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RESUMO

O café é uma bebida de grande popularidade e consumida mundialmente,
havendo diferentes estudos concernentes as suas implica¢cdes na saude. O presente
estudo teve como objetivo investigar o efeito do café, como alimento funcional, sobre
o0 sistema antioxidante cerebral e processos cognitivos de ratos adultos. Foram
analisadas, no tecido cerebral de ratos, as atividades das enzimas antioxidantes
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD),
bem como a peroxidacao de lipideos, a atividade da glutationa-S-transferase (GST) e
o conteudo de glutationa reduzida. Para avaliagdo da atividade exploratéria e
locomotora dos animais e do aprendizado e memoria, foram utilizados os testes de
campo aberto e reconhecimento de objetos, respectivamente. Por fim, foram
analisados os niveis da proteina AB-amildide (1-40) no coértex e no hipocampo de
ratos controle, com diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) e submetidos a
suplementacdo de café e cafeina na dieta. Para isso, cinco grupos de ratos foram
utilizados: grupo controle (GC), alimentado ad libitum; grupo café 3% (G3%),
alimentado como o GC, mas com dieta contendo extrato de café (3%); grupo café
6% (G6%), alimentado como o GC, mas com dieta suplementada com extrato de café
(6%); grupo cafeina 0,04% (G0,04%), alimentado com dieta controle suplementada
com 0,04% de cafeina e grupo cafeina 0,08% (G0,08%), alimentado com dieta
controle suplementada com 0,08% de cafeina. Os resultados indicaram que a
ingestdao de café ou cafeina diminuiu a peroxidacdo de lipideos das membranas
cerebrais, aumentou a concentracéo de glutationa reduzida e a atividade das enzimas
antioxidantes GR, SOD e GST. Além disso, melhorou a memaria de longo prazo dos
animais no teste de reconhecimento de objetos, o que néo foi acompanhado de um
aumento na atividade exploratéria e locomotora dos animais. O consumo de café ou
cafeina na dieta nédo foi capaz de diminuir os niveis de AB-amiléide aumentados pela
STZ no cortex e no hipocampo dos ratos. Os dados obtidos indicam que o café
exerce fungdo promnésica e antioxidante no sistema nervoso central, podendo ser

considerado um alimento funcional.

Palavras chave: café, cafeina, sistema antioxidante endogeno, aprendizado e
memoria, proteina AB-amiloide.
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ABSTRACT

Coffee is a very popular beverage, consumed worldwide and its effect on health
protection is well studied. The goal of the present study was to investigate the effect of
coffee, as a functional food, on the cerebral antioxidant system and cognitive
processes in rats. The activities of antioxidant enzymes glutathione reductase (GR),
glutathione peroxidase and superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase
(GST), as well lipid peroxidation and reduced glutathione content were determined.
The paradigms of open field and object recognition were used to assess the locomotor
and exploratory activity and learning and memory, respectively. Finally, we analyzed
the levels of AB-amyloid protein (1-40) in the cortex and hippocampus of control and
streptozotocin-induced diabetes rats after coffee and caffeine consumption. Five
groups of male rats were used: control group (GC), fed ad libitum; coffee group 3%
(G3%), fed as GC but with the diet containing coffee extract (3%); coffee group 6%
(G6%), fed as GC but with the diet containing coffee extract (6%); caffeine group
0,04% (G0,04%), fed with control diet supplemented with 0,04% of caffeine and
caffeine group 0,08% (G0,08%), fed with control diet supplemented with 0,08% of
caffeine. The results indicated that the intake of coffee or caffeine reduced the lipid
peroxidation of brain membranes, increased the concentration of reduced glutathione
and the activities of the antioxidant enzymes, GR, SOD and GST. In addition, long-
term memory tested on object recognition test was improved, but it was not
accompanied by an increase in locomotor and exploratory activity of the animals. The
consumption of coffee or caffeine in the diet has not been able to reduce the levels of
AB-amyloid increased by STZ in the cortex and hippocampus of the rats. The data
obtained indicate that coffee has promnesic and cerebral antioxidant effects,

therefore, it can be considered as a functional food.

Key words: coffee, caffeine, endogenous antioxidant system, learning and memory,
AB-amyloid protein.
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1. INTRODUCAO

O papel da alimentacdo equilibrada na manutencéo da saude tem sido alvo de
constante interesse, e por isso, inUmeros estudos com o intuito de comprovar a
atuacdo de certos alimentos na prevencdo de doencas vém sendo realizados
(FERRARI, 2004; SCHMITT-SCHILLIG et al.,, 2005). O café, bebida de grande
popularidade, consumida mundialmente, tem sido extensamente estudado como
alimento funcional, ou seja, capaz de produzir efeitos metabdlicos ou fisiolégicos no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e em outras fungbes normais do
organismo humano, adaptando-o para resistir as adversidades do meio ambiente.
Muitas pesquisas tém demonstrado que a cafeina, um dos principais constituintes do
café, provoca varias respostas celulares e farmacologicas num largo espectro de
sistemas biolégicos, como estimulagéo do sistema nervoso central e atividade motora
(FREDHOLM et al, 1999), melhora da performance cognitiva (RIEDEL et al., 1995),
atividade antioxidante (SHI et al., 1991; NOSCHANG et al., 2009), entre outras. Aléem
da cafeina, o café contém uma série de outras substancias, como polimeros
fendlicos, acidos clorogénicos, lipides e terpenos que possuem diferentes efeitos
biolégicos, como acdo antioxidante (NATELLA et al., 2002; CHO et al., 2009),
anticarcinogénica (CAVIN et al., 2002), antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2006) e
neuroprotetora (HERRAIZ & CHAPARRO, 2006; HWANG & JEONG, 2008).

A formacao de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicao a fatores exdgenos (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Baixas
concentracdes de espécies reativas do oxigénio (ROS) podem ser benéficas ou
mesmo indispensaveis em processos bioldgicos, tais como, vias de sinalizagdo e
mecanismos de defesa contra microorganismos. Contudo, altas concentragbes de
ROS podem ser prejudiciais as células e aos tecidos. Os organismos aerébios
possuem sistemas de defesas antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos que lidam
com os radicais livres, como a superédxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT) (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). O desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na indugdo de danos celulares pelos
radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993). Os danos
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oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com o processo de
envelhecimento e com a etiologia de véarias doengas, como cardiopatias,
aterosclerose e doencas neurodegenerativas (AMES et al.,, 1993; CHONG et al.,
2005). Compostos bioativos da dieta com propriedades antioxidantes sdo um dos
mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem melhorar a saude e
retardar ou mesmo prevenir 0 surgimento de doencas cronicas relacionadas ao
envelhecimento (FERRARI, 2004).

Como consequliéncia do aumento continuo na expectativa de vida, a populacao
global estd envelhecendo e, sendo assim, ha previsbes para um aumento na
incidéncia de desordens neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (AD).
Desse modo, ha um interesse crescente na descoberta de novos compostos que
oferegam alivio dos sintomas e melhorem a qualidade de vida dos pacientes. H4 um
consenso geral da existéncia de um declinio cognitivo normal na performance da
mem©éria do comeco para o final da vida adulta e que desordens, como a AD, sao
associadas a uma piora global das fungcbes cognitivas, entre elas, uma perda de
memoria sintomatica (BERTAINA-ANGLADE et al., 2006).

A memoria pode ser definida como o armazenamento e a evocagdo de uma
informacgéo aprendida. Existem diferentes tipos de memoéria que sdo armazenadas em
diferentes regides cerebrais (MILNER et al., 1998). E possivel acessar estas
memdérias em animais utilizando diferentes paradigmas comportamentais. O
processamento da memdéria requer a ativagcdo de diversos sistemas para que a
informacédo adquirida seja consolidada (DUDAI, 2004). Além disso, os estudos sobre
aprendizagem e memoria objetivam estabelecer ligagcdes entre o comportamento
animal, os mecanismos fisiologicos ativados e 0s processos moleculares que
suportam estes mecanismos, bem como as regides cerebrais recrutadas no
processamento da memodria.

No presente estudo foi abordado o efeito do café, como alimento funcional,
sobre a modulagé@o do sistema antioxidante endégeno no cérebro de ratos e sobre a
performance cognitiva em animais adultos. Foram analisadas as atividades de
enzimas antioxidantes, assim como de outros componentes envolvidos no estresse
oxidativo, como a peroxidagao de lipideos e o conteudo de glutationa reduzida. Além
disso, a performance cognitiva de ratos adultos foi avaliada pelos testes de campo
aberto e de memdria de reconhecimento de objetos. Os niveis da proteina AB-
amil6ide (1-40) no cortex e no hipocampo de ratos controle e ratos com diabetes
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induzida por estreptozotocina foram analisados. Objetivou-se testar a hipotese de que
o consumo didrio de café levaria a uma producdo diminuida dessa proteina no
cérebro, como consequéncia, entre outros fatores, de uma modulagdo do sistema
antioxidante endogeno por este alimento, levando, assim, a uma protecao cognitiva.
Para este propédsito, foram utilizados ratos submetidos a diferentes tratamentos

dietéticos.
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2. REVISAQO DA LITERATURA

2.1 - Café

O cafeeiro pertence a familia botanica Rubiaceae que contém cerca de 500
géneros e mais de 6000 espécies, sendo que duas espécies sdao comercialmente
exploradas em nivel mundial: Coffea arabica (Café Arabica), considerada mais nobre,
e Coffea canephora (Café Robusta), considerada mais acida, porém mais resistente
as pragas. C. arabica totaliza 80% da produgdo mundial, sendo suas variedades as
mais apreciadas pelos consumidores de café (SMITH, 1989; PETTIGREW, 1999).

Estima-se que o café seja conhecido ha mais de mil anos no Oriente Médio,
principalmente na regido de Kafa que deu origem a denominagéo “Café”. Entretanto,
0 primeiro registro comprovado de sua existéncia ocorreu por volta do século XV, no
ano 1400 d.C. Nessa época, o café foi descoberto por pastores etiopes que
observaram que cabras tornavam-se mais espertas e resistentes quando elas
comiam uma pequena cereja, o fruto do café. Os arabes, vizinhos ao Oriente médio,
foram os primeiros a cultivar o café e a usa-lo como bebida, por isso 0 nome cientifico
Coffea arabica.

Embora os arabes tenham tomado certas medidas para manter o monopdlio da
producéo do café, os holandeses conseguiram contrabandear frutos frescos, e gracas
a eles, o café comegou a ser conhecido no mundo. Levado para a Europa, a partir do
século XVII, passou a ser adotado como bebida. O produto sé chegou ao Brasil em
1727 sendo cultivado no Vale do Paraiba em Sdo Paulo. O clima e as terras férteis da
regiao transformaram o Brasil no maior produtor mundial de café a partir do final do
século XIX (ICO, 2009). Cerca de 86% do café do Brasil sdo produzidos nos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Sao Paulo. Minas Gerais é o maior
produtor, detendo 47% da producdo. Em segundo lugar esta o Espirito Santo, com
19% (maior produtor de Coffea canephora) e na terceira colocacdo esta Sao Paulo,
com 13%. O Parana detém a quarta colocacao, com 7% da producdo do café
nacional (DEMARCHI, 2003).

Atualmente, o café tem grande importancia na economia mundial. A

cultura do café é praticada em todos os continentes. Os principais paises produtores
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encontram-se na América do Sul (Brasil e Coldmbia), América Central e Asia (Vietna)
(SINDICAFE, 2009). No comércio internacional, ele é um dos produtos basicos mais
valiosos, em muitos anos s6 superado em valor pelo petrdéleo como fonte de divisas
para alguns paises produtores em desenvolvimento. Além disso, o café € a bebida
mais consumida no mundo, e esse fato fez com que, a partir de anos mais recentes,
as pesquisas relacionadas as atividades biolégicas do café verde e especialmente do
café torrado fossem intensamente estimuladas (ABIC, 2009).

2.1.1 - Composicao quimica e atividade biolégica

O café € uma mistura complexa de compostos quimicos de ocorréncia natural
e compostos quimicos formados durante o processo de torracdo (DAGLIA et al.,
1998). Do ponto de vista quimico, o café € uma das bebidas mais complexas. Essa
complexidade se deve tanto a presenca de uma grande quantidade de compostos
quimicos, como a possivel reacdo e interacdo desses compostos durante o
processamento (SMITH, 1989). O processo de torracdo altera a constituicdo quimica
dos gréos, principalmente pela reacdo de Maillard, reagdo de Streeker e por
processos de pirdlise envolvendo substancias de alto e baixo peso molecular,
alterando a concentracao e a estrutura quimica de diversas substancias presentes no
café. No primeiro grupo estdo as proteinas e os polissacarideos e no segundo grupo
a cafeina, trigonelina, acido clorogénico, &cido caféico e sacarose. Além disso, o
processo de torracdo do café da origem as mudancas que lhe conferem gosto
agradavel e aroma caracteristico, produzindo uma das bebidas mais populares do
mundo (CLARKE & MACRAE, 1989).

A agua € um componente importante do café e seu conteudo é de 10 a 13%
(p/p) no café verde, enquanto o café torrado pode conter até 5% (p/p). O café é capaz
de reter 4gua em camadas monomoleculares e polimoleculares, nas superficies
internas e externas, ou por capilaridade através de microporos e macroporos
presentes na matriz (CLARKE, 1989).

Na Tabela 1 € apresentada a composi¢cao quimica em graos crus e torrados de
café ardbica e robusta. Os carboidratos constituem 50 a 60% do peso do café verde
em grao, contendo grupos de polissacarideos e agucares de baixo peso molecular,
incluindo tri-, di- e monossacarideos. A sacarose é o agucar livre presente em maior
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concentracdo no café verde, sendo rapidamente perdida durante a torracao,
chegando a 100% de degradacao na torra escura (CLARKE & MACRAE, 1989).

Tabela 1 - Composi¢do quimica de gréos de café (ardbica e robusta) crus e

torrados (g/100g base seca)

Componentes Arabica Robusta
Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-4.2 35-45 4,0-4,5 4,6 -5,0
Cafeina 09-1,2 ~1,0 1,6-24 ~2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 06-0,75 03-0,6
Lipideos 12,0-18,0 145-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0
Acidos Clorogénicos Totais 5,5-8,0 1,2-2,3 70-10,0 3,9-46
Acidos Alifaticos 1,5-2,0 1,0-15 1,5-2,0 1,0-15
Oligossacarideos 6,0 —8,0 0-3,5 50-7,0 0-3,5
Polissacarideos Totais 50,0 -55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 _
Aminoécidos 2,0 0 2,0 0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-150 11,0-13,0 13,0-15,0

Fonte: CLARKE & MACRAE (1989)

Componentes nitrogenados sao todos aqueles compostos que contém
nitrogénio organico ou inorganico. Dentre os compostos nitrogenados existentes no
café, destacam-se a cafeina, a trigonelina, as proteinas, os aminoacidos, as aminas e
alguns compostos volateis (SMITH, 1989).

A presenga da trigonelina tem pouca influéncia na qualidade do café, pois esse
composto esta presente em pequenas quantidades nos grdaos (em torno de 1%).
Entretanto, a grande importancia da trigonelina se refere aos aspectos nutricionais,
pois durante a torracdo, essa substancia € convertida a acido nicotinico (niacina),
fazendo do café uma fonte dessa vitamina na dieta. Durante essa etapa do
processamento, a trigonelina é desmetilada para formar niacina, em quantidades que
podem chegar a 20 mg por 100 g de café torrado (MAZZAFERA, 1991; MONTEIRO &
TRUGO, 2005).

A cafeina é o mais conhecido constituinte do café devido as suas propriedades
farmacolégicas. E um alcaléide farmacologicamente ativo pertencente ao grupo das

xantinas, altamente resistente ao calor, inodoro e com sabor amargo bastante
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caracteristico que contribui de forma importante para o sabor e aroma do café
(MONTEIRO & TRUGO, 2005). O café robusta, em geral, apresenta uma maior
concentracao de cafeina, numa média de 2,2%, enquanto o valor para o café arabica
€ de 1,2%. Durante o processo de torragdo, as perdas de cafeina sdo relativamente
modestas (CLARKE & MACRAE, 1989).

O conteudo de lipideos nos graos de café depende da espécie. Graos do café
arabica possuem 15% de lipideos em sua constituicdo, e o café robusta apenas 10%.
Os triglicérides representam a maior porcentagem dos lipideos totais, cerca de 75%,
havendo ainda a presenca de acidos graxos livres, sendo os predominantes os acidos
palmitico e linoléico; diterpenos, como o caveol e o cafestol; esterdis, tocoferdis, entre
outros (CLARKE & MACRAE, 1989).

Os diterpenos cafestol e caveol estdo presentes no grdo e no café como
bebida. A concentragcdo destes compostos na bebida depende fortemente do
procedimento de preparo, aparecendo em quantidade mais elevada em cafés nao-
filtrados, como o café turco ou escandinavo, em menor valor no café expresso e
praticamente inexistente no café filtrado (GROSS et al., 1997). Estes diterpenos séao
também considerados bons exemplos de constituintes biologicamente ativos
encontrados no café. Estudos mostram que esses compostos aumentam a atividade
da enzima alanina amino transferase (URGERT et al., 1997), protegem o colon e
outros 6rgaos contra a formagao de aductos de DNA e induzem a desintoxicacao de
xenobidticos (HUBER et al., 2003). Os efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos
que tém sido observados com o caveol e o cafestol podem ser explicados,
principalmente, pela indugdo de modificacbes benéficas no metabolismo de
xenobidticos, induzindo as enzimas de conjugagcdo, como a glutationa transferase
(GST) e UDP-glucoroniltransferase (UDPGT), e provocando um aumento dose-
dependente na concentragao intracelular de GSH (CAVIN et al., 2002; HUBER et al.,
2002).

Cafés verdes contém uma grande variedade de polifendis a exemplo do &cido
clorogénico, acido caféico, acido ferulico e acido p-cumarico. Os &cidos clorogénicos
(CGA) e compostos relacionados sdao os principais componentes da fracao fendlica
dos gréaos de café verde, alcangando teores de até 14% em peso seco (FARAH &
DONANGELO, 2006), enquanto o conteudo no café torrado pode atingir até 7% da
composicdo (TRUGO & MACRAE, 1984). Os CGA determinam as variagbes das

caracteristicas quimicas e a formagdo de aroma durante o processamento do café.
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Entre as funcbes dos CGA na fisiologia do cafeeiro, destacam-se: o controle do nivel
do acido indol acético, a protecao contra infecgdo microbiana e insetos predadores,
além de serem precursores da biossintese da lignina (CLIFFORD, 1989).

Estudos tém mostrado os efeitos anticarcinogénico do acido clorogénico no
intestino grosso e figado, além de exercer agado protetora e antioxidante (DAGLIA et
al., 2000), provocar alteragcbes na circulagdo sanguinea e inibir a oxidacao de LDL in
vitro, protegendo assim o organismo contra doencgas cardiovasculares (OLTHOF et
al., 2001). A fragcdo nao absorvida, no célon, inibe a formagdo de compostos
mutagénicos N-nitrosos (nitrosaminas) exercendo assim efeito anticancerigeno
(MORI et al., 2000).

O aroma do café é formado por uma mistura complexa de compostos volateis
que apresentam concentragbes diferentes e, por isso, a sua contribuicdo para o
aroma final do café é bem variada, podendo inclusive ocorrer interagdes sinergisticas
e antagbnicas entre os mesmos. No café torrado, grande parte dos compostos
volateis é produto da reacdo de Maillard que ocorre durante a etapa de torragao
(MOREIRA & TRUGO, 2000).

O café possui uma variedade de efeitos sobre a fungédo cerebral, atuando
como um estimulador do sistema nervoso central. Alguns estudos relatam que o
aroma do café afeta as ondas cerebrais e o fluxo sangiineo (YAMATO et al., 2002).

O estudo de todos esses compostos do café & extremamente complexo e
merece atencdo por parte dos pesquisadores. Os esforgcos nessa area estao
direcionados para a pesquisa de compostos com atividades biolégicas tais como,
atividade antioxidante, anticarcinogénica, neuroprotetora, naturalmente presentes no

café ou resultantes de reacdes durante o processamento.

2.1.2 - Cafeina

A cafeina é um alcaldéide farmacologicamente ativo pertencente ao grupo das
xantinas, altamente resistente ao calor, inodoro e com sabor amargo bastante
caracteristico (MONTEIRO & TRUGO, 2005).

A cafeina é absorvida no sangue e tecidos corporais 5 minutos apos a
ingestdo, sendo que em aproximadamente 30 minutos, sua concentragdao alcanca o

pico maximo no sangue, apresentando uma meia-vida de aproximadamente 4 horas.
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A cafeina é altamente lipossollvel e por isso atravessa a barreira hematoencefalica
rapidamente, o que leva ao pico de concentracdo no cérebro em apenas alguns
minutos apds a ingestao. Os niveis cerebrais permanecem estaveis por no minimo
uma hora, com um clearance lento de 3 a 4 horas, ou mais (NEHLING et al., 1992). A
cafeina como um leve estimulante afeta o cérebro aumentando a atividade neural
(PAPADELIS, et al., 2003). Resultados de estudos sugerem que a cafeina melhora o
desempenho fisico e intelectual prejudicial produzido pela fadiga, por uma noite de
trabalho e pela privacdo do sono e aumenta o estado de alerta e a ansiedade,
melhora a atencao e a recuperagao da memoria (SMITH et al., 2003; HASKELL et al.,
2005).

A cafeina é largamente conhecida por causar efeitos bifasicos na locomocao,
com doses menores aumentando e doses maiores diminuindo a atividade locomotora.
Doses maiores de cafeina também estdo associadas aos efeitos negativos no
organismo, podendo induzir dificuldade para dormir ou disturbios no sono, aumento
da ansiedade e ataques de panico em pacientes susceptiveis (CLEMENTZ &
DAILEY, 1988).

O principal mecanismo de acdo da cafeina é sua ligacao aos receptores de
adenosina, agindo como antagonista da adenosina nesses receptores (FREDHOLM
et al., 1999).

A adenosina é um nucleosideo purinico, sendo considerada um metabolito
envolvido em vias chaves do metabolismo primario existente em todas as células,
sendo liberada aparentemente por todas, incluindo neurdnios e glia. A adenosina nao
€ estocada nem liberada como um neurotransmissor classico, ja que ndo se acumula
em vesiculas sinapticas, sendo liberada do citoplasma para o espaco extracelular
através de transportadores de nucleosideos, que também medeiam sua recaptacao.
Outra fonte de adenosina extracelular € a hidrdlise de nucleotideos adenina em
adenosina, através de uma série de ectoenzimas (RIBEIRO et al., 2003).

A adenosina se comporta como uma molécula de sinalizagdo extracelular,
influenciando a transmissao sinptica, sem ser um neurotransmissor, isto €, modula a
atividade do sistema nervoso em nivel celular pré-sinapticamente, inibindo ou
facilitando a liberacdo de transmissores; poOs-sinapticamente, hiperpolarizando ou
despolarizando neurdnios, e/ou exercendo efeitos ndo-sinapticos, como nas células
da glia. Sendo assim, a adenosina pertence ao grupo dos neuromoduladores
(RIBEIRO et al., 2003). Junto a esses efeitos neuromoduladores diretos, a adenosina
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tem também acdes indiretas no sistema nervoso, demonstrado por estudos das
interacdes entre receptores. E proposto que a adenosina aja como um ajuste fino,
fazendo parte de uma sofisticada relagdo entre seus prdprios receptores e receptores
de outros neurotransmissores e neuromoduladores (SEBASTIAO & RIBEIRO, 2000).

A neuromodulagdo da adenosina é exercida pela ativagao de receptores de
alta afinidade — Ay e Axa — que séo provavelmente os de maior importancia fisiologica,
e de receptores de baixa afinidade — Axg — que sdo mais relevantes em condi¢coes
patologicas. O receptor Az é de alta afinidade em humanos, mas tem uma baixa
densidade na maioria dos tecidos. Todos eles pertencem a familia dos receptores
acoplados a proteina G. O receptor de adenosina A é altamente expresso no cértex
cerebral, cerebelo, hipocampo e regido dorsal da medula espinhal. O receptor Aza é
principalmente expresso nos neurénios GABAérgicos da regido estriato-palidal e no
bulbo olfatério, sendo também expresso em niveis menores em outras regides do
cérebro. O receptor Agg possui niveis baixos de expressdo no cérebro e 0 As tem
niveis intermediarios de expressao no hipocampo e cerebelo humano. Os receptores
de adenosina também estdo presentes no sistema nervoso periférico, autonémico e
soméatico (FREDHOLM et al., 2001).

Apesar de a adenosina ndo ser considerada um neurotransmissor, ela
compartilha, via ativagdo dos receptores A; muitas propriedades atribuidas ao maior
neurotransmissor inibitério, o acido gama-aminobutirico (GABA). Desse modo,
adenosina e GABA constituem moléculas chave no controle da transmisséo sinaptica
glutamatérgica no sistema nervoso central (RIBEIRO et al., 2003). Além disso,
excitacao direta dos terminais nervosos do GABA pela adenosina pode ocorrer via
receptores Aoa. Na verdade, o receptor Aoa de adenosina parece ser um dos Unicos
sistemas neuromoduladores pré-sinapticos capaz de aumentar a liberagcdo evocada
de GABA nos terminais nervosos do hipocampo, sendo esse efeito impedido por
antagonistas do receptor A;a (CUNHA & RIBEIRO, 2000).

Os niveis de adenosina extracelular sdo usualmente suficientes para ativar
receptores inibitorios. As agOes excitatérias da cafeina, que € um antagonista nao-
seletivo de receptores de adenosina, sdo explicadas pelo antagonismo dessa
inibicdo. Conforme DUNWIDDIE e MASINO (2001), é interessante notar que, ao
contrario dos receptores da maioria dos neurotransmissores, que ao serem

antagonizados tém consequéncias patolégicas, no caso do antagonismo de
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receptores de adenosina, aparentemente ha uma melhora na fungdo mental e na
performance.

A cafeina é capaz de bloquear os efeitos da adenosina nos receptores A1 e Aga
em baixas concentragdes, alcangadas apds o consumo de uma unica xicara de café.
Porém, efeitos celulares da cafeina no cérebro, somente ocorrem em concentragdes
bem mais altas do que as obtidas no consumo humano normal de cafeina. Por
exemplo, para inibir a quebra de nucleotideos, via inibicdo de fosfodiesterases, sao
necessarias concentragdes 20 vezes maiores do que as doses usuais de consumo
humano; e para mobilizar depésitos de calcio intracelular, concentracdes 100 vezes
maiores sao necessarias (FREDHOLM et al., 1999).

Embora a acao primaria da cafeina seja bloquear receptores de adenosina,
isso leva a um segundo efeito muito importante sobre muitas classes de
neurotransmissores incluindo adrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina,
glutamato e GABA (FREDHOLM et al., 1999), influenciando um grande numero de
diferentes fungdes fisiologicas.

Ha varios estudos mostrando que a cafeina aumenta os efeitos relacionados a
dopamina. GARRET & GRIFFITHS (1997) reviram evidéncias da fun¢ao da dopamina
nos efeitos da cafeina. Eles concluiram que os efeitos agonistas nos receptores de
dopamina provocados pela cafeina sdo devidos a uma acao indireta nos receptores
de dopamina, que sao antagonistas secundarios de receptores de adenosina.
Estudos demonstram que a cafeina aumenta a quantidade de adrenalina e
noradrenalina secretada pela medula adrenal (PAPADELIS et al., 2003) e aumenta a
razdo de sintese e turnover de noradrenalina central no cortex cerebral,
consequentemente aumentando os niveis de estimulagdo e vigilancia (SMITH et al.,
2003).
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2.2 - Aprendizagem e meméria

2.2.1 - Conceitos basicos

Aprendizagem € o processo pelo qual nés adquirimos conhecimento sobre o
mundo, enquanto memdéria € o processo pelo qual o conhecimento é codificado,
retido e, posteriormente, recuperado (KANDEL et al., 2003).

A informagdo de como realizar alguma coisa se denomina memdéria implicita
(também chamada de memoria nao-declarativa), uma meméria que é recordada
inconscientemente. A meméria implicita envolve o treinamento de habilidades
reflexas motoras ou perceptuais e estd sob o controle do corpo estriado e suas
conexodes. O conhecimento factual de pessoas, lugares e coisas e o que esses fatos
significam é chamado de memdria explicita (ou meméria declarativa). Ela é recordada
consciente e deliberadamente. A memoria declarativa depende da integridade do
hipocampo e estruturas relacionadas do lobo temporal e proporciona a capacidade de
recordacdes conscientes sobre fatos e eventos (MILNER et al., 1998). A meméria
explicita é extremamente flexivel e envolve a associagéo de varios pedacos e pecas
de informagdo. Ao contrario, a memoria implicita € mais rigida e fortemente
conectada as condicdes de estimulo originais sob as quais a aprendizagem ocorreu
(KANDEL et al., 2003). Embora as memorias sejam didaticamente classificadas e
separadas umas das outras, cabe salientar que memoarias implicitas e explicitas nem
sempre sao independentes.

TULVING & SCHACTER (1990) desenvolveram a ideia em que a memoria
pode ainda ser classificada como episddica, uma memoria para eventos e
experiéncias pessoais, ou semantica, uma memoéria para fatos. As memorias
semanticas e episddicas sao declarativas, porque os humanos as podem descrever
ou declarar em detalhe e sdo processadas por circuitos cerebrais que incluem o
hipocampo e suas conexdes: amigdala e regides corticais, tais como cortices
entorrinal e cingulado (IZQUIERDO, 2002).

A membéria, semantica ou episoédica, € o resultado de pelo menos trés tipos de
processamento distintos, mas relacionados entre si: aquisicdo, consolidacao e

evocacgao.
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A aquisicdo ou aprendizagem refere-se aos processos pelos quais novas
informagbes aprendidas s&o tratadas e processadas por sistemas neurais
especificos, quando encontradas pela primeira vez.

Em seguida, tem-se a consolidagao, ou seja, a fixacdo e o armazenamento de
uma informagcdo recém adquirida ou aprendida. Refere-se aqueles processos que
alteram a informacao recém retida e ainda labil, de modo a torna-la mais estavel para
a retengdo em longo prazo. A consolidagéo envolve a expressao de genes e a sintese
de novas proteinas, dando origem a alteracdes estruturais que mantém a estabilidade
da memdéria ao longo do tempo. O termo consolidacédo € usado na literatura para se
referir a dois tipos de processo. Um € realizado dentro dos primeiros minutos as
primeiras horas apés o fim da codificacdo. Evidéncias indicam que esse tipo de
processo relativamente rapido ocorre em determinados locais nos circuitos neuronais
que codificam a memoria. O outro tipo de processo de consolidagdo leva semanas,
meses ou até anos para se realizar. Acredita-se que envolva reorganizacado de
circuitos cerebrais, ou sistemas, que codificam a memdria, podendo se espalhar para
novos locais no cérebro (DUDAI, 2004).

A (ltima etapa da-se o nome de evocagdo ou lembranca, que se refere
aqueles processos que permitem a lembranga e o uso das informagbes retidas.
Embora algumas evocagbes de memoria ocorram de forma espontdnea, como
resultados de uma flutuacéo na atividade neural, a evocacédo usualmente ocorre como
resultado da integragdo entre a chegada da informag&o do meio ambiente com a rede
de memorias ja existentes. A evocacdo da memoria leva a formacdo de novas
memérias, combinadas com as memorias anteriores (IZQUIERDO & MCGAUGH,
2000).

A memoéria também pode ser classificada de acordo com o tempo de retencao,
como memoéria de trabalho (working memory, WM), meméria de curta duragao (short-
term memory, STM) e meméria de longa duracdo (long-term memory, LTM). As
memdérias declarativas ndo sao estabelecidas em sua forma definitiva logo apds a
aquisicdo. Ao contrario, elas sao submetidas a um prolongado processo de
consolidacao dependente de sintese de proteina, onde o sinal fragil e vulneravel é
progressivamente estabilizado em uma memoaria de longa durag¢ao (LTM) (ROSSATO
et al., 2007). Ja havia sido proposto que enquanto a formagdo da LTM estaria se
desenvolvendo, um ou mais sistemas de memoéria de curta duragdo estariam em

processamento. IZQUIERDO e colaboradores (1999) demonstraram que o conceito
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que a STM é sé uma passagem para a LTM certamente esta errado, assim como o
de que a WM constituiria de qualquer forma uma STM. Em seus estudos, eles
concluiram que WM, STM e LTM séao reguladas por subsistemas separados no
cérebro, que em alguns casos pertencem a diferentes estruturas cerebrais. Evidéncia
de que algumas drogas podem seletivamente bloquear a meméria de curta (de
segundos a horas), mas ndo a de longa duragao (de horas a meses) sugere que 0S
estagios destas memdérias sdo baseados em processos independentes que agem em
paralelo. Além disso, memorias mais duradouras provavelmente envolvem interacoes
de sistemas cerebrais que reorganizam e estabilizam diferentes conexdes
(MCGAUGH, 2000).

Hemory shrangih

Figura 1 - Fases da consolidagdo da memaria (MCGAUGH, 2000)

Diversos estudos em pacientes amnésicos levaram a uma analise intensa do
papel do lobo temporal medial no aprendizado e na meméria de humanos e nao-
humanos. Destes estudos, resultou uma vasta literatura implicando as estruturas do
lobo temporal medial de mamiferos na mediacdo do processamento da memoria
declarativa. Essas estruturas incluem o hipocampo, assim como as estruturas
anatomicamente relacionadas dos cortices entorrinal, perirrinal e parahipocampal,
que tem sido sugerido funcionar como o “sistema de memdria do lobo temporal
medial” (SQUIRE & ZOLA-MORGAN, 1991). Recentemente, estudos de
neuroimagem tém demonstrado que as estruturas do lobo temporal medial sao
ativadas durante a aquisicdo e recuperacdo da memoria e que cada estrutura
contribui de forma distinta para a performance da memoria. Foram encontradas
diferencas, por exemplo, na atividade dos cértices perirrinal e parahipocampal em

testes para a memoria visual de objetos e para o reconhecimento espacial, sendo que
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a regido anterior do cortex parahipocampal somente foi ativada em testes de meméria
espacial, enquanto o cortex perirrinal foi ativado em ambos os testes (BUFFALO et
al., 2006).

IZQUIERDO et al. (2004) apontam o hipocampo como a principal estrutura
responsavel pela consolidagdo, recuperagdo e extingdo de diversos testes de
memodéria executados em animais e humanos. Entretanto outras estruturas enceféalicas
também sado responsaveis na consolidacdo de certos tipos de memoria, como a
amigdala, varias regides do coértex, o nucleo accumbens e o estriado. BRIONE (1993)
talvez tenha sido o primeiro a formalmente afirmar que a consolidagdo ndo é o
resultado da operacdo de uma Unica estrutura, mas de varias estruturas ligadas umas

as outras e com o hipocampo, formando uma verdadeira rede neural.

2.2.2 - Bases celulares e moleculares da memoria

A suposigéo de que a informacdo é armazenada no cérebro como mudangas
na eficiéncia sinaptica foi proposta por Ramoéon e Cajal um século atrdas. A
comunicacdo entre neur6nios depende de jungdes especializadas, chamadas
sinapses. No final dos anos 1940, Hebb e Konorski refinaram essa idéia e
propuseram uma regra como a base da memoria, na qual a sinapse entre duas
células é reforgada se as células estédo ativas ao mesmo tempo, ou seja, as memdrias
sao adquiridas e armazenadas sob a forma de alteragbes na eficiéncia de conexdes
sindpticas entre neurdnios ativados durante o aprendizado (HEBB, 1949). Em 1973,
Bliss & Lomo demonstraram pela primeira vez um aumento na magnitude do sinal
sinaptico de longa duracao no hipocampo que poderia durar horas, dias ou mesmo
semanas, o0 que mais tarde ficou conhecido como potenciacdo de longa duragao
(LTP).

No hipocampo, a LTP ocorre somente se o neurdnio pds-sinaptico esta ativo
(despolarizado) em coincidéncia com a liberagdo de neurotransmissores pre-
sinapticos. A LTP é um aumento na eficiéncia sinaptica resultante de um estimulo de
alta freqiiéncia em neurénios pré-sinapticos (BLISS & LOMO, 1973). Logo apéds a sua
descoberta, a LTP foi reconhecida como um mecanismo basico para o
armazenamento da memaria no cérebro. No entanto, em geral, a LTP € medida in

vitro, e por isso nao reflete as numerosas modulagdes tanto de sua aquisicdo como
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de sua manutencdo ou evocacao, fazendo com que nao possa ser tida como um
modelo total da memoria, mas sim como um modelo parcial medido em nivel
eletrofisioldgico (IZQUIERDO, 2002; SILVA et al., 2000). Recentemente, WITHLOCK
et al. (2006) demonstraram que o teste comportamental de esquiva inibitéria em ratos
produz as mesmas mudangas nos receptores de glutamato hipocampais do que as
induzidas pela LTP medidas eletrofisiologicamente e causam um aumento
espacialmente restrito na amplitude da transmissao sinaptica evocada na regido CA1
do hipocampo in vivo. Sendo assim, concluiram que o aprendizado associado a tarefa
de esquiva inibitéria induz, de fato, a LTP na regido CA1 do hipocampo.

As alteracbes sinapticas podem ocorrer através de um outro fenémeno
conhecido como depressao de longa duracao (LTD), que é uma forma de plasticidade
sindptica de longa duragdo com potencial de ser tdo significante quanto a LTP no
desenvolvimento do circuito neural dependente de atividade e no armazenamento da
memoéria em adultos (STANTON, 1996). A LTD compreende uma persistente reducao
na eficiéncia sinaptica, a qual ocorre tipicamente depois de repetidas estimulacdes
aferentes de baixa frequéncia. A LTD na regido CA1 do hipocampo pode ser
associada com a aquisicdo de memaria em ratos e também pode ser aumentada em
condi¢cdes de estresse. Isso sugere um papel mais complexo para esta forma de
plasticidade do que simplesmente servir para a prevencao da saturagcédo singptica,
como, por exemplo, revertendo a LTP. Uma possibilidade é que a LTD possa estar
diretamente envolvida na criagdo de tracos de memoria. Outra hipotese € que a LTD
possa preparar a sinapse para a expressao da LTP, contribuindo, assim,
indiretamente para o armazenamento da informacéao. O fato € que existem evidéncias
de que a LTD nao seja mecanisticamente o reverso da LTP. Apesar de existirem
alguns processos em comum, estudos moleculares, bioquimicos, eletrofisiolégicos e
farmacoldgicos apontam para mecanismos distintos de indugdo e manutencao para
esta forma de plasticidade sinaptica (BRAUNEWELL & MANAHAN-VAUGHANS,
2001).

A consolidagdo da memoria em diferentes regides do cérebro provavelmente
ocorre por diferentes tipos de cascatas moleculares (revisado por IZQUIERDO et al.,
2006). Na regiao CA1 do hipocampo, a forma de plasticidade envolvida na
consolidagao da meméria é algo muito similar a LTP, ou, de fato, o fenébmeno da LTP.
Em outras estruturas, as seqUéncias de processos moleculares sdo diferentes

daqueles descritos na LTP. Entretanto, os receptores envolvidos (particularmente o
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receptor NMDA de glutamato) e a funcdo das enzimas envolvidas (particularmente
suas relagbes com a ativagdo de receptores, fosforilagdo da CREB, expressédo de
genes e sintese de proteinas) na LTP tém um papel nos eventos plasticos nas outras
regides cerebrais. E possivel que cada estrutura cerebral processe um aspecto
informacional diferente de cada tipo de teste, mas isso ainda precisa ser provado.

Um dos mecanismos subjacentes a plasticidade no cérebro de adultos é a
neurogénese, ou seja, a adicdo de novos neurdnios aos ja existentes circuitos
neurais. A neurogénese continua durante a vida adulta no bulbo olfatério e giro
dentado do hipocampo em mamiferos, incluindo humanos (ERIKSSON et al., 1998).
A plasticidade fornecida por novos neurbnios gerados, provavelmente medeia
aspectos do aprendizado e da memoria. SHORS et al. (2001) mostraram que a
reducdo no numero de novos neurdnios gerados no giro dentado da formacao
hipocampal piora a formagdo de tipos de memdria associativa dependentes do
hipocampo. Esses resultados sugerem que neurdnios imaturos no cérebro de adultos
estdo envolvidos e talvez sejam necessarios para a aquisicdo de novas memarias
dependentes do hipocampo. Testes de aprendizado, meio ambiente estimulante
(KEMPERMANN et al., 1997), exercicio fisico e antidepressivos (MALBERG et al.,
2000) aumentam a neurogénese, enquanto o envelhecimento (KUHN et al., 1996),
estresse (GOULD et al., 1997) e privagdo de sono (GUZMAN-MARIN et al., 2005)
diminuem a neurogénese hipocampal. Portanto, fatores comportamentais e
farmacol6gicos que modulam a neurogénese em adultos podem, por sua vez, ter
importante influéncia no aprendizado e na memoria.

Resultados de estudos recentes tém indicado que fatores neurotroficos sao
importantes para a consolidagdo e evocacdao da memodria. Entre eles, o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) sem duavida possui um papel no
desenvolvimento, suporte trofico e na plasticidade neural no hipocampo de
mamiferos. Estudos mostram que a expressdo do BDNF é aumentada apos testes de
memdéria dependentes do hipocampo e que animais com niveis diminuidos de BDNF
ou de seu receptor, TrkB, sédo deficientes em testes comportamentais (HELDT et al.,
2007).

Durante anos, a consolidacdo da memdria em diferentes testes tem
demonstrado requerer a sintese de proteina no hipocampo. MATTHIES (1989)
demonstrou que a sintese de RNA e proteina ocorre duas vezes apds a sessao de
treino, primeiro logo apds a aquisi¢cao e de novo 3 a 6 horas depois, e que ambas sao
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necessarias para a consolidacédo. Esse ponto foi recentemente reexaminado por IGAZ
et al. (2002), que descreveu que nao sO a sintese de proteina, mas também a
expressao de genes € necessaria nesses dois periodos criticos.

2.2.3 - Campo aberto ou open field

A tarefa mais utilizada para avaliar a habituacdo em ratos chama-se campo
aberto ou “open field”. E um tipo de aprendizado nao-associativo, que descreve a
alteracdo de um comportamento em reposta a um unico estimulo (PEREIRA, 2005).
Esse tipo de tarefa também serve para analisar as atividades exploratérias e
locomotoras do animal colocado no quadrante esquerdo superior de uma caixa de
acrilico com as paredes pretas e o piso dividido em 16 quadrados de iguais
dimensbes. O numero de linhas cruzadas (“crossing”) e o numero de vezes que 0
animal se levanta nas patas traseiras (“rearing”) sdo contados durante 5 minutos e
tomados como um indicativo de atividade locomotora e exploratéria (PEREIRA et al.,
2005).

2.2.4 - Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos consiste de dois componentes:
recordacao e familiaridade. A recordagao envolve lembranca de detalhes contextuais
especificos sobre um episédio anteriormente aprendido; e familiaridade envolve o
simples conhecimento que um item foi apresentado, sem ter disponivel qualquer
informacao adicional sobre o episédio aprendido (ENNACEUR & DELACOUR, 1988).

Em contraste com a memoéria ndo declarativa que normalmente requer uma
fase de aquisicao mais intensa, a memoria declarativa é adquirida com relativamente
poucas exposicdes ao material a ser aprendido. Este aspecto da memoria declarativa
€ a base para um dos testes mais comuns de reconhecimento de objetos.

Tipicamente, o teste de reconhecimento de objetos, feito em uma arena aberta,
consiste em uma fase treino e uma fase teste, separadas por um tempo de retengao
variavel. Na fase treino, os ratos sdo introduzidos na arena que contém dois objetos

idénticos. Os ratos exploram esses objetos por um determinado limite de tempo,
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antes de serem retirados da arena. Ao final do tempo de retencdo, os ratos séo
reintroduzidos na arena que agora contém uma cépia do objeto apresentado
anteriormente na fase treino e um novo objeto nunca antes visto pelo animal. Os ratos
preferencialmente exploram mais o novo objeto nesta fase de teste, e esse
comportamento é convertido em um indice de discriminacao dos objetos (WINTERS
et al., 2008).

Nos ultimos anos, o teste de reconhecimento de objetos tem sido
extensamente utilizado para testar os efeitos de intervengdes farmacoldgicas e
genéticas na memoria (BERTAINA-ANGLADE et al., 2006; HELDT et al.; 2007). Esse
teste consiste em quantificar o comportamento natural de roedores em rapidamente
se aproximar e explorar um novo objeto ao invés de um velho objeto. Assim, esse
teste lida com a motivagao natural dos animais em explorar o novo, um instinto inato
que leva os animais a aprender sobre seus ambientes (COSTA et al., 2008a).

Os primeiros estudos sugeriam que somente 0 hipocampo e/ou a amigdala
eram vitais para o teste de reconhecimento de objetos. Entretanto, pesquisas
subseqlentes demonstraram uma contribuigdo importante das regides corticais
adjacentes do lobo temporal medial na performance dos testes de reconhecimento de
objetos (WINTERS et al., 2008). ZOLA-MORGAN et al (1989) mostraram que lesdes
restritas aos cortices peririnal e parahipocampal eram suficientes para causar déficits
tdo extensos quanto os observados depois de lesbes no hipocampo e na amigdala.
Na verdade, dentre as regides do lobo temporal medial, as disfungées no cortex
peririnal causam maior déficit no reconhecimento de objetos (BUFFALO et al., 1998).
Além disso, estudos mais recentes indicaram que o cértex insular € também uma
importante estrutura cerebral envolvida na consolidagdo da memoria de
reconhecimento (BERMUDEZ-RATTONI et al., 2005).

A questao se diferentes regides do lobo temporal contribuem da mesma forma
para as informacdes de familiaridade e contexto na memdria de reconhecimento
ainda é um assunto de muita controvérsia. Alguns resultados (BUSSEY et al., 1999;
WINTERS et al., 2004) segurem que o cortex peririnal é criticamente envolvido na
descriminacdo da familiaridade, mas nao na memodria contextual, enquanto o
hipocampo parece sustentar a memoria contextual (recordagédo), mas nao ser
necessario para a descriminagédo da familiaridade.

Em um estudo utilizando uma droga bloqueadora de sintese protéica

(anisomicina) e dois protocolos diferentes que avaliavam somente o reconhecimento
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do objeto ou o reconhecimento do objeto em contextos diferentes, BALDERAS et al.
(2008) demonstraram que quando a droga era micro-infundida nos cértices perirrinal
e insular havia uma piora na consolidacdo da memdria no reconhecimento do objeto,
mas nao no objeto em seu contexto. Ao contrario, a administracdo de anisomicina no
hipocampo blogueava a consolidacdo da memdéria de reconhecimento do objeto no
contexto, mas nado do objeto em si. Outro ponto interessante do estudo é que o
blogueio da sintese protéica sé teve efeito quando avaliado na memodria de longa
duragdo, parecendo indicar que a sintese de proteinas ndo esta diretamente

envolvida na memoria de curta duracao.

2.3 - Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando radicais livres de oxigénio sao gerados em
excesso pela reducao do oxigénio. As espécies reativas do oxigénio (ROS) consistem
de radicais livres de oxigénio e entidades associadas que incluem superoxido,
peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete, 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (CHONG
et al.,, 2005) (Tabela 2). Muitas dessas espécies sao geradas em baixos niveis,
durante condicdes fisiolégicas normais, em resposta a estimulos internos e externos.
Baixos niveis de ROS podem ser indispensaveis em diversos processos, incluindo
sinalizacdo intracelular de proliferacdo ou apoptose, imunidade e defesa contra
microorganismos. Por outro lado, altas concentragbes ou remogéo inadequada das
ROS por sistemas antioxidantes enddgenos resultam em estresse oxidativo, que
pode causar disfungdes metabdlicas severas e danos a macromoléculas bioldgicas.
Ou seja, as células normalmente sdo capazes de balancear a producéo de oxidantes
e antioxidantes para manter um equilibrio de oxi-reducado. O estresse oxidativo ocorre
quando esse equilibrio € quebrado pelo excesso de ROS e/ou pela deplegcao das
defesas antioxidantes (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999).

Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis, com meia vida curtissima

e quimicamente muito reativos.
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Tabela 2 - Alguns exemplos de espécies de radicais livres

0, oxigénio singlete

Oy radical superoxido

OH radical hidroxila

NO oxido nitrico
ONOO peroxinitrito

Q radical semiquinona

FONTE: BIANCHI & ANTUNES (1999)

O radical superoxido € o radical livre de oxigénio mais comum e produz
peroxido de hidrogénio por desmutacdo. O radical hidroxila é o radical livre de
oxigénio mais ativo e é gerado do peroxido de hidrogénio pela reagcdo de Haber-
Weiss, na presenca de ferro. O radical hidroxila também pode ser formado através da
interacao entre o radical superédxido e o 6xido nitrico. O 6xido nitrico interage com o
radical superdxido para formar peroxinitrito que pode levar a geracdo de &cido
peroxinitroso. O radical hidroxila é produzido pela decomposi¢do espontanea do acido
peroxinitroso (CHONG et al., 2005).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocéndrias ou na
membrana, € o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacédo. Entre as principais formas reativas de
oxigénio, o Oy apresenta uma baixa capacidade de oxidagdo, o OH mostra uma
pequena capacidade de difusdo e é o mais reativo na indugdo de lesbes nas
moléculas celulares. O H>O, ndo é considerado um radical livre verdadeiro, mas é
capaz de atravessar a membrana celular e induzir danos na molécula de DNA por
meio de reac¢oes enzimaticas (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O estresse oxidativo no cérebro ocorre quando a geracdo de ROS supera a
habilidade dos sistemas antioxidantes enddégenos em remover o excesso de ROS,
levando em consequiéncia ao dano celular. Diversas caracteristicas celulares do
cérebro sugerem que ele € altamente sensivel ao estresse oxidativo, como, por
exemplo, possuir o maior indice metabdlico de oxigénio entre todos os 6rgaos do
organismo (MAIESE, 2002). O cérebro consome aproximadamente 20% da
quantidade total de oxigénio do organismo. Esta alta taxa metabdlica leva a uma

probabilidade aumentada de niveis excessivos de ROS serem produzidos. Além
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disso, os tecidos cerebrais contém grandes quantidades de acidos graxos insaturados
que podem ser metabolizados por radicais livres de oxigénio. Por fim, o cérebro
contém niveis elevados de ferro que podem estar associados com injurias causadas
por radicais livres. Quelantes de ferro lipossoluveis tém demonstrado levar a uma
reducdo nas ROS e proteger os neurbnios de isquemia cerebral focal permanente
(DEMOUGEQT et al., 2004). Além disso, dado os fatores de risco aumentados da
geracao de elevados niveis de ROS no cérebro, é interessante notar que esse 6rgéo
também sofre de um sistema de defesa inadequado contra o estresse oxidativo, como
por exemplo, a atividade da catalase no cérebro ser significativamente menor do que
em outros 6érgaos. Ao comparar a atividade da catalase no cérebro com a sua
atividade no figado, o cérebro contém somente 10% da atividade dessa enzima
presente no figado (FLOYD & CARNEY, 1992).

O estresse oxidativo representa uma via significativa que leva a destruicao de
células neuronais e vasculares no sistema nervoso central. A producédo de ROS pode
levar a injaria celular através da destruicdo da membrana lipidica e quebra do DNA
(CHONG et al., 2005). As espécies reativas do oxigénio promovem a peroxida¢do dos
lipideos das membranas celulares (MUKHERJEE et al., 2004); a quebra do DNA
durante a hidroxilagdo da guanina e metilagdo da citosina e a oxidagao de proteinas
que geram derivados carbonil de proteina e nitrotirosina (ADAMS et al., 2001). Além
dos efeitos deletérios na integridade celular, as ROS podem inibir complexos
enzimaticos na cadeia de transporte de elétrons das mitocdndrias, resultando no
blogueio da respiragcao mitocondrial (YAMAMOTO et al., 2002). No sistema vascular
cerebral, os efeitos celulares das ROS podem levar a destruicido de membranas de

células endoteliais e aumentar a permeabilidade dessas células (SAKAMAKI, 2004).

2.3.1 — Lipoperoxidacao

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a agao das ROS, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao lipidica, que
acarreta alteracées na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Consequentemente ha perda da seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteudo
de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacao de produtos

citotdéxicos (como o malonaldeido), culminando em morte celular. A lipoperoxidagao
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também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a
exacerbacao da toxicidade de xenobidticos (MELLO FILHO et al., 1983). Assim como
na formacdo das ROS, nem sempre o0s processos de lipoperoxidacdo sao
prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do
acido araquidénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatoria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990).

A lipoperoxidacdo é uma reagdao em cadeia, representada pelas etapas de
iniciagcdo, propagacao e terminacao. Estas etapas estdo apresentadas nas reacodes
seguintes, onde L representa o lipideo (GARDES-ALBERT et al., 1991):

LH + OH’ (ou LO’)

> L + H2O (ou LOH) ----- Iniciacao

L+ O2 > LOO" -----mmmmmmmmm oo Propagagao
LH + LOO > L'+ LOOH ----------mmmmmmmooe oo Propagacéo
LOO + L > LOOL -----mmmmmmmmmmmm oo Terminagao
LOO" + LOO > LOOL + Og -----=-==-=mmmmmmmmmme- Terminagao

As reacdes acima se iniciam com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH
ou pelo LO" (radical alcoxila), com consequente formacao do L° (radical lipidico). Na
primeira equacao de propagacgao, o L reage rapidamente com o O, resultando em
LOO- (radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado, formando novamente o L' na segunda equag¢do de propagagédo. O
término da lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais (L° e LOO) produzidos nas
etapas anteriores propagam-se até destruirem-se (GARDES-ALBERT et al., 1991).

A lipoperoxidagdo pode ser catalisada por ions ferro, por conversdo de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila e peroxila),
que, por sua vez, iniciam nova cadeia de reac¢des, denominada ramificagéo. O radical
hidroxila (OH") é freqlentemente reconhecido como a espécie iniciadora e a mais
importante da lipoperoxidacdo. Entretanto, estudos indicam que o ferro também
desempenha papel determinante na iniciacao deste processo (citado por FERREIRA
& MATSUBARA, 1997).
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2.3.2 - Mecanismos de defesa antioxidante

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou
ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os
niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos. Os antioxidantes sdo agentes
responsaveis pela inibicdo e reducao das lesdes causadas pelos radicais livres nas
células (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que, presente em
baixas concentragdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacao deste substrato de maneira eficaz” (SIES, 1993).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes n&o-enzimaticos, como, a-tocoferol, &cido
ascérbico, flavondides, glutationa; ou enzimaticos, como, a superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, entre outras enzimas.

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecao dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua formagéo,
principalmente pela inibicdo das rea¢des em cadeia com o ferro e o cobre. Além
disso, os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
0s aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as
bases do DNA, evitando a formagdo de lesdes e perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos da dieta sdo extremamente importantes na intercepcdo dos
radicais livres. Outro mecanismo de protecao € o reparo das lesGes causadas pelos
radicais. Esse processo esta relacionado com a remoc¢ao de danos da molécula de
DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Em algumas situacées
pode ocorrer uma adaptagdo do organismo em resposta a geragao desses radicais
com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células € extremamente
importante para a sobrevivéncia no ambiente aerobico (BARNETT & KING, 1995). Os
organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superdxido
dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com o0s compostos
oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo. Em adicdo aos
efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta

€ de grande importancia e o consumo desses alimentos esta relacionado com a
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diminuigcdo do risco do desenvolvimento de doencas associadas ao acumulo de
radicais livres (POMPELLA, 1997).

Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH, L-gama-glutamil-L-cisteinil-glicina) estd4 presente
na maioria das células sendo o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua
capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina
(MEISTER & ANDERSON, 1983). A GSH pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesao
resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, radiacao e
luz ultravioleta (DENEKE & FANBURG, 1989). Além disto, diminui a suscetibilidade a
lesdo renal decorrente da isquemia e reperfusdo (SHAN et al., 1990); atua como
transportadora e reservatorio da cisteina e participa da detoxificacdo de agentes
quimicos e da eliminacéo de produtos da lipoperoxidagédo. Ainda, € requerida para a
sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (DENEKE & FANBURG,
1989).

Glutationa-S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo da glutationa com
muitos reagentes eletrofilicos, estando diretamente associada com desintoxicagdo ou
protecdo celular (ABRAHAM et al.,1998). Ao mesmo tempo em que desintoxica
xenobidticos eletrofilicos, como carcinédgenos quimicos, poluentes ambientais,
agentes antitumorais, estas transferases também inativam substéncias enddgenas,
como aldeidos, quinonas, epdxidos e hidroperéxidos formados como metabdlitos
secundarios durante stress oxidativo. A glutationa S-transferase encontra-se na
maioria dos tecidos, como figado, intestino, rins, cérebro e pulmdes. Localiza-se no
citoplasma (acima de 95%) e no reticulo endoplasmatico (menos de 5%) (HAYES et
al., 2005).
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Glutationa Peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase catalisa a redu¢ao do peroxido de hidrogénio (H20,) e
outros peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois, as custas da
conversdo da glutationa (GSH) a sua forma oxidada (GSSG), conforme equacgao
mostrada a seguir (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

ROOH + 2 GSH —~ 5 ROH + GSSG + H:0

A glutationa peroxidase contém um residuo de selénio-cisteina em cada uma
das suas quatro subunidades, o que é essencial para a atividade da enzima. Embora
a GPx tenha acao fundamentalmente citosélica, in vitro ja demonstrou ser capaz de
reduzir hidroperéxidos de membrana. O ciclo redox da GPx é a maior fonte de
protecdo contra baixos niveis de estresse oxidativo, enquanto a catalase torna-se
mais significante na protecdo de niveis mais severos de estresse oxidativo. Nas
células animais, especialmente em eritrocitos humanos, a GPx é considerada a
principal enzima antioxidante na detoxificagdo do peroxido de hidrogénio (H20>)
(MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999).

Glutationa Redutase (GR)

Apoés exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidagcao a GSSG. A
recuperacdao da GSH é feita pela enzima glutationa redutase, uma etapa essencial
para manter integro o sistema de prote¢cdo celular. Habitualmente, a reserva
intracelular de GR é alta e somente uma grave deficiéncia desta enzima resultara em
sinais clinicos (GILBERT & Mc LEAN, 1990). A glutationa redutase é uma
flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida
(NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da via das pentoses. Sob
condicdes de diminuigdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na deficiéncia
de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da fungcado da GR (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997).
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Superoéxido dismutase (SOD)

A superéxido dismutase destréi o radical livre superoxido, convertendo-o em
peroxido que pode ser destruido por reacbes mediadas pelas catalase ou pela
glutationa peroxidase. Como pode ser visto pela equagdo abaixo representada, a
SOD converte o radical altamente reativo superoxido em um menos reativo (H205).
Outra fungcédo da SOD é proteger as enzimas desidratases contra a inativacao pelo

radical livre superoxido.
. . . SOD
0'2 + 0'2 + 2H" —» H202 + O2

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos em sua composicado. Quatro classes de SOD ja foram identificadas, tendo
cofatores dinucleares, cobre e zinco, ou mononucleares, ferro, manganés ou niquel. A
forma SOD-cobre-zinco esta presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-
manganés esta localizada primariamente na mitocondria. (MATES & SANCHEZ-
JIMENEZ, 1999).

2.3.3 - Estresse oxidativo e doencas neurodegenerativas

A funcdo de radicais de oxigénio e espécies reativas de oxigénio na
neurodegeneracao e declinio cognitivo vem sendo amplamente revista (BERR et al.,
2000; SERRANO & KLANN, 2004). O aumento relacionado ao envelhecimento no
dano cerebral oxidativo € melhor exemplificado por produtos da peroxidagao lipidica,
oxidagdo de proteinas e modificagbes oxidativas no nucleo e mitocondrias. Um
aumento nos niveis de proteina carbonil tem sido demonstrado em varias regides do
cérebro, incluindo o hipocampo (DROGE & SCHIPPER, 2007).

A piora na memodria relacionada ao envelhecimento é correlacionada com uma
diminuicdo de antioxidantes no cérebro e no plasma. Diversos autores sugerem a
possibilidade de que o aumento no estresse oxidativo pode resultar, a0 menos em
parte, de uma diminuicdo relativa na atividade das enzimas antioxidantes. Um
declinio na atividade da glutationa peroxidase foi encontrado no hipocampo e
hipotdlamo de ratos idosos. Além disso, o potencial antioxidante reativo total (TRAP)
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e a reatividade antioxidante total (TAR) diminuiram com a idade nos tecidos
estudados, o que pode implicar na inabilidade dessas areas em modular mudancgas
oxidativas, ou seja, mesmo um pequeno aumento na producéo de radicais livres pode
exceder a habilidade das células em se defender dessas substancias (SIQUEIRA et
al., 2005). Da mesma forma a idade provoca diminuigao na atividade da superdxido
dismutase e catalase, que foram notadas no cérebro, coragao, figado e rim de ratos
idosos (GUPTA et al., 1991).

A concentragdo de glutationa intracelular (GSH), assim como a razao
glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) diminui com o envelhecimento
em diferentes modelos animais. Essa diminuicdo no nivel de GSH e/ou na razao
GSH/GSSH foi demonstrada em todas as regides do cérebro de mamiferos
analisadas, incluindo o hipocampo (ZHU et al., 2006). Como a cisteina € a principal
precursora limitante da biossintese de GSH intracelular, é razoavel supor que o
mecanismo da diminui¢cdo intracelular de GSH possa estar relacionado com a
diminuicdo causada pelo envelhecimento na absorcdo da cisteina no plasma que foi
demonstrada acontecer em humanos entre a terceira e a nona década de vida.
Muitas células e tecidos tém alta atividade de transporte de membranas para a
cisteina reduzida, mas atividade fraca ou nenhuma para o seu derivado oxidado,
cistina (HACK et al., 1998).

2.4 - Doencgas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sao caracterizadas por disfungdes
progressivas e perda de neurdnios e sinapses em determinadas areas vulneraveis do
sistema nervoso, determinando uma apresentagdo clinica e uma evolugcao
caracteristicas. As causas de doencas neurodegenerativas, em geral, sao
consideradas multifatoriais, ou seja, podem ocorrer devido as causas genéticas,
ambientais ou enddgenas, como idade. Tradicionalmente, as doencas
neurodegenerativas eram definidas clinico-patologicamente, mas atualmente sao
classificadas de acordo com mecanismos genéticos conhecidos e/ou de acordo com
0s principais componentes dos seus depositos de proteinas (JELLINGER, 2009).

Linhas convergentes de investigacdo tém revelado potenciais mecanismos

patogénicos comuns entre diversas doencas neurodegenerativas, que incluem:
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e Dinadmica anormal das proteinas, com degradacao defeituosa, disfungéao
proteasomal e agregacao;

e Estresse oxidativo e formacao de radicais livres e espécies reativas do
oxigénio;

e Disfungbes mitocondriais e danos no DNA;

e Fragmentacéo do aparato neuronal de Golgi;

e Transtorno do transporte celular/axonal;

e Disfunc¢des de neurotrofinas;

e Processos neuroinflamatérios ou neuroimunes.

Esses mecanismos sao inter-relacionados em complexos circulos viciosos, que
finalmente levam a disfungdo e morte celulares, através de cascatas moleculares
basicas que ainda estao sendo elucidadas (JELLINGER, 2009).

2.4.1 - Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (AD) é uma doenca neurodegenerativa progressiva,
caracterizada pela piora na meméria e na cognicdo. E considerada a causa mais
comum de deméncia, atingindo cerca de 5% da populagdo acima de 65 anos de
idade. O risco de um homem de 55 anos de idade tornar-se demente é de 16% e para
mulheres da mesma idade, o risco chega a 33% (ALLOUL et al., 1998).

O envelhecimento e mutacdes genéticas sdo ambos fatores de risco para a
AD, mas somente 5-10% dos casos da doenca sdo causadas por mutagdes de
formas dominantes autossémicas de genes e sdo caracterizadas por manifestacoes
precoces de deméncia, em alguns casos em pacientes com 40 anos de idade. Os
principais genes implicados na AD sdo os que codificam a proteina precursora da
amiléide (APP, cromossomo 21), a presenilina 1 (PS-1, cromossomo 14) e a
presenilina 2 (PS-2, cromossomo 1) (TSUDA et al., 1995). Polimorfismos em outros
genes também foram identificados como riscos para a forma mais comum da AD de
inicio tardio, notadamente um alelo da apolipoproteina E (APOE e4, cromossomo 19)
(STRITTMATTER et al., 1993).
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Fatores genéticos podem interagir com fatores ambientais para determinar a
patogénese da AD. Esses fatores ambientais, que podem ser deletérios ou
protetores, permanecem largamente desconhecidos (MAIA & DE MENDONCA,
2002).

A doenca de Alzheimer é caracterizada por uma piora progressiva da memodria.
O paciente com AD geralmente apresenta um inicio gradual da doenca, e um
progressivo e sequencial declinio nas fungdes cognitivas, comportamentais e
motoras. Este declinio interfere com as atividades diarias do individuo e,
consequentemente, com sua qualidade de vida. Os sintomas cognitivos incluem
perda de memoria, piora na linguagem e desorientacdo de tempo, lugar e pessoas.
Nos estagios iniciais, os pacientes podem apresentar sintomas de depressado. Nos
estagios seguintes, sintomas comportamentais e psiquiatricos, como agitagao,
agressividade, ilusbes e alucinacbes podem desenvolver-se. Finalmente, nos
estagios mais avangados da doencga, as fungdes motoras declinam e os pacientes
podem tornar-se incontinentes e, por vezes, acamados (ALLOUL et al., 1998).

A injuria neuronal primaria da AD ocorre em regides do cérebro as quais
envolvem o hipocampo, o sistema limbico e o cortex. A doenca de Alzheimer é
caracterizada pela formacdo de dois agregados protéicos principais: placas senis
extracelulares do peptideo B-amildide (AB) e emaranhados neurofibrilares
intracelulares, que estao envolvidos no processo que leva a degeneracao neuronal
progressiva e morte celular.

A proteina B-amildide, que constitui as placas, € composta por peptideos de 39
a 42 aminoacidos (AB), produtos da quebra da proteina precursora da amil6ide
(APP), que pertence a uma familia de glicoproteinas transmembrana expressa em
diversos tipos de células. A APP é sensivel a protedlise por proteases denominadas
a, B ou y secretases. As secretases sao responsaveis pela produgdo do peptideo
AB(1-40) ou AB(1-42). As funcdbes da APP permanecem pouco claras, mas varias
funcdes vém sendo atribuidas a ela, incluindo adesao celular, transporte de vesiculas
e propriedades neurotréficas e neuroprotetoras (MACCIONI et al., 2001).

Placas contendo formas agregadas de fragmentos de AP podem ser
encontradas no coértex normal de individuos idosos. Sendo assim, observagbes de
que uma significativa parcela da populacdo idosa pode apresentar essas placas,
mesmo na auséncia de manifestacdes de qualquer forma de deméncia, € um

argumento a favor da idéia de que a deposi¢cdo de amiléide € somente um entre
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diversos fatores causadores da doenca, apesar de certamente contribuir para a
fisiopatologia da AD (NEVE & McPHIE, 2000).

Os emaranhados neurofibrilares, compostos de pares de filamentos
helicoidais, estdo presentes principalmente no hipocampo, cértex entorrinal e
amigdala. Esses filamentos helicoidais sdo estruturas andémalas geradas por
agregacao de formas do complexo tau hiperfosforiladas que formam uma rede
compacta filamentosa. Tau sdo microtubulos associados a proteinas, com fungbes de
estabilizacdo dos microtUbulos contra instabilidades dinamicas e de ligacao desses
polimeros com outros filamentos do citoesqueleto. Em condi¢cées normais, o equilibrio
entre a fosforilacdo e a desfosforilacdo da tau modula a estabilidade do citoesqueleto
e consequentemente a morfologia axonal. As primeiras modificagdes encontradas na
doenca de Alzheimer consistem na hiperfosforilagdo da tau pela agdo de diferentes
sistemas de proteinas quinases e fosfatases, que parecem levar a mudancas
estruturais e conformacionais nessa proteina (MACCIONI et al., 2001).

Existem alguns tratamentos capazes de melhorar os sintomas cognitivos da
AD. Entretanto, seria importante ter intervengcées que pudessem retardar ou
idealmente reverter mudangas patogénicas progressivas da AD. A propentofilina é
uma xantina que foi desenvolvida para esse propésito. Apesar dos resultados
preliminares terem sugerido que a propentofilina poderia atenuar a progressao da AD
(KITTNER et al., 1997), esses achados encorajadores nao foram confirmados em
testes clinicos subseqiientes. E compreensivel que o uso relativamente curto de uma
substancia neuroprotetora dificlmente pudesse modificar a progressdao de uma
desordem neurodegenerativa que evolui muitos anos antes dos sintomas clinicos
emergirem, como parece ser o caso da AD. Interessantemente, outra xantina, a
cafeina, € a substancia psicoativa mais consumida no mundo e, na maioria das
vezes, esse consumo € feito regularmente e durante toda a vida, o que leva a
hipétese da cafeina poder exercer uma funcdo neuroprotetora em longo prazo,

retardando ou evitando o aparecimento da doenga de Alzheimer.

2.4.2 - Doenca de Alzheimer e estresse oxidativo

O estresse oxidativo possui um importante papel no inicio e na progressao da
doenga de Alzheimer. Os produtos oxidativos de lipideos, proteinas e DNA foram
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reportados em pacientes com AD. No neocoértex do cérebro de individuos com AD, o
produto final da peroxidagdo lipidica, o malonaldeido (MDA), foi encontrado em
quantidades significativamente maiores do que em idosos utilizados como controle
(PALMER & BURNS, 1994). Niveis de outro produto da peroxidagao lipidica, o 4-
hidroxinonenal (4-HNE) também esta aumentado no plasma de pacientes com AD. O
4-HNE é um aldeido resultante da peroxidacao lipidica que pode levar a ativacao da
caspase e a apoptose. Além disso, 4-HNE pode se conjugar com os transportadores
de glicose neuronal, e como consequéncia, piorar a atividade de transporte de glicose
celular na AD (MCGRAT et al., 2001). Perda de proteinas especificas do plasma,
como a apolipoproteina E (apoE), também pode ter um papel na inducao de injaria
durante o estresse oxidativo na AD. Em estudos que examinaram sinaptossomas
corticais ou neurénios de camundongos sem apoE, as amostras dos camundongos
knockouts de apoE possuiam niveis elevados de estresse oxidativo e atividade da
caspase durante a exposicao a proteina AB, assim como aumento da atividade da
oxido nitrico sintetase, sugerindo, assim, um papel protetor para a apoliproteina E
(KELLER et al., 2000).

Outras evidéncias sugerem que a injuria celular durante a AD pode resultar
tanto da producdo de ROS como de uma piora nos mecanismos de reparo celular
apés o estresse oxidativo. LOVEL et al. (1999) quantificaram 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG), um marcador de dano oxidativo, no fluido cerebroespinhal
de pacientes com AD. Os autores observaram que pacientes com AD apresentavam
niveis elevados de 8-OHdG ligadas ao DNA intacto, 0 que sugere que esses
pacientes tém um prejuizo nos mecanismos de reparacao do DNA. Além disso, niveis
de 8-OHdG livres, que sdo gerados durante mecanismos de reparo celulares normais,
estavam significativamente diminuidos nos pacientes com AD, confirmando a
premissa de mecanismos de reparo de DNA deficientes nesses pacientes.

RINALDI et al. (2003) demonstraram que um maior nivel de estresse oxidativo
na AD pode também ser o resultado de uma diminuicdo nos niveis e na atividade de
antioxidantes enzimaticos e n&o-enzimaticos no plasma. Pacientes com AD
mostraram deplecdo nos niveis de vitamina A, vitamina C e vitamina E, além de
menor atividade das enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidase. Por
outro lado, diversos estudos tém demonstrado que a suplementacdo da dieta com
diferentes fontes de antioxidantes atenuam a perda cognitiva em animais. CHEN et al.
(2009) mostraram que polifendis, presentes no cha verde, atenuam disfungdes
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cognitivas induzidas pelo estresse fisiol6gico. Houve melhora da performance dos
animais em diferentes tarefas comportamentais. Ja o acido ascorbico demonstrou
atenuar déficits de aprendizado espacial induzidos pela escopolamina no teste do
water maze (HARRISON et al., 2009). Sendo assim, uma dieta rica em antioxidantes
poderia prevenir ou retardar a deterioragao cognitiva na AD.

A neurotoxicidade da proteina AB-amildide, a maior componente da
patogénese da AD, também é associada com injuria celular seguida de exposicéo as
ROS. Em camundongos cuja expressao de APP estd aumentada, os depésitos de
AB, que sao caracteristicamente encontradas na AD, se co-localizam com diversos
marcadores de estresse oxidativo (SMITH et al., 1998), sugerindo que existe uma
correlacao estreita entre o estresse oxidativo e o depédsito de AB. Além disso, agentes
que modulam as ROS, como a vitamina E, reduziram a neurotoxicidade durante a
exposicao a Ap (SUBRAMANIAM et al., 1998).

Durante as ultimas décadas, diversos estudos tém sido realizados na tentativa
de comprovar que a AP pode levar diretamente a geragcdo de ROS. BEHL et al.
(1994) demonstraram que AB pode levar a geragdo de perdxido de hidrogénio e a
morte celular em cultura primaria de neurénios. A habilidade da AR em gerar ROS
pode ser o resultado da sua composicdo com metionina, j& que a substituicdo da
metionina pela valina ou a remog¢do da metionina da proteina AP, bloqueia a
producao de ROS, a oxidacao de proteinas e a toxicidade em neurdnios hipocampais
(VARADARAUJAN et al., 1999). Além disso, a geracao de radicais livres pela proteina
AB parece ser fortemente influenciada pelo estado de agregacao dos peptideos, ja
que a inibicdo da agregacao da AP leva a reducao da toxicidade neuronal e a geragao
de radicais livres (MONJI et al., 2001).

A formacao de canais durante o estresse oxidativo também pode ser um fator
significativo na patogénese da AD e na toxicidade da AB. A proteina AB-amildide é
capaz de espontaneamente inserir-se nas membranas lipidicas e formar canais
seletivos, voltagem-dependentes e permeaveis a ions. Os canais formados podem
ser permeaveis ao célcio e levar a toxicidade celular através da perda da homeostase
do célcio. Além disso, os agregados de AB podem interagir com a bicamada lipidica e
reduzir a fluidez da membrana, potencialmente piorando a funcdo celular e

promovendo uma injuria celular (KREMER et al., 2001).
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2.4.3 - Inducao de diabetes por estreptozotocina como modelo para a doenca de

Alzheimer

O diabetes € caracterizado por uma hiperglicemia que resulta de uma
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina e é associada com complica¢des de longo
prazo que afetam os olhos, rins, coragdo e nervos. O diabetes causa uma variedade
de desordens funcionais e estruturais no sistema nervoso central e periférico
(BIESSELS et al.,, 1994). Além disso, existem anormalidades eletrofisiolégicas e
estruturais no cérebro de pacientes diabéticos que fornecem boas razdes para se
acreditar que as fungdes cognitivas sao afetadas, 0 que pode estar associado com
uma atrofia da formacdo hipocampal, que ¢é envolvida nos processos de
aprendizagem e memoéria (BRANDS et al, 2005). Uma piora moderada do
aprendizado e memdéria tem sido observada em adultos com diabetes (TUN et al.,
1990).

O modelo frequentemente usado de diabetes tipo 1, os ratos diabéticos
induzidos por dose unica de estreptozotocina (STZ), € caracterizado por hiperglicemia
cronica associada com piora no aprendizado e na memoéria hipocampal, assim como
plasticidade sinaptica defeituosa no hipocampo (BIESSELS et al., 1996). Além disso,
LIU e colaboradores (2008) demonstraram que a induc¢ao de diabetes por dose Unica
de STZ (65 mg/kg) induziu um aumento significativo nos niveis da proteina B-amiléide
em tecidos cerebrais de ratos, resultando, respectivamente, em um aumento na
concentracao da AB de 4,2 e 3,9 vezes no cértex e hipocampo dos animais, quando
comparados com ratos nao diabéticos.

A doenca de Alzheimer é caracterizada por uma piora progressiva da memoria
e pela formagédo de placas senis extracelulares do peptideo AB-amildéide no cérebro.
Sendo assim, como ratos diabéticos induzidos por STZ também apresentam estes
sinais com o desenvolvimento do diabetes, estes podem ser utilizados como um
modelo para se estudar essas caracteristicas da doenca de Alzheimer, bem como
avaliar a efetividade de compostos que possam prevenir ou retardar o aparecimento

desses sinais da doenca de Alzheimer.
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2.5 - Café e aprendizado € meméria

A adenosina endogena, pela ativagéo de receptores Ay, modula o fenémeno de
plasticidade sinaptica de longo prazo, assim como a potenciacdo e a depressdo de
longo prazo. De acordo com a nocdo de que a plasticidade sinaptica € a base do
aprendizado e da memoria em diferentes areas do cérebro, a adenosina de maneira
correspondente modula o comportamento em varios paradigmas de aprendizagem e
memdéria. Os efeitos cognitivos da cafeina sdo na maioria devidos a sua habilidade
em antagonizar receptores de adenosina no hipocampo e cértex, que sao as areas do
cérebro mais envolvidas na cognigao (DE MENDONGCA & RIBEIRO, 2001).

Normalmente se acredita que a cafeina e outras xantinas relacionadas
melhoram o aprendizado e a meméria. Por outro lado, uma revisdo de estudos nessa
area mostra que ha controvérsias no assunto. Enquanto muitos estudos sugerem um
efeito protetor da cafeina na aprendizagem e meméria em animais € humanos
(RIEDEL et al., 1995; CESTARI & CASTELLANO, 1996) outros estudos reportam que
a cafeina nao afeta a memdédria ou mesmo piora (SMITH et al., 1994; FISHER &
GUILLET, 1997).

Uma possivel razdo para essa controvérsia pode ser que a cafeina nao
apresenta um efeito benéfico geral em todos os tipos de meméria e que esse efeito
pode ndo ser o mesmo em todas as fases do processo de memoria. Apesar do
grande numero de estudos na literatura sobre o efeito da cafeina na memodria,
nenhum deles apresenta um estudo sistematico dos efeitos da cafeina na memoria,
considerando o estagio especifico de armazenamento da memoria que é afetado e as
especificidades de cada teste de memoria. Além disso, em algumas dessas
investigacdes, os efeitos da cafeina na memoéria ndo sdo o objetivo principal do
estudo, mas uma observacao feita em paralelo com outros itens (ANGELUCCI et al.,
1999).

Recentemente, a administracdo de cafeina preveniu os déficits cognitivos e a
neurodegeneracao em modelos de desordens neurodegenerativas, como doencga de
Alzheimer e doenga de Parkinson (ARENDASH et al., 2006; DALL’IGNA et al., 2003;
GEVAERD et al., 2001). Além disso, dois estudos epidemiolégicos sugeriram que o
consumo de cafeina previne a piora cognitiva. O primeiro estudo foi feito de maneira

retrospectiva e o consumo de cafeina foi associado com um menor risco de
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desenvolvimento de deméncia relacionada a doenga de Alzheimer (MAIA &
MENDONGCA, 2002). No segundo estudo, os efeitos preventivos do consumo de
cafeina foram confirmados num estudo prospectivo em mulheres idosas, onde o
consumo de cafeina foi monitorado por 4 anos (RITCHIE et al., 2007).

O café e a cafeina afetam as vias comportamentais e bioquimicas que
influenciam a neurogénese no hipocampo de adultos. Em doses moderadas, a
cafeina aumenta a atividade locomotora, 0 que parece aumentar a neurogénese no
giro dentato (VAN PRAAG et al.,, 1999). A cafeina em altas doses também pode
contribuir para a privacdo de sono, ansiedade ou estresse, o que tem sido associado
com a depressdo da neurogénese adulta (GUZMAN-MARIN et al., 2005).
Indiretamente, os efeitos vasoconstritores da cafeina podem alterar o nivel vascular
neurogénico e modificar a neurogénese adulta (PALMER et al., 2000). Estudos
recentes de WENTZ & MAGAVI (2009) mostraram que baixas doses de cafeina, 10
mg/kg por dia, ndo tiveram efeito na proliferacdo neuronal. Doses moderadas, entre
20 e 25 mg/kg/dia, diminuiram a proliferacdo no giro dentato entre 20 e 25%,
enquanto altas doses, de 60 mg/kg/dia, aumentaram a proliferagdo em mais de 50%.

O piroglutamato (PGA), também conhecido como &cido 2-oxo-pirrolidona
carboxilico ou PCA, € um intermediario do ciclo do gamaglutamil na sintese e
degradagdo da glutationa. Durante o processamento do café, o I-glutamato pode
espontaneamente ser convertido em piroglutamato. O PGA foi detectado no café
liofilizado em uma concentragéo cerca de 10 vezes maior do que no café em gréo, e
provavelmente esse fato esta relacionado a algum estagio do processo industrial do
preparo do café instantdneo (MAESO et al., 2006). Diversos estudos demonstraram
que o PGA apresenta efeitos na melhora cognitiva em animais, que poderiam ser
atribuidas a um aumento da liberacao de acetilcolina no cértex cerebral (ANTONELLI
et al., 1984), protecdo contra a neurotoxicidade induzida pelo glutamato ou melhora
da perfusao cerebral (XIAO et al., 1999). Além disso, em um estudo duplo-cego com
adultos idosos, a memoria verbal apresentou uma melhora quando comparada ao
placebo (GRIOLI et al.,, 1990). Esses antecedentes levam a possibilidade de o
conteludo de piroglutamato presente no café também contribuir para alguns efeitos
centrais da bebida, como reducdo da fadiga, melhora da atengdo e aumento da
cognicao.
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2.6 - Café e estresse oxidativo

Os polifendis tém demonstrado exercer uma variedade de agdes bioldgicas,
como sequestro de radicais livres, quelagdo de metais e modulagdo da atividade
enzimatica. Estudos epidemiolégicos tém sugerido a associagcdo do consumo de
alimentos ricos em polifendis e a prevenc¢ao de algumas doencas humanas (NARDINI
et al., 2002). O café contém diversos componentes fendlicos que sao associados a
capacidade antioxidante da bebida, sendo que o conteudo total de polifendis varia
entre 200-550 mg por xicara. Entre os principais componentes fendlicos identificados
no café estdo os acidos clorogénicos, que podem estar presentes entre 70 a 325 mg
por xicara (200 ml) (NATELLA et al., 2002). Diversos estudos ja demonstraram os
efeitos protetores do acido clorogénico contra o estresse oxidativo. Em um estudo in
vitro, esse composto demonstrou atenuar a morte de células neuronais induzidas por
peréxido de hidrogénio, inibindo significativamente a condensacdo nuclear e a
fragmentagdo do DNA induzidas pelo H-O». Além disso, o pré-tratamento com acido
clorogénico inibiu a quebra da caspase 3, que € uma protease que medeia a morte
celular e é quebrada e ativada durante a apoptose (CHO et al., 2009). Outros
polifénois presentes no café também ja tiveram seus efeitos protetores estudados,
como o acido caféico, que demonstrou inibir de maneira dose-dependente a
metilagdo do DNA in vitro e também a metilagcdo de uma regido promotora de um
gene representativo de linhagens celulares cancerosas humanas (LEE & ZHU, 2006).

A cafeina e seus metabdlitos tém demonstrado apresentar efeitos
antioxidantes, e essas propriedades podem estar relacionadas com suas agdes
neuroprotetoras. Em estudos in vitro, SHI et al. (1991) investigaram, utilizando a
ressonancia de spin de elétron (ESR), que a cafeina eficientemente sequestra
radicais hidroxil em uma taxa constante e comparavel com outros eficientes
antioxidantes. Ja em um estudo baseado na capacidade de a cafeina absorver radical
de oxigénio e de inibir a peroxidacdao do LDL, LEE (2000) ndo observou atividade
antioxidante ou habilidade protetora presente na cafeina, mas sim nos seus principais
metabolitos nos humanos, a 1-metilxantina e o &cido 1-metilurico.

Estudos com administracdo de cafeina em animais experimentais também tém
sugerido seu potencial em aumentar a atividade de enzimas antioxidantes.
NOSCHANG et al. (2009), utilizando doses de 0,3 e 0,1 g/L de cafeina na bebida dos
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animais, durante 40 dias, observaram um aumento na atividade da superdxido
dismutase e da catalase no cortex cerebral. De maneira interessante, esse aumento
na atividade dessas enzimas nao foi observado quando a cafeina foi administrada
aos animais submetidos a um estresse crénico.

Outros dois importantes componentes do café, os diterpenos caveol e cafestol,
também ja demonstraram possuir efeitos protetores contra o estresse oxidativo
induzido por peroxido de hidrogénio e consequente dano no DNA. Em experimentos
de citotoxicidade e peroxidagdo lipidica, o caveol e o cafestol protegeram
efetivamente culturas celulares da injuria causada pelo peroxido de hidrogénio,
aumentando a viabilidade celular e diminuindo a formacao de TBARS. Além disso,
células enriquecidas com caveol e cafestol também mostraram serem resistentes ao
hidroperéxido tert-butil, devido ao sequestro dos radicais peroxil e a prevengédo da
peroxidacao lipidica por esses compostos (LEE & JEONG, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Investigar o efeito do café, como alimento funcional, sobre a modulagcédo do
sistema antioxidante enddégeno no sistema nervoso central de ratos e na performance

cognitiva de animais adultos.

3.2 — Objetivos especificos

1. Avaliar o consumo dos diferentes tipos de racao controle, com café e com
cafeina pelos animais experimentais;

2. Avaliar o ganho de peso dos animais alimentados com dieta composta de
racao de rato enriquecida com racao para caes e com café e cafeina;

3. Avaliar o efeito da suplementacdo da dieta com café ou cafeina sobre a
atividade exploratéria e locomotora dos animais;

4. Verificar o efeito do consumo crénico de café e cafeina no aprendizado e
memoria dos animais, por teste comportamental de memoria de reconhecimento de
objetos;

5. Investigar o efeito da ingestdo de café ou cafeina sobre o indice de
peroxidacao de lipideos em tecido cerebral de ratos;

6. Determinar o efeito da ingestdo de café e cafeina no teor de glutationa
reduzida (GSH) e na atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST) em
tecido cerebral de ratos;

7. Investigar o efeito da ingestéo de café e cafeina na atividade das enzimas
antioxidantes glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e superoxido
dismutase (SOD) em tecido cerebral de ratos;

8. Investigar o efeito da ingestdo didria de café e cafeina nos niveis da
proteina AB-amiléide (1-40) no cértex e no hipocampo de ratos controle e com

diabetes induzida por estreptozotocina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Protocolo Experimental

O protocolo experimental estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal conforme projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG) sob o protocolo n°® 126/2007.

4.1.1 — Animais

4.1.1.1 —Bloco A

Ratos da raga Wistar da colénia do Laboratério de Nutrigdo Experimental da
Faculdade de Farmacia da UFMG foram acasalados. Durante o periodo de gestacao
e amamentacao as fémeas receberam dieta composta de racao para ratos (Labina®,
Purina, MG, Brasil) enriquecida com 20% de ragédo para caes (Bonzo Mix Carnes®,
Purina, SP, Brasil). Apés o parto, o numero de filhotes por fémea foi fixado em oito,
sendo que posteriormente somente os machos foram mantidos. Apés o desmame
(aos 21 dias de vida), os filhotes foram alocados em gaiolas individuais, sendo
separados aleatoriamente em cinco grupos experimentais:

Grupo controle (GC): alimentado com dieta controle, composta de ragao para ratos
enriguecida com ragao para caes.

Grupo Café 3% (G3%): alimentado com dieta controle suplementada com extrato de
café (3%).

Grupo Café 6% (G6%): alimentado com dieta controle suplementada com extrato de
café (6%).

Grupo Cafeina 0,04% (G0,04%): alimentado com dieta controle suplementada com

0,04% de cafeina anidra.
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Grupo Cafeina 0,08% (G0,08%): alimentado com dieta controle suplementada com
0,08% de cafeina anidra.

Todos os grupos receberam agua ad libitum e foram pesados em intervalos de
10 dias. A ingestao da dieta controle e experimental foi medida diariamente.

Aos 90 dias de vida, os animais foram submetidos a dois testes
comportamentais: campo aberto e meméria de reconhecimento de objetos
(preferéncia por novo objeto).

Por volta dos 100 dias de vida, os ratos foram sacrificados por decapitacdao. O
cérebro foi processado para posterior analise das medidas bioquimicas de estresse

oxidativo.

41.1.2 —Bloco B

Ratos da raca Wistar da col6nia do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Faculdade de Farmacia da UFMG foram acasalados. Durante o periodo de gestagéo
e amamentacao as fémeas receberam dieta composta de ragéo para ratos (Labina®,
Purina, MG, Brasil) enriquecida com 20% de ragédo para caes (Bonzo Mix Carnes®,
Purina, SP, Brasil). Apdés o parto, o numero de filhotes por fémea foi fixado em oito,
sendo que posteriormente somente os machos foram mantidos. Apés o desmame
(aos 21 dias de vida), os filhotes foram alocados em gaiolas individuais, sendo
separados aleatoriamente em trés grupos experimentais:

Grupo controle (GC): alimentado com dieta controle, composta de racao para ratos
enriguecida com ragao para caes.

Grupo Café 6% (GCafé%): alimentado com dieta controle suplementada com extrato
de café (6%).

Grupo Cafeina 0,08% (GCfeina%): alimentado com dieta controle suplementada
com 0,08% de cafeina anidra.

Todos os grupos receberam agua ad libitum e foram pesados em intervalos de
10 dias. A ingestao da dieta controle e experimental foi medida diariamente.

Aos 60 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a um
tratamento para indugéo de diabetes, de acordo com LIU et al (2008). Ap6s 12 horas
de jejum, os animais receberam dose Unica de injegdo de estreptozotocina 65 mg/kg,
intraperitonealmente, dissolvida em tampé&o citrato de sédio 100 mM, pH 4,5. O
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desenvolvimento da diabetes foi confirmado pela medida da glicose sanguinea sem
jejum, usando kit reagente (StatStrip glico sensor xpress, Nova Biomedical, Waltham,
MA, EUA). Ratos com nivel de glicose maior que 250 mg/dL (14,0 mM), apdés uma
semana da injecao de estreptozotocina, foram considerados diabéticos e incluidos no
experimento. A outra metade dos animais de cada grupo recebeu injecdo de tampao
citrato de sodio somente (controle), e também teve a medida de glicose sanguinea
monitorada.

Os animais foram sacrificados aos 90 dias de vida, por decapitacdo. A glicose
sanguinea foi previamente medida para confirmagao do desenvolvimento ou néo da

diabetes. O cérebro foi processado para posterior analise da proteina AB-amildide.

4.2 — Material

4.2.1 — Equipamentos

Espectrofotbmetro  Hitachi modelo  U-2001 (Hitachinaka,  Jap&o).
Espectrofluorofotdmetro  Shimadzu RF-5301 PC (Kyoto, Japao). Centrifuga
refrigerada Hitachi modelo CR21 (Hitachinaka, Japao). Banho com agitacdo e
temperatura regulavel Yamato Scientific Co, modelo BT-25 (Tokyo, Japao). Banho
Maria Metabdlico Dubnoff, modelo TE053 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Micro-
moinho tipo Willye Tecnal, modelo Te-648 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Estufa de
esterilizacdo e secagem com circulagdo de ar forgcada e termémetro digital Nova
Etica, modelo 420D (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Leitor de ELISA Versamax
Molecular Devices.

4.2.2 - Reagentes quimicos
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB); ortoftaldeido (OPT); nicotinamida adenina
di-nucleotideo fosfato, forma reduzida (NADPH); glutationa na forma reduzida 98%

(GSH); glutationa na forma oxidada (GSSG); glutationa redutase; acido tiobarbiturico
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(TBA); estreptozotocina e albumina de soro bovino foram adquiridos da Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, EUA).

Acido pirogdlico (pirogalol) e cafeina anidra foram adquiridos da Synth
(Diadema, SP, Brasil).

Kit de ELISA colorimétrico para AB-amiloide 1-40 foi adquirido da Invitrogen Co
(Carlsbad, CA, EUA).

Todos os outros reagentes utilizados apresentaram o mais alto grau de pureza

comercialmente disponivel.

4.2.3 — Caracterizacao do café

O café utilizado foi da espécie Coffea arabica, torrado a uma temperatura de
160°C em tempo aproximado de 13 minutos na classificagéo 45 ideal para consumo.
A classificagao dos pontos de torra foi realizada com auxilio de discos colorimétricos
AGTRON/SCAA, de acordo com os padrdes utilizados pela Associagdo Brasileira da
Industria de Café. A amostra utilizada foi do tipo exportacdo, grédo sem defeito,
granulagdo média e de processo de preparo natural de bebida mole.

O teor de cafeina presente no p6 de café foi de 12,5 mg cafeina/g de café
(1,25%).

4.3 — Métodos

4.3.1 — Extracao do café

A extracdo do café foi realizada de acordo com VITORINO et al. (2001) com
algumas modificagbes. Um volume de 100 mL de &gua destilada foi aquecido em
chapa elétrica até 90°C e vertido lentamente sobre 3 g (café 3%) ou 6 g (café 6%) da
amostra do café moido. Apds agitacdo por 2 minutos, a suspensao foi resfriada em

banho a temperatura ambiente por 10 minutos. O extrato foi entdo centrifugado
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(Centrifuga Hitachi, Hitachinaka, Jap&o) a 27 g por 10 min a 10°C. O sobrenadante foi
coletado em uma proveta e o volume completado para 100 mL.

4.3.2 - Preparo das dietas

O preparo da dieta foi realizado por adaptagdo da técnica utilizada por
PAOLINELLI (2002). As ragdes Labina® (Purina, SP, Brasil) e Bonzo® (Purina, SP,
Brasil) foram previamente moidas em micro-moinho (Tecnal, SP, Brasil) e misturadas
numa propor¢gdo de 4:1, respectivamente. A cada 90 g desta mistura foram
adicionadas 100 mL de uma solucdo contendo 4% de gelatina em p6, 1% de amido
de milho e 5% de agucar, previamente dissolvidos a quente, recebendo o nome de
dieta controle. A dieta suplementada com café teve a dieta controle como base,
porém 100 mL do extrato de café a 3% ou 6% foram utilizados para o preparo da
solugéo contendo gelatina, amido e agucar. Do mesmo modo, a dieta suplementada
com cafeina, teve a dieta controle como base, porém a esta foi adicionada 0,04% ou
0,08% de cafeina (valores correspondentes ao teor de cafeina presente na dieta com
café a 3% e 6%, respectivamente). Depois de adequadamente homogeneizada, a
massa resultante foi cortada em pequenos pedacgos e secada a 60 °C em estufa de
esterilizagdo e secagem com circulagdo de ar forcada (NOVA ETICA, modelo 420D,

Vargem Grande Paulista, SP, Brasil).

4.3.3 — Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados em uma caixa de acrilico aberta
na parte superior, de dimensdes de 50 x 50 x 40 cm. As paredes laterais da caixa
foram cobertas com cartolina preta para que nenhum estimulo externo interferisse
nos testes. Na parte inferior da caixa (assoalho) foi colocada uma cartolina dividida
em 16 quadrados de iguais dimensoes.

Os animais foram ambientados na sala de experimento por, aproximadamente,

60 minutos. Os testes foram realizados sempre no periodo da tarde (13:00 — 18:00 h).
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Os objetos apresentados aos animais como estimulo eram feitos de pecas
plasticas de encaixar (Gulliver, SP, Brasil) e variavam em forma, cor e tamanho; e
foram fixados ao chao da caixa para ndo se moverem durante os testes.

A caixa e os objetos utilizados nos testes eram limpos com éalcool 70% entre
um animal e outro, para retirar qualquer interferéncia olfatéria.

Foi realizada uma habituacdo dos animais a caixa de acrilico onde seriam
realizados os testes: eles foram colocados no interior da caixa, sem qualquer

estimulo, por trés dias consecutivos durante 20 minutos.

4.3.3.1 — Campo aberto (Open field)

O teste de campo aberto foi realizado para se analisar a atividade exploratoéria
e locomotora dos animais, bem como a memoria ndo-associativa de habituagéao
(adaptado por PEREIRA et al., 2005).

Cada animal foi colocado no quadrante esquerdo superior da caixa de acrilico
e durante cinco minutos foram contados os seguintes parametros:

e Crossing: numero de vezes que o animal mudou de quadrado
e Rearing: numero de vezes que o animal se levantou nas patas
traseiras.

As medidas foram realizadas em dois dias consecutivos. Os dados de
crossing e rearing do primeiro dia foram utilizados como parametros de atividades
locomotora e exploratéria. J& os dados de crossing e rearing do segundo dia de
teste foram comparados com os dados do primeiro dia e utilizados para avaliar a
retengdo da memdria ndo-associativa de habituagéo.

4.3.3.2 — Meméria de reconhecimento de objetos — preferéncia por objeto novo

Neste teste, a preferéncia do animal por um novo objeto foi avaliada
(ENNACEUR & DELACOUR, 1988). O procedimento compreendeu uma fase de
treino, seguida por duas fases de teste, a primeira de 90 minutos poés-treino
(memoria de curta duragdo) e outra 24 horas pos-treino (memdria de longa

duracao).
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Na fase do treino, cépias duplicadas (A1 e A2) de um objeto foram colocadas
préximo a dois cantos da caixa (esquerda inferior e direita superior) a 15 cm de cada
parede. O animal foi entdo colocado no canto direito inferior da caixa e permitido
explorar os objetos por 5 minutos. O tempo de exploragdo do animal em cada objeto
foi cronometrado. Apds 90 minutos (memaria de curto prazo) foi realizada a primeira
fase do teste. O animal foi recolocado na caixa, com dois objetos na mesma
posicdo: uma cépia do objeto utilizado na fase treino (A3) e um novo objeto (B). O
tempo de exploracdo de cada objeto foi cronometrado por 5 minutos. A segunda
fase de teste foi realizada ap6s 24 horas (meméria de longo prazo), com uma copia
do objeto utilizado na fase treino (A4) e um novo objeto (C).

As posicoes dos objetos na fase treino e teste e os objetos usados como
novo ou familiar foram contrabalanceados entre os animais.

O comportamento exploratério foi definido pelo direcionamento e
movimentacdo das vibrissas do animal para o objeto. Qualquer outro
comportamento, por exemplo, olhar ao redor ou descansar contra (em frente ao) o
objeto, ndo foi considerado exploragao.

Os resultados do tempo de exploragdo dos objetos foram expressos como
indice de discriminagdo que foi calculado segundo a formula: tempo de exploragéao
do objeto novo/ tempo total de exploracao.

[] ] []

90’ 24 h

[] o i

Fase treino Fase teste Fase teste

Figura 2 - Diagrama representativo do teste de memdria de reconhecimento de
objetos — preferéncia por objeto novo
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4.3.4 — Medidas bioquimicas

4.3.4.1 - Preparo do homogeneizado de cérebro

Apos retirar o cerebelo, o cérebro foi pesado e homogeneizado em 10
volumes (1:10 p/v) de tampéao fosfato de sédio 50 mM, acrescido de KCI 140 mM,
pH 7.,4. Foi realizada, entdo, uma centrifugagéo a 750 x g, por 10 minutos a 4°C. O
pellet foi descartado e o sobrenadante guardado em eppendorfs de um mL. Todas

as amostras foram guardadas em freezer —70°C até a realizagéo dos testes.

4.3.4.2 - Peroxidacio de lipideos

A peroxidacao lipidica foi analisada de acordo com o método proposto por
YAGIK (1984), com modificagdes. Trezentos microlitros de acido tricloroacético 10%
gelado foram adicionados a 150 pulL da amostra. Foi realizada, entdo, uma
centrifugacao a 300 g por 10 minutos. Em seguida, 300 uL do sobrenadante foram
incubados em agua fervente por 25 minutos com 300 uL de &cido tiobarbiturico
(TBA) 0,67% em sulfato de sodio 7,1%. Apds resfriamento foi feita a leitura no
espectofotdmetro (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City, Japdo) a 532 nm, que
foi convertida em nmol de malonaldeido, utilizando-se o coeficiente de absorgéao
molar (YAGIK, 1984).

4.3.4.3 - Avaliacido da glutationa

O conteudo de GSH foi medido segundo o método de TIETZE (1969). Em
100 pL da amostra foram adicionados 1,8 mL de tampéao fosfato-EDTA pH 8,0 e 100
uL de solucdo de OPT (ortoftaldeido), obtendo-se assim, uma solucéao final de 2,0
mL. Esta solugéo foi incubada a temperatura ambiente por 20 minutos e logo apés
realizou-se a leitura em espectrofluorofotdbmetro (Shimadzu RF-5301 PC, Kyoto,
Japédo) utilizando o comprimento de onda de 350 nm de excitacdo e 420 nm de
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emissao. Foi preparada uma curva padrdao com concentracées de GSH entre 0,01 —
1 mM.

4.3.4.4 — Atividade da glutationa-S-transferase

A atividade da glutationa—S-transferase (GST) foi realizada segundo o
método de HABIG et al. (1974). O procedimento consistiu na adicdo de 805 uL de
tampao fosfato 0,1 M + EDTA 1,0 mM em pH 6,5; 15 uL de GSH 60 mM; 30 pL de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 30 mM; 50 uL da amostra, num volume final de 0,9
mL. Os reagentes foram colocados diretamente nas cubetas e a leitura feita em

espectrofotémetro (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City, Japao) a 345 nm.

4.3.4.5 — Atividade da glutationa peroxidase

Atividade da glutationa peroxidase foi medida de acordo com PAGLIA &
VALENTINE (1967). Foram misturados 580 uL de tampéao fosfato 100 mM (pH 7,0),
contendo 5 mM de EDTA; 100 uL NADPH 8,4 mM; 10 uL glutationa redutase (100
Ul/mg proteina/ml); 10 uL NaN3 1,125 M; 100 uL de glutationa reduzida 0,15 M e
100 puL da amostra. A reagdo enzimatica iniciou-se pela adicao de 250 uL H,O; 2,2
mM. A conversdo do NADPH em NADP foi medida pela absorbancia do sistema em
espectrofotébmetro (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City, Jap&o) a 340 nm por 4
minutos apods o inicio da reacao. A unidade enzimatica foi definida como a oxidacao
de 1 umol de NADPH por minuto por mg de proteina e foi calculado com base na
absortividade molar do NADPH (PAGLIA & VALENTINE, 1967) a 340 nm.

4.3.4.6 — Atividade da glutationa redutase

Avaliacao da atividade da glutationa redutase foi realizada segundo
CARLBERG & MANNERVIK (1975). Em um volume de 1,0 mL, 810 uL de tampao
fosfato de potéssio 0,10 M + 0,5 M EDTA (pH 7,6); 30 uL de NADPH 2,0 mM; 60 uL
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de glutationa oxidada 2,0 mM e 100 uL da amostra foram misturados. A medida foi
feita, em espectrofotdmetro (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City, Japao), a
340 nm em intervalos de 30 segundos. A unidade enzimatica foi definida como a
oxidacao de 1 umol de NADPH por minuto por mg de proteina e foi calculado com
base na absortividade molar do NADPH (PAGLIA & VALENTINE, 1967) a 340 nm.

4.3.4.7 — Atividade da super6xido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi medida de acordo com MARKLUND
& MARKLUND (1974) e se baseou na inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol. Em
resumo, 780 uL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,4), 20 uL de EDTA 50
mM e 100 pL da amostra foram adicionados a 100 pL de pirogalol 2 mM. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro a 420 nm (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City,
Japéo) durante cinco minutos. O resultado foi expresso como U/mg proteina, sendo
U igual a quantidade de enzima que inibe 50% da auto-oxida¢ao do pirogalol.

4.3.4.8 - Determinacao de proteina

O teor de proteina foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951),
modificado por HARTREE (1972), utilizando a albumina de soro bovino como
padrao. Exatamente 0,1 mL da amostra foi adicionado a 2,0 mL de NaOH 1N. Apos
incubar em banho aquecido (50°C) por 1 hora e esfriar completamente, 150 uL
desta solugdo foram aliquotadas em tubos de vidro em duplicata, e o volume
completado com agua destilada para um volume final de 1,0 mL. Foi adicionado a
cada tubo um volume de 0,9 mL da solugdo A (2,0 g de tartarato de sédio e
potassio; 100,0 g de carbonato de sdédio e 500 mL de solucdo de NaOH 1 N) e
aqueceram-se os tubos em banho-maria a 50 °C por 10 minutos. Apéds resfriamento,
adicionou-se um volume de 0,1 mL da solucdo B (2,0 g de tartarato de sodio e
potassio; 1,0 g de CuS0O45HO e 10 mL de NaOH 1 N), seguindo-se de
homogeneizagdo. Apos repouso por 10 minutos em temperatura ambiente, foram

adicionados 3,0 mL da solucdo C (1 volume de reativo de Folin-Ciocalteau para
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cada 15 volumes de agua destilada), seguido de agitacdo. Logo apds, incubou-se
em banho a 50 °C por mais 10 minutos. Apoés resfriamento, foi efetuada a leitura das
amostras em espectrofotdmetro (Hitachi, modelo U-2001, Hitachinaka City, Japao) a
650 nm.

4.3.4.9 — Determinacao de DNA

A determinacdo do DNA foi de acordo com o método de PRASAD et al.
(1972), que se baseia na medida da fluorescéncia desenvolvida pelo brometo de
etidio ao interagir com os acidos nucléicos.

A uma aliquota de 0,2 mL da amostra foi acrescentada 1,8 mL de tampéao
Tris-NaCl (pH 7,5-8,5) e 2,0 mL de solugdo de brometo de etidio (20 ug/mL). Um
volume de 30,0 uL de ribonuclease (2,0 ug/mL) foi adicionado para hidrélise de
RNAs. Apés agitagdo, as amostras foram incubadas em banho a 50°C por uma
hora. A fluorescéncia resultante foi lida em espectrofluorofotometro (Shimadzu RF-
5301 PC, Kyoto, Japao), com comprimento de onda 315/590 excitagcdo/emisséo,
utilizando DNA de salméo (Sigma) como padrao. Os resultados foram expressos em
miligramas de DNA por g de tecido.

4.3.5 — Medidas bioquimicas nos animais com diabetes induzida por STZ

4.3.5.1 — Medida da glicose sanguinea

A medida da glicose sanguinea dos animais foi realizada sem jejum, usando
kit reagente (StatStrip glico sensor xpress, Nova Biomedical, Waltham, MA, EUA).
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4.3.5.2 - Preparo do homogeneizado de cérebro

O hipocampo e o coértex do cérebro de cada animal foram dissecados,
pesados e homogeneizados separadamente em 10 volumes (1:10 p/v) de cloridrato
de guanidina 5M e Tris HCI 50 mM, pH 8,0. Os homogeneizados foram misturados
durante 3 - 4 horas a temperatura ambiente, e entdo, estocados a -20° C até a
quantificacao da proteina AB-amildide (LIU et al., 2008).

4.3.5.3 — Medida da concentracido de AB-amiléide (1-40)

As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g a 4°C por 20 minutos. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a medida da proteina AB-amildide, utilizando-
se o kit de ELISA colorimétrico para AB-amildide 1-40 da Invitrogen Co (Carlsbad,
CA, EUA).

A técnica consistiu na adicdo de 50 pL dos padrées (curva padréo) e
amostras nos pogos da placa de ELISA revestida com um anticorpo monoclonal
especifico para o terminal NH, da proteina AB-amildide. Em seguida, 50 uL de um
anticorpo de coelho especifico para o terminal COOH da sequiéncia da proteina
foram adicionados aos pogos da placa, que foi entdo incubada por 3 horas a
temperatura ambiente. ApGs lavagem da placa por quatro vezes com tampao de
lavagem apropriado, 100 pL de um anticorpo anticoelho foi adicionado aos pocos e
a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a retirada do
excesso do anticorpo com a lavagem da placa por quatro vezes, 100 uL de um
substrato cromégeno foi adicionado aos pocgos, produzindo cor. A intensidade do
produto colorido obtido em cada pogo foi diretamente proporcional a concentragao
da proteina AB-amiléide presente nas amostras. Apos incubacao da placa por 30
minutos a temperatura ambiente e no escuro, foi adicionado aos pogos 100 uL de
uma solugdo “stop” que finalizou a reagcédo. A absorbancia de cada pogo foi entao
lida a 450 nm, utilizando-se um leitor de Elisa.
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4.4 - Analise estatistica dos dados

Os resultados do teste de campo aberto foram analisados por Anova e a
discriminagdo das meédias pelo teste de Duncan. Ja os resultados do teste de
meméria de reconhecimento de objetos foram analisados por Anova, seguido pelo
teste de Bonferroni.

Os resultados dos testes bioquimicos foram analisados por Anova e a
discriminagéo das médias pelo teste de Duncan (GOMES-PIMENTEL,1990).
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5. RESULTADOS

5.1 — Consumo diario de racdo e efeito da ingestdo de café ou cafeina

sobre o peso corporal dos ratos — Bloco A

O consumo diario de ragao pelos grupos que receberam dieta controle e
suplementada esta representado na Figura 3. Nenhuma diferenca significativa foi
observada nos grupos que ingeriram dieta contendo extrato de café ou cafeina
quando comparados com o grupo que nao recebeu suplementacéo na dieta (P<0,05).

Os resultados da ingestdo de café ou cafeina sobre o peso corporal dos ratos
estdo mostrados na Figura 4. A adicdo de café (3% ou 6%) ou cafeina (0,04% ou
0,08%) nas dietas nao alterou as massas corporais dos grupos suplementados em

relagdo ao grupo controle.
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Figura 3 - Consumo diario médio de racdo dos grupos de ratos. Os valores sdo expressos
como média £ EPM (n=16). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; G3% representa o
grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 3%; G6% indica o grupo que
recebeu dieta suplementada com extrato de café a 6%; G0,04%, o grupo que recebeu dieta controle
suplementada com 0,04% de cafeina anidra; e G0,08%, o grupo que recebeu dieta suplementada
com 0,08% de cafeina anidra. Nenhuma diferenga significativa (P<0,05 — Teste de Duncan) foi
observada no consumo de ragao entre os grupos suplementados e controle.
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Figura 4 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina sobre o peso corporal dos
ratos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=16). GC representa o grupo que recebeu
dieta controle; G3% representa o grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de
café a 3%; G6% indica o grupo que recebeu dieta suplementada com extrato de café a 6%; G0,04%,
0 grupo que recebeu dieta controle suplementada com 0,04% de cafeina anidra; e G0,08%, 0 grupo
que recebeu dieta suplementada com 0,08% de cafeina anidra. Nenhuma diferenca significativa
(P<0,05 — Teste de Duncan) foi observada no peso corporal entre os grupos suplementados e
controle.
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5.2 — Testes comportamentais

5.2.1 — Campo aberto (open field)

Os resultados do efeito da suplementacao da dieta com café ou cafeina sobre
a atividade exploratéria e locomotora dos animais, avaliada pelo teste do campo
aberto, estdo mostrados nas tabelas 3 e 4.

A ingestédo de café ou cafeina na dieta ndo modificou o numero de crossing e
rearing no teste do campo aberto quando comparado ao grupo controle. Este
resultado indica que a presenca de café ou cafeina na dieta ndo aumentou a
atividade exploratéria destes animais. Todos 0s grupos experimentais apresentaram
menor atividade exploratéria e locomotora no 2° dia (menor nimero de crossing e
rearing) (P<0,05), ou seja, todos 0s grupos apresentaram memoria ndo-associativa
intacta.

Tabela 3 - Teste do campo aberto: numero de crossing avaliado em dois dias

consecutivos
CROSSING - 1° DIA CROSSING - 2° DIA
GC 62,3+ 4,02 475+4,2°
G3% 61,7+ 4,172 38,0+4,9°
G6% 65,4 +4,5° 42.8+2,4°
G0,04% 66,6 +5,0° 37,6 +4,8°
G0,08% 62,1+3,7°2 38,1 +4,3°

Os resultados estdo expressos em média + EPM (n= 16). Nao houve diferenca significativa entre os
grupos no mesmo dia pelo Teste de Duncan (P< 0,05). Letras sobrescritas distintas indicam diferenca
significativa no mesmo grupo do 1° para o 2° dia (Teste de Duncan - P< 0,05). Crossing é definido
como o numero de vezes que o animal mudou de quadrado na caixa de acrilico. GC representa o
grupo controle; G3%, o grupo suplementado com extrato de café 3%; G6%, o grupo suplementado
com extrato de café 6%; GO, 04%, o grupo suplementado com cafeina 0,04% e G0,08%, 0 grupo
suplementado com cafeina 0,08%.
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Tabela 4 - Teste do campo aberto: nimero de rearing avaliado em dois dias

consecutivos
REARING - 1° DIA REARING - 2° DIA
GC 139+1,2°2 8,1+1,1°
G3% 9,3+1,32 6,3+06°
G6% 12,9+1,432 54+0,8°
G0,04% 145+25%2 56+0,9°
G0,08% 122+15°2 6,3+1,1°

Os resultados estao expressos em média + EPM (n= 16). Nao houve diferencga significativa entre os
grupos no mesmo dia pelo Teste de Duncan (P< 0,05). Letras sobrescritas distintas indicam diferenca
significativa no mesmo grupo do 1° para o 2° dia (Teste de Duncan - P< 0,05). Rearing significa o
nimero de vezes que o animal se levantou nas patas traseiras. GC representa o grupo controle;
G3%, o grupo suplementado com extrato de café 3%; G6%, o grupo suplementado com extrato de
café 6%; G0,04%, o grupo suplementado com cafeina 0,04% e G0,08%, o0 grupo suplementado com
cafeina 0,08%.

5.2.2 — Memoria de reconhecimento de objetos — preferéncia por objeto novo

Na fase de treino, o tempo total de exploragdo dos objetos pelos animais dos
diferentes grupos esta apresentado na tabela 5. A suplementacao da dieta com café
ou cafeina nao afetou o tempo total de exploracdo em ambos o0s objetos na fase de
treino quando comparada ao grupo controle.

As figuras 5 a 9 indicam o desempenho de cada grupo no teste de memoria
de reconhecimento de objetos durante a fase treino e as fases testes realizadas
apdés 90 minutos e 24 horas. Todos 0s cinco grupos apresentaram indice de
discriminacdo dos objetos estatisticamente maior nas fases de teste quando
comparado a fase de treino (P<0,05), o que indica memoria de reconhecimento de
objetos intacta.

A comparacao das fases de treino e de testes entre os grupos experimentais
estd mostrada nas figuras 10, 11 e 12. N&o houve diferenga estatistica na
discriminagdo dos objetos entre o grupo controle e os grupos suplementados com
café ou cafeina durante o treino e durante a fase teste realizada apds 90 minutos. Ja
na fase teste apds 24 horas, os grupos que ingeriram café (3% ou 6%) ou cafeina
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(0,04% ou 0,08%) na dieta apresentaram melhor performance (maior indice de

discriminag&o) que o grupo controle.

Tabela 5 - Tempo de exploragéo total na fase treino no teste de preferéncia por novo

objeto
EXPLORACAO NA FASE TREINO (S)
GC 34,2+ 3,7
G3% 294+£1)9
G6% 26,4t25
G0,04% 24,0+ 3,3
G0,08% 28,9123

Dados demonstram o tempo total de exploragdo dos objetos na fase de treino em segundos. Os
resultados estdo expressos em média £+ EPM (n= 16). Nao houve diferenga significativa (P< 0,05)
pelo Teste de Duncan. GC representa o grupo controle; G3%, o grupo suplementado com extrato de
café 3%; G6%, o grupo suplementado com extrato de café 6%; G0,04%, o grupo suplementado com
cafeina 0,04% e G0,08%, o grupo suplementado com cafeina 0,08%.

GRUPO CONTROLE

0,7 A *

0,3 1

indice de discriminacéo

TREINO TESTE - 90' TESTE - 24 h

Figura 5 - Teste de reconhecimento de objetos do grupo controle. Os valores sdo expressos
como média + EPM (n=16). O indice de discriminagdo é calculado como o tempo gasto por cada
animal explorando o novo objeto dividido pelo tempo total de exploragdo de ambos os objetos, na
fase treino e teste apdés 90 minutos e apds 24 horas. * p<0,05 em relagéo a fase treino (Teste de
Bonferroni).

71



09 - GRUPO CAFE 3%

0,8 4 *
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0,3

indice de discriminacéo

TREINO TESTE - 90' TESTE-24 h

Figura 6 - Teste de reconhecimento de objetos do grupo suplementado com extrato de café
3%. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=16). O indice de discriminagdo é calculado
como o tempo gasto por cada animal explorando o novo objeto dividido pelo tempo total de
exploragdo de ambos os objetos, na fase treino e teste apds 90 minutos e apds 24 horas. * p<0,05
em relagao a fase treino (Teste de Bonferroni).

GRUPO CAFE 6%

* *

0,9 -
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0,7
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0,5
04
0,3
0,2
0,1

indice de discriminacio

TREINO TESTE - 90' TESTE-24h

Figura 7 - Teste de reconhecimento de objetos do grupo suplementado com extrato de café
6%. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=16). O indice de discriminacdo é calculado
como o tempo gasto por cada animal explorando o novo objeto dividido pelo tempo total de
exploragao de ambos os objetos, na fase treino e teste apds 90 minutos e apds 24 horas. * p<0,05
em relacdo a fase treino (Teste de Bonferroni).
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Figura 8 - Teste de reconhecimento de objetos do grupo suplementado com cafeina 0,04%.
Os valores sdo expressos como média £ EPM (n=16). O indice de discriminagao é calculado como o
tempo gasto por cada animal explorando o novo objeto dividido pelo tempo total de exploragéo de
ambos os objetos, na fase treino e teste apds 90 minutos e apds 24 horas. * p<0,05 em relagdo a
fase treino (Teste de Bonferroni).

GRUPO CAFEINA 0,08%

0,8 * *

0,7

0,4

indice de discriminagdo

TREINO TESTE - 90' TESTE-24 h

Figura 9 - Teste de reconhecimento de objetos do grupo suplementado com cafeina 0,08%.
Os valores sdo expressos como média £ EPM (n=16). O indice de discriminagao é calculado como o
tempo gasto por cada animal explorando o novo objeto dividido pelo tempo total de exploragéo de
ambos 0s objetos, na fase treino e teste ap6s 90 minutos e apos 24 horas. * p<0,05 em relagao a
fase treino (Teste de Bonferroni).

73



0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 -
0,4 1
0,3
0,2 1
0,1 1

FASE TREINO

indice de discriminacéo

GC G3% G6% G0.04% G0.08%

Figura 10 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina na fase treino do teste de
memoria de reconhecimento de objetos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=16).
GC representa o grupo que recebeu dieta controle; G3% representa o grupo que recebeu dieta
controle suplementada com extrato de café a 3%; G6% indica o grupo que recebeu dieta
suplementada com extrato de café a 6%; G0,04%, o grupo que recebeu dieta controle suplementada
com 0,04% de cafeina anidra; e G0,08%, 0 grupo que recebeu dieta suplementada com 0,08% de
cafeina anidra. Nenhuma diferenga significativa (P<0,05 — Teste de Bonferroni) foi observada no
indice de discriminagao entre os grupos suplementados e controle.

0.9 4 FASE TESTE APOS 90’
0,8 +

07 | : =

0,6 -

0.4
03 -
02 -
0,1 -

indice de discriminagao

GC G3% G6% G0.04% G0.08%

Figura 11 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina na fase teste apos 90
minutos no teste de memoria de reconhecimento de objetos. Os valores sdo expressos como
média + EPM (n=16). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; G3% representa o grupo
que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 3%; G6% indica o grupo que recebeu
dieta suplementada com extrato de café a 6%; G0,04%, o grupo que recebeu dieta controle
suplementada com 0,04% de cafeina anidra; e G0,08%, o grupo que recebeu dieta suplementada
com 0,08% de cafeina anidra. Nenhuma diferenga significativa (P<0,05 — Teste de Bonferroni) foi
observada no indice de discriminagé@o entre os grupos suplementados e controle.
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Figura 12 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina na fase teste apds 24 horas
no teste de memdria de reconhecimento de objetos. Os valores sdo expressos como média *
EPM (n=16). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; G3% representa 0 grupo que
recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 3%; G6% indica o grupo que recebeu
dieta suplementada com extrato de café a 6%; G0,04%, o grupo que recebeu dieta controle
suplementada com 0,04% de cafeina anidra; e G0,08%, o grupo que recebeu dieta suplementada

com 0,08% de cafeina anidra. *p<0,05 (Teste de Bonferroni).

5.3 — Medidas bioquimicas

5.3.1 — Conteudo de proteina e DNA

As Figuras 13 e 14 apresentam, respectivamente, os resultados dos conteudos
médios de proteina e DNA dos tecidos cerebrais dos cinco grupos estudados. Os
resultados, expressos em mg de proteina por g de tecido e mg de DNA por g de
tecido, ndo apresentaram diferenca estatistica no grupo controle e nos grupos que

ingeriram dieta suplementada com café ou cafeina (P<0,05).
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5.3.2 — Peroxidacao de lipideos (TBARS)

Os resultados da acdo protetora da ingestdo de café ou cafeina sobre a
peroxidacao de lipideos de membranas estdo apresentados na figura 15.

A ingestado de café ou cafeina na dieta provocou redugao significativa média de
38% no indice de peroxidagdo dos animais suplementados em relagdo aos animais
do grupo controle. Nao houve diferenca significativa entre os grupos café (3% ou 6%)
e cafeina (0,04% ou 0,08%).
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Figura 15 - Efeito da ingestdo de café ou cafeina sobre indice de peroxidacao de lipideos
em tecido cerebral de ratos. Os valores sédo expressos como média + EPM (n=8). GC representa o
grupo controle; G3%, o grupo suplementado com extrato de café 3%; G6%, o grupo suplementado
com extrato de café 6%; G0,04%, o grupo suplementado com cafeina 0,04% e G0,08%, o grupo
suplementado com cafeina 0,08%. *p<0,05 (Teste de Duncan).

5.3.3 — Conteudo de GSH

A figura 16 apresenta os resultados do conteudo de glutationa reduzida no
cérebro de ratos submetidos aos diferentes tratamentos dietéticos.

Os animais que ingeriram dieta suplementada com café 3% e com cafeina
0,04% apresentaram conteudo de GSH n&o diferente estatisticamente do grupo

controle.
Porém, a ingestdo de café 6% e cafeina 0,08% na dieta promoveu um

aumento de cerca de 60% no teor de glutationa reduzida dos ratos.
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Figura 17 - Efeito da ingestdo de café ou cafeina sobre a atividade enzimatica da

glutationa-S-transferase (GST) em tecido cerebral de ratos. Os valores sdo expressos como
média + EPM (n=8). GC representa o grupo controle; G3%, 0 grupo suplementado com extrato de
café 3%; G6%, o grupo suplementado com extrato de café 6%; G0,04%, o grupo suplementado com
cafeina 0,04% e G0,08%, o grupo suplementado com cafeina 0,08%. *p<0,05 (Teste de Duncan).

5.3.5 — Atividade enzimatica da glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase
(GPx)

As figuras 18 e 19 apresentam, respectivamente, os resultados da acao da
ingestao de café ou cafeina na atividade das enzimas glutationa redutase e glutationa
peroxidase em tecido cerebral.

A suplementacao da dieta com café ou cafeina provocou aumento significativo
médio de 54% na atividade da GR dos animais suplementados em relacdo aos
animais do grupo controle. Nao houve diferenca significativa entre os grupos café (3%
ou 6%) e cafeina (0,04% ou 0,08%).

Nao foi detectado efeito da suplementagdo de café (3% e 6%) ou cafeina

(0,04% € 0,08%) na dieta sobre a atividade da enzima glutationa peroxidase.
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5.3.6 — Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase teve sua atividade aumentada em cerca de
54% nos animais que ingeriram dieta contendo extrato de café 6% ou cafeina 0,04%
e 0,08%, quando comparados com o grupo controle. Somente a ingestdo de dieta
suplementada com café 3% nao afetou significativamente a atividade desta enzima
(P<0,05).

Os resultados dos efeitos dos diferentes tratamentos dietéticos sobre a

atividade da superoéxido dismutase estao apresentados na figura 20.
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Figura 20 - Efeito da ingestdo de café ou cafeina sobre a atividade enzimatica da
superoxido dismutase (SOD) em tecido cerebral de ratos. Os valores so expressos como
média + EPM (n=8). GC representa o grupo controle; G3%, 0 grupo suplementado com extrato de
café 3%; G6%, o grupo suplementado com extrato de café 6%; G0,04%, o grupo suplementado com
cafeina 0,04% e G0,08%, o grupo suplementado com cafeina 0,08%. *p<0,05 (Teste de Duncan).

5.4 — Consumo diario de racao e efeito da ingestao de café ou cafeina

sobre o peso corporal dos ratos — Bloco B

O consumo diario de racdo dos grupos que receberam dieta controle e dieta
suplementada esta representado na Figura 21. Nenhuma diferenga significativa foi

observada nos grupos que ingeriram dieta contendo extrato de café ou cafeina
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quando comparados com 0 grupo que nao recebeu suplementacao na dieta (P<0,05).
Aos 60 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a um
tratamento para inducao de diabetes. Os grupos controle com diabetes (GC D), café
com diabetes (GCafé D) e cafeina com diabetes (GCfeina D) apresentaram uma
maior ingestao diaria de ragdo quando comparados com 0s grupos nao diabéticos.

A adicao de extrato de café 6% ou cafeina 0,08% nas dietas ndo alterou as
massas corporais dos grupos suplementados em relagdo ao grupo controle. Contudo,
a inducao de diabetes aos 60 dias de vida em metade dos animais de cada grupo
provocou uma diminuicdo na massa corporal desses animais quando comparados
aos nao diabéticos.

Os resultados da ingestdo de café ou cafeina sobre o peso corporal dos ratos

estdo mostrados na Figura 22.

O I I I I I I I I I I I I I I 1
21 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
IDADE (dias)
—+—GC —m—GCafé GCfeina GCD —x—GCaféD —e— GCfeinaD

Figura 21 — Consumo diario médio de ragdo dos grupos de ratos. Os valores sdo expressos
como média + EPM (n=18). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; GCafé representa o
grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 6%; GCfeina, o grupo que
recebeu dieta controle suplementada com 0,08% de cafeina anidra. Aos 60 dias de vida, metade dos
animais de cada grupo foi submetida a um tratamento para indugéo de diabetes, formando os grupos
GC D, grupo controle com diabetes; GCafé D, grupo café 6% com diabetes; e GCfeina D, grupo
cafeina 0,08% com diabetes. Nenhuma diferenca significativa foi observada no consumo de ragao
entre os grupos suplementados e controle. Os grupos com diabetes apresentaram maior ingestdo
diaria de ragao que os grupos nao diabéticos (P<0,05 — Teste de Duncan).
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Figura 22 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina sobre o peso corporal dos
ratos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=18). GC representa o grupo que recebeu
dieta controle; GCafé representa o grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de
café a 6%; GCfeina, o grupo que recebeu dieta controle suplementada com 0,08% de cafeina anidra.
Aos 60 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a um tratamento para indugéo
de diabetes, formando os grupos GC D, grupo controle com diabetes; GCafé D, grupo café 6% com
diabetes; e GCfeina D, grupo cafeina 0,08% com diabetes. Nenhuma diferenca significativa foi
observada no peso corporal entre os grupos suplementados e controle. Os grupos com diabetes
apresentaram menor massa corporal quando comparados aos grupos nao diabéticos (P<0,05 —
Teste de Duncan).

5.5 — Medida da glicose sanguinea

As medidas da glicose sanguinea dos grupos de animais, ap6s o tratamento
para inducdo da diabetes com dose Unica de injecao de estreptozotocina, estao
apresentados na tabela 6.

Os animais que foram submetidos ao tratamento acima descrito
desenvolveram diabetes, apresentando um nivel de glicose maior que 250 mg/dl,
apdés uma e cinco semanas da injecdo com estreptozotocina. Os grupos que
receberam somente injecdo de tampao de citrato de sddio (controle) apresentaram
nivel de glicose menor que 250 mg/dl e, portanto, foram considerados ndo diabéticos.

A ingestao de café ou cafeina na dieta ndo alterou a glicose sanguinea dos
grupos suplementados quando comparados com 0s grupos controle.
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Tabela 6 - Medida da glicose sanguinea dos ratos avaliada apés 1 e 5 semanas da

inducéo de diabetes com streptozotocina

GLICOSE SANGUINEA (mg/dl)

1 semana 5 semanas

GC 953+4,8°2 94,7+28°

GCafé 92,4+3,6° 89,6 + 4,32

GCfeina 90,7 +4,2° 88,6 + 4,42
GCD 520,1 +29,2° 514,2+ 15,7 °
GCafé D 524,6 + 24,5 ° 512,4 + 35,6 °
GCfeina D 515,9 + 26,1° 519,6 + 22,7 °

Os resultados estdo expressos em média + EPM (n= 6). Letras sobrescritas distintas indicam
diferenga significativa (P< 0,05) pelo Teste de Duncan. GC representa o grupo que recebeu dieta
controle; GCafé representa o grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a
6%; GCfeina, o grupo que recebeu dieta controle suplementada com 0,08% de cafeina anidra. Aos
60 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a um tratamento para indugdo de
diabetes, formando os grupos GC D, grupo controle com diabetes; GCafé D, grupo café 6% com
diabetes; e GCfeina D, grupo cafeina 0,08% com diabetes. A glicose sanguinea foi medida apés 1 e
5 semanas do tratamento para indugéo de diabetes com inje¢cdo de dose Unica de estreptozotocina.

5.6 — Medida da proteina AB-amildide (1-40)

Os niveis da proteina AB-amiléide (1-40) no cortex € no hipocampo foram
medidos, como mostram as figuras 23 e 24, respectivamente.

A suplementagdo da dieta com café ou cafeina nos animais nao diabéticos néo
teve nenhum efeito nos niveis de AB-amildide tanto no cértex como no hipocampo,
apresentando valores nao significativamente diferentes.

A diabetes induzida pela injecdo de estreptozotocina aumentou
significativamente os niveis de AB-amil6ide nos tecidos cerebrais dos animais. Apesar
do consumo de café ou cafeina na dieta levar a uma tendéncia em diminuir 0s niveis
de AB-amildide no cértex e no hipocampo dos ratos, nao foi observada diferenca

estatistica significativa quando comparado ao grupo controle diabético.
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Figura 23 - Niveis de proteina AB-amildide no cortex dos ratos. Os valores séo
expressos como média + EPM (n=6). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; GCafé
representa o grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 6%; GCfeina, o
grupo que recebeu dieta controle suplementada com 0,08% de cafeina anidra. Aos 60 dias de vida,
metade dos animais de cada grupo foi submetida a um tratamento para inducdo de diabetes,
formando os grupos GC D, grupo controle com diabetes; GCafé D, grupo café 6% com diabetes; e
GCfeina D, grupo cafeina 0,08% com diabetes. Nenhuma diferenga significativa foi observada nos
niveis de AB entre os grupos suplementados e controle. Os grupos com diabetes apresentaram niveis
mais elevados de AB que os grupos nao diabéticos (P<0,05 — Teste de Duncan).
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Figura 24 - Niveis de proteina AB-amiléide no hipocampo dos ratos. Os valores sio expressos
como média £ EPM (n=6). GC representa o grupo que recebeu dieta controle; GCafé representa o
grupo que recebeu dieta controle suplementada com extrato de café a 6%; GCfeina, o grupo que
recebeu dieta controle suplementada com 0,08% de cafeina anidra. Aos 60 dias de vida, metade dos
animais de cada grupo foi submetida a um tratamento para indugao de diabetes, formando os grupos
GC D, grupo controle com diabetes; GCafé D, grupo café 6% com diabetes; e GCfeina D, grupo
cafeina 0,08% com diabetes. Nenhuma diferenga significativa foi observada nos niveis de A entre os
grupos suplementados e controle. Os grupos com diabetes apresentaram niveis mais elevados de AR
que os grupos nao diabéticos (P<0,05 — Teste de Duncan).
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6. DISCUSSAO

O caminho para a conquista da saude passa por uma alimentag¢do balanceada
ou equilibrada, dos mais diferentes alimentos. Nenhum alimento é completo, ou seja,
nenhum possui todos os nutrientes em quantidade suficiente para atender as
necessidades do organismo. Por isso, para que uma alimentacdo seja saudavel é
preciso que haja o consumo equilibrado dos nutrientes basicos contidos nos
diferentes grupos de alimentos.

Os alimentos tém fungdes diversas no organismo. Tradicionalmente,
encontramos trés grupos, de acordo com a sua funcionalidade: energéticos,
construtores e reguladores. Os alimentos energéticos fornecem energia para todos os
processos metabdlicos e para os exercicios realizados pelo corpo. Alguns exemplos
sao os carboidratos e lipideos. Os alimentos construtores, também conhecidos como
alimentos plasticos, sdo aqueles responséaveis pela construcao e formagéao do corpo.
Participam da formagéo de sangue, musculos, 0ssos, cabelos, pele e érgaos, além do
sistema imune. As proteinas em geral sdo exemplos de alimentos construtores. Os
alimentos reguladores regulam e controlam as fungbes do organismo, sendo vitais
para o funcionamento e crescimento normal do organismo. Alguns exemplos sao as
vitaminas e sais minerais (OLIVEIRA & MARCHINI, 2008).

Nas ultimas décadas, um quarto grupo de alimentos vem sendo extensamente
estudado, os chamados alimentos protetores. Dentro desse grupo estdo os alimentos
funcionais, que sao alimentos que ingeridos diariamente em determinadas
quantidades mostram potencial para proteger ou modular o metabolismo e/ou
fisiologia do organismo de maneira favoravel a prevencado de doencas crdnicas
degenerativas como hipertensdo, diabetes, coronariopatias e doencas
neurodegenerativas (ANJO, 2004). Um esfor¢co crescente vem sendo realizado no
intuito de se identificarem alimentos que possam inibir, retardar ou reverter 0s
multiplos eventos fisiopatolégicos que levam a essas doencas.

Diferentes constituintes do café tém sido sugeridos como potencialmente
protetores em diferentes sistemas quimicos e bioldgicos. Os acidos clorogénicos
constituem os principais e mais abundantes compostos fendlicos com propriedades
antioxidantes no café (MONTEIRO & TRUGO, 2005). Estudos mostram que os
diterpenos caveol e cafestol protegem contra a formacado de aductos no célon de
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animais (HUBER et al., 1997) e em diferentes sistemas de células humanas e
animais, exercendo efeito protetor antimutagénico e anticarcinogénico (CAVIN et al.,
2001; CAVIN et al., 2002; MAJER et al., 2005). O consumo de baixas a moderadas
doses de cafeina pode resultar em efeito estimulante do sistema nervoso central, com
possivel diminuicdo do sono e aumento na capacidade de concentragdo. No entanto,
em altas doses e em individuos com sensibilidade aumentada, a cafeina pode causar
efeitos negativos como ansiedade, inquietagéo, insénia e taquicardia (NEHLIG, 1992).
Além de exercer efeito sobre o sistema nervoso central, a cafeina € outro constituinte
do café com atividade antioxidante (DEVASAGAYAM et al., 1996).

Sob essa perspectiva, o presente estudo investigou o efeito da ingestao diaria
de café sobre o sistema nervoso central, diminuindo os danos do estresse oxidativo
pela modulacdo do sistema antioxidante endégeno e prevenindo o declinio cognitivo
em animais adultos, protegendo, assim, o0 organismo contra doencas
neurodegenerativas.

Os efeitos de componentes isolados do café no sistema antioxidante e no
aprendizado e na memdria em modelos animais tém sido reportados ha varios anos,
mas os resultados desses estudos tém se mostrados contraditérios (NEHLIG, 1992;
SHI et al. 1991; RIEDEL et al., 1995; SMITH et al., 1994). A maioria desses estudos
examina os efeitos agudos desses componentes. Os efeitos em longo prazo do
consumo de café no sistema nervoso central de ratos tém sido pobremente
caracterizados. Interagcbes funcionais entre seus componentes podem aumentar ou
diminuir a¢des individuais. Sendo assim, este estudo focou nos efeitos do consumo
do café ao longo da vida dos animais, 0 que é mais representativo do consumo
humano geral, e qualifica essa bebida dentro da categoria de alimentos funcionais.

Para avaliar o efeito do café como alimento funcional sobre a neuroprotecao,
0s animais receberam rag¢ao suplementada com extrato de café (3 e 6%), e as doses
correspondentes de 0,04 e 0,08% de cafeina, logo ap6s o desmame e essas foram
administradas diariamente ao longo da vida dos animais. De acordo com estudos
prévios desenvolvidos pelo nosso grupo e confirmados nesse estudo, a adigdo de
café e cafeina a racdo nao altera a ingestao da dieta pelos animais, o que reflete no
peso corporal semelhante entre os animais que receberam dieta controle e aqueles
que receberam dieta suplementada com café e cafeina. As concentragdes de 3% e
6% de café na dieta basearam-se em dados da literatura (HUBER et al., 2003;
TURESKY et al, 2003). As doses de café e cafeina utilizadas neste modelo
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experimental foram elevadas em comparagcdo ao consumo humano diario. O
consumo de cafeina estimado nestes animais foi de 38 e 75 mg/kg/dia, para os
tratamentos de 3% e 6%, respectivamente. J& o consumo estimado diario de cafeina
em humanos que bebem de 2 a 4 xicaras de café € de aproximadamente 4 a 8 mg
cafeina’/kg de peso corporal e para fortes consumidores de café, a quantidade pode
chegar a 15 mg/kg (TURESKY et al., 2003). O metabolismo mais acelerado nos ratos
justifica a maior quantidade de café administrada aos animais.

Os valores do conteudo de DNA no tecido cerebral dos ratos submetidos aos
diferentes tratamentos dietéticos ndo diferiram significativamente e foram
comparaveis aos valores médios de DNA/célula descritos na literatura (BREGNARD
et al., 1975). Isto demonstra que a ploidia das células nao foi afetada pela acdo da
ingestao de café ou cafeina.

Como em todos os outros érgaos, a capacidade funcional do cérebro deteriora
com o passar do tempo. Eventos patolégicos como o estresse oxidativo, devido a
elevada geracao de radicais livres e espécies reativas do oxigénio ou nitrogénio, com
subsequente aumento da modificacdo oxidativa de lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos contribuem de maneira significativa para a perda de funcionalidade do
cérebro (SCHIMITT-SCHILLIG et al., 2005). Os resultados obtidos neste estudo
mostram que a ingestao diaria de café ou cafeina na dieta foi eficaz em aumentar a
protecdo do cérebro contra danos oxidativos, contribuindo, assim, para um
retardamento em sua deterioracdo, ja que diminuiu a peroxidagdo de lipideos das
membranas, aumentou a concentracdo de glutationa, um potente antioxidante
enddgeno, e aumentou a atividade de diferentes enzimas antioxidantes.

Um importante efeito demonstrado pela ingestdo de café ou cafeina nesse
estudo foi a diminuicdo do indice de peroxidacdo de lipideos (TBARS) no tecido
cerebral dos ratos. Isso porque as membranas neuronais possuem grande
quantidade de acidos graxos poliinsaturados, que sao especialmente propensos em
sofrer reagdes de peroxidacdo lipidica, resultando na formacdo de aldeidos
citotoxicos, como o malonaldeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (HNE) (SCHIMITT-
SCHILLIG et al., 2005). Este efeito protetor do café e da cafeina sobre as membranas
confirma estudos anteriores de DEVASAGAYAN et al. (1996) que mostraram in vitro
os efeitos antioxidantes do café, provavelmente devido a cafeina que protegeria as
membranas contra danos oxidativos, pelo seqlestro de espécies reativas de oxigénio,
em animais de 90 dias de vida expostos a radiagdo gama. Esses estudos mostraram
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que a capacidade da cafeina em inibir a peroxidagao lipidica é similar a da glutationa
e significantemente maior que a do acido ascorbico. Nossos resultados
demonstraram que essa atividade antioxidante da cafeina sobre as membranas
neuronais € provavelmente modulada no café, pela atividade bioldégica de outros
compostos da bebida. Sendo assim, ndo se pode descartar a importancia dos
componentes fendlicos identificados no café, principalmente os acidos clorogénicos,
na capacidade antioxidante da bebida. Diversos estudos ja demonstraram os efeitos
protetores dos componentes fendlicos do café contra o estresse oxidativo (NATELLA
et al., 2002; LEE & ZHU, 2006; CHO et al., 2009). Além disso, a acao antioxidante do
extrato de café foi verificada tanto em sistema quimico como em biol6gico, sendo
capaz de inibir a formacédo de radicais peroxil e, conseqlientemente, a peroxidacao
lipidica (DAGLIA et al., 2000), além de suprimir a mutagenicidade de oxidantes como
ter-butil-hidroperéxido (STADLER et al., 1994).

As maiores doses de café e cafeina (6% e 0,08%, respectivamente)
adicionadas a dieta provocaram um aumento no conteudo de glutationa reduzida
(GSH) no tecido cerebral. CAVIN et al. (2002) mostraram, em cultura primaria de
hepatdcitos, um aumento dose-dependente na concentracdo intracelular de GSH em
ratos alimentados com café. De acordo com HUBER et al. (2003), o aumento nos
niveis de glutationa (GSH), é aparentemente devido a indug&o da y-glutamil-cisteina-
sintetase (GCS), a enzima limitante na sintese de GSH. Como a glutationa protege as
células contra danos causados por compostos eletrofilicos, radicais livres e
intermediarios reativos do oxigénio, atuando como potente antioxidante enddgeno
(MORTON & MITCHELL, 1985), a ingestao diaria de dieta suplementada com café ou
cafeina pode ser considerada uma possivel intervencao capaz de diminuir ou inibir o
estresse oxidativo nas células neuronais, com consequiente reducado da perda da
capacidade funcional do cérebro.

Somente os animais que receberam suplementacao na dieta de cafeina 0,08%
apresentaram um aumento significativo na atividade da enzima glutationa-S-
transferase, com o grupo café 6% apenas demonstrando uma tendéncia no aumento
da atividade dessa enzima. Apesar de neste estudo a ingestdo de café nao ter levado
a um aumento da atividade da GST, estudos como o de TURESKY et al. (2003) tém
demonstrado que o tratamento com café resulta em um aumento na expressdo e na
atividade dessa enzima. Em estudos no figado, os diterpenos, caveol e cafestol,

presentes no café mostraram ser importantes componentes responsaveis por este
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efeito. CAVIN et al. (2002), por exemplo, mostraram que os niveis de atividade e de
MRNA de todos os subtipos de GST aumentam duas a trés vezes durante a
exposicao a uma dieta de 10 dias contendo 2000 ppm de caveol e cafestol. Em nosso
estudo, pudemos demonstrar que o aumento na atividade da glutationa-S-transferase
no cérebro de ratos € provavelmente devido a acdo da cafeina, por mecanismos
ainda ndo conhecidos.

Apesar de a atividade da enzima glutationa peroxidase nao ter sofrido
nenhuma influéncia dos diferentes tratamentos dietéticos avaliados no presente
estudo, a suplementacdo da dieta com café ou cafeina foi efetiva em aumentar as
atividades das enzimas antioxidantes glutationa redutase e superoxido dismutase.
Esses resultados estdo de acordo com outros estudos (BICHLER et al., 2007;
NOSCHANG et al.,, 2009) onde a administracdo de café ou cafeina aumentou a
atividade de enzimas antioxidantes. LIU e colaboradores (2003) demonstraram que a
administracdo sistémica crénica de sequestradores cataliticos sintéticos de ROS
(como anélogos da superoxido dismutase e catalase) a camundongos entre 8 e 11
semanas de vida, durante 3 meses, quase reverteu completamente ndo somente o
aumento do dano oxidativo no cérebro, mas também os déficits cognitivos. Além
disso, o extrato de café torrado mostrou aumentar a atividade antioxidante plasmatica
em humanos, possivelmente devido a acdo de seus compostos fendlicos (NATELLA
et al., 2002).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram, portanto, um efeito benéfico
do café, como alimento funcional, sobre a modulacdo do sistema antioxidante
enddégeno no sistema nervoso central de ratos. Uma das teorias propostas para
explicar os processos do envelhecimento e o aparecimento de doengas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, € a de que radicais livres sao
responsaveis, por causa de sua alta reatividade, pelos danos associados a idade em
nivel celular e tecidual, devido as modificacées oxidativas que causam nas moléculas
biologicas (lipidios, proteinas e acidos nucléicos) (HARMAN, 1957). Essa teoria
embasa a importancia de se estudar mais profundamente os efeitos do café, um
componente usual da dieta frequentemente consumido na vida adulta, pois esse tem
mostrado um importante potencial em modular os processos relacionados ao
envelhecimento e em retardar o surgimento de doengas neurodegenerativas

associadas a idade.
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Além dos efeitos protetores do café sobre o sistema antioxidante endoégeno, os
resultados do presente estudo demonstraram outra importante agdo do consumo
diario de café na melhora da qualidade de vida de pessoas adultas e idosas, ja que
este alimento funcional demonstrou também agir de maneira benéfica na performance
cognitiva de animais adultos. Nossos resultados mostraram que 0s grupos que
ingeriram café (3% ou 6%) ou cafeina (0,04% ou 0,08%) na dieta apresentaram
melhor performance (maior indice de discriminagao) no teste de reconhecimento de
objetos que o grupo controle, na fase teste apdés 24 horas. Isto demonstra uma
melhor retencdo da memoéria de longo prazo pelos animais que consumiram café ou
cafeina durante toda vida.

COSTA e colaboradores (2008a) também demonstraram que o tratamento com
cafeina aumenta o indice de reconhecimento de objetos comparado ao grupo
controle, reforcando seus efeitos positivos na memdéria de curto e longo prazo. Nesse
estudo, a cafeina foi administrada em dose Unica intraperitoneal (10 mg/kg) durante 4
dias consecutivos. Em outro estudo desse mesmo grupo (COSTA et al., 2008b), a
cafeina administrada durante a vida adulta de camundongos preveniu o declinio
associado ao envelhecimento na memodria de reconhecimento de objetos. Animais
idosos tratados com cafeina apresentaram uma performance similar aos animais
adultos no reconhecimento de novos objetos. Além disso, a administragéo de cafeina
em animais adultos preveniu 0 aumento associado ao envelhecimento do conteudo
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e manteve o conteudo de
receptores de tirosina quinase (TrkB) similar ao encontrado no hipocampo de
camundongos adultos. Ou seja, a cafeina preveniu o aumento devido ao
envelhecimento do conteido de BDNF e TrkB. O BNDF é um dos membros da familia
das neurotrofinas, essenciais para 0 crescimento neuronal, sobrevivéncia e
diferenciagéo celular. As neurotrofinas regulam a sobrevivéncia das células neuronais
e a plasticidade sinaptica através da ativacao de receptores trkB. Além disso, BDNF
também participa da plasticidade dependente de atividade, estando envolvida nos
processos de aprendizagem e memodria, incluindo a meméria de reconhecimento
(COSTA et al.,, 2008a). Recentemente, foi reportado que a adenosina parece
participar na sinalizagéo operada por BDNF, j4 que a adenosina foi capaz de ativar
receptores TrkB em neurbnios do hipocampo (LEE & CHAO, 2001). Além disso,
receptores Aa parecem ser cruciais para o efeito facilitatério desencadeado pelo
BDNF na transmissao sindptica em ratos jovens e idosos (DIOGENES et al., 2004).
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Os resultados obtidos no teste do campo aberto mostraram que a
suplementacdo da dieta com café ou cafeina ndo teve efeito sobre a atividade
exploratéria e locomotora dos animais, ou seja, a melhora na performance cognitiva
dos animais pela ingestao de café ou cafeina nao foi acompanhada de um aumento
nas fungdes sensoérias e motoras dos animais. Além disso, todos o0s grupos
experimentais apresentaram menor atividade exploratéria e locomotora no 2° dia
(menor numero de crossing e rearing), ou seja, todos 0s grupos apresentaram
memdéria ndo-associativa intacta. Esses resultados demonstram que a administracao
de café e cafeina nao alterou o nivel de ansiedade dos animais. ARENDASH et al.
(2006), em um estudo de administragdo crénica de cafeina (dos 4 aos 8 meses de
vida) em camundongos transgénicos usados como modelo para a doenca e
Alzheimer também obtiveram resultados semelhantes. A cafeina demonstrou uma
protecdo cognitiva em mudltiplos testes que englobam uma variedade de dominios
cognitivos, como, memdéria espacial, meméria de trabalho e identificagdo. Esses
beneficios cognitivos da administracdo de longa duracdo da cafeina nao foram
acompanhados de efeitos colaterais significativos nas fungdes sensérias e motoras
ou no nivel de ansiedade que podem ser afetados quando da administracao aguda de
cafeina.

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos (ANGELUCCI et al.,
1999; DALL’IGNA et al. 2007; COSTA et al., 2008 a, b) onde a administracédo crénica
de cafeina melhorou a performance cognitiva em animais adultos e idosos. Porém,
estudos utilizando o café como alimento funcional, que demonstrem efetivamente a
atividade protetora in vivo, sao escassos na literatura. Alguns mecanismos podem ser
sugeridos para o efeito modulador do café sobre o aprendizado e a memoébria
observados nesse estudo. O primeiro seria 0 de que radicais livres, ao induzirem a
morte neuronal, aumentando a perda tecidual, poderiam estar associados com a piora
na memoria (SCHIMITT-SCHILLIG et al., 2005). Sendo assim, a ingestao diaria de
café, por possuir efeito protetor sobre o sistema antioxidante endoégeno, devido a
interagdes funcionais entre seus diversos componentes, teria como consequencia um
efeito também benéfico na memaria. Outro mecanismo, mais amplamente estudado,
diz respeito a agdo da cafeina no sistema nervoso central, como antagonista de
receptores de adenosina.

Embora o bloqueio de receptores A; e Aoa de adenosina ter sido atribuido

primeiramente aos efeitos psicoestimulantes da cafeina, estudos recentes tém
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mostrado que os efeitos excitatérios € na neuroprotecdo parecem ser devidos
preferencialmente ao bloqueio dos receptores Aza (DALL'IGNA et al., 2003; HUANG
et al., 2005). Apesar da densidade dos receptores de adenosina Aza ser mais
prevalente no estriado, menor densidade no hipocampo n&o implica menor fun¢do no
processo de informagéo (cognicdo) nessa regiao cerebral. Nesse cenario, um estudo
recente mostrou que a potenciagdo de longo prazo dependente de receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA) depende da ativacdo de receptores de adenosina Aza pos-
sinapticas (REBOLA et al., 2008). Do mesmo modo, a prevengao do declinio cognitivo
e a melhora nessa performance pela cafeina em animais sao frequentemente
reproduzidas por antagonistas seletivos de Aza € nao por antagonistas de A (CUNHA
et al., 2008; PREDIGER et al., 2005).

Como exemplo, podemos citar o estudo de CUNHA et al. (2008) que
observaram que antagonistas seletivos dos receptores Aza, como SCH58261 e
KW6002, preveniram a amnésia induzida pela microinjecao cerebral de fragmentos
do peptideo B-amildide (1-42) em ratos, sem modificar a locomogcao espontanea dos
animais. Entretanto, o SCH58261 falhou ao prevenir o prejuizo da meméria espacial
induzida por escopolamina e MK-801, que sédo drogas que induzem uma piora aguda
na memdria, seja por induzir um déficit colinérgico, seja por inibir receptores NMDA,
que tem um papel central na implementacdo de diversas formas de plasticidade
sindptica no sistema nervoso central de mamiferos.

Esses resultados sugerem que a prevengdo da perda de memoéria pelo
blogueio de receptores de adenosina Aoa ndo € uma caracteristica geral. Ao contrario,
o efeito benéfico resultante do bloqueio dos receptores Axa somente € observado em
condicées que levam a perda de memoria de maneira lenta e insidiosa, como a
provocada pela proteina B-amiléide; e ndo é observado em condi¢cdes experimentais
que causam uma deterioragdo aguda da memodria, como provocada pela
escopolamina ou pelo MK-801. Sendo assim, especula-se que os efeitos benéficos de
antagonistas de receptores Aza nos disturbios de memdria podem estar limitados a
condi¢des onde ha uma perda lenta da viabilidade sinaptica. Essa afirmagao implica
que receptores Aoa ndo devem afetar diretamente a farmacologia basica da memodria,
mas somente indiretamente, controlando a neurodegeneragdo na perda de memoria
(CUNHA et al., 2008).

Um possivel mecanismo que poderia explicar a capacidade do café e da
cafeina na protecdo cognitiva e, consequientemente, na doenca de Alzheimer seria
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uma producdo reduzida de proteina AB-amiléide no cérebro. Os estudos de
ARENDASH et al. (2006) mostram que a administracdo crénica de cafeina em
camundongos transgénicos modelos da doenca de Alzheimer resultaram em baixos
niveis de AB-amildide e protegeram os animais da piora cognitiva. Além disso,
diversos autores (PALMER & BURNS, 1994; LOVEL et al.,1999; RINALDI et al.,
2003) apontam o estresse oxidativo como um importante fator no inicio e na
progressdo da doenca de Alzheimer, inclusive com os depoésitos de AR se co-
localizando com diversos marcadores de estresse oxidativo (SMITH et al., 1998).

Sendo assim, diante dos nossos resultados, resolvemos testar a hipétese de
que o consumo diario de café levaria a uma producado diminuida de proteina AB-
amiléide no cérebro, como consequliéncia, entre outros fatores, de uma modulacao do
sistema antioxidante endbégeno por este alimento, levando, assim, a uma protegcao
cognitiva. Para isto, utilizamos o modelo de indugéao de diabetes por estreptozotocina,
uma vez que foi demonstrado que ratos submetidos a esse modelo apresentam um
aumento significativo nos niveis da proteina p-amiléide nos tecidos cerebrais (LIU et
al., 2008). Ou seja, esse modelo foi utilizado como uma ferramenta para testarmos o
efeito protetor do café na producao de AB no cérebro.

A administracdo de dose Unica de estreptozotocina (STZ) mostrou-se eficiente
em induzir a diabetes nos trés diferentes grupos de animais, o que pode ser
confirmado pela medida da glicose sanguinea ap6s uma € cinco semanas da injecao
com STZ. Os animais diabéticos, controle e suplementados com café ou cafeina,
apresentaram uma maior ingestdo diaria de racdo quando comparados com 0sS
grupos nao diabéticos e uma diminuicdo da massa corporal, que sdo sinais clinicos
do desenvolvimento da diabetes e estdo de acordo com dados da literatura (DUARTE
et al., 2009).

Um ponto importante demonstrado por DUARTE e colaboradores (2009) em
um estudo dos efeitos da cafeina no hipocampo de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, foi que o consumo de cafeina ndo afetou significativamente os
niveis de insulina circulante, sugerindo que o tratamento com cafeina nao interfere na
acao da STZ. Nossos resultados mostram que a ingestao de café ou cafeina na dieta
também n&do alterou os niveis de glicose sanguinea dos grupos suplementados
quando comparados com o grupo controle. Pode-se deduzir, portanto, que os

tratamentos com café ou cafeina nao interferiram na destruicdo das células B das
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ilhotas de Langerhans do pancreas, mecanismo pelo qual a STZ induz a diabetes nos
animais (JUNQOD et al., 1967).

Nossos resultados mostraram que o consumo de café ou cafeina na dieta
apontou tendéncia em diminuir os niveis de AB-amiléide, aumentados pela STZ no
cértex e no hipocampo dos ratos. Contudo esta tendéncia pode ser considerada
relevante baseando-se nos estudos in vivo (DUARTE et al., 2009) e in vitro
(DALL’IGNA et al 2003) que apoiam o efeito protetor do café no acumulo de AB-
amiléide cerebral. Esses ultimos demonstraram que a exposicdo de B-amildéide em
culturas de neurfnios cerebelares aumentou o numero de células néo viaveis. A
administracdo de concentragdes crescentes de cafeina (1 - 25 uM) atenuou e até
preveniu completamente a neurotoxicidade induzida pela B-amiléide, aumentando o
numero de células viaveis. Alem disso, o antagonista seletivo de receptores Aza, ZM
241385 (50 nM), também bloqueou a neurotoxicidade induzida pela B-amiléide, o que
nao aconteceu com o antagonista seletivo de receptor A; (CPT 200 nM). Sendo
assim, os resultados apresentados por DALL’IGNA et al (2003) indicam que a cafeina
previne a neurotoxicidade induzida pela B-amildide em culturas de neurbnios
cerebelares de ratos e que esse efeito neuroprotetor € provavelmente devido ao
blogueio de receptores de adenosina Aza, sugerindo que o bloqueio de receptores Aza
pode ser um mecanismo geral neuroprotetor.

O estudo de DALL'IGNA et al. (2003) em culturas de células é particularmente
instrutivo do ponto de vista de mecanismo porque permite concluir que o bloqueio de
receptores A.a previne diretamente a morte neuronal, independente de astrocitos,
microglia ou elementos vasculares. Recentes evidéncias indicam que receptores Aga
sdo capazes de controlar o ciclo celular em células PC12 (HUANG et al., 2001) e
cardiomiécitos (ZHAO et al.,, 2001) e controlar a entrada de célcio nos neurdnios
(GONGCALVES et al., 1997), sendo, portanto, potencialmente capaz de controlar tanto
a morte neuronal por apoptose quanto por necrose.

Portanto, diante de comprovados efeitos benéficos da cafeina na diminuigao
dos niveis de AB-amiléide no cérebro, seria interessante aprofundar os estudos dos
efeitos da administragdo cronica de café nesse marcador da doenca de Alzheimer,
alterando-se alguns parametros, como maiores doses/concentracbes de café ou
utilizacado de outros modelos de indugdo do aumento dos niveis de AB. A quantidade
de café administrada ou o modelo utilizado neste estudo talvez tenham sido os

fatores que nos permitiram mostrar somente uma tendéncia protetora do café, mas
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nao foram suficientes ou adequados para se demonstrar um efeito protetor

significativo do café na diminuicdo da concentracdo de AB-amildide no cérebro.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta tese demonstraram que o café exerce
funcdo promnésica e antioxidante no sistema nervoso central de ratos, por diminuir a
peroxidacdo de lipideos das membranas cerebrais, aumentar a concentragdo de
glutationa reduzida e a atividade de diferentes enzimas antioxidantes, além de
melhorar a meméria de longo prazo dos animais. A cafeina demonstrou ser um
importante componente presente no café responsavel por esses efeitos, contudo,
tendo sua acdo modulada pela atividade biolégica dos demais compostos do café. Na
realidade, pode-se concluir pelo estudo realizado, que o café, devido as interagdes
funcionais entre seus diversos componentes, € um importante alimento funcional,
com acado neuroprotetora de modulagdo do sistema antioxidante cerebral e do

aprendizado e meméria de ratos adultos.
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