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RESUMO

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um psico-estimulante que parece agir através dos
receptores da adenosina Al e A2 e dos receptores de dopamina D2 e supfe-se que
a sua administragcdo possa influenciar na excitabilidade cerebral. Neste estudo
avaliou-se a acao da cafeina sobre o comportamento semelhante ao de ansiedade e
sobre a depresséo alastrante cortical (DAC) em trés grupos de ratos que receberam
cafeina por gavagem nas doses de 15mg/Kg/dia, 30mg/Kg/dia e 45mg/Kg/dia, do 7°
ao 27° dia de vida pés-natal (grupos Cafl5, Caf30 e Caf45). Dois grupos controle
receberam gavagem com o veiculo (V) ou ndo receberam qualquer tratamento
(ingénuo). Os seus pesos corporais foram registrados nos dias 7, 14, 21, 28 e no dia
do registro da DAC. Aos 28 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste
comportamental do labirinto em cruz elevado e aos 30 dias ao teste do campo aberto.
Aos 35 dias foram submetidos ao registro da DAC. Outro grupo de animais jovens (31-
40 dias de vida) foi submetido a aplicagcdo tdpica cortical de uma solucéo de cafeina
(15mg/ml) durante a sessdo de registro da DAC. Os testes comportamentais
sugeriram um efeito ansiolitico da cafeina: o tempo por cada entrada aumentou de
forma dose-dependente nos animais tratados com cafeina no labirinto em cruz
elevado e campo aberto, com valores significativamente maiores no grupo Caf45 em
comparacao ao grupo ingénuo. Aos 28 dias de vida os grupos Caf30 e Caf45
apresentaram pesos corporais menores (respectivamente 64,6+4,0g e 58,9+3,8g) em
comparacao aos grupos ingénuo (73,6+5,59), veiculo (72+3,7g) e Cafl5 (70,5+4,59).
No LCE o numero do comportamento de levantar-se foi significativamente menor no
grupo Caf45 em relacdo aos grupos controles, o0 numero desse comportamento nos
grupos ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 foram respectivamente, 10,6+1,4;
10,8+1,2; 9,5+1,3; 8,8+0,9; 6,9+1,4 (p<0,05). No campo aberto o numero de
comportamento de levantar-se foi significativamente menor no grupo Caf45 em
relacdo aos grupos controles e Cafl5. O nimero do comportamento de levantar-se
dos grupos ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 foram respectivamente, 9,5+
1,4;9,84+1,4; 7,5+1,2; 6,6+1,4; 4,8+0,9 (p<0,05). Aos 35 dias de vida os grupos Caf30
e Caf45 apresentaram pesos corporais menores (respectivamente 103,3+7,8ge 99,4
16,4 g), quando comparados aos grupos V (124,2+7,1 g), ingénuo (120,949,5 g) e
Cafl5 (122,4 £ 12,9 g) (p < 0,05). Na DAC, os grupos tratados com cafeina tiveram
velocidades (em mm/min) maiores (Cafl5 = 4,06+£0,10; Caf30 = 4,18 + 0,18 e Caf45
= 4,74+0,18) do que os controles (ingénuo = 3,93+0,10; V = 3,92+0,16; p<0,05). A
aplicacéo topica de cafeina aumentou a velocidade e a amplitude da DAC e reduziu a
sua duracgao. Os resultados indicam que a administracao de cafeina durante o periodo
critico de desenvolvimento tem impacto sobre o comportamento de ansiedade,
reduzindo-o, mas aumenta a velocidade de propagacéo da DAC, sugerindo, portanto,
importante papel da cafeina na excitabilidade cerebral.

Palavras-chave: Cafeina. Ansiedade. Depressao cortical alastrante. Desenvolvimento
cerebral.



ABSTRACT

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a psycho-stimulant that acts through adenosine
Al and A2 receptors and dopamine D2 receptors. Evidence supports the assumption
that it may influence brain excitability. This study evaluated in Wistar rats the action of
caffeine on anxiety-like behavior and on the electrophysiological features of the
excitability-related phenomenon known as cortical spreading depression (CSD). From
postnatal day (PND) 7 to 27, animals received, via gavage, either caffeine (15, 30, or
45 mg/kg/day; groups Cafl5, Caf30 and Caf45, respectively), or vehicle (group V) or
no gavage (group naive). Body weights were recorded at PND 7, 14, 21, 28 and P35.
At PND28 the animals were behaviorally tested in the elevated plus-maze. At PND30
they were tested in the open field. At PND35, they were submitted to CSD recording.
Another group of young animals (PND31-40) were subjected to topical cortical
application of caffeine solution (15mg/ml) during the CSD recording session.
Behavioral tests suggested an anxiolytic effect of caffeine: the time per entry increased
in a dose-dependent manner in caffeine-treated animals in elevated plus-maze and
open field, with significantly higher values in the Caf45 group compared to the naive
group. At 28 days of age, the Caf30 and Caf45 groups had smaller body weights (64.6
+ 4.0g and 58.9 * 3.8q, respectively) than the naive groups (73.6 + 5.5g), vehicle (72
+ 3.79) and Cafl5 (70.5 + 4.59g). In the elevated plus-maze the number of the rearing
behavior was significantly lower in the Caf45 group than in the control groups, the
number of this behavior in the naive, vehicle, CAF15, CAF30 and CAF45 groups were
respectively 10.6 £ 1.4; 10.8 +1.2; 9.5+ 1.3; 8.8 £0.9; 6.9 + 1.4 (p<0.05). In the open
field the number of rearing behavior was significantly lower in the Caf45 group than in
the control and Cafl5 groups. The number of the behavior of rearing from the naive,
vehicle, Cafl5, Caf30 and CAF45 groups were, respectively, 9.5+ 1.4;9.8+1.4;7.5
+1.2;6.6+1.4;4.8+0.9 (p<0.05). At 35 days of life the groups Caf30 and Caf45 had
lower body weights (103.3 + 7.8 g and 99.4 £ 6.4 g, respectively), compared to vehicle
group (124.2 £ 7.1 g), naive group (120.9 + 9.5 g) and Caf15 group (122.4 +12.99) (p
<0.05). Caffeine-treated groups had higher CSD rates (in mm / min) (Cafl5 = 4.06 +
0.10; Caf30 = 4.18 + 0.18 (p <0.05) and Caf45 = 4.74 + 0.18) than controls (naive =
3.93 + 0.10; V = 3.92 £ 0.16, p <0.05). Topical application of caffeine reversibly
increased CSD velocity and amplitude, and reduced CSD duration. The results indicate
that the administration of caffeine during the critical period of development reduced
anxiety-like behavior, but increased the CSD propagation velocity, which suggests,
therefore, an important role for caffeine on cerebral excitability.

Key words: Caffeine. Anxiety. Cortical spreading depression. Brain development.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Papel da cafeina na termogénese e ingestao energeética................... 18
Figura 2 — Sequéncia de eventos da depressao alastrante cortical..................... 22
Figura 3 — Representacao esquematica dos grupos experimentais.................... 27
FIQUIra 4 — PES0OS COMPOTAIS.....uuuturuuniiiiiaseeeeeeeeaseeeeeessaassnssseasaaaaeeaaeaaeasereesnnnnnnnns 32

Figura 5 — Avaliagdo comportamental do teste do labirinto em cruz elevado...... 33

Figura 6 — Avaliacdo comportamental do teste do campo aberto......................... 34
Figura 7 — Comportamento de rearing e stretched..............ccccccviiiiiiiiiiiiinieeee, 35
Figura 8 - Registros eletrofiSiolOgiCOS. .......cuuiiiiiiiiiie e 36
Figura 9 — Velocidade de propagacdo da depressao alastrante cortical.............. 37
Figura 10 — Velocidade, amplitude e duracdo de aplicacdo topica....................... 39

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Valores de cafeina encontrados em alguns produtos........................... 17

Tabela 2 — Amplitude e duracdo das ondas de Depressédo Alastrante Cortical.....38



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH Horménio adenocorticotropico
ANOVA Andlise de Variancia

CAF Cafeina

CT Cafeina tépica

DAC Depresséao Alastrante Cortical

ECOG Eletrocorticograma

GABA Acido gama-aminobutirico

HPA Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

I Ingénuo

KCI Cloreto de Potassio

LAFFINT Laborat6rio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio
LCE Labirinto em Cruz Elevado

SNC Sistama Nervoso Central

UFPE Universidade Federal de Pernambuco
Vv Veiculo

VLV Variagéo Lenta de Voltagem



2.1
2.2
2.3
2.4

4.1
4.2

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.5.1
5.5.2
5.6
5.7
5.8
5.9

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt e et este st e eae e ene e e 13
REVISAO BIBLIOGRAFICA.......coeieeeeeeeeeeee e 15
NUTRICAO, CAFEINA E SISTEMA NERVOSO.......c.ccooveeveeriereeenenen, 15
CAFEINA E METABOLISMO......cooiuiiieieiteeeeeeeeeeeee et 18
CAFEINA E ANSIEDADE .........oct ittt ettt 19
DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL......covoeveteeeeteceeeee e, 20
HIPOTESES.....ocoiieeoeeeete ettt ettt e st ea e aaseste st et e se e eaeenesees 24
OBETIVOS. ... oottt ettt ettt sttt ettt e e e 25
OBJETIVO GERAL ...ttt ettt en e en s 25
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ocuiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
1= T 51 1 7R 26
ANIMAIS ..ottt ettt ettt ettt ettt en e 26
TRATAMENTO SISTEMICO COM CAFEINA.......cocoioeiieeeeeeeeeer e, 26
TRATAMENTO TOPICO COM CAFEINA.......ccocvioiieeeceeeeeeeee e, 27
DETERMINACOES DO PESO CORPORAL........covoeieieeeeeeeee s 27
AVALIACAO COMPORTAMENTAL. ...ttt en e 28
Avaliagdo comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE).................. 28
Avaliacdo comportamental no teste de campo aberto............c..cccovvvvnnnnnnnn. 29
REGISTRO DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL.........c.cccevvene.n. 29
APLICACAO TOPICA DE CAFEINA oo, 30
EUTANASIA. ..ottt ettt ettt eaeateaae e e seeareanens 31
ANALISES ESTATISTICAS. ..ottt 31
RESULTADOS . ...ttt ee ettt e e n s eaeeneeeneas 32
DISCUSSAD. ...ttt ettt sttt ee e 40
CONSIDERAGCOES FINAIS ...ttt en e 46
REFERENCIAS. ..ottt sttt eaane e 48
ANEXO 1 - Confirmacédo da submisséo do artigo ao periédico........... 62

ANEXO 2 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFPE............ 63



13

1. INTRODUCAO

Ao final da década de 60, foi demonstrado que durante o desenvolvimento o
organismo, em geral, e o sistema nervoso, em particular, sdo vulneraveis a agressées
produzidas por fatores ambientais, nutricionais e farmacoldgicos; por isso a
denominagcdo de periodo critico do desenvolvimento. (MORGANE et al.,, 1993;
SAWAYA et al., 2012; GUEDES, 2011; et al., 2012). Nesse periodo ocorre um pico de
eventos como a neurogénese, gliogénese e migracao celular. O conceito de
desenvolvimento critico pode estar relacionado com a observacdo de que o0s
processos de desenvolvimento e organizacdo sdo alterados com maior facilidade
durante a fase de desenvolvimento embrionario de maior atividade. (SAWAYA et al.,
2012). Quando ocorre algum dano que nao seja durante o periodo de
desenvolvimento, o organismo pode ter prejuizos fisiolégicos menores. (SAWAYA et
al., 2012).

Durante o desenvolvimento dos mamiferos, os nutrientes fornecidos pelos
alimentos sédo de extrema importancia para a producéo de energia, sinteses organicas
e desenvolvimento dos diversos sistemas do organismo. No sistema nervoso central,
uma alimentacdo inadequada pode ocasionar varias alteracdes permanentes na
formacdo de estruturas celulares e modificar negativamente o0s parametros
eletrofisiol6gicos do cérebro. (MORGANE et al., 1978, 1993; ALMEIDA et al., 2002;
GUEDES et al., 2013). Os desequilibrios de alguns nutrientes da dieta, bem como o
elevado consumo de alimentos e bebidas com substancias psico-estimulantes, como
a cafeina, podem influenciar o funcionamento neural. (SOUZA & SICHIERI, 2005;
AGUIAR et al., 2011).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um psico-estimulante que parece agir através
dos receptores da adenosina dos tipos Al e A2 e dos receptores de dopamina do tipo
D2 (AGUIAR et al., 2011). A cafeina € um alcaloide que pertence a estrutura de varias
espécies de plantas e sua estrutura molecular faz parte de um grupo de xantinas
metiladas como a treobromina e teofilina (DALY, 2007; SAWYNOK, 2011, TAVARES
& SACATA, 2012). Quando ingerida por via oral, atinge concentracado plasmatica
estavel apos cerca de 30 minutos a 2 horas, porém, esse periodo pode-se prolongar
com o consumo de alimentos (SAWYNOK,1993).
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Seu consumo tem sido associado a melhora da cogni¢cdo e desempenho de
atletas, além de ser utilizada no tratamento da sonoléncia e reducdo da fadiga
(GIESBRECHT, 2010; BLOMS et al., 2010; LISKO, 2016). No entanto, quando
consumida em doses altas (acima de 40mg/Kg) pode provocar sintomas como insénia,
irritabilidade e/ou cefaleia e até alteragdes nutricionais (AGUIAR et al., 2011;
FREDHOLM et al., 1999). Outros efeitos negativos observados seriam aumento da
pressdo sanguinea e ansiedade (WINSTON et al., 2005; LISKO, 2016). Em ratos,
observa-se que certas alteracdes comportamentais devidas ao consumo de cafeina
dependem da quantidade consumida (FREDHOLM et al.,1999; MCKIM, 1996;
AGUIAR et al., 2011).

A cafeina deve ser utilizada com cautela em individuos com algumas doencas,
como Ulcera péptica, refluxo gastroesofagico, funcéo renal ou hepatica prejudicadas
e doenca cardiovascular. (SAWYNOK, 2011). Outro caso que merece aten¢cdo € no
momento da gestacdo, pois estudos com animais mostraram relacdo entre alto
consumo materno de cafeina e alteracbes esqueléticas, retardo do crescimento
intrauterino e baixo peso ao nascer; algumas fontes limitam o consumo de cafeina por
gestantes a 5mg/kg/dia (DALY, 2007). A meia-vida da cafeina é prolongada durante a
gestacao, especificamente durante o segundo e terceiro trimestre. (ZHANG, 2001).
No entanto, vale ressaltar que uma mesma dose de cafeina pode provocar reacdes
adversas em um individuo e em outro ter boa aceitacdo (JULIANO e GRIFFITHS,
2004; SAWYNOK, 2011)

Os efeitos de alteragbes nutricionais sobre as fungbes cerebrais podem ser
estudados através de modificacBes da atividade elétrica cortical cerebral, utilizando
como instrumento de investigacdo o fendbmeno da depressédo alastrante cortical
(DAC), descrito primeiramente por Ledo (LEAO, 1944). Esse fenébmeno representa
uma resposta despolarizante do cortex cerebral provocada pela estimulagéao
mecanica, elétrica ou quimica de um ponto do tecido cortical. A DAC caracteriza-se
pela reducéo da atividade eletrocorticogréfica espontanea, que se propaga pelo cortex
cerebral (MAIA et al., 2009, LIMA et al., 2009; AGUIAR et al., 2011).

Em um estudo preliminar no qual 30mg/Kg de cafeina foram administrados a
ratos adultos por apenas 04 dias, ndo se observou diferengas significativas na
propagacédo da DAC (AGUIAR et al., 2011). Portanto, tendo em vista a escassez de
estudos acerca de efeitos da cafeina sobre a DAC, principalmente durante o

desenvolvimento cerebral, justifica-se a relevancia do presente estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NUTRICAO, CAFEINA E SISTEMA NERVOSO

Como mencionado na introducgéo, no sistema nervoso de mamiferos existe um
periodo critico para o desenvolvimento. (MORGANE et al., 1993). Em humanos, esse
periodo comeca no terceiro trimestre de gravidez e dura entre dois e quatro anos; no
rato, esse periodo envolve tanto a gestacdo quanto a lactagcdo. (MORGANE et al.,
1993; BATISTA-OLIVEIRA et al., 2012). Esse é um periodo em que Varios processos
fisiol6égicos ocorrem com velocidade maxima, ou seja, o cérebro estd mais susceptivel
a insultos ambientais e nutricionais nessa fase (MORGANE et al., 1993; BATISTA-
OLIVEIRA et al., 2012; SAWAYA et al., 2012).

A nutricdo exerce um papel fundamental na maturagdo e desenvolvimento do
sistema nervoso central, para que se tenha um fornecimento de energia e nutrientes
essenciais para o desenvolvimento de estruturas celulares e sistemas metabdlicos. O
desenvolvimento do cérebro e as suas consequentes reacdes fisiologicas dependem
tanto da genética como de fatores ambientais, nutricionais e culturais (MORGANE et
al., 1993).

No inicio da vida, o sistema nervoso esta susceptivel a acdo de diversos fatores,
incluindo as deficiéncias nutricionais, estas, por sua vez, podem influenciar
negativamente os parametros estruturais, bioquimicos e eletrofisiol6gicos do cérebro.
(MORGANE et al.,, 1978, 1993; GUEDES et al.,, 2002; ALMEIDA et al., 2002)
Dependendo da intensidade e do tipo de desnutricdo, os seus efeitos deletérios
podem ser permanentes; e estes efeitos tém sido muito estudados através do
fendmeno da DAC. (GUEDES et al., 2005; GUEDES et al., 2013). Vale ressaltar que
as alteracbes sdo mais graves, quando a desnutricdo ocorre no periodo de
crescimento rapido do cérebro (DOBBING, 1968; GUEDES et al., 2013).

Ha algumas centenas de anos, surgia na Europa o consumo de bebidas fontes
de cafeina, principalmente o café e, desde entdo, o consumo dessas bebidas se
tornou habito em nossas culturas (FREDHOLM et al., 1999). O cultivo do café teve
inicio no Iémen, préximo a Meca, no século XIX (GUERRA et al., 2000). A cafeina foi
isolada em 1820 e os seus efeitos ndo foram claramente reconhecidos até 1981,

guando o bloqueio de receptores da adenosina foi correlacionado as propriedades
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estimulantes da cafeina e de seus anélogos (MCKIM, 1996; DALY, 2007). Em grande
parte do mundo, as pessoas consomem cafeina em grande quantidade,
independentemente da idade e do status econémico (MCKIM).

O interesse em estudar a cafeina ganhou destaque quando estudos em animais
relacionaram o consumo de cafeina durante a gestagéo a diminui¢cdo no crescimento
intra-uterino fetal, reducdo do peso ao nascer, reabsor¢cdo fetal e teratogénese
(SOUZA; SICHIERI, 2005). Desde entdo, estudos sugeriram uma diminuicdo do
consumo de cafeina por mulheres gravidas. (SOUZA; SICHIERI, 2005). No entanto,
outros estudos indicam que o consumo moderado de cafeina durante a gestacao nao
esta relacionado a tais efeitos negativos. (ZHANG, 2001; TAVARES e SAKATA,
2012), ou seja, a sua seguranca do consumo de cafeina durante os periodos de
gestacao e lactacdo ainda é controversa (TEMPLE et al., 2009; PORCIUNCULA et al.,
2013).

Atualmente a cafeina € uma das substancias mais consumidas no mundo e esta
relacionada a varios processos fisioldgicos, envolvendo resisténcia fisica, alteracao
de humor e sono. (FREDHOLM et al., 1999). A cafeina € uma potente estimulador do
Sistema Nervoso Central e esta presente em varios alimentos e bebidas,
principalmente em café, cha e refrigerantes tipo cola, além de ser utilizada em
medicamentos, seja como inibidor de apetite ou com finalidade estimulante (Tabela
1). Se ingerida em doses moderadas (10 a 40mg/kg/dia) pode levar a sonoléncia,
fadiga ou até mesmo a sensacao de bem-estar, porém, em doses altas (>40mg/kg/dia)
pode produzir sintomas como nervosismo, insdnia ou mesmo ataques de panico.
(FREDHOLM et al., 1999; MCKIM, 1996). Em ratos e camundongos, as doses altas
podem levar a crises epilépticas. (FREDHOLM et al., 1999; SOUZA e SICHIERI, 2005;
GUEDES et al., 2012).

A cafeina € absorvida pelo trato gastrointestinal de forma rapida tanto em
humanos como em ratos (MAGKOS e KAVOURAS 2005). Em relacédo a sua acgao
sobre o sistema nervoso central, a cafeina parece passar livremente do sangue para
o0 cérebro, exercendo um efeito protetor dose-dependente, principalmente em doencas
como Parkinson. (CHEN, 2010). Estudos demonstraram que doses moderadas de
cafeina atenuam o declinio cognitivo durante o envelhecimento (CONCANNON et al.,
1983), na doenga de Alzheimer (ARENDASH et al., 2006; DALL'IGNA et al., 2007;
RITCHIE et al.,, 2007; ESPINOSA et al., 2013) e em distlrbios psiquiatricos
(PANDOLFO et al., 2013; KASTER et al.,2015). Por outro lado, os prejuizos causados
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pela cafeina durante o periodo de desenvolvimento podem acarretar déficits a longo
prazo na fungédo cerebral. (CONCANNON et al., 1983; PERUZZI et al., 1985).
(OFLUOGLU, 2009; CHEN et al., 2010; AGUIAR et al., 2011; TAVARES; SAKATA,
2012).

Tabela 1. Valores de cafeina encontrados em alguns produtos

Produto Quantidade de cafeina
Café 11 a 250 mg/100ml
Cha 2 a 540 mg/100ml
Chocolate 21 a 76 mg/100g
Refrigerante 10 a 20 mg/100ml
Bebidas energéticas 30 a112 mg/ml
Medicamentos 30 a 220 mg/Comprimido

Adaptado de GUEDES et al., 2012.

Os efeitos estimulantes da cafeina sobre o sistema nervoso central, estéo
relacionados, principalmente ao seu papel no bloqueio de receptores de adenosina
Al e A2A (CHEN et al., 2010), sendo a cafeina um antagonista ndo seletivo dos
receptores de adenosina Al e A2A. A adenosina age em diversos sistemas
fisiologicos e os efeitos geralmente, sdo opostos aos da cafeina. (DAVIS e GREEN,
2009; CARRILLO e BENITEZ, 2000). Além disso, a cafeina influencia o metabolismo
normal de nucleotideos ciclicos através da acdo da enzima fosfodiesterase, pois
gquando consumida em doses altas inibe essa enzima, bloqueando receptores do
acido gama-aminobutirico tipo A (GABAx) e causando liberacdo de Ca?* intracelular.
(POLESZAK et al., 2015). Em geral, as propriedades da cafeina ocorrem devido a
sua capacidade de interagir com neurotransmissores em diferentes regides do
encéfalo podendo, dessa forma, influenciar suas propriedades eletrofisiologicas
(DALY, 2007; CARRILLO e BENITEZ, 2000; LORIST e TOPS, 2003; POLESZAK et
al., 2015).
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2.2 CAFEINA E METABOLISMO

Geralmente a obesidade € relacionada com o0 aumento de ingestdo de alimentos
caloricos, com baixo valor nutricional e reducdo da atividade fisica, ou seja, um
desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético (DIEPVENS et al., 2007). O
sistema nervoso simpatico exerce um papel importante na manutencdo da
homeostase energética, através do controle neural e hormonal (HURSEL e
WESTERTERP-PLANTENGA, 2010). Sua ativacdo tem sido estudada no aumento da
saciedade, estimulo do gasto energético, em parte pelo aumento da oxidacao de
gordura (ASTRUP et al., 1991).

O consumo moderado de cafeina por humanos tem sido associado a beneficios,
como, o aumento do gasto energético diario (BRACCO et al., 1995), diminuicdo da
ingestdo energética (JESSEN et al., 2005) e diminui¢édo do risco de desenvolvimento
de diabetes tipo 2 (SANTOS e LIMA, 2016). Alguns estudos demonstram que o0
consumo de cafeina em pacientes diabéticos pode levar a perda de peso, através do
aumento da termogénese (GOLDSTEIN e JACOBS, 2010) e devido as propriedades
ergogénicas da cafeina (PALUSKA, 2003). A figura 1 mostra o papel da cafeina na

termogénese e ingestao energética.
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Figura 1. Papel da cafeina na termogénese e na ingestéo de energia (Adaptado de Harpaz et al., 2017).
SNS, Sistema Nervoso Simpético; cAMP, adenosina monofosfato ciclica; CA, Catecolaminas; GE,

gasto energético.

O consumo de café também tem sido associado a prevencdo de doencas
cardiovasculares e cancer. (BIDEL et al. 2010; ZHANG et al., 2009). Esses efeitos
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podem estar associados, pelo menos em parte, aos efeitos inibitorios da cafeina nos
receptores de adenosina (MULLER e JACOBSON, 2011) e também aos efeitos
antioxidantes dos acidos fendlicos e clorogénicos, provenientes de compostos
gerados durante a torrefacdo (BOETTLER et al., 2011). No entanto, foram observados
tais efeitos em estudos que utilizaram café descafeinado, sugerindo que outros
compostos também podem estar envolvidos em tais beneficios (THOM, 2007,
VINSON et al., 2012). Os efeitos da cafeina na perda de peso ainda ndo estédo
totalmente claros. Tais efeitos podem estar relacionados com restricdo energética.
(FORTE E SCHNEIDER, 2012). Portanto, mais estudos s&o necessarios para
esclarecer ndo so o real papel da cafeina na perda de peso como também a dosagem
necessaria e a frequéncia do consumo (FORTE E SCHNEIDER, 2012).

2.3CAFEINA E ANSIEDADE

Os primeiros modelos animais de ansiedade surgiram devido a ajustes
realizados através de procedimentos de aprendizagem consagrados do behaviorismo,
com o objetivo de verificar efeitos de drogas ansioliticas. (HALL, 1934). Neste
contexto, testes comportamentais como o labirinto em cruz elevado (LCE) e o campo
aberto, sédo muito utilizados. (LORENZ, 1995, CRUZ e FERNANDEZ, 2012) O campo
aberto tem sido bastante utilizado para avaliar o estado emocional e atividade
locomotora de animais. O LCE explora o conflito, presente nos bragos abertos do
labirinto, entre a tendéncia dos animais em explorar espacos novos € o seu medo de
altura e dos bracos abertos (HALL, 1934, CRUZ e FERNANDEZ, 2012).

Alguns estudos demonstraram que o consumo agudo e crénico da cafeina em
ratos adultos leva a altera¢cdes comportamentais sugestivas de ansiogénese, tanto no
campo aberto (NOSCHANG et al., 2009) quanto no labirinto em cruz elevado (EL
YACOUBI et al., 2000). Estudos comportamentais em ratos, demonstraram ainda que
guando a cafeina é ingerida por via oral pode causar aversao, devido ao seu gosto
amargo, que por sua vez pode comprometer os resultados dos estudos, pois, estudos
em ratos tem demonstrado que 0os mesmos ingerem livremente apenas baixas doses
de cafeina. (HEPPNER et al., 1986). Entretanto, quando administrada em forma de
medicacdo pode originar sintomas como nauseas e irritacdo gastrica. (HEPPNER et
al., 1986; MCKIM, 1996; DRIFFITHS; MUMFORD, 1995; GUEDES et al., 2012). No
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entanto, a literatura carece de estudos experimentais sobre efeitos comportamentais

da cafeina em animais em desenvolvimento

Um interesse renovado pelo estado de abstinéncia da cafeina surgiu a partir da
observacéo de que o seu consumo crénico seguido por um periodo de abstinéncia de
pelo menos 48 horas, aumenta o risco de ansiedade e provoca sintomas como dor de
cabeca e estresse, além de diminuicdo do estado de alerta (BHATTACHARYA et al.,
1997; SIMON et al., 2009; O’'NEILL et al., 2016).

Evidencias apontam que a exposicdo a cafeina durante o desenvolvimento
cerebral leva a um comprometimento da memoria seletiva, que parece ser maior em
ratas do que em ratos (SELL et al., 2000; CARROLL et al., 2004). Estudos clinicos
tém apontado para uma maior susceptibilidade de mulheres aos efeitos de outros
psicoestimulantes. No entanto, com relacdo a exposicao a cafeina, as comparacdes
entre 0s géneros ainda sao controversas (TEMPLE e ZIEGLER, 2011; ARDAIS et al.,
2016).

Alguns estudos analisaram o efeito da administracdo da cafeina aguda no eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Embora ndo se tenha comprovacao de um papel
causal do HPA na ansiedade (ARMARIO et al, 2012), admite-se que ele pode
contribuir de forma importante para a patogénese da depressdo e ansiedade.
(JEZOVA e HLAVACOVA, 2008;). Tanto em seres humanos (LIN et al., 1997), quanto
em ratos, a cafeina aumenta expressivamente o hormoénio adenocorticotrépico
(ACTH). (PATZ et al., 2006; O’NEILL, 2016)

Estudos apontam que o antagonismo farmacoldgico seletivo dos receptores Al
e A2a, que estdo envolvidos no mecanismo de acéo da cafeina, esta relacionado a
alteracbes comportamentais. (RANDALL et al.,, 2011) Em ratos, o aumento da
atividade locomotora e da frequéncia do comportamento de se levantar (“rearing”) teria
relacdo com o efeito estimulante da cafeina, mediado pela ativacdo dos receptores
A2a. Por outro lado, o efeito ansiogénico da cafeina estaria provavelmente relacionado
a sua acao sobre o receptor A1 (RANDALL et al., 2011; GUEDES et al., 2012)

2.4 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL
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A DAC foi descrita, pela primeira vez, em coelhos anestesiados como sendo uma
resposta propagavel, de despolarizacéo celular com reducéo (depresséo) da atividade
elétrica do tecido cerebral cortical. (LEAO, 1944). Essa resposta é consequéncia da
estimulacdo de um ponto do tecido, sendo totalmente reversivel. A estimulacéo, por

sua vez, pode ser mecanica, quimica ou elétrica (LEAO, 1944; GUEDES, 2005).

A atividade elétrica deprimida comeca a se recuperar a partir do ponto onde se
originou e, ao final de cerca de 5 a 10 minutos, a regido deprimida encontra-se
recuperada. Durante a DAC, simultaneamente a depressdo da atividade elétrica
espontanea, ocorre uma variacao lenta de voltagem (VLV) e o potencial do ponto
cortical comeca a mudar, em relacdo a um ponto de potencial fixo, como 0 0sso nasal,
e se torna progressivamente mais negativo. Essa mudanca pode atingir valores que
variam de -5 a -30mV apoés 1 a 2 minutos de seu inicio, sendo revertido apos alguns
minutos. (Figura 2) (LEAO, 1944; GUEDES, 2011).

O termo depressdo nao esta relacionado a doenca psiquiatrica e sim a um
significado eletrofisiolégico (reducdo da amplitude das ondas eletrocorticograficas).
No laboratério de Fisiologia da Nutricao Naide Teoddsio (LAFINNT), do Departamento
de Nutricdo da UFPE, tem-se demonstrado que varias condi¢des, de interesse para a
saude humana, aumentam a suscetibilidade do cérebro para o fenbmeno da DAC,
como € o caso da reducgédo do cloreto extracelular (GUEDES e DO CARMO, 1980),
privacdo do sono (AMORIM et al., 1988), ingestéo crbnica de etanol (GUEDES e
FRADE, 1993; ABADIE-GUEDES et al., 2008; 2016), hipoglicemia (COSTA-CRUZ e
GUEDES, 2001), desnutricdo (ROCHA-DE-MELO et al., 2006), hipertermia (FARIAS-
SANTOS et al., 2009),e tratamento com Arginina (FRAZAO et al., 2008), com
glutamato mono-sodico (LIMA et al., 2014), com dexametasona (LOPES-DE-MORAIS
et al., 2014) e com Glutamina (LIMA et al., 2017). Por outro lado, outras condi¢des
diminuem essa suscetibilidade, como por exemplo o tratamento dietético com litio
(GUEDES et al., 1989), o hipotireoidismo (GUEDES e PEREIRA-DA-SILVA, 1993), o
envelhecimento (GUEDES et al., 1996), a estimulacdo ambiental (SANTOS-
MONTEIRO et al., 2000), a hiperglicemia (COSTA-CRUZ et al., 2006), o exercicio
fisico (BASTISTA-DE-OLIVEIRA, 2012).

Diferentes técnicas sédo usadas para determinar a atividade elétrica, entre elas o
eletroencefalograma (EEG), que é uma forma muito utilizada de se avaliar o registro

da atividade simultdnea de milhares de neurbnios localizados em uma regiao
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especifica cerebral. (GUEDES, 2005) E uma técnica empregada para diagnosticar
algumas doencas neurolégicas em humanos e, em animais, pode ser realizada
através de eletrodos colocados sobre a dura-mater, via pequenos orificios no cranio
com o0s animais sob efeito de anestesia (neste caso, chama-se eletrocorticograma;

EcoG). Assim, pode-se avaliar a atividade elétrica cortical (GUEDES, 2005).

/ o]

Figura 2. Esquema da sequéncia de eventos da depresséo alastrante cortical (DAC; adaptado
de Guedes, 2011). Em “a”, um cdértex normal e nele o ponto estimulado (x), iniciando a DAC. Na
sequéncia, indicada pelas setas, “b” a “d”, a propagagédo concéntrica do fendbmeno da DAC esta
ilustrada. As areas em branco representam porc¢des do tecido cortical invadidas pelo fendmeno em
tempos sucessivos. As areas quadriculadas, “c” a “f” indicam regides que ja sofreram a DAC e agora
estdo se recuperando (areas refratdrias a uma nova estimulagédo). De “b” a “f’, observa-se que
propagacdo (area branca) e recuperacgéo (area escura) dao-se de forma concéntrica, sendo o ponto
inicialmente estimulado o primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente, todo o tecido se mostra
completamente recuperado, retornando a condi¢&o inicial em “a”. No centro da figura, um tracado de
registro demonstrando o eletrocorticograma (ECoG) e a variacdo lenta de voltagem (VLV), a qual
sempre aparece durante a DAC, quando o ECoG diminui sua amplitude. As letras “A” a “F”

correspondem a sequéncia das etapas representadas nos desenhos externos.
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O fendmeno da DAC é utilizado héa varios anos no Laboratoério de Fisiologia da
Nutricdo Naide Teoddsio (LAFINNT), como modelo experimental para avaliar a
excitabilidade cortical. Diversas situacdes clinicas também sdo estudadas,
principalmente as variaveis nutricionais e suas repercussées no sistema nervoso
(ROCHA-DE-MELO e GUEDES, 1997; BASTISTA-DE-OLIVEIRA, 2012). Vale
ressaltar que diversas funcdes cerebrais sdo consequéncia direta ou indireta da
atividade elétrica produzida pelas células do cérebro. O registro da atividade elétrica
cerebral espontanea, em humanos e animais de laboratério representa um meio
importante para o estudo do funcionamento cerebral. (GUEDES et al., 2012)

Os efeitos da cafeina sdo comumente investigados em diversos sistemas
fisiolégicos, porém, no cérebro ainda néao estdo claramente definidos. (BLAHA et al.,
2007). Diante disto, no presente estudo, ratos machos da linhagem Wistar foram
submetidos, durante o periodo de desenvolvimento, a diferentes doses de cafeina
através de gavagem e os efeitos desse tratamento sobre funcdes neurais foram entéo
observados através de testes comportamentais e da DAC. Consideramos esta
proposta altamente pertinente, visto que ira estender e aprofundar o estudo inicial de
Aguiar e colaboradores (AGUIAR et al., 2011), analisando a interagdo da cafeina com

0 estado nutricional e aspectos eletrofisiol6gicos em animais.
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3. HIPOTESES

e A cafeina, administrada em diferentes doses ao longo do desenvolvimento,

alteraria o peso corporal dos animais.

e O tratamento com cafeina resultaria em respostas comportamentais sugestivas

de ansiedade.

e O tratamento sistémico e topico, aumentaria a susceptibilidade cortical ao
fendmeno eletrofisiolégico da DAC.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, no rato albino, a acdo de diferentes doses de cafeina, aplicadas
durante o desenvolvimento do sistema nervoso, no que se refere aos seus efeitos

sobre o ganho de peso, o comportamento de ansiedade e a atividade elétrica cerebral.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a evolugcdo do peso corporal dos filhotes, como indicador do

desenvolvimento do organismo;

e Avaliar o desempenho no labirinto em cruz elevado e no aparelho de campo
aberto, como indicador do comportamento de ansiedade e comportamento

exploratdrio, respectivamente.

e Investigar a atividade elétrica cerebral através do fenbmeno da DAC,
caracterizando seus parametros (velocidade de propagacdo, amplitude e

duracédo) em funcao das doses de cafeina empregadas.

e Analisar em ratos jovens, a influéncia do tratamento topico, no cortex cerebral,
com cafeina, sobre as caracteristicas eletrofisiologicas da DAC, comparando

tais efeitos com aqueles do tratamento sistémico.
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5. METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teodosio do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os
protocolos experimentais foram inicialmente submetidos a analise para aprovacao da
Comisséo de Etica no uso de animais da Universidade Federal de Pernambuco,
protocolo n° 23076.034601/2015-22 (Anexo B). As normas adotadas sdo sugeridas
pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e as normas estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Bethesda,
USA).

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos (N=83) em ninhadas com 9 filhotes
por mae, provenientes do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco. Durante a gestacéo e lactacdo, as mées receberam dieta
padrdo do biotério (“Presence”; Purina do Brasil Ltda., com 23% de proteina) e agua,
ad libitum. O desmame foi realizado no 21° dia de vida, considerando o dia do
nascimento como 0 (zero; LIMA et al., 2009). Apos o desmane, os filhotes também
foram alimentados com a dieta padréo do biotério. Os animais foram mantidos em sala
a temperatura de 22°C+1°C e em um ciclo claro-escuro de 12 horas (o escuro

iniciando-se as 18:00h).

5.2 TRATAMENTO SISTEMICO COM CAFEINA

A cafeina foi obtida da Sigma Aldrich®. Do 7° ao 27° dia de vida pos-natal, trés
grupos de filhotes de ratos Wistar (n=15 por grupo) receberam gavagem diaria com
solugcdo contendo respectivamente 15, 30 ou 45 mg de cafeina/Kg de peso
corporal/dia (grupos CAF15, CAF30 e CAF45, respectivamente). Esses trés grupos
foram comparados a dois grupos em condi¢cdes controle: uma dessas condicbes
consistiu na gavagem diaria com agua destilada, isto &, o veiculo usado para diluir a
cafeina (grupo V; n= 15) e a outra condi¢ao foi aquela em que o animal ndo recebeu
gualguer gavagem (grupo ingénuo — I; n=15). O volume inicial administrado pela

gavagem foi de 0,5ml/dia na segunda e terceira semana de vida (correspondente a
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primeira e segunda semana de tratamento) e 1.0ml/dia na quarta semana de vida
(terceira semana de tratamento), como j& foi previamente descrito para outros
compostos (LIMA et al., 2009; FRANCISCO e GUEDES, 2015). O procedimento de
gavagem foi realizado sempre no mesmo horario, entre 12 e 14 horas, com auxilio de
uma canula conectada a uma seringa de vidro, como descrito previamente (MAIA et
al, 2009).

5.3. TRATAMENTO TOPICO COM CAFEINA

Um grupo de animais ingénuos (n=8), com idades entre 31-40 dias, foi tratado
durante o registro da DAC com aplicacao topica (T) no cértex cerebral, de cafeina
(concentracdo de 15mg/ml; grupo CT15). A aplicacdo de cafeina foi realizada ap0és,
no minimo, uma hora de registro basal da DAC, o qual era utilizado como controle,
como descrito previamente (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013)

5.4 DETERMINACAO DO PESO CORPORAL
Os pesos corporais foram aferidos com auxilio de uma balanca eletrénica da

marca Filizola (capacidade de 3,0 kg e escala em divisdo de 0,5 g), aos 7, 14, 21, 28

dias de vida, e no dia do registro eletrofisiolégico (35 dias).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos grupos experimentais e curso temporal dos

procedimentos a eles aplicados.
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5.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os testes comportamentais foram filmados através de uma camera de video
instalada no teto, sobre os aparelhos comportamentais (labirinto em cruz elevado e o
campo aberto). Os videos foram analisados utilizando o software ANYmaze® (vesion

4.99m). Entre um teste e outro foi respeitado um periodo de 48 horas.

5.5.1 Avaliacdo comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste foi realizado colocando-se o animal em um labirinto em forma de cruz,
elevado do solo. O labirinto é formado por dois bracos fechados e dois abertos (cada
um medindo 49cm de comprimento x 10cm de largura), com elevacdo de 55cm do
solo. Uma plataforma central (10x10cm de largura) conecta os bragcos abertos e
fechados. Os animais percorrem o0s dois tipos de bragos, e sdo analisados a
frequéncia de entrada e o tempo gasto em cada tipo de braco, e outros tipos de
comportamento como deslocamento, levantar-se e esticar-se (FRANCISCO,
GUEDES, 2015). Segundo os estudiosos, existe uma relacdo inversa entre a
frequéncia de entrada e tempo gasto nos bragos abertos, de um lado, e o grau de
ansiedade, do outro: quanto maiores os niveis de ansiedade, menor a porcentagem
de entrada nos bracos abertos e de tempo gasto nos mesmos e vice-versa (HANDLEY
e MITHANI, 1984; PELLOW e FILE, 1986)

O procedimento foi realizado entre as 10:00 as 12:00h, utilizando a prole aos 28
dias de vida da prole. No dia do experimento, os ratos foram colocados na sala
experimental, individualmente, em gaiola apropriada e permaneceram 30 minutos
antes do inicio do teste, para adaptacdo ao novo ambiente. O animal foi colocado no
centro do aparelho cuidadosamente com o focinho voltado para um dos bragos
abertos, sendo entdo permitida a livre exploracdo por 5 minutos. Apos cada animal
ser testado, o labirinto foi limpo com uma mistura de alcool+agua (70%+30%), para
eliminar pistas olfativas que pudessem interferir com o teste seguinte, respeitando-se

um intervalo de 1 minuto para que secasse completamente.

Posteriormente foram analisadas, nos videos gravados, as seguintes categorias

com portamentais:
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a) Distancia percorrida pelo animal no LCE;

b) Numero de entradas nos bracos abertos e fechados, considerando-se
uma entrada quando o animal entrava com a cabeca e o centro do corpo no
braco;

c) Tempo gasto em cada um dos bracos;

d) Relacédo do tempo por entrada nos bracgos abertos.

e) Comportamento de levantar-se (“rearing”) e esticar-se (“stretched”)

5.5.2 Avaliacdo comportamental no teste de campo aberto

O teste do campo aberto consiste em se analisar, por video, 0 comportamento
do animal numa arena circular (100 cm de diametro), envolvida com paredes de 52
cm de altura, de modo que o animal ndo possa fugir. O teste foi realizado entre as
10:00 as 12:00h, utilizando animais aos 30 dias de vida da prole. No dia do
experimento, os ratos foram colocados na sala experimental, individualmente, em
gaiola apropriada e permaneceram 5 minutos antes do inicio do teste, para adaptacéo
ao novo ambiente.

Apés a adaptacao, o animal foi colocado no centro do aparelho, onde também
foi permitida a livre exploracéo por 5 minutos. Apés cada animal ter sido testado, o
aparelho foi limpo com mistura de alcool+agua (70%+30%), respeitando um intervalo
de 1 minuto para que secasse completamente.
Nesse teste foram analisadas (posteriormente nos videos gravados) as seguintes

categorias comportamentais:

a) Distancia percorrida pelo animal na arena;

b) NUumero de entradas na area central e na periferia,
c) Tempo gasto na area central e na periferia,

d) Relacédo do tempo por entrada na area central.

e) Comportamento de se levantar-se (“rearing”) e esticar-se (“stretched”)

5.6 REGISTRO DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

O reqistro da DAC foi realizado quando os animais atingiram 35 dias de vida,
conforme descrito previamente (FRANCISCO e GUEDES, 2015). Inicialmente, sob
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anestesia (uretana+cloralose; 1 g/kg + 40 mg/kg, respectivamente, injetados por via
intraperitoneal), foram trepanados trés orificios (2-4 mm de didmetro) no cranio, ao
nivel do hemisfério cerebral direito. Esses orificios (um na regido frontal, para deflagrar
a DAC e os outros dois na regido parietal, para registrar a sua propagacéo) foram
alinhados no sentido antero-posterior e paralelos a linha média. A DAC foi deflagrada
a intervalos de 20 min aplicando-se, por 1 min, uma bolinha de algodao (1-2 mm de
diametro) embebida em solucéo de KCl a 2% em um ponto do cortex frontal.

A variacdo lenta de voltagem (VLV) que acompanha a DAC foi registrada
continuamente por um periodo de 4 horas. Os dois eletrodos utilizados para o registro
e o eletrodo de referéncia comum (localizado no osso nasal) foram do tipo “prata-
cloreto de prata” de 3 cm de comprimento e 1 mm de didmetro. Duas pipetas de
plastico (5cm de comprimento, diametro inferior de 1mm e superior de 5mm) ja fixadas
entre si e com distancia entre as suas pontas conhecida (variando entre 4 e 6 mm),
foram preenchidas com solugcédo de Agar-Ringer a 0,5%, na qual os fios cloretados
foram imersos. Esse par de eletrodos foi fixado ao segurador de eletrodo do aparelho
estereotaxico. Dessa maneira, pelo giro de um parafuso, os eletrodos puderam ser
baixados e postos em contato com a superficie cortical de forma suave, evitando-se
pressao excessiva sobre a mesma.

A velocidade de propagacéo foi avaliada com base no tempo gasto pela DAC
para percorrer a distancia entre os dois pontos de registro. Durante o registro, a
temperatura retal foi monitorada e mantida em 37 + 1°C por meio de um aquecedor
elétrico regulavel. Todas as informacdes sobre 0 animal foram anotadas em protocolo

individual.

5.7 APLICACAO TOPICA DE CAFEINA

Os animais desse grupo nao receberam qualquer tratamento prévio; oS mesmos
foram submetidos a aplicagcdo topica de cafeina durante o registro da DAC.
Previamente a esta aplicacéo, foi realizado, por um periodo de, no minimo, uma hora,
registro eletrofisiologico da DAC (registro basal), com estimulagcdo com KCl a cada 20
minutos. Durante esse periodo basal, a velocidade da DAC foi medida. Cerca de 10
minutos apos a ultima medida do registro basal, a solugcdo de cafeina (15mg/ml) foi
aplicada com o auxilio de uma seringa, sobre a superficie de um dos orificios parietais,

usados para o registro eletrofisiolégico. A cafeina permaneceu em contato com a
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superficie cortical durante aproximadamente 10 minutos. Apos esse tempo, 0 cortex
foi enxugado com um pedaco de algoddo, e entdo, era realizada uma nova
estimulacdo com KCI para se obter outra medida de velocidade de propagacédo da
DAC. Essa aplicacao topica de cafeina foi repetida por trés vezes a intervalos de 20
minutos. Em seguida, a regido cortical tratada topicamente foi lavada com solugao de
Ringer e registraram-se mais trés episédios de DAC para evidenciar a recuperagao
dos efeitos da cafeina sobre a DAC. Essa sequéncia ‘aplicacao de cafeina por trés
vezes mais recuperagao por mais trés episédios de DAC’, realizada inicialmente no

ponto de registro 1, foi em seguida repetida no ponto 2.

5.8 EUTANASIA

Ao final do registro eletrofisiolégico, os animais, ainda anestesiados, foram
submetidos a eutanasia através da overdose de anestésico com subsequente

verificacdo da parada cardio-respiratéria.

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi feita com o auxilio do programa ‘Sigmastat'® (versdo
3.1). Para comparacao intergrupos, os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA, seguida, qguando necessario, pelo teste de Holm-Sidak. Nas comparacfes
intragrupos (experimentos de aplicacéo topica), utilizou-se o teste t para medidas

pareadas. Foram consideradas significativas as diferencas em que p<0,05.
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6. RESULTADOS
Peso corporal

A figura 4 mostra os resultados do peso corporal. Aos 7 e 14 dias de vida nao
houve diferenca significativa entre os grupos. Aos 21, 28 e 35 dias de vida o
tratamento com cafeina reduziu os pesos corporais. Os pesos médios (+ desvio
padrao) dos grupos ingénuo, veiculo, Cafl5, Caf30 e Caf45 foram, respectivamente:
aos 21 dias, 43,1 +£3,6; 42,8 +4,5;42,5+4,7; 39,7 + 3,3; p<0,05 e 37,8 + 2,8; p<0,05;
aos 28 dias, 73,6 £5,5; 72 £ 3,7; 70,5 + 4,5; 64,6 + 4,0; p<0,05 e 58,9 + 3,8; p<0,05;
aos 35 dias, 124,2 + 7,1; 120,9 £ 9,5; 122,4 + 12,9; 103,3 + 7,8; p<0,05 € 99,4 + 6,4;
p<0,05.
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Figura 4. Peso corporal de ratos machos Wistar tratados por gavagem a partir do 7° dia ao 27° dia de
vida com agua (Veiculo; N=12), cafeina 15mg/Kg/dia (N=10), cafeina 30mg/Kg/dia (N=12) e cafeina
45mg/Kg/dia (N=10). O grupo ingénuo (N=12) nao recebeu qualquer tratamento. Os Pesos corporais
foram mensurados nos dias 7, 14, 21, 28 e no dia do registro da Depresséo Alastrante Cortical (35
dias). O simbolo * indica valores significativamente diferentes (p<0,05) dos grupos controles. O simbolo
** indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) dos controles e do grupo de animais que
receberam cafeina 15mg/Kg/dia.

Avaliagcdo Comportamental

Os resultados dos testes comportamentais do labirinto em cruz elevado e campo
aberto, se encontram nas figuras 5 e 6, respectivamente. Para o teste do LCE néo
foram encontradas diferencas significativas em relacdo ao niumero de entradas nos

bracos abertos (Fig. 5A), no tempo gasto nos bragos abertos (Fig. 5B) e na distancia
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percorrida (Fig. 5D) entre os grupos tratados com cafeina e os grupos controles
ingénuo e veiculo. As distancias percorridas (em metros) dos grupos ingénuo, veiculo,
Cafl5, Caf30 e Caf45 foram, respectivamente, de: 10,98 + 1,96; 10,47 + 2,10; 12,61
+2,35; 11,72 + 2,44; e 11,41 £+ 2,69. O numero de entradas nos bragos abertos, na
mesma sequéncia dos grupos acima, foi de 6,60 * 2,46; 6,00 £ 2,45; 6,25 + 1,75; 8,00
+ 2,61 e 6,17 + 3,06, respectivamente. O tempo que 0s grupos ingénuo, veiculo,
Cafl5, Caf30 e Caf45 permaneceram nos bracos abertos foi de 30,4 * 8,2; 29,2 +
12,8;36,5+17,0;41,0+£ 13,3 e 46,2 + 18,4, respectivamente. A relacdo do tempo (em
segundos) por cada entrada (Fig 5C) aumentou de forma dose-dependente nos
animais tratados com cafeina com valores significativamente maiores no grupo CAF45
em comparacao com o grupo ingénuo. Os valores dos grupos ingénuo, veiculo, Cafl5,
Caf30 e Caf45, foramde 4,7+1,2;5,0£1,2;6,2+2,9;6,5+1,17 € 8,6 £ 2,59 (p<0,05),

respectivamente.
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Figura 5. Atividade comportamental do teste de labirinto em cruz elevado dos animais com 28 dias de
vida. Os grupos foram submetidos ao tratamento por gavagem com agua destilada (veiculo), cafeina
(15mg/Kg/dia, 30mg/Kg/dia ou 45mg/Kg/dia) e grupo ingénuo (sem qualquer tratamento). As barras
representam os valores de média + desvio padrdo para 5 a 10 ratos por grupo. O simbolo * indica

valores significativamente diferentes (p<0,05).
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No teste do campo aberto (Fig. 6) nédo foram encontradas diferencas
significativas no nimero de entradas no centro (Fig. 6A), no percentual de tempo no
centro (Fig. 6B) e na distancia percorrida (Fig. 6D). Os valores do niumero de entrada
dos grupos ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 4 foram de: 5,57 + 2,23; 6,14 +
2,19; 5,33 £ 2,58; 6,67+ 2,94 e 4,43 = 1,40, respectivamente. O tempo na mesma
sequéncia dos grupos acima, foi de: 13,73 + 4,50; 19,76 + 7;60; 15,30 = 4,50; 19,20
8,0 e 23,10 £ 12,80, respectivamente. As distancias percorridas no campo aberto (em
metros) pelos grupos ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 foram,
respectivamente, de: 23,61 =+ 5,11; 20,10 £ 6,03; 22,92 + 4,64; 26,36 + 5,84; e 21,65
* 2,86. A relacdo do tempo (em segundos) por cada entrada (Fig. 6C) aumentou nos
animais tratados com cafeina e o grupo CAF45 apresentou valores significativamente
maiores em comparacdo com 0 grupo ingénuo. Os valores dos grupos ingénuo,
veiculo, Cafl5, Caf30 e Caf45, foram de 2,41 + 0,48; 3,06 + 0,34; 2,80 + 1,20; 2,90 +
0,50 e 5,50 + 2,10 (p<0,05), respectivamente.
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Figura 6. Atividade comportamental no campo aberto dos animais com 30 dias de vida. Os grupos
foram submetidos ao tratamento por gavagem a partir do 7 ao 27 dia de vida pés-natal, com agua
destilada (veiculo), cafeina (15mg/Kg/dia, 30mg/Kg/dia ou 45mg/Kg/dia) e grupo ingénuo (sem
qualquer tratamento). As barras representam os valores de média + desvio padrédo para 5 a 10 ratos

por grupo. O simbolo * indica valores significativamente diferentes (p<0,05).



35

No teste do LCE, os animais do grupo CAF45 diminuiram significativamente o
namero de respostas do comportamento de levantar-se (“rearing) em comparacao
com os grupos controles. No LCE o niumero do comportamento de levantar-se dos
grupos ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 foram respectivamente, 10,6 £+ 1,4;
10,8 +1,2;95+1,3;88+0,9; 69+ 1,4. Em relacdo ao numero do comportamento
de esticar-se (“stretched”) ndo houve diferengas significativas entre os grupos. O
namero do comportamento de esticar-se (Figura 7) dos grupos ingénuo, veiculo,
CAF15, CAF30 E CAF45 foram respectivamente, 1,9+1,0;1,8+0,8;1,7+0,8; 1,4
1,0; 1,2 £ 0,7 (p<0,05).

No campo aberto, os animais do grupo CAF45 diminuiram significativamente o
namero de respostas do comportamento de levantar-se em comparacdo com 0S
grupos controles e CAF15. O nimero do comportamento de levantar-se dos grupos
ingénuo, veiculo, CAF15, CAF30 e CAF45 foram respectivamente, 9,5+ 1,4; 9,8 +1,4;
75+1,2;6,6+14;4,8+0,9 (p<0,05). Em relagdo ao numero do comportamento de
esticar-se (“stretched”) nao houve diferencas significativas entre os grupos. O numero
do comportamento de esticar-se (Figura 7) dos grupos ingénuo, veiculo, CAF15,
CAF30 E CAF45 foram respectivamente, 2,1 £0,7; 1,9+0,7; 2,0+ 1,0; 2,0+0,9; 1,6
+0,7.
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Figura 7. Numeros de respostas do comportamento de levantar-se (rearing) e esticar-se (stretched)
nos grupos com agua destilada (veiculo), cafeina (15mg/Kg/dia, 30mg/Kg/dia ou 45mg/Kg/dia) e grupo
ingénuo (sem qualquer tratamento) com 28 dias de idade (teste do labirinto em cruz elevado) e 30 dias

4

2

Stretched attend
posture (no.)

Rearings (no.)

o

de idade (teste do campo aberto). As barras representam os valores de média + desvio padrédo para 5

a 10 ratos por grupo. O simbolo * indica valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Velocidade de propagacao da depressao alastrante cortical

Como descrito na sessdao de meétodos, nos experimentos com a aplicacéo
sistémica de cafeina, a DAC foi registrada continuamente durante 4 horas. O
fendmeno foi deflagrado a cada 20 minutos, aplicando-se uma bolinha de algodéo (1-
2 mm de diametro) embebida em solucéo de KCI a 2% (aproximadamente 270 mM)
em um ponto da superficie cortical frontal durante 1 minuto. A propagacéo da DAC foi
registrada nos 2 pontos de registro, na regiao parietal. O aparecimento da variacao
lenta de voltagem, que é tipica da DAC, confirmou a presenca do fenbmeno apos a

estimulagédo com KCI (Figura 8).
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Figura 8. Registros da variacdo lenta de potencial (P) durante a depresséo alastrante
cortical (DAC) em dois pontos corticais (1 e 2) em ratos machos, aos 35 dias de idade. O
diagrama do cranio mostra as posi¢oes 1 e 2 onde foram obtidos os tracados marcados
com esses mesmos numeros. A posicao do eletrodo de referéncia (R) nos ossos nasais e
0 ponto de aplicacdo do estimulo com KCI, que desencadeia a DAC, também sao
mostrados. O grupo ingénuo ndo recebeu qualquer tipo de tratamento. Os grupos veiculo,
cafeina 15mg/Kg/dia, cafeina 30mg/Kg/dia e cafeina 45mg/Kg/dia foram tratados por
gavagem dos 07 aos 27 dias de vida. As barras horizontais e verticais indicam,
respectivamente, 1 minuto e -10mV. As laténcias para a DAC se propagar entre 0s pontos

1 e 2 séo indicadas pelas linhas tracejadas.

Observou-se diferencas significativas entre os grupos analisados. Os grupos
tratados com cafeina apresentaram aumento, dose-dependente, da velocidade de
propagacdo da DAC, em comparacdo com 0S grupos controles ingénuo, veiculo e

Cafl5. As velocidades médias £ DP (em mm/min), para os grupos ingénuo, veiculo,
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Cafl5, Caf30 e Caf45 foram, respectivamente, 3,93 + 0,10; 3,92 + 0,16; 4,06 + 0,10;
4,18 + 0,18 e 4,74 £ 0,18. Esses resultados sao mostrados na figura 9.
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Figura 9. Velocidade de propagacao da depresséo alastrante cortical em ratos de 35
dias de vida. Os grupos foram submetidos ao tratamento por gavagem a partir do 7
ao 27 dia de vida pos-natal, com agua destilada (veiculo), cafeina (15mg/Kg/dia,
30mg/Kg/dia ou 45mg/Kg/dia) e grupo ingénuo (sem qualquer tratamento). Os
animais foram amamentados em uma Unica condi¢édo de lactacdo, com 9 filhotes por
ninhadas. Os valores marcados com letras diferentes (a, b e c) sdo estatisticamente
distintos (p < 0,05; ANOVA seguida do teste de Holm-Sidak).

Amplitude e duragdo da DAC

A tabela 2 mostra os dados da amplitude e duracdo da variacdo lenta do
potencial negativo da DAC. A média de amplitude variou de 9,2 +1.0 mV a 12,4 £ 3,4
mV. Os grupos tratados com cafeina 30 e 45mg/Kg/dia apresentaram médias
significativamente maiores em comparagcao com 0S grupos controles (p<0,05). A
média de duracdo variou de 68,0 £ 5,2 a 78,7 + 5,6 segundos. A ANOVA indicou que
0os grupos tratados com cafeina 30 e 4b5mg/Kg/dia apresentaram meédias

significativamente menores do que os grupos controles (p<0,05).
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Tabela 2 — Amplitude e duracéo da variacdo lenta de potencial negativo da depresséao alastrante
cortical (DAC) em ratos com 35 dias tratados dos 7-27 dia de vida com 15/mg/Kg/dia ou
30mg/Kg/dia ou 45mg/Kg/dia de cafeina (grupos Cafl5, Caf30 3 Caf45, respectivamente). Esses
grupos foram comparados a dois grupos controles, tratados com veiculo (aAgua; grupo V) ou sem
qualquer tratamento (grupo ingénuo). Os dados estdo expressos em média + desvio padrao, com
0 ndmero de animais por grupo descrito entre parénteses. Os valores marcados com letras

diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05; ANOVA, seguido pelo teste de Holm-Sidak)

Group Amplitude (mV) Duration (s)

Naive a a
9.2+1.0 (12) 77.5+5.2 (11)

Vehicle a a
9.4+1.0 (11) 78.7+5.6 (11)

Cafl5 a a
9.3+19 (14) 74.7 +£5.4 (15)

Caf30 b b
11.9+2.6 (13) 69.7 £3.2 (13)

Caf45 b b
12.4+3.4 (12) 68.0+5.2 (13)

Aplicacéo topica de cafeina

A aplicacao tépica de cafeina por trés vezes, durante 10 minutos cada vez, a
intervalos de 20 minutos, na concentracdo de 15mg/ml, no cortex parietal (ponto de
registro 1), aumentou significativamente a velocidade de propagacédo da DAC para
4,71 + 0,20 mm/min, quando comparada ao seu valor basal (antes da aplicacéo de
cafeina), que foi 4,26 £ 0,08 mm/min (p < 0,05). Em seguida, ao longo de uma hora,
a velocidade da DAC recuperou seu valor basal (media de 4,25 + 0,06 mm/min). Uma
segunda aplicacdo de cafeina, agora no ponto de registro 2, com 0S mesmos
parametros descritos para o ponto 1, acelerou significativamente (p < 0,05) a DAC
(velocidade média de 4,70 £ 0,19 mm/min), a qual, apés um periodo de recuperagéo

de uma hora, voltou a um valor médio de 4,25 + 0,07 mm/min (Figura 10-A).

A aplicacdo topica de cafeina no ponto de registro 1, conforme descrito no

paragrafo anterior, diminuiu significativamente a duracdo da variacdo lenta de
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potencial negativo da DAC, que passou de um valor basal (em segundos) de 75,65 +
4,42 para 65,90 + 4,39 (p < 0,05). Em seguida, ao longo de uma hora de recuperacéo,
a duracdo aumentou para 73,23 * 3,95. Uma segunda aplicacdo de cafeina, agora no
ponto de registro 2, reduziu a duracdo da DAC para 67,42 £ 4,08, a qual, apds mais

uma hora de recuperagédo, aumentou para 73,23 + 3,59 (p < 0,05; Figura 10-B).

A aplicacao topica de cafeina no ponto de registro 1 aumentou significativamente
a amplitude da variacéo lenta de potencial negativo da DAC, que passou de um valor
basal de 8,35 + 1,56 mV para 10,18 + 1,8 mV (p < 0,05). Em seguida, ao longo de
uma hora de recuperacgéo, a amplitude decresceu para 8,53 + 1,64 mV. Uma segunda
aplicacao de cafeina, agora no ponto de registro 2, elevou a amplitude para 10,67 +
1,74 mV, a qual, apés mais uma hora de recuperacao, diminuiu para 8,51 + 1,30 mV

(p < 0,05; Figura 10-C).
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Figura 10 — Velocidade (A), duracéo (B) e amplitude (C) das ondas de Depresséo Alastrante Cortical,
em ratos jovens (31-40 dias) submetidos a aplicacao topica de cafeina (15mg/ml; n=8). A solucéo foi
aplicada topicamente durante 10 minutos imediatamente antes da deflagracdo da DAC com KCI na
superficie do cortex parietal. Basal, indica as ondas iniciais, antes da aplicacdo topica com cafeina;
topic-1, aplicacédo topica com cafeina no ponto de registro 1; recov-1, recuperacdo dos efeitos da
cafeina em 1; topic-2, aplicacao tdépica com cafeina no ponto de registro 2; recov-2, recuperagcédo dos
efeitos da cafeina em 2. O simbolo * indica diferenca significativa em relagao ao valor basal (p<0,05;

teste t pareado).
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7. DISCUSSAO

Nossos dados demostraram que o tratamento crénico com cafeina, em suas
maiores doses, resultou em reducdo do ganho de peso corporal. O tratamento
sistémico com cafeina na dose de 15mg/Kg/dia néo alterou significantemente a
velocidade de propagacdo da DAC e as doses maiores de 30 e 45mg/Kg/dia
aumentaram significantemente essa velocidade. Nos animais tratados de forma topica
com a concentracao de 15mg/ml, foi detectado aumento da velocidade de propagacéao
do fenbmeno. Sobre as avaliagbes comportamentais, houve efeito sugestivo de
reducdo da ansiedade nos grupos tratados com cafeina, somente os que receberam
a dose de 45mg/Kg/dia; estes apresentaram valores significativamente maiores em
relacdo ao grupo ingénuo. Nos testes do LCE e campo aberto, os animais do grupo
CAF45 diminuiram significativamente o nimero de respostas do comportamento de
levantar-se (“rearing) em comparagdo com os grupos controles, demonstrando um
possivel efeito ansiolitico da cafeina. Embora represente um estresse para o animal,
o procedimento de gavagem ndo deve ser a causa das alteracbes ponderais e
eletrofisiolégicas descritas neste estudo, visto que 0s animais do grupo veiculo
também foram submetidos a gavagem durante o mesmo periodo e no entanto
apresentaram pesos e velocidades semelhantes ao grupo ingénuo, o qual nao

recebeu qualquer tratamento.

Diferentemente dos nossos resultados, O Neill et al. (2016) expuseram ratos
dos 28 aos 55 dias de vida ao consumo de cafeina em agua (0,3g/L) e demonstraram
gue nao houve diferenca significativa no peso corporal dos animais em relacao ao
grupo controle. Ardais et al. (2014) também expuseram animais dos 28 aos 48 dias
de vida ao consumo de cafeina dissolvida em agua, durante o periodo noturno
(periodo ativo dos animais); as doses recebidas pelos animais eram de 0,1mg/L,
0,3mg/L ou 1,0mg/L e ndo foram encontradas diferengas significativas no peso
corporal. Essa discrepancia pode ser explicada pelo consumo de cafeina na agua,
pois seu sabor amargo pode inibir o consumo dos animais (HEPPNER et al., 1986).
Outro fator que poderia explicar as diferencas entre nossos resultados e os dois
estudos é representado pelas diferentes fases do desenvolvimento em que os animais

se encontravam no periodo do tratamento com cafeina (HEPPNER et al., 1986).

Zhao et al. (2016) submeteram ratos de 4 semanas de idade ao consumo de

dietas contendo cafeina (0,03% e 0,06%) e catequinas (0,3% e 0,6%) isoladas e
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combinadas, durante 24 semanas. Apés esse periodo foi verificado diminuicdo do
peso corporal dos animais, além da reducdo dos niveis séricos de triglicerideos e
colesterol em relac&o ao grupo controle. Ao comparar 0s grupos de tratamento isolado
e combinados, foi observado que tanto a cafeina como as catequinas apresentam
atividades anti-obesidade e podem ativar a enzima proteina-quinase ativada por AMP
(AMPK). Esta enzima esté envolvida por sua vez em varias vias metabdlicas, com um
importante papel na regulacdo da homeostase, além de estimular rapidamente o
metabolismo dos lipideos (LEE et al., 2012; SANDERS et al., 2007).

A reducao no ganho de peso corporal dos animais do nosso estudo pode ser
consequéncia do equilibrio energético, pois a cafeina pode reduzir a ingestao
energética e aumentar o gasto energético (HARPAZ et al., 2017). A cafeina parece
ainda potencializar o efeito termogénico e aumentar a oxidacao lipidica através da
enzima fosfodiesterase. (BELZA et al., 2008). No entanto, a relacdo entre a cafeina,
ingestao alimentar e perda de peso ndo esta totalmente esclarecida (SWEENEY et
al., 2016). Pettenuzzo et al. (2008) demonstraram que o consumo crénico de cafeina
em ratos nédo altera o consumo de alimentos, ao mesmo tempo que outros estudos
demonstram que a cafeina diminui o consumo de alimentos e consequentemente leva
a uma reducéo do peso corporal. (GAVRIELI et al., 2013; RACOTTA et al., 1994;
SCHUBERT et al., 2014).

Dados da literatura, em humanos, demonstraram que a administracdo aguda
de cafeina pode exercer um efeito anoréxico (TREMBLAY et al.,, 1988), e a
reintroducédo de cafeina apds um periodo de abstinéncia pode reduzir a ingestéo diaria
de energia, diminuindo assim, o numero de refeicdes (RACOTTA et al., 1994; COMER
et al., 1997; JESSEN et al., 2005). Por outro lado, estudos demonstram que a cafeina
pode aumentar a entrada sinaptica excitatéria para neurdnios do peptideo relacionado
a Agouti (AgRP) (YANG et al.,, 2011), que quando ativado pode aumentar o
comportamento alimentar e o apetite (APONTE et al., 2011; STERNSON e ATASOY,
2014). A cafeina também pode aumentar os niveis de dopamina e entdo ativar
neurbnios dopaminérgicos no nucleo accumbens e esta regido cerebral esta
relacionada com o comportamento alimentar (O'CONNOR et al., 2015; RETZBACH et
al., 2014; SOLINAS et al., 2002), ou seja, a ingestao de cafeina poderia aumentar a

ingestao alimentar.
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Vale ressaltar que alguns estudos ndo avaliam a ingestdo dietética dos
individuos durante o periodo da pesquisa, além de acompanhar os individuos durante
um curto periodo de tempo, dificultando a analise sob a real relacdo de perda de peso
e consumo de cafeina (FORTE e SCHNEIDER, 2012). Essas discrepancias podem
ser devidas as diferentes doses consumidas e distintas vias de administracao
empregadas nos diversos estudos (SWEENEY et al, 2016). Além disso, o controle da
alimentacdo pode ser alterado por diferentes fatores, como nutrientes disponiveis e
estresse (SILVEIRA et al., 2004).

Estudos tem demonstrado que o consumo moderado de cafeina produz efeito
analgésico e sensacao de bem-estar (GUNJA e BROWN, 2012; CANO-MARQUINA
et al., 2013; MI-JOO et al., 2016). Os beneficios da cafeina em adultos tém sido
associados ao antagonismo dos receptores de adenosina A2a (CUNHA e
AGOSTINHO, 2010) e mais recentemente com o controle da fungdo astrocitica
(MATOS et al., 2015). Por outro lado, altas doses podem levar a taquicardia, insénia,
depresséo e aumento do risco de ansiedade, provavelmente devido a acao da cafeina
sobre o receptor adenosinérgico tipo A1 (TEMPLE, 2011; RANDALL et al., 2011.
GUEDES et al., 2012; O'NEILL et al., 2016).

Em nosso estudo foram observadas diferencas significativas nos testes
comportamentais do campo aberto e labirinto em cruz elevado quando avaliado o
tempo por entrada no brago aberto, no grupo que recebeu cafeina 45mg/Kg/dia em
relacdo ao grupo ingénuo e no nimero do comportamento de levantar-se também do
grupo que recebeu a maior dose de cafeina. Por outro lado, a administracéo cronica
de cafeina tem sido relatada como ansiogénica (BHATTACHARYA et al, 1997),
ansiolitica (PECHLIVANOVA et al., 2012) ou sem efeitos no comportamento de
ansiedade (FILE et al., 1988).

O’Neill et al. (2016) observaram que animais que consumiram cafeina (0,3g/L)
na agua, entre 28 e 55 dias de vida, tiveram um aumento da ansiedade em testes
comportamentais, incluindo labirinto em cruz elevado e campo aberto, resultados que
também foram encontrados em outros estudos, tanto no campo aberto (NOSCHANG
et al., 2009) quanto no labirinto em cruz elevado (EL YACOUBI et al., 2000). A
administracdo de cafeina pode exercer efeitos ansioliticos ou ansiogénicos, porém
tais efeitos dependem de alguns fatores como o teste de ansiedade utilizado e do sexo
dos individuos (HUGHES e HANCOCK, 2014). Nesse contexto, Noschang et al.
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(2009) observaram que o consumo cronico de cafeina na agua, aumentou a
ansiedade de ratos machos, porém, tal efeito ndo foi observado nas fémeas. Em
contrapartida, efeitos benéficos do consumo crénico de cafeina sobre a memaria tém
sido observados em mulheres, mas ndo em homens (JOHNSON-KOZLOW et al.,
2002; RITCHIE et al., 2007), da mesma maneira esses resultados também sao
encontrados em animais (FISHER e GUILLET, 1997).

Alguns estudos demonstram que os efeitos da cafeina durante o
desenvolvimento do cérebro podem levar a déficits duradouros na funcéo cerebral
(CONCANNON et al., 1983). Nesse contexto, animais que receberam cafeina durante
o periodo de gestacdo e lactacdo através de suas maes, apresentaram atividade
locomotora reduzida (CONCANNON et al., 1983; PERUZZI et al., 1985), perfil
ansiogénico (HUGHES et al, 2014) e comprometimento do desempenho em tarefas
de aprendizagem e memoria (SILVA et al., 2013; SINTON et al., 1981; SOELLNER et
al., 2009.) Uma interpretacédo alternativa do efeito ansiolitico da ingestdo de cafeina
poderia envolver a acdo da cafeina sobre os receptores de adenosina e dopamina
(Cunha et al., 2008). Isto também foi sugerido para o comportamento em ratos
(Randall et al., 2011). Apesar de todas as evidéncias, uma investigacdo adicional é

necessaria para esclarecer os mecanismos subjacentes a acao ansiolitica da cafeina.

Parte substancial do presente estudo foi dirigido especialmente a avaliacao das
alteracdes eletrofisioldgicas apds o tratamento sistémico e topico com cafeina durante
o periodo critico de desenvolvimento no sistema nervoso. Nossos resultados
mostraram que a cafeina facilita a propagacdo da DAC, tanto em relacdo ao
tratamento sistémico quanto tépico. Duas possibilidades podem explicar o efeito da
administragdo cronica de cafeina na Depressdo Alastrante Cortical observada no
presente estudo. A primeira possibilidade diz respeito a acdo direta da cafeina sobre
o tecido cortical. A segunda envolve a acédo indireta, através da participacdo de
metabolitos de cafeina ou um ou mais sistemas de neurotransmissores sensiveis a

cafeina, como por exemplo o sistema de Oxido nitrico (FERRE et al., 2013).

Independente da acdo da cafeina na DAC, seja ela direta ou indireta, varios
mecanismos podem estar envolvidos, como por exemplo a modulacéo do equilibrio
redox (BARCELOS et al.,, 2014a, DI GIROLAMO et al.,, 2016). Mesmo que nao
tenhamos medido o estado redox do cérebro, a cafeina pode ter influenciado o
equilibrio redox cerebral, como foi sugerido para o figado de ratos (BARCELOS et al.,
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2014a) e plasma humano (DI GIROLAMO et al., 2016). No entanto, no momento nao
podemos descartar a participacdo de outros mecanismos como a a¢ao da cafeina em
marcadores de inflamacdo (BARCELOS et al., 2014b) e em aminoacidos (JORDA et
al., 1989).

Considerando que a cafeina influencia a atividade elétrica cerebral
(TCHEKALAROVA et al., 2010), alguns estudos avaliaram tal efeito, porém,
diferentemente dos nossos achados ndo encontraram diferencas significativas. Por
exemplo, Aguiar et al., (2011), administraram 30mg/Kg de cafeina de forma aguda
(por apenas 4 dias), via intraperitoneal durante o registro da DAC, em ratos Wistar
com 75-85 dias de vida. Nenhuma diferenca foi encontrada na velocidade de
propagacdo da DAC, antes e depois da administracdo da cafeina. E importante
ressaltar que os efeitos da cafeina dependem da dose, com a eficacia variando entre
10 a 40mg/Kg. Nosso estudo utilizou varias doses e uma delas superior aos estudos
acima, assim como a via de administracdo diferente e um tempo maior de
administracdo da droga (21 dias). Essas discrepancias metodolégicas podem explicar

as diferencas nos resultados dos diversos autores.

Um mecanismo que provavelmente esta envolvido nos efeitos cerebrais
provocados pela cafeina é a interacdo entre essa droga e os receptores de Adenosina
Al e dopamina D2, pois a mesma aumenta a liberagcdo de varios neurotransmissores
como noradrenalina e &cido y-amino-butirico (GABA) (GOLDBERG et al., 1985; DALY,
2007; GUEDES et al., 2012). Os efeitos associados a doses baixas de cafeina estao
relacionados a um efeito semelhante ao de um antagonista seletivo de receptor A2a
(SVENNINGSSON e FREDHOLM, 1997; SVENNINGSSON et al.,1997).

Vale ressaltar que a modulagao da depresséo alastrante cortical por fatores que
também modulam o comportamento (Lima et al., 2017), sugere uma relacdo entre a
atividade comportamental e o fendmeno eletrofisiologico. Além disso, o fendmeno da
DAC parece ser relevante para doencas neurologicas importantes (SCHRAEGLE e
TITUS, 2017), onde podem ocorrer alteragbes comportamentais (GORJI, 2001;
TORRENTE et al., 2014, KRAMER et al., 2016). Futuras experiéncias sdo necessarias
para esclarecer ainda mais os mecanismos subjacentes da acdo comportamental e

eletrofisioldgica da cafeina no cérebro.
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Nossos resultados sugerem gue o tratamento com cafeina, em sua maior dose,
durante o periodo de desenvolvimento cerebral, causa reducdo do ganho do peso
corporal, acelera a velocidade de propagacdo da DAC e reduz o efeito de ansiedade.
Por fim deve-se levar em consideracdo que extrapolar para seres humanos os dados
encontrados nesse estudo é algo que requer cuidado, assim como a dose de cafeina

consumida, visto que, em excesso, essa substancia pode ter efeitos ndo desejaveis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados dessa dissertagéo, podemos concluir que:

v' O tratamento sistémico com cafeina, reduziu o ganho de peso corporal dos
animais, de forma proporcional as doses empregadas e aumentou a velocidade
de propagacao da DAC. Tais efeitos ndo devem ser atribuidos ao procedimento
de gavagem, visto que, os animais do grupo veiculo também foram submetidos
ao procedimento de gavagem e apresentam médias semelhantes ao grupo

ingénuo.

v' O tratamento topico com cafeina, também alterou os parametros da DAC
(aumentou velocidade de propagacédo e amplitude, e reduziu sua duragao),

refletindo um resultado novo para a acao eletrofisiolégica da cafeina.

v Nossos resultados sugerem um efeito ansiolitico da cafeina, o qual precisa ser
mais estudado para confirmacao.

v Este estudo é considerado pioneiro no que diz respeito a acao eletrofisiologica
da cafeina, e portanto mais estudos sao necessarios para entender melhor a

relacdo entre cafeina e excitabilidade cerebral.

v" Nossos dados permitem que sugiramos cautela no consumo prolongado de
cafeina por parte de gestantes, lactantes e criangas nos primeiros anos de vida,

pois tal consumo pode levar a efeitos neurais ndo desejaveis.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a influéncia da cafeina no
fendmeno da DAC. No entanto, as complexas interacdes entre cafeina, peso corporal,
ansiedade e sistema nervoso necessitam de mais investigagdes. Entéo, visando dar

continuidade nesse trabalho, sugere-se como perspectivas:
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Investigar os efeitos do tratamento crénico com cafeina durante o periodo
critco de desenvolvimento sobre a memoria (por meio de testes

comportamentais especificos, como o labirinto aquatico de Morris);

Comparar os efeitos do tratamento com cafeina em diferentes periodos de

desenvolvimento e géneros;

Analisar parametros bioguimicos dos animais tratados com cafeina a longo

prazo;

Comparar a acao do tratamento agudo e crénico da cafeina sobre efeitos

eletrofisioldgicos;

Em modelos animais de consumo cronico de cafeina, estudar o impacto da sua

abstinéncia sobre a depresséo alastrante cortical.

Investigar os efeitos da cafeina em condicdes muito favoraveis, ou
desfavoraveis de lactacdo, representadas respectivamente pelo aleitamento

em ninhadas com nimero reduzido, ou excessivo de filhotes.
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Recfe, 28 de outudro de 2015

Oficron* 111715

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para Prof.* Ricardo Abadie Guedos

Depanamento do Fis-ologua ¢ Farmacoogia - CCB
Un versidadae Federal de Permambuco
Procasso n® 23076 034601/2015-22
Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Cidncias

Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
pProjeto Ge pesquisa intitulado, “Aclio da cafeina sobre o sistema nervoso de ratos
albinos em desenvolvimento: efeitos sobre a deprossio alastrante cortical”.

Condiuimos que 08 Procedimentos doscritos para a utitzagso experimental dos
animais encontram-se de acordo com as NOMas sugendas pelo Colégio Brasileiro
para Expenmentacdo Anemal @ COM as NOMAas iNtermnacionais estabelecidas pelo
Natonal Insttute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animails as quars sdo
adotadas como cnténos de avahagho e puigamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de 8cordo Com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei
11 794 de 08 de outubvo de 2008, que trata da questdo do uso de animass para fins

centficos @ didaticos
Dwante do exposto. omaimos parecer favoravel aos protocolos expenmentais a

serem realzados

'Ongem dos anmais Bioténo do Departamento de Atenciosamente
| Nutngdo - CCS/UFPE, Anmass ratos heterogénicos -
Wistar, Sexo machos, Peso. 50g. Idade. 7 a 35 dias, W g / e
N* total de animass 75 . Qe
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