intracelulares, tais como lipídios, proteínas e DNA33.  

 

1.1.2.5 Memória 

 

Dentre as consequências da isquemia-reperfusão global transitória e do estresse 

oxidativo, estão os déficits de memória29;42. Memória é definida como a capacidade de reter 

uma informação para que, quando necessário, se possa mais tarde evocar a informação 
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aprendida anteriormente43. A memória é uma habilidade de extrema importância para a 

realização de tarefas diárias. O processo de formação da memória engloba um conjunto de 

estruturas anatômicas e funcionais do sistema nervoso central (SNC) que funcionam 

independentemente, mas de forma cooperativa44.  

O hipocampo (Figura 1.3) é considerada a estrutura cerebral mais importante 

envolvida no processo de formação e armazenamento da memória, dessa forma a capacidade 

de reter informações depende da integralidade do hipocampo45. Adicionalmente, entre as 

estruturas cerebrais, o hipocampo é uma das mais susceptíveis aos danos de isquemia e 

reperfusão, por que os neurônios constituintes dessa estrutura são sensíveis a toxicidade por 

glutamato46. 

O córtex pré-frontal (Figura 1.3) também está envolvido na memória mais 

especificamente na recuperação da informação memorizada e armazenada no hipocampo e 

na memória contextual ou espaço temporal, de forma que danos no córtex pré-frontal levam 

a déficits nesse sentido, assim como déficits na memória de longo prazo que utilizam o 

armazenamento de acontecimentos pessoais para se situar no espaço47. Contudo, a 

conectividade do córtex pré-frontal com o hipocampo é determinante para a tradução da 

experiência passada em comportamento adaptativo atual48.   

 

1.1.2.6 Testes Comportamentais e de Memória 

 

Para avaliação de déficits de memória em pesquisas com ratos, as tarefas de 

reconhecimento de objetos (figura 1.4) e a esquiva inibitória (figura 1.5) têm sido 

amplamente utilizadas45;49;50;51;52. O teste de reconhecimento de objetos 

avalia/estima/verifica a habilidade do roedor em distinguir um objeto familiar de um objeto 
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novo, e esse tipo de memória está diretamente ligado com a atividade do hipocampo45;53. A 

tarefa de esquiva inibitória envolve aprendizado por condicionamento, para o qual se sabe 

que regiões como a parte dorsal do hipocampo e o córtex pré-frontal participam 

ativamente51.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Ilustração do cérebro de rato com destaque para as estruturas envolvidas 

na memória. Em vermelho está destacada a localização do córtex pré-frontal, e em rosa o 

hipocampo. Imagem adaptada de Sokolowski e Corbin, (2012). 

 

 

Figura 1.4. Teste de reconhecimento de objetos. DIA 1: corresponde ao dia do treino; 

DIA 2: corresponde ao dia do teste, onde o objeto antigo (conhecido) é trocado um por um 

objeto novo. 
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Além disso, outros testes comportamentais têm sido bastante empregados para a 

investigação de sequelas neurológicas, tais como o teste de campo aberto, que avalia a 

atividade locomotora e exploratória53 (figura 1.6B), o teste de labirinto em cruz elevado, que 

avalia o comportamento impulsivo e a ansiedade54 (figura 1.6A), e o teste de tail-flick, que 

avalia a sensibilidade térmica55 (figura 1.6C).  

 

 

Figura 1.5 - Teste da esquiva inibitória. 

 

 

1.1.2.6 Neuroproteção e neuroprotetores 

 

Com o aumento da incidência de AVC, as pesquisas têm procurado investigar 

muito mais mecanismos protetores do que estratégias para reabilitação. Agentes 

neuroprotetores visam preservar o tecido isquêmico, limitar o tamanho do infarto, e 

minimizar a lesão de reperfusão pós-isquêmica ou inflamação56. Dentre as medidas 

neuroprotetoras, a atividade física é considerada como uma das mais importantes e 

acessíveis formas de prevenir e proteger as funções cerebrais57. O exercício físico regular é 

capaz de induzir esta tolerância isquêmica cerebral 14. Egan et al. (2014)58, realizaram uma 

revisão de literatura sobre o papel do exercício no volume de infarto cerebral em pacientes 
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com AVC. Os autores observaram que a maioria dos estudos encontraram melhores 

resultados do exercício realizado antes de um AVC, do que depois. Além de reduzir o risco 

de AVC3, o exercício físico está associado à diminuição da gravidade dos danos, e a uma 

melhor recuperação funcional após um AVC58.  

A neuroproteção pelo exercício está relacionada com o fato de estimular a 

neurogênese e melhorar os níveis de antioxidantes no cérebro, corroborando a um controle 

mais efetivo da produção de radicais livres59; 60. Além disso, o exercício é capaz de reduzir a 

resposta inflamatória, promover a função capilar, inibir a supra expressão de glutamato e 

combater a apoptose neural causada pela isquemia14. Dentre as modalidades de exercício 

investigadas, o exercício físico em esteira é um dos métodos mais comuns para a 

investigação dos benefícios do exercício em modelos experimentais de roedores46; 61; 62 

(Figura 1.7). 
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Figura 1.6. Instrumentos para testes comportamentais. A – teste de labirinto em cruz 

elevado; B – Teste de campo aberto; C – Teste tail-flick. 

 

 

Figura1.7. Esteira motorizada para ratos. 
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Além do exercício físico, alimentos funcionais têm atraído o foco de pesquisas 

sobre neuroproteção. O chá verde é uma das bebidas mais populares do mundo63. Evidências 

crescentes sugerem que o chá verde pode ajudar a reduzir os danos neuronais em algumas 

doenças neurodegenerativas13. Esse benefício se dá porque o chá verde é rico em polifenóis, 

como a epigalocatequina galato (EGCG)64. A EGCG tem provado ser um antioxidante 

natural e eliminador de radicais livres8. Além disso, dados obtidos em experimentos com 

animais demonstraram que a EGCG melhora a lesão de isquemia cerebral induzida por 

reperfusão, com a diminuição do volume de infarto e do dano neuronal, o que foi atribuído a 

seu potente efeito antioxidante13. Wu, Hsieh et al. 8(2012), demonstraram que administração 

oral de 10 mg/kg de chá verde uma vez por dia, durante sete dias, foi capaz de diminuir os 

déficits de memória causados por isquemia-reperfusão, e atribuíram esse benefício a 

capacidade do chá verde em diminuir o estresse oxidativo, aumentando as defesas 

antioxidantes no tecido cerebral. 

 

1.1.2.7 Delimitação do tema 

 

Embora estudos recentes tenham demonstrado benefícios do exercício físico e 

ingestão de chá verde para o funcionamento do tecido nervoso58; 65; 66, poucos estudos 

levaram em consideração os benefícios na proteção, e não no tratamento, de doenças 

neurodegenerativas. Além disso, nenhum estudo revisado investigou os benefícios das duas 

modalidades quando usadas ao mesmo tempo, e ainda, pouco se sabe sobre quais 

mecanismos de proteção podem ser influenciados por estas terapias em situações de 

isquemia-reperfusão.  
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Sabe-se que o AVC é a principal causa de morbidades no mundo34, e que dentre 

seus efeitos está o déficit de memória9. A memória é uma habilidade fundamental para que 

possamos realizar tarefas diárias simples, como decorar o caminho da casa até o mercado, 

por exemplo. Dentre os mecanismos envolvidos na perda de memória em casos de AVC, 

está o aumento de espécies reativas de oxigênio e a diminuição da capacidade antioxidante. 

Estes efeitos resultam da isquemia seguida de uma reperfusão, o que leva o tecido cerebral a 

um estado de estresse oxidativo e, por consequência, ocorrência de morte neuronal de 

células importantes para o aprendizado e memória, como células do hipocampo e córtex pré-

frontal. 

O uso de animais como modelos experimentais de AVC se torna indispensável para 

estudar agentes neuroprotetores para a doença, já que essa doença é de início súbito e não 

premeditado. Além disso, os experimentos com animais nos permitem estudar o mecanismo 

e a ação local da neuroproteção como em estruturas especificas do cérebro. 

Sendo assim, neste estudo investigamos o potencial neuroprotetor de intervenções 

baseadas no exercício físico e ingestão de chá verde, em combinação ou não, sobre 

aprendizado e memória após isquemia-reperfusão, buscando fundamentar os resultados 

comportamentais com base na avaliação do estado oxidativo relacionado com a reperfusão, 

em um modelo experimental com roedores. 

Nossa hipótese inicial foi que o exercício físico e o chá verde seriam 

neuroprotetores em situações de isquemia e reperfusão, auxiliando na consolidação da tarefa 

aprendida. Quando usados juntos, os benefícios das duas terapias se somariam. Além disse, 

essa neuroproteção estaria associada à capacidade antioxidante das terapias.  
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar quais os efeitos do exercício físico crônico e da ingestão do chá verde, 

combinados ou não, quando administrados antes da isquemia-reperfusão cerebral sobre a 

memória e o estresse oxidativo neural em ratos Wistar machos. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

Verificar os efeitos da isquemia-reperfusão, do chá verde e do exercício físico sobre 

a memória de reconhecimento de objetos e memória aversiva em ratos Wistar machos. 

Verificar os efeitos da isquemia-reperfusão, do chá verde e do exercício físico sobre 

parâmetros oxidativos e antioxidativos em ratos Wistar machos. 
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ABSTRACT 

 

Ischemic stroke is a major cause of morbidity and mortality all over the world. Among 

impairments observed in survivors there is a significant cognitive learning and memory 

deficit. Neuroprotective strategies are being investigated to minimize such deficits after an 

ischemia event. Here we investigated the neuroprotective potential of physical exercise and 

green tea in an animal model of ischemia-reperfusion. Eighty male rats were divided in 8 

groups and submitted to either transient brain ischemia-reperfusion or a sham surgery after 8 

weeks of physical exercise and/or green tea supplementation. Ischemia-reperfusion was 

performed by bilateral occlusion of the common carotid arteries during 30 min. Later, their 

memory was evaluated in an aversive and in a non-aversive task, and hippocampus and 

prefrontal cortex were removed for biochemical analyses of possible oxidative stress effects. 

Ischemia-reperfusion impaired learning and memory. Reactive oxygen species were 

increased in the hippocampus and prefrontal cortex. Eight weeks of physical exercise and/or 

green tea supplementation before the ischemia-reperfusion event showed a neuroprotective 

effect; both treatments in separate or together reduced the cognitive deficits and were able to 

maintain the functional levels of antioxidant enzymes and glutathione.  

 

Keywords: ischemia-reperfusion; memory; oxidative stress; antioxidants; physical exercise; 

green tea; brain.  
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HIGHLIGHTS 

 

- Ischemia-reperfusion impairs learning and memory. 

- Physical exercise has a neuroprotective effect in ischemia-reperfusion. 

- Green tea has a neuroprotective effect in ischemia-reperfusion. 

- ROS are increased in the hippocampus and prefrontal cortex in ischemia-reperfusion. 

- Exercise and green tea maintain antioxidant enzymes and glutathione levels. 



39 

 

2.1 INTRODUCTION 

 

Ischemic stroke results from obstruction of a blood vessel supplying the brain, and 

is considered a major cause of morbidity and mortality67. Ischemia events are known to 

cause learning and memory deficits68.  

The reperfusion after ischemia damages neuronal cells and tissues generating 

reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)11 contributing to the 

oxidative stress, which has been implicated in a variety of acute and chronic neurologic 

conditions69;70. Indeed, one of the brain regions most sensitive to ischemia-reperfusion 

injury, the hippocampus, plays a key role in learning and memory71.  

Regular physical exercise improves hippocampus function72; 73, which helps to 

prevent sequels and assists in recovery74. Pre-ischemia treadmill training up-regulated GLT-

1 expression, decreases the extracellular glutamate concentration, reduces the cerebral 

infarction volume, and improves the neurobehavioral performance of rats75. Additionally, 

68reported positive effects of exercise performed post-hypoperfusion or either in pre- and 

post-hypoperfusion68. In general, the benefits of physical exercise on ischemia-reperfusion 

are related to prevention of oxidative stress68; 76.  

In addition to exercise, the consumption of natural compounds, such as omega fatty 

acids or plant polyphenols benefits brain function63. The green tea (Camellia Sinensis) has 

been suggested as a potential source of antioxidants8;77 available through diet8;78. Green tea 

contains catechines (30-40% of its dry weight), which found in the green tea have potential 

antioxidant activity79. The epigallocatechin gallate (EGCG) is a major component of green 

tea and has been shown to be a neuroprotective agent in animal models of focal and global 

brain ischemia77.  
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The particular effects of physical exercise and green tea on memory deficits are 

documented in the literature63;74;80, but the association between these two interventions has 

not been studied. If associating physical exercise and green tea promotes neuroprotection 

and minimization of deficits after ischemia at a larger extent of isolated interventions, such 

association could be a potential neuroprotective strategy. Therefore, we investigate if 

physical exercise and green tea supplementation either associated or by separate have a 

neuroprotective effect when administered before ischemia-reperfusion. 

 

2.2 MATERIAL AND METHODS 

2.2.1 Animals and experimental design 

 

Male Wistar rats were bought from Central Vivarium of Federal University of 

Santa Maria (RS/Brazil) and housed three per cage under controlled light and environmental 

conditions (12h light/12h dark cycle at 23±2°C and 50±10% humidity) with food and water 

or green tea ad libitum. All experiments were conducted in accordance with the National 

Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 1996) and 

Local Institution Animal Care and Use Committee (IRB #0132012). 

The weight of each rat and the liquid consumption for each cage house were 

measured daily. At the age of 2 months, they were randomly assigned to one of 4 

experimental groups: (a) control: rats not submitted to intervention; (b) exercise: rats 

submitted to physical training for 8 weeks; (c) green tea supplementation: rats supplemented 

with green tea during 8 weeks; and (d) exercise with green tea supplementation: rats 

submitted to physical training and supplemented with green tea simultaneously during 8 

weeks (Figure 2.1).   
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 Figure 2.1. Experimental design. OR - Object recognition memory test; TF - Tail Flick; 

OF - Open field; PM - Plus maze; IA - Inhibitory avoidance memory test. Before the 

ischemia-reperfusion surgery, rats in the 4 initial proposed groups were randomly divided 

into 8 different groups, according sham or ischemia-reperfusion surgery. Each group had 

undergone different interventions during 8 weeks. Behavioral testing started 24h after sham 

or ischemia-reperfusion surgery. Biochemical testing was the last step of the study. 

 

 

After 8 weeks the groups were reorganized. Sham or ischemia-reperfusion surgeries 

were performed and groups were subdivided, as follow:  

 group 1 - sham: rats submitted to the sham surgery without the occlusion of carotid 

arteries; 

 group 2 - sham and exercise: rats submitted to physical exercise before sham surgery; 

 group 3 - sham and green tea supplementation: rats supplemented with green tea 

before sham surgery;  

 group 4 - sham and exercise with green tea supplementation: rats submitted to 

physical training and supplemented with green tea simultaneously before sham 

surgery;  

 group 5 - ischemia-reperfusion: rats submitted to the surgery with temporary bilateral 

occlusion of carotid arteries (ischemia-reperfusion);  

 group 6 - ischemia-reperfusion and exercise: rats submitted to physical training 

before ischemia-reperfusion surgery;  
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 group 7 - ischemia-reperfusion and green tea supplementation: rats supplemented 

with green tea before ischemia-reperfusion surgery;  

 group 8 - ischemia-reperfusion and exercise with green tea supplementation: rats 

submitted to physical training and supplemented with green tea simultaneously 

before ischemia-reperfusion surgery. 

 

After intervention, all rats were submitted to behavioral tests. When behavioral 

tests were finished, rats were euthanized for posterior brain tissue preparation. Biochemical 

analyses performed in the brain tissues permitted to quantify the concentration of 

glutathione (GSH)81, catalase82, reactive oxygen species levels (ROS)83 and thiobarbituric 

acid reactive substances (TBARS)84, and also the activity of glutathione peroxidase (GPx)85. 

NADPH, 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) and GSH reagents were purchased 

from Sigma (St. Louis, MO, USA). Other reagents used in this study were of analytical 

grades and obtained from standard commercial suppliers.  

 

2.2.2 Exercise Protocol 

 

Physical exercise was performed during 8 weeks in a motorized treadmill built for 

rodents (Insight Ltda, SP/Brazil). Running exercise was performed at intensity of 60-70% 

maximal oxygen uptake (VO2) (treadmill belt velocity between 9 m/min and 13 m/min), in 

sessions lasting 30 min, 5 times a week, always in the same period of day, in light time 

period86. In the week before the start of intervention, rats performed a daily treadmill 

running for ten minutes to habituate before performing the first VO2 test. An indirect VO2 

running test was performed to determine the individual intensity of exercise (starting with 
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low velocity and increasing it in 5 m/min every 3 min until the rat was unable to keep 

running). Time to fatigue (min) and the work volume (m/min) were considered as an indirect 

measure of VO2 maximum68;87. In the middle of exercise intervention (week 4), an additional 

indirect VO2 running test was conducted to adjust the exercise intensity for each rat.  

 

2.2.3 Green tea supplementation  

 

Rats received green tea mixed with drinking water (13.33 g/L), as described 

elsewhere88. Green tea was prepared daily in the early morning and administrated at ambient 

temperature. The liquid volume intake for each day was monitored. Green tea samples, 

Madrugada Co., used in this study were purchased from standard markets and analyzed by 

spectrophotometry using the Folin-Ciocalteu modified method89, which ensured the total 

polyphenols content (concentration 819.5 µg GAE/mL), and by high-performance liquid 

chromatography, which ensured presences of epicatechin (EGC) (concentration of 83.35 

µg/mL), EGCG (299.56 µg/mL) and epicatechin gallate (ECG) (86.05 µg/mL). 

 

2.2.4 Ischemia-reperfusion surgery 

 

After 8 weeks of interventions, the rats were subjected to the ischemia-reperfusion 

or sham surgery. The surgery was performed always in the morning, under ketamine and 

xylazine anesthesia, 75 mg/kg and 10 mg/kg i.p., respectively. The rats were placed on a 

heating pad and shaved in the neck where a median incision was performed. The muscles’ 

planes and trachea were deviated and common carotid arteries were freed from its 

adventitial sheath and vagus nerve, which was carefully separated and maintained for 
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occlusion71. The temporary occlusion of the carotid arteries was performed using a vascular 

clip removed after 30 minutes. Restoration of blood flow in the carotid arteries was 

confirmed by careful observation by an experienced researcher; neck skin incision was then 

closed and sutured. During the surgical procedure, heating pad temperature was maintained 

at 37°C to 38°C until the rat wake up. Afterwards, the rat was transferred back to the cage 

house. Sham-operated rats underwent identical surgical procedures except for the no 

application of the vascular clip. 

 

2.2.5 Behavioral testing 

2.2.5.1. Object recognition memory test 

 

Training and test in the object recognition task (OR) were performed in an open-

field arena (50 x 50 x 50 cm) built with polyvinyl chloride plastic, plywood and transparent 

acrylic90; 91. Rats were first habituated to the apparatus during 20 min of free exploration in 4 

consecutive days. For training, two different objects (A and B) were placed in the apparatus 

and rats were allowed to freely explore them during 5 min. The objects were made of metal, 

glass, or glazed ceramic. Exploration was defined as sniffing or touching the objects with 

the nose and/or forepaws. Sitting on or turning around the objects were not considered 

exploratory behaviors. A video camera was positioned over the OR arena, and the behavior 

was recorded using a video tracking system for offline analyses. After 24h, in the test phase, 

one of the objects was randomly exchanged for a novel one (C), and the rats were 

reintroduced into the apparatus to freely explore the objects (familiar and new one) during 5 

min. To avoid confounds by lingering olfactory stimuli and preferences, the objects and the 

arena were cleaned with 70% ethanol after each animal was tested. 
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2.2.5.2. Inhibitory avoidance memory test 

 

Rats were trained in a one-trial step-down inhibitory avoidance task (IA) using a 50 

x 25 x 25 cm plexiglass box with a 5 cm-high, 8 cm-wide, and 25 cm-long platform on the 

left end of a series of bronze bars which made up the floor of the box. For training, rats were 

gently placed on the platform facing the left rear corner of the training box. When they 

stepped down and placed their four paws on the grid, a 2 s 0.5 mA scrambled foot shock was 

delivered. Memory retention was evaluated in a no reinforced test session carried out 24h 

after training by quantifying the step-down latency92; 93; 94.  

 

2.2.5.3 Control behavioral tasks 

 

To analyze exploratory and locomotor activities and ensure that any procedure 

impaired such behaviors, each rat was placed on the left quadrant of a 50 x 50 x 39 cm open 

field arena made with wooden pained white, and with a frontal glass wall. Black lines were 

drawn on the floor to divide it into 12 equal quadrants. Crossing and rearing, as measures for 

locomotor and exploratory activity, respectively, were measured over 5 min95.  

To evaluate anxiety state, rats were exposed to an elevated plus maze. The time 

spent and the total number of entries into the open arms was recorded over a 5 min session96.  

To ensure the IA testing efficacy, nociception was measured using the tail flick 

test97, with pain induced by infrared light acting on the tail of the rat 5 cm away from the tip 
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of the tail. Reaction time (tail-flick latency) was measured by the interval between placing 

the tail on the infrared light source and the voluntary withdrawal of the tail.  

Data from these tests were compared between the groups to verify any impairment 

that could influence the behavioral results. 

 

2.2.6 Biochemical testing 

2.2.6.1 Tissue preparation 

 

For the preparation of brain tissues, the rats were euthanized 24 h after the 

behavioral experiments were finished. The brain was removed and bilateral hippocampus 

and prefrontal cortex were quickly dissected out and homogenized in 50 mM Tris HCl, pH 

7.4, (1/10, w/v). Afterwards, samples were centrifuged at 2400x g for 20 min, and 

supernatants (S1) were used for assay. 

 

2.2.6.2 Glutathione (GSH) 

 

GSH levels were fluorometrically determined81. An aliquot of homogenized was 

mixed (1:1) with perchloric acid (HClO4) and centrifuged at 3000 x g for 10 min. After 

centrifugation, the protein pellet was discarded and free-SH groups were determined in the 

clear supernatant. An aliquot of supernatant was incubated with orto-phthaladehyde, and 

fluorescence was measured at excitation of 350 nm and emission of 420 nm. Results were 

expressed as nmol·g-1 of tissue. 
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2.2.6.3 Glutathione Peroxidase  

 

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured spectrophotometrically85 in a 

system containing GSH/NADPH/GR by dismutation of H2O2 at 340 nm. S1 was added in 

GSH/NADPH/glutathione reductase system and the enzymatic reaction was initiated by 

adding H2O2. In this assay, the enzyme activity is indirectly measured by means of NADPH 

decay. H2O2 is decomposed generating GSSG from GSH. GSSG is regenerated back to GSH 

by glutathione reductase presents in the assay media at the expenses of NADPH. The 

enzymatic activity was expressed by the consumption of NADPH in nmol/min/mg of 

protein. 

 

2.2.6.4 Catalase 

 

Catalase activity was determined spectrophotometrically82 involving the monitoring 

of the consumption of H2O2 in the presence of the sample (20μL) at 240 nm. Enzyme 

activity was expressed in units (1U 1μmol H2O2/min decomposed at pH 7 and 25°C). 

 

2.2.6.5 Reactive Oxygen Species (ROS) 

 

Reactive oxygen species (ROS) content was assessed by a spectrofluorimetric 

method using 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a probe83. The sample (S1) 
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was incubated in darkness with 5 µL DCFH-DA (1mM). 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 AU (arbitrary units). 

 

2.2.6.6. Detection of TBARS level  

 

Lipoperoxidation was evaluated by the thiobarbituric acid reactive substance 

(TBARS) test84. One aliquot of S1 was incubated with a 0.8% thiobarbituric acid solution, 

acetic acid buffer (pH 3.2) and sodium dodecyl sulfate solution (8%) at 95°C for 2h, and the 

color reaction was measured at 532 nm. Results were expressed as nmol of malondialdehyde 

(MDA) per mg protein. 

 

2.2.7 Statistical Analysis 

 

Data were checked for normality of distribution using Shapiro-Wilk. Daily intake 

of water and rats’ weight were compared between the experiment days using Anova 

oneway. Mean weight was compared between the start and at the end of interventions using 

t-test. Oxygen uptake values in the beginning and end of interventions were compared using 

t-test. Object exploration time in OR task was converted to percent of total exploration time 

and therefore a two-way analysis of variance considering groups and interventions was 

conducted. Exploration time for the familiar and novel object were further compared in each 

group using paired t test. For IA results, differences in the step down latencies between 
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training and test were calculated. These differences were compared between the groups 

using Kruskall-Wallis test. Mann-Whitney test was used for specific comparisons between 

the groups (sham control vs ischemia control; ischemia control vs ischemia intervention 

groups). Wilcoxon test was used for specific intra-groups comparisons (training vs test). In 

OF, PM and TF tests the data were analyzed using ANOVA with Duncan post hoc if 

necessary. Biochemical results were compared using ANOVA for a mixed linear model (2 

groups – sham and ischemia x 4 interventions – control, exercise, green tea, exercise and 

green tea) using a Bonferroni correction for multiple comparison. Where significant main 

effects or interaction were observed, t-test or ANOVA with Duncan post hoc were 

conducted to compare groups and interventions, respectively. The differences were 

considered statistically significant when P < 0.05. 

 

 

2.3 RESULTS  

2.3.1 Animal weight and fluid intake  

 

Individual weight gain of rats from all groups in daily measurements was similar 

between the groups and between the start and end of the interventions. The mean of water or 

green tea daily intake were similar between the groups (47.01 ± 3.14 ml for groups drinking 

green tea mixed with water, and 45.99 ± 1.35 ml for groups drinking water).  

 

2.3.2 Indirect oxygen uptake (VO2) 
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VO2 measured for each rat was higher in the second VO2 test than the beginning of 

the physical training (data not shown). 

 

2.3.3 BEHAVIORAL RESULTS  

2.3.3.1 Object recognition memory test 

 

Long term recognition memory was evaluated using the OR paradigm. Rats were 

trained in the OR task when all of them, regardless of the group, explored two new objects 

(A and B) for about 50% of total exploration time each one (mean of all groups for object 

A=44.1±13.8 %; and for object B=55.9±13.8%). An effect of the object tested was observed 

in the testing session, performed 24h after training [F(1,5)=76.48, P<0.01]. Further analysis 

indicated that the percent of time exploring the novel object (C) was higher than the time 

exploring the familiar object (A) in sham groups (P<0.05; Figure 2, sham groups). In this 

case rats explored longer the new object. 

 

Rats from ischemia-reperfusion (group 5) spent similar exploration time for each 

one of the objects (Figure 2, ischemia-reperfusion 5). An effect of the object tested was 

observed in the testing session, performed 24h after training [F(1,5)=8.67, P<0.05]. 

Further analysis indicated that rats from ischemia-reperfusion and physical exercise 

(group 6), and ischemia-reperfusion and green tea supplementation (group 7) spent 

significantly more time exploring the new object (C) compared to the familiar one (A) 

(P<0.01; Figure 2, ischemia-reperfusion 6 and 7). However, the rats from group 8, in which 

the exercise and the green tea supplementation were conducted simultaneously before the 

ischemia-reperfusion, spent similar exploration time for each one of the objects (Figure 2, 

ischemia-reperfusion 8). 
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The total exploration time (s) in each training and testing session was similar for all 

groups (Table 1 – Exploration time in OR). 

 

Figure 2.2. Ischemia-reperfusion impairs memory in the object recognition task. 

Physical exercise and green tea showed a neuroprotective effect when administrated 

isolated. Long term memory was tested in the object recognition task. 24h after training 

animals were exposed to a familiar object (A) and a new one (C) during 5 minutes. Data of 

testing (mean ± standard-deviation) are presented as a percentage of the total exploration 

time, in seconds, in the experimental groups: 1: sham; 2: sham and exercise; 3: sham and 

green tea supplementation; 4: sham and exercise with green tea supplementation; 5: 

ischemia-reperfusion; 6: ischemia-reperfusion and exercise: 7: ischemia-reperfusion and 

green tea supplementation; 8: ischemia-reperfusion and exercise with green tea 

supplementation. * P<0.05; t test comparing exploration time for objects A and C; n=8-10 

per group. 

 

 

 
 

2.3.3.2 Inhibitory avoidance memory test  

 

In the evaluation of aversive long term memory consolidation using IA task, rats 

from all groups presented similar step down latency in the training session (mean of all 

groups: 2.9 ± 0.8 s). In the test session, all groups significantly increased their step down 
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latencies, as observed in intra-groups comparisons between training and testing latencies 

(P<0.05 for groups 5 and 8, and P<0.01 for groups 1-4, 6 and 7 in Wilcoxon test – data not 

shown). However, the training-test step-down latencies differences were significant shorter 

in the group submitted to ischemia-reperfusion than in sham groups (P<0.01, Figure 3). Rats 

submitted to physical exercise or green tea supplementation previously to ischemia-

reperfusion presented higher latencies differences than ischemia group (P<0.01, Figure 3). 

 

Figure 2.3. Ischemia-reperfusion impairs aversive memory. Physical exercise and green 

tea have a neuroprotective effect when administrated isolated. Step down latency data are 

presented in seconds considering mean and standard-deviation data. Experimental groups: 1: 

sham; 2: sham and exercise: 3: sham and green tea supplementation; 4: sham and exercise 

with green tea supplementation; 5: ischemia-reperfusion; 6: ischemia-reperfusion and 

exercise: 7: ischemia-reperfusion and green tea supplementation; 8: ischemia-reperfusion 

and exercise with green tea supplementation. * P<0.01 in Mann-Whitney test (5 – ischemia 

– differed from all sham); # P<0.01 in Mann-Whitney test (different of ischemia 5); n=8-10 

per group. 

2.3.3.3 Control behavioral tasks 

 

Rats were exposed to an open-field arena, elevated plus maze and tail flick test after 

the surgery to verify exploratory and locomotor activity, anxiety, and pain threshold, 

respectively. No differences in the number of crossing and rearings in the open field task 
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were observed after interventions (Table 2.1 – Open Field). The total number of entries and 

the time spent in the open arms (Table 2.1 – Plus Maze), as well as latencies in the tail flick 

test, were not altered in the ifferent groups (Table 2.1 – Tail Flick). 3.6 Biochemical results: 

antioxidant markers. 

 

2.3.4 Biochemical results: antioxidant markers  

2.3.4.1 Glutathione (GSH)  

 

A main effect for group [F(1,5)=17.675; P=0.008] was observed. GSH concentration 

in the prefrontal cortex of ischemia-reperfusion group was lower than found in the sham 

group (P<0.01 Figure 2.4A, ischemia-reperfusion 5). Ischemia-reperfusion groups submitted 

to physical exercise and green tea supplementation, either in combination or not, avoided 

this reduction (figure 2.4A, P<0.01, ischemia-reperfusion 6, 7 and 8). Among ischemia-

reperfusion groups, exercise and the green tea isolated promoted increase of GSH levels 

when compared with paired sham animals (P<0.05; Figure 2.4A). 

In hippocampus, a main effect for intervention [F(3,15)=22.830; P<0,001] and an 

interaction group-intervention [F(3,15)=24.678; P=0.013] were observed. GSH concentration 

in the hippocampus was reduced in the ischemia-reperfusion group compared to the sham 

group (P<0.05; Figure 2.4B, ischemia-reperfusion 5). Supplementation with green tea did 

not maintain GSH concentrations in the hippocampus of rats submitted to ischemia-

reperfusion when compared to the sham green tea (Figure 2.4B, ischemia-reperfusion 7). On 

the other hand, exercise, either isolated or associated to the green tea supplementation 

maintained GSH concentrations in the hippocampus (Figure 2.4B, ischemia-reperfusion 6 

and 8). Among sham groups, physical exercise combined with green tea supplementation 

increased GSH concentration in the hippocampus (P<0.01; Figure 2.4B, sham 4).  
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Table 2.1. Result of behavioral control tasks. Green tea supplementation and physical exercise along 8 weeks and ischemia-reperfusion 

surgery had no effect in the total time of exploration in OR task, locomotor and exploratory activities, anxiety and pain thresholds.  Data 

are expressed as mean ± standard-deviation of the total time of exploration for object recognition task (OR), number of crossings and rearings 

(Open Field), total number of entries and the time spent in the open arms (Plus Maze), and time latency (Tail Flick). There were no differences 

between the groups (P>0.05, one-way ANOVA). Experimental groups: 1: sham; 2: sham and exercise: 3: sham and green tea supplementation; 4: 

sham and exercise with green tea supplementation; 5: ischemia-reperfusion; 6: ischemia-reperfusion and exercise: 7: ischemia-reperfusion and 

green tea supplementation; 8: ischemia-reperfusion and exercise with green tea supplementation (n=8-10 per group). 

Behavioral tasks 
Sham  Ischemia-reperfusion 

1 2 3 4  5 6 7 8 

Exploratio

n time in 

OR 

Total exploration time 

in training (s) 

40.4 

±19.1 

30.9 

±13.4 

31.5 

±13.0 

36.3 

±17.4 
 

18.2 

±12.6 

33.7 

±29.0 

34.5 

±21.4 

27.6 

(13.1) 

Total exploration time 

in test (s) 

39.3 

±25.2 

28.7 

±20.6 

38.2 

±21.1 

26.5 

±18,4 
 

23.2 

±15.7 

35.2 

±23.5 

25.6 

±16.3 

28.3 

(15.1) 

Open field 

Crossings (nº) 
34.2 

±22.7 

35.8 

±12.2 

18.1 

±5.8 

22.1 

±10.9 
 

20.8 

±16.5 

25.3 

±9.2 

18.0 

±12.7 

21.0 

(14.2) 

Rearing (nº) 
16.3 

±10.8 

14.9 

±9.0 

10.9 

±5.2 

11.8 

±6.8 
 

9.3 

±7.9 

11.0 

±3.2 

7.7 

±5.8 

8.2 

(7.9) 

Plus maze 

Total entries (nº) 
12.8 

±11.2 

12.6 

±14.2 

11.9 

±12.7 

8.2 

±7.0 
 

11.1 

±18.5 

13.4 

±14.2 

8.7 

±13.0 

11.4 

(16.6) 

Time in open arms (s) 
9.2 

±11.0 

19.9 

±25.2 

9.3 

±11.9 

16.0 

±30.4 
 

10.6 

±27.8 

13.7 

±19.8 

9.7 

±14.8 

12.2 

(18.6) 

Tail flick Times (s) 
5.8 

±1.8 

5.1 

±1.5 

5.5 

±1.4 

4.6 

±1.1 
 

5.4 

±1.7 

5.2 

±1.6 

5.6 

±1.9 

5.9 

(1.8) 
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2.3.4.2 Glutathione Peroxidase (GPx)  

 

In the prefrontal cortex, an interaction group-intervention was observed 

[F(3,15)=3.789; P=0.033]. GPx activity in the prefrontal cortex increased in the ischemia-

reperfusion group compared to the sham animals (P<0.05, Figure 2.4C, ischemia-reperfusion 

5). Physical exercise combined with green tea supplementation increased prefrontal cortex 

GPx activity in the ischemia-reperfusion animals compared to the sham physical exercise and 

green tea (P<0.01, Figure 2.4C, ischemia-reperfusion 8). In the sham animals, green tea 

supplementation increased GPx activity (P<0.01, Figure 2.4C, sham 3).  

A main effect for intervention was observed in the hippocampus [F(3,15)=5.553; 

P=0.009]. Activity of GPx in hippocampus of ischemia-reperfusion groups was similar to the 

sham (Figure 2.4D). Comparisons between ischemia-reperfusion groups showed a lower 

activity of GPx in the hippocampus in the group ischemia-reperfusion and green tea 

supplementation.  

 

2.3.4.3 Catalase  

 

In the prefrontal cortex, a main effect for group [F(1,5)=15.685; P=0.011]. Catalase 

activity in the prefrontal cortex was reduced in the ischemia-reperfusion group (P<0.05; 

Figure 2.4E, ischemia-reperfusion 5), and in the ischemia-reperfusion group submitted to 

physical exercise and supplemented with green tea (P<0.05; Figure 2.4E, ischemia-

reperfusion 8) when compared to their respective sham group. When the catalase activity was 

compared between ischemia-reperfusion groups, rats in the group supplemented with green 

tea presented higher catalase activity in the prefrontal cortex compared to the ischemia-

reperfusion group (P<0.05; Figure 2.4E, ischemia-reperfusion 7).  
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In the hippocampus, a main effect for group [F(1,5)=8.322; P=0.034] and a main 

effect for intervention [F(3,15)=3.542; P=0.041] were observed. Rats from ischemia-

reperfusion group presented lower activity of catalase in the hippocampus compared to the 

sham animals (P<0.01, Figure 2.4F, ischemia-reperfusion 5). Among the sham groups, 

physical exercise (P<0.01; Figure 2.4F, sham and exercise 2), green tea (P<0.05; Figure 2.4F, 

sham and green tea 3) and physical exercise associated with green tea supplementation 

reduced the catalase activity in the hippocampus (P<0.05; Figure 2.4F, sham and exercise 

with green tea supplementation 4).  

 

2.3.5 Biochemical results: oxidative stress markers  

2.3.5.1 Reactive oxygen species (ROS)  

 

A main effect for group was observed in the hippocampus [F(1,5)=8.043; P=0.036]. 

ROS levels in the prefrontal cortex were higher in the ischemia-reperfusion group than sham 

(P<0.05; Figure 2.5A, ischemia 5). In the ischemia-reperfusion groups, exercise increased 

ROS in comparison to the sham submitted to exercise (P<0.01; Figure 2.5A, ischemia-

reperfusion 6).  

An interaction group-intervention was observed in hippocampus [F(3,15)=3.819; 

P=0.032]. Hippocampus presented higher ROS levels in the ischemia-reperfusion compared 

to the sham (P<0.05; Figure 2.5B, ischemia-reperfusion 5). Sham rats supplemented with 

green tea presented higher hippocampus ROS levels than sham controls (P<0.01; Figure 2.5B, 

sham 3). Rats of the ischemia-reperfusion group submitted to physical exercise and green tea 

supplementation presented higher ROS levels in the hippocampus compared to the sham 

(P<0.05; Figure 2.5B, ischemia-reperfusion 8), ischemia-reperfusion control (P<0.05; Figure 
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2.5B, ischemia reperfusion 8), and ischemia-reperfusion submitted to physical exercise 

(P<0.01; Figure 2.5B, ischemia reperfusion 8). 

 

Figure 2.4. Effect of ischemia-reperfusion, physical exercise and green tea 

supplementation on antioxidant markers in the prefrontal cortex (right column) and the 

hippocampus (left column). The signs indicate differences between/within groups: * 

comparison between groups (t test; ischemia-reperfusion group vs its respectively sham); # , 

& or + evidence comparisons within groups (ANOVA and Duncan post hoc within sham or 

ischemia-reperfusion groups): where # means different of control; & means different of green 

tea supplementation, and + indicates different of exercise with green tea supplementation. 

Experimental groups: 1: sham; 2: sham and exercise: 3: sham and green tea supplementation; 

4: sham and exercise with green tea supplementation; 5: ischemia-reperfusion; 6: ischemia-

reperfusion and exercise: 7: ischemia-reperfusion and green tea supplementation; 8: ischemia-

reperfusion and exercise with green tea supplementation. 
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2.3.5.2 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)  

 

A main effect for intervention [F(3,15)=4.756; P=0.016] and an interaction group-

intervention [F(3,15)=3.564; P=0.040] were observed. The concentration of TBARS in the 

prefrontal cortex of ischemia-reperfusion group supplemented with green tea was higher than 

the control ischemia-reperfusion (P<0.05; Figure 2.5C, ischemia-reperfusion 7). In the sham 

groups, green tea supplementation, either isolated or combined with exercise, reduced 

TBARS concentration (P<0.01; Figure 2.5C, sham 3). Additionally, physical exercise, either 

isolated or associated with green tea, prevented the increase of TBARS concentration in 

ischemia-reperfusion rats (Figure 2.5C, ischemia-reperfusion 6 (P<0.05) and 8 (P<0.01)).  

In the hippocampus, a main effect for intervention [F(3,15)=4.756; P=0.016] and an 

interaction group-intervention [F(3,15)=3.564; P=0.040] were observed. Ischemia-reperfusion 

rats had increased TBARS concentration compared to the sham (P<0.05; Figure 2.5D, 

ischemia-reperfusion 5). Among the ischemia-reperfusion groups, physical exercise, either 

per se or associated to green tea supplementation, prevented increase of TBARS levels in the 

hippocampus when compared to the ischemia-reperfusion control (P<0.05; Figure 2.5D, 

ischemia-reperfusion 6 and 8). Within groups comparisons revealed that TBARS levels in 

hippocampus were increased in the sham group supplemented with green tea compared to the 

sham control (P<0.05; Figure 2.5D, sham 3). However, sham rats submitted to physical 

exercise combined with green tea supplementation presented lower TBARS levels than sham 

supplemented with green tea (P<0.01; Figure 2.5D, sham 4), and sham submitted to physical 

exercise (P<0.05; Figure 2.5D, sham 4). 
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Figure 2.5. Effects of ischemia-reperfusion, physical exercise, and green tea on 

biochemical markers in the prefrontal cortex (right) and hippocampus (left). The signs 

indicate differences between/within groups: * between groups comparison (t test; ischemia-

reperfusion group vs its respectively sham); #, & or + evidence within groups comparisons 

(ANOVA and Duncan post hoc within sham or ischemia-reperfusion groups): where # means 

different of control; & means different of green tea supplementation, and + indicates different 

of exercise with green tea supplementation. Experimental groups: 1: sham; 2: sham and 

exercise: 3: sham and green tea supplementation; 4: sham and exercise with green tea 

supplementation; 5: ischemia-reperfusion; 6: ischemia-reperfusion and exercise: 7: ischemia-

reperfusion and green tea supplementation; 8: ischemia-reperfusion and exercise with green 

tea supplementation. 
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2.4 DISCUSSION  

 

Here we investigated the neuroprotective potential of long term physical exercise and 

green tea supplementation, either in association or by separate, to prevent or reduce learning 

and memory deficits resulting from ischemia-reperfusion in a rat model. Our model showed to 

be valid as it resulted in cognitive deficits without impairment in locomotor and exploratory 

activities, as well as anxiety and pain thresholds.  

Our results support the interpretation that the cognitive deficits were caused by 

ischemia-reperfusion surgery. Oxidative damages were observed in prefrontal cortex and 

hippocampus brain regions. A main finding was that combining of physical exercise and 

green tea in general did not elicit better results than when interventions were conducted 

separately.  

Learning and memory deficits after ischemia-reperfusion may result from increased 

oxidative stress (ROS and TBARS) and decreased antioxidant status (GSH and GPx) in the 

hippocampus and prefrontal cortex 71. Hippocampus is one of the brain areas more sensitive to 

ischemia-reperfusion98. The oxidative damages observed in hippocampus, evidenced by 

increased TBARS and ROS, can contribute to the impairment of learning function49 and the 

aversive learning99. 

We observed that physical exercise or green tea supplementation avoided memory 

deficits in the OR and IA task performed after ischemia-reperfusion. Additionally, physical 

exercise had positive effects on hippocampus and prefrontal antioxidant status by avoiding 

decreases of GSH, and on hippocampal pro-oxidants markers by avoiding increases in 

TBARS. Although with more discrete effects, our results suggest that green tea promotes 

GSH increases in prefrontal cortex and avoids catalase decreases in the same brain region. 
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Such observations help to explain the effects of physical exercise and green tea on learning 

and memory. The neuroprotective effects of exercise on behavioral functions after a transient 

cerebral ischemia are consistent with previous researches 62; 100; 101. 

Ischemia-reperfusion also decreased concentration of catalase in the hippocampus 

and prefrontal cortex. In addition, ischemia-reperfusion increased the concentration of ROS in 

the hippocampus and prefrontal cortex, while TBARS increased in the hippocampus. 

Although these results were expected due the injury by ischemia reperfusion, they cannot be 

compared with any previous result, since our work seems to be the first to consider a long 

time after reperfusion. 

Physical exercise improved the performance in long term recognition and aversive 

memory tasks in the ischemia-reperfusion rats. The physical exercise has been shown to 

potentiate hippocampal neurogenesis and cognitive functions68; 73; 80; 102; 103. It results from 

different mechanisms, including the capability of modulating oxidative stress76.  

Despite of physical exercise, long term green tea supplementation also was related 

with improved learning and memory among ischemia-reperfusion groups, despite of 

association or not with exercise. It most likely resulted from the antioxidant activity of green 

tea catechines present in green tea77. Our initial hypothesis was that when these antioxidant 

strategies are combined, their positive effects could be potentiated63. However, interventions 

in association not prevent against the damages caused by ischemia-reperfusion; in these 

animals, behavioral performance was similar to those animals underwent the occlusion and 

received no prior intervention.  

In addition, physical exercise associated with green tea supplementation significantly 

increased levels of ROS in the hippocampus after ischemia-reperfusion. While the 

concomitant regular physical exercise and intake of green tea has been a valid strategy to 

improve neuromuscular recovery after exercise15; 104; 105, it may has negative impact in the 
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case of an ischemia-reperfusion event. The combined interventions increased ROS levels in 

hippocampus, which can be related to the fact that in this group/structure GSH and GPx were 

also higher than in the others, leading to an oxidative imbalance. It is interesting to observe 

that increase in ROS was associated with worst memory performance in this group. 

In summary, our results suggest that mnemonic deficits associated to cerebral 

ischemic-reperfusion can be prevented by physical exercise and green tea when used isolated, 

but not when both interventions were associated. In addition, association of physical exercise 

and green tea increased ROS in the hippocampus. In general, regular physical exercise 

promoted better neuroprotection to an ischemic event. 
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CAPITULO III 

 

3.1 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo investigamos o papel neuroprotetor do exercício físico e do chá verde 

para o desempenho cognitivo depois de um evento de isquemia-reperfusão. Nossos resultados 

mostraram que a oclusão bilateral das carótidas comuns por 30 minutos gerou danos no 

hipocampo e no córtex pré-frontal, resultando em aumento da expressão de ERO e TBARs, 

bem como a diminuição de GSH e Catalase. No entanto, a GPx se mostrou aumentada nos 

grupos de isquemia reperfusão. Segundo a literatura, este resultado para GPx é aceitável, pois 

caracteriza um mecanismo de defesa específico do tecido contra o aumento da H2O2 induzida 

pela isquemia-reperfusão106. 

Singh e Chopra (2013) mostraram que a oclusão bilateral das carótidas durante 15 

minutos reduziu os níveis de GSH e Catalase, quando medidos 12 dias depois da reperfusão. 

Viswanatha et al. (2013) também reportaram diminuição de GSH e Catalase em um modelo 

de oclusão bilateral com 1h, com 24 horas de reperfusão. Dessa forma, podemos sugerir que 

os níveis de antioxidantes vão estar diminuídos após a isquemia-reperfusão, 

independentemente do tempo de oclusão e de reperfusão. 

Nossos achados indicam que a isquemia-reperfusão foi responsável pelo um aumento 

no estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento de produções de ERO e diminuição nas 

defesas antioxidantes, principalmente nas amostras retiradas do hipocampo. Esse mecanismo 

é um dos responsáveis pela morte neuronal12; 107 e danos cognitivos subsequentes à isquemia-

reperfusão99. Isso ocorre porque o aumento da produção de radicais livres tem efeitos 

deletérios sobre as funções fisiológicas importantes para a sobrevivência das células. Esse 

aumento sobrecarrega a capacidade de desintoxicação pelo sistema antioxidante108. Além 
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disso, a maior expressão de ERO e de TBARs e a diminuição de antioxidantes no hipocampo 

se deve a suscetibilidade desta região aos danos de isquemia e oxidação98. A importância que 

o hipocampo pode ter na consolidação e armazenamento da memória29 justifica nossos 

resultados no teste de reconhecimento de objetos45, onde os ratos que receberam a oclusão e 

nenhuma intervenção não foram capazes de diferenciar o objeto novo do objeto já conhecido. 

Além dos danos da isquemia-reperfusão sobre parâmetros bioquímicos, nós 

mostramos que o exercício físico foi capaz de proteger o hipocampo e o córtex pré-frontal 

contra o estresse oxidativo. No hipocampo, o exercício auxiliou na manutenção e contribuiu 

para um aumento nos níveis de enzimas antioxidantes. O exercício físico também diminuiu a 

produção de radicais livres. Já no córtex pré-frontal, embora as enzimas antioxidantes tenham 

se mantido com o exercício físico, a produção de ERO aumentou. No entanto, a expressão de 

TBARs apresentou-se diminuída em ratos submetidos à isquemia-reperfusão. Esses achados 

sugerem que os efeitos do exercício físico podem ser específicos para regiões do cérebro 

analisadas nesse estudo.  

Nossos resultados demonstraram que os ratos submetidos à oclusão bilateral depois 

que receberam um pré-tratamento com exercício físico tiveram suas funções mnemônicas 

preservadas, assim como mantiveram a capacidade de aprender. Esse benefício pode ser 

justificado pelo aumento das enzimas antioxidantes109, e por outros mecanismos descritos na 

literatura, tais como a diminuição dos danos oxidativo, aumento da biogênese, aumento da 

atividade complexa da cadeia de transporte de elétrons, e diminuição de marcadores de 

apoptose110. 

Marques-Aleixo., Oliveira. et al. 59 (2012) fizeram uma revisão bibliográfica a 

respeito do exercício físico e neuroproteção e encontraram diversos sistemas que explicariam 

o seu papel neuroprotetor. No entanto, os mecanismos que os estudos experimentais mais 

destacam são:  
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- O exercício físico promove mudanças no conteúdo e atividade de enzimas 

oxidativas no músculo esquelético, o que limita o uso de glicose pelo cérebro tendo efeitos 

indiretos sobre o seu metabolismo, dessa forma, essa limitação induzida cronicamente  

funciona como um treinamento ao cérebro para situações em que há ausência de glicose, 

como em uma condição de isquemia; 

- A atividade física regular aumenta a proliferação de células endoteliais do cérebro 

e, portanto, influência a vasculatura cerebral, melhorando a capacidade metabólica através do 

aumento de nutrientes e suprimento de oxigênio.  

Assim, os autores51 concluíram que, embora os estudos descrevam diferentes 

mecanismos para neuroproteção induzida pelo exercício físico, é indiscutível que o exercício 

contribui para aumentar o número de células e melhorar sua função em condições em que a 

perda de células neuronais, como o envelhecimento e doenças neurodegenerativas, estejam 

ocorrendo. Diante disso, podemos observar que, independente do mecanismo descrito, todos 

os consideram itens oxidantes, o que reforça nossos achados, que o exercício físico atua na 

neuroproteção também por meio da regulação do estresse oxidativo presente em condições 

como a de isquemia. 

Assim como o exercício físico, o chá verde também mostrou um importante papel 

neuroprotetor, uma vez que os ratos que tiveram a oclusão depois que receberam a 

suplementação com chá verde mostraram um bom desempenho nos testes comportamentais 

para avaliação de memória e aprendizado. Entende-se que as catequinas do chá verde podem 

provocar diversos efeitos biológicos, atuando em mecanismos relacionadas a distúrbios 

vasculares, estresse oxidativo e neuroinflamação, e todos esses processos estão envolvidos na 

isquemia reperfusão111. Assim, embora esteja certificado o papel neuroprotetor do chá verde, 

os mecanismos de neuroproteção em situações de isquemia-reperfusão ainda são 

contraditórios. 
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Biasibetti, Tramontina et al. 112(2013) administraram via sonda gástrica em ratos, a 

principal catequina do chá verde, epigalocatequina galato. Foram doses de 10 mg/kg diárias 

durante 4 semanas. Análises bioquímicas reveleram aumento nas ERO em ratos saudáveis. 

Porém assim como no nosso trabalho, esse aumento não interferiu nos resultados das tarefas 

comportamentais. Adicionalmente, Panickar, Polansky et al. 113 (2009) realizaram um estudo 

bastante pontual sobre o papel neuroprotetor do chá verde em um modelo de isquemia in vitro 

induzida pela deprivação de oxigênio e glicose. Para isso, administraram as principais 

catequinas isoladas e também o extrato purificado do chá verde. Como resultados, eles 

encontraram que o extrato purificado foi mais eficiente do que as catequinas isoladas para 

controlar o edema celular. No entanto, essa neuroproteção não estaria associada com a 

diminuição de radicais livres, já que o extrato do chá purificado aumentou as concentrações 

de oxido nítrico. Em contrapartida, estudos mostram que esse achado pode ser explicado pelo 

fato de que o óxido nítrico é essencial para o processo de cicatrização, além de induzir o 

crescimento de novos vasos sanguíneos através da indução do fator de crescimento endotelial 

vascular, atuando assim como neuroprotetor via angiogênese111. Porém, não podemos 

justificar nossos resultados por meio deste mecanismo, já que não mensuramos a 

concentração de óxido nítrico. 

Sabe-se que as catequinas do chá verde atuam nas duas vias de proteção ao estresse 

oxidativo, tanto inibindo enzimas cuja atividade pode promover estresse oxidativo, como 

também aumentando a atividade das enzimas antioxidantes114. Porém, não há informação 

precisa de quais são essas enzimas. O conhecimento exato dessas enzimas seria importante 

para que elas possam servir como marcadores em estudos envolvendo suplementação com chá 

verde. 

A nossa hipótese inicial era que a combinação do exercício físico, conhecido como 

uma forma de melhorar as defesas antioxidantes endógenas36, com a ingestão de chá verde, 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Vasos_sangu%C3%ADneos
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um suplemento rico em antioxidante exógeno115, poderia potencializar as defesas 

antioxidantes como um todo, e isso traria um benefício neuroprotetor maior do que se 

exercício e chá fossem assumidos independentemente. No entanto, os ratos que receberam as 

duas intervenções apresentaram aumento de ERO no hipocampo. Porém, não podemos deixar 

de considerar que para a mesma estrutura a GSH também aumentou, o que é um resultado 

interessante, uma vez que esta enzima é a principal antioxidante do tecido cerebral37. 

Também, os resultados dos testes comportamentais mostraram que a combinação das duas 

estratégias pode não ser mais efetiva do que elas em isolado, pois nossos resultados sugeriram 

que as duas intervenções juntas não foram capazes de proteger contra déficits de memória, 

enquanto que intervenções isoladas tiveram efeitos positivos. 

O protocolo de isquemia-reperfusão utilizado aqui já foi bastante descrito, embora os 

tempos de reperfusão variem muito25. E como vimos buscando na literatura, o período de 

reperfusão parece estar tanto quanto, ou até mais, envolvido no processo de morte neuronal do 

que o período de isquemia34. 

Nós optamos por utilizar protocolos, tanto de suplementação de chá verde quanto de 

exercício físico, que simulassem a prática de humanos. Assim, optamos pela suplementação 

com chá verde junto com a água de beber, e embora tenhamos feito uma medida média do 

consumo diário de chá verde entre os ratos, não foi possível determinarmos o volume exato de 

ingesta de líquido por rato e, por conseguinte, a concentração das catequinas do chá verde. 

Isso pode ter contribuído para alguns resultados não esperados, já que o papel neuroprotetor 

do chá verde está associado com o volume de ingestão111. Em relação ao exercício físico, 

devemos mencionar que os estudos mostram que seus efeitos no cérebro são divergentes nos 

protocolos de exercício usados com modelos animais6868, o que é uma limitação para estudos 

que investigam os mecanismos de neuroproteção do exercício físico.   
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3.2 CONCLUSÕES 

 

Diante do nosso embasamento teórico e resultados encontrados, podemos concluir que a 

isquemia bilateral de carótidas comuns por 30 minutos, seguida de reperfusão, é capaz de 

causar déficits de aprendizado e memória de longo prazo, sendo este um modelo válido para 

estudos sobre alterações cognitivas no AVC em modelo animal de ratos Wistar machos. Esses 

déficits podem ser explicados pelo aumento de ERO em estruturas envolvidas nos processos 

cognitivos como hipocampo e córtex pré-frontal. 

 

 Além disso, podemos afirmar que tanto a suplementação com chá verde quanto o exercício 

físico por um período de 8 semanas, são capazes de proteger contra os danos cognitivos da 

isquemia-reperfusão em modelo animal mantendo os níveis funcionais de marcadores 

antioxidantes. No entanto, as duas intervenções utilizadas juntas, em geral, não provocaram 

resultados melhores do que cada intervenção realizada separadamente.  
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3.3 APLICAÇÕES PRÁTICAS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A suplementação com antioxidantes tem ganho popularidade como estratégia de 

prevenção de doenças, pois sabe-se que o estresse oxidativo está envolvido no mecanismo de 

várias doenças. Adicionalmente, as pessoas buscam cada vez mais se exercitar para melhorar 

a qualidade de vida e para prevenir doenças crônicas, como doenças cardiovasculares e 

metabólicas, que são consideradas fatores de risco para o AVC. A partir da revisão de 

literatura, e juntamente com os nossos resultados, as duas modalidades antioxidantes trazem 

benefício à saúde além de, serem alternativas bastante populares e de fácil acesso para a 

população em geral.  

Pensando nisso, são perspectivas de estudos futuros o teste de outros protocolos que 

simulem os danos causados por um AVC em ratos, utilizando diferentes tempos de oclusão e 

também a oclusão de outras artérias, afim de constatar déficits cognitivos e motores mais 

próximos da realidade humana o que contribuiria para o desenvolvimento de investigações  

com potenciais neuroprotetores, e ainda poderiam elucidar melhor os mecanismos tanto de 

lesão quanto de proteção com base em estratégias antioxidantes. 

Considerando mecanismos de neuroproteção, temos como expectativas investigar o 

impacto de variações nos protocolos de exercício físico, como por exemplo, exercício 

anaeróbico, ou até mesmo protocolos aeróbicos com as variações nas frações entra volume, 

intensidade e duração do exercício. Por fim, consideramos fundamental investigar outros 

marcadores bioquímicos que possam esclarecer melhor os mecanismos antioxidantes e pró 

oxidantes, assim como marcadores de inflamação e neurotoxicidade. 
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