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RESUMO 

A adenosina é um neuromodulador que exerce seus efeitos por meio dos 

abundantes receptores  inibitórios A1 e dos menos abundantes – mas de 

localização mais difundida – receptores facilitatórios A2A. O sistema 

adenosinérgico parece ser o principal alvo molecular da cafeína. Evidências 

recentes indicam que tanto a cafeína quanto antagonistas dos receptores A2A 

efetivamente revertem o comprometimento da memória em condições como o 

envelhecimento e a demência de Alzheimer, tanto em humanos quanto em 

modelos experimentais. A administração icv de STZ interrompe a sinalização 

encefálica da insulina e produz tanto comprometimento da memória quanto 

modificações patológicas semelhantes àquelas da demência de Alzheimer, 

sendo considerado um modelo animal de demência esporádica. Dessa forma, o 

principal objetivo do presente estudo foi investigar o impacto da demência 

induzida por STZ sobre a densidade e a expressão dos receptores de 

adenosina no hipocampo e se o consumo de cafeína poderia prevenir a 

deterioração da memória nesse modelo. Os resultados mostram que a STZ 

produziu comprometimento da memória de reconhecimento acompanhado de 

aumento do imunoconteúdo dos receptores A2A. Além disso, foi observado que 

o consumo de cafeína conferiu robusta proteção contra o prejuízo de memória 

induzido por STZ icv. Portanto, este estudo confirma o comprometimento de 

memória nesse modelo e o associa agora à modificação do imunoconteúdo de 

receptores A2A. Essas observações fornecem suporte adicional para a 

possibilidade de que o consumo de cafeína poderia ser uma estratégia para 

prevenir o déficit menemônico. 
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ABSTRACT 

Adenosine is a neuromodulator that operates via the most abundant inhibitory 

adenosine A1 receptors and the less abundant, but widespread, facilitatory A2A 

receptors. The adenosine system seems to be the main molecular target of 

caffeine. Recent evidences indicate that both caffeine and selective A2A 

antagonists effectively counteract memory impairment in conditions such as 

aging and Alzheimer’s disease, both in humans and in experimental models. 

Intracerebroventricular streptozotocin administration disrupts brain insulin 

signaling and induces both memory impairment and pathological modifications 

resembling Alzheimer’s disease, being considered an experimental model of 

sporadic dementia. In this way, the main aim of the present study was to 

investigate the impact of STZ-induced dementia on density and expression of 

hippocampal adenosine receptors and whether caffeine consumption might 

prevent memory deterioration in this model. The results show that STZ 

produced memory recognition impairment accompanied by an increased 

immunocontent of adenosine A2A receptors. Besides, it was observed that 

caffeine intake afforded robust protection against icv STZ-induced memory 

disturbance. Finally, this study confirms the memory impairment of this model, 

now associated with modification in the adenosine immunocontent. It gives 

additional support for the possibility that caffeine consumption might be a 

prophylactic strategy to manage memory dysfunction. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1. ASPECTOS HISTÓRICOS RELACIONADOS À ADENOSINA 

 A adenosina é uma purina nucleosídeo presente no meio extracelular e 

em virtualmente todas as células, estando diretamente envolvida na síntese de 

ácidos nucléicos, no metabolismo de aminoácidos e em sistemas que regulam 

o funcionamento celular (Stone, 1985).  

 A primeira evidência sugerindo que a adenosina poderia exercer funções 

fisiológicas surgiu a partir de um estudo realizado por Drury e Szent-Gyorgyi, 

no qual a injeção de adenosina em mamíferos produziu hipotensão, 

vasodilatação e bradicardia (Drury e Szent-Gyorgyi, 1929). Em meados da 

década de 1960, a hipótese de que a adenosina seria um regulador do fluxo 

sanguíneo recebeu suporte adicional com a demonstração de que a adenosina 

liberada pelo músculo cardíaco hipóxico e isquêmico atuava como um 

sinalizador de demanda energética, aumentando o fluxo sanguíneo e 

restabelecendo o aporte de oxigênio necessário para a manutenção das 

funções fisiológicas (Berne e Rubio, 1974). A partir dessa observação, a 

adenosina recebeu a denominação de “modulador homeostático”, atuando 

como um agente regulador autócrino protetor (Williams, 1989). Estudos sobre 

os efeitos da adenosina sobre a neurotransmissão demonstraram que a 

estimulação elétrica foi capaz de promover a sua liberação em fatias 

encefálicas (Pull and McIlwain, 1972) e que a adição de adenosina exógena 

reduziu a liberação de acetilcolina (ACh) pela junção neuromuscular (Ginsborg 

and Hirst, 1972). Posteriormente, verificou-se que a adenosine também foi 

capaz de reduzir a liberação de outros neurotransmissores, como dopamina, 

serotonina e noradrenalina (Harms et al., 1978; Fredholm e Hedqvist, 1980). 
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1.2. METABOLISMO DA ADENOSINA 

A molécula de adenosina possui, per se, função sinalizadora e, além 

disso, é parte de moléculas chaves na determinação da homeostasia celular. 

Dessa forma, a adenosina desempenha importante papel no controle do ciclo 

celular por SAH e SAM, na definição do estado redox por NAD+ e NADP+ e na 

determinação do balanço energético celular por AMP, ADP e ATP (Cunha, 

2001). A adenosina intracelular é formada a partir da ação da 5´NT sobre o 

AMP (Schubert et al., 1979) ou por meio da hidrólise de SAH (Broch e Ueland, 

1980). Em contrapartida, no SNC a adenosina possui três principais fontes 

extracelulares: liberação por meio dos transportadores equilibrativos de 

nucleosídeos (ENT1 e ENT2) presentes nas membranas celulares após 

aumento do nível intracelular de adenosina; conversão dos nucleotídeos de 

adenina em adenosina pelas ectonucleotidases e a partir do AMPc liberado no 

meio extracelular (Dunwiddie e Masino, 2001; Latini e Pedata, 2001). 

Além do papel fundamental no controle do metabolismo celular, a 

adenosina também desempenha funções restritas ao SNC. A adenosina é 

classificada como neuromodulador por não preencher os critérios para ser 

classificado como neurotransmissor clássico (i.e. ser sintetizado em sinapses 

específicas e armazenado em vesículas, ser liberado por meio da 

despolarização da membrana neuronal, promover despolarização ou 

hiperpolarização de neurônios pós-sinápticos, possuir mecanismo específico de 

inativação e ter sua ação mimetizada pela administração de um análogo 

exógeno) (Cunha, 2001). O conceito de neuromodulação diz respeito a 

substâncias endógenas que influenciam a liberação (modulação pré-sináptica) 
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ou a ação de um neurotransmissor (modulação pós-sináptica) (Ribeiro e 

Sebastião, 2010).  

Até o presente momento, foram clonados quatro subtipos de receptores 

de adenosina em humanos e roedores – A1, A2A, A2B e A3. Todos os subtipos 

de receptores de adenosina são acoplados à proteína G e podem atuar de 

maneira inibitória (via receptores A1 e A3) ou facilitatória (via receptores A2A e 

A2B) (Linden, 2001), sendo a neuromodulação pela adenosina mediada 

principalmente pela ativação dos receptores de alta afinidade A1 e A2A.  

 

 

Figura 1. Principais características da sinalização adenosinérgica no SNC representadas em 

uma versão simplificada de uma sinapse. As duas principais fontes de adenosina extracelular 

são o transporte via transportador equilibrativo de nucleosídeo (ENT) e a conversão 

extracelular da adenosina trifosfato (ATP) pela ação das ectonucleotidases (EctoN). Os 

receptores A1 e A2A são os principais mediadores dos efeitos encefálicos da adenosina. Os 
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receptores A1 inibem a adenilato ciclase (AC), aumentam a condutância aos íons potássio (K+) 

e inibem os canais de cálcio (Ca2+) pré-sinápticos. Esses receptores inibem a liberação de 

glutamato e as respostas pré-sinápticas mediadas pelos receptores N-metil-D aspartato 

(NMDA). Os receptores A2A estimulam a AC e podem formar complexos de receptores 

heteroméricos com os receptores A1 ou com os receptores de dopamina D2 e antagonizar os 

efeitos da dopamina em neurônios estriado-palidais. Os receptores A2A pré-sinápticos 

antagonizam os efeitos inibitórios dos receptores A1 sobre a liberação de glutamato. Os 

receptores A2A também estão presentes nos vasos sanguíneos e medeiam o efeito 

vasodilatador da adenosina no encéfalo e na periferia. ADK = adenosina cinase; AMP = 

adenosina monofosfato; 5’NT = 5’nucleotidase (adaptado de Benarroch, 2008). 

O receptor A1 é amplamente expresso no córtex cerebral, cerebelo, 

hipocampo e no corno dorsal da medula espinhal. Os receptores A1 exercem 

efeito inibitório sobre a liberação de virtualmente quase todos 

neurotransmissores clássicos: glutamato, GABA, acetilcolina, noradrenalina, 

serotonina e dopamina (Dunwiddie e Hoffer 1980). Os mecanismos de 

modulação inibitória dos receptores A1 sobre a transmissão sináptica e a 

excitabilidade neuronal envolvem ações pré e pós-sinápticas. A ativação de 

receptores A1 pré-sinápticos localizados em terminais nervosos excitatórios 

bloqueia o influxo de íons cálcio, resultando na inibição da liberação do 

neurotransmissor. Além disso, receptores A1 pós-sinápticos reforçam a 

eficiência desse sistema inibitório. Quando ativados, receptores A1 pós-

sinápticos promovem aumento da condutância da membrana neuronal aos íons 

potássio, o que leva a diminuição da taxa de disparo neuronal e contribui para 

a inibição da transmissão sináptica (Brambilla et al., 2005; Greene e Haas, 

1991). 
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Os receptores do subtipo A2A são abundantemente expressos em 

neurônios GABAérgicos da via estriado-palidal e em menor quantidade em 

outras regiões encefálicas, como o hipocampo (Ribeiro et al., 2002). Por 

estarem acoplados à proteína G estimulatória, a ativação dos receptores A2A 

leva a ativação de canais de íons cálcio, facilitando a liberação de 

neurotransmissores (Benarroch, 2008). 

 

1.3. ADENOSINA E MEMÓRIA 

 A base neurofisiológica da formação de uma memória é a habilidade dos 

circuitos neuronais modificarem a eficiência da neurotransmissão após uma 

experiência de aprendizado. Determinadas freqüências de disparo 

glutamatérgicas promovem um aumento da eficiência dessas sinapses que 

pode persistir por um longo período – fenômeno denominado potenciação de 

longa duração (“Long-term Potentiation” ou “LTP”). A indução da LTP é 

dependente da ativação dos receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA e é 

um fenômeno considerado substrato para a consolidação da memória (Lynch, 

2004). 

 Muitas evidências indicam um papel modulatório da adenosina e seus 

receptores sobre a memória e o aprendizado de roedores (Corodimas e 

Tomita, 2001; Kopf et al., 1999). Estudos prévios indicam que a ativação dos 

receptores A1 exerce efeitos inibitórios sobre a resposta mediada pelos 

receptores NMDA no hipocampo, limitando a indução da LTP (de Mendonca e 

Ribeiro, 1994; de Mendonca et al., 1995). De fato, a administração de um 
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agonista A1 antes do teste da esquiva passiva comprometeu a memória, 

enquanto antagonistas seletivos melhoram o desempenho cognitivo em 

roedores (Maemoto et al., 2004; Normile e Barraco, 1991).  

 Além disso, o envolvimento dos receptores A2A em processos cognitivos 

também já foi descrito (Cunha et al., 2008; Schiffmann et al., 2007). Estudos 

utilizando ratos transgênicos com aumentada expressão de receptores A2A 

apresentaram pior desempenho em testes de memória e aprendizado quando 

comparados aos animais sem alteração na expressão de A2A (Gimenez-Llort et 

al., 2007). De acordo com essa observação, a administração de antagonistas 

seletivos A2A melhorou o desempenho de roedores em tarefas envolvendo 

memória de reconhecimento (Prediger et al., 2005), bem como a inativação 

genética dos receptores A2A aumentou a memória de reconhecimento espacial 

de camundongos (Wang et al., 2006). 

 

1.4. ADENOSINA E NEUROPROTEÇÃO 

 A adenosina parece desempenhar um papel fundamental na resposta à 

neurodegeneração visto que em condições fisiológicas, suas concentrações 

são baixas no fluido extracelular, mas em situações de injúria celular tais como 

isquemia, hipóxia, inflamação os níveis de adenosina aumentam drasticamente 

(Cunha, 2001; Latini e Pedata, 2001). O mecanismo responsável por esse 

aumento da concentração extracelular de adenosina ainda não está claro. Tem 

sido proposto que a formação da adenosina extracelular resulta do catabolismo 

de nucleotídeos de adenina liberados por estímulos estressores. Alguns 
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estudos relataram que tanto a despolarização axonal quanto o aumento da 

atividade glutamatérgica – marcadores de potenciais condições neurotóxicas – 

são efetivos liberadores de ATP (Brown e Dale, 2002; Liu e Bennett, 2003). 

Além disso, foi encontrado aumento da atividade das ectonucleotidases em 

resposta a estímulos nocivos (Bonan et al., 2000; Fontella et al., 2004). 

Todavia, o efeito do aumento da concentração extracelular de adenosina, sob 

condições de injúria, é neuroprotetor (Cunha, 2001; Fredholm et al., 2003; 

Ongini et al., 1997; Pedata et al., 2001; Schwarzschild et al., 2002). Diversos 

estudos utilizando diferentes estímulos nocivos verificaram que a adenosina 

liberada nessas situações causa ativação aguda dos receptores A1, reduzindo 

o dano neuronal, enquanto antagonistas dos receptores A1 potencializam a 

lesão (de Mendonca et al., 2000; Fredholm, 1997; Sweeney, 1997; Von Lubitz 

et al., 1999). No entanto, atuando via receptores do subtipo A2A, a adenosina 

também pode provocar morte celular (de Mendonca et al., 2000). Estímulos 

nocivos crônicos causam aumento da expressão e densidade dos receptores 

do A2A, conforme demonstrado em modelos animais de epilepsia, estresse, 

diabetes e da doença de Parkinson (Cunha et al., 2006; Duarte et al., 2006; 

Pinna et al., 2002; Rebola et al., 2005; Tomiyama et al., 2004) e o bloqueio 

desses receptores confere robusta neuroproteção em condições patológicas 

(Behan e Stone, 2002; Chen et al., 1999; Gao e Phillis, 1994; Gui et al., 2009; 

Monopoli et al., 1998; Von Lubitz et al.,1995). Até o presente momento, não há 

consenso entre o mecanismo pelo o qual o bloqueio dos receptores A2A confere 

neuroproteção em condições nocivas, mas duas hipóteses têm sido exploradas 

para explicar esse fenômeno: (1) controle da excitotoxicidade glutamatérgica, 

uma vez que ativação dos receptores A2A tem efeito facilitatório sobre a 
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ativação dos receptores NMDA e a ativação excessiva desses receptores 

desempenha papel crucial na iniciação de eventos excitotóxicos (Lipton e 

Rosenberg, 1994; Popoli et al., 2003) e (2) controle do processo 

neuroinflamatório ao prevenir a ativação das células microgliais (Lee et al., 

2004; Schubert e Rudolphi, 1998). 

 

1.5. DOENÇA DE ALZHEIMER 

 A Doença de Alzheimer é uma síndrome neurodegenerativa 

caracterizada pela perda progressiva da memória, compreensão, capacidade 

de aprendizado e julgamento, levando a incapacitação para as atividades 

cotidianas (Neugroschl e Sano, 2009). Compreendendo de 70% a 90% dos 

casos, a Doença de Alzheimer é a forma mais comum de demência (Ritchie e 

Lovestone, 2002). 

 A Doença de Alzheimer pode ser classificada como de origem familiar ou 

esporádica. A familiar é de início precoce – entre 30 e 60 anos – e está 

associada a mutações nos genes que codificam a Proteína Precursora do Beta 

Amilóide (APP), Presinilina 1 (PSEN1), Presenilina 2 (PSEN2) e a Proteína Tau 

Associada ao Microtúbulo (MAPT). Em contrapartida, a Doença de Alzheimer 

esporádica é de início tardio – aos 60 anos, a prevalência é de 0,5%, chegando 

a 50% na faixa etária de 85 anos – e não está relacionada às mutações 

observadas na Doença de Alzheimer do tipo familiar (Ott et al., 1996). A 

descoberta de que o alelo 4 ApoE aumenta o risco de desenvolvimento da 

Doença de Alzheimer esporádica forneceu maiores indícios sobre a 
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fisiopatologia da Doença de Alzheimer de início tardio (Strittmatter et al., 1993). 

Estudos de análise genética demonstraram que o alelo 4 da ApoE é altamente 

expresso em indivíduos com Doença de Alzheimer do tipo esporádica (Corder 

et al., 1996). No entanto, há evidências indicando que aumentada expressão 

do alelo 2 da ApoE é um fator protetor para a Doença de Alzheimer (Tiraboschi 

et al., 2004).  

 

1.6. FENÓTIPO NEUROPATOLÓGICO DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 Em necropsias do encéfalo de indivíduos portadores da Doença de 

Alzheimer foi possível observar alterações difusas, incluindo atrofia, redução na 

espessura dos giros e alargamento dos sulcos corticais. Estima-se que a 

redução do volume de massa encefálica nesses indivíduos seja de até um 

terço, com perda mais acentuada em regiões do neocórtex (Geula e Mesulam, 

1989). Histologicamente, os principais marcadores da Doença de Alzheimer 

são as placas senis, os aglomerados neurofibrilares e a perda neuronal em 

regiões seletivas do encéfalo (Selkoe, 2001). Embora a etiologia da Doença de 

Alzheimer ainda não esteja bem descrita, o acúmulo de determinadas formas 

do peptídeo β-amilóide (Aβ) ainda parecer ser o principal componente causal 

dessa patologia (Hardy e Selkoe, 2002; Price et al., 1998). O peptídeo β-

amilóide se agrega rapidamente, forma lâminas β-pregueadas, é relativamente 

resistente à degradação, desencadeia resposta dos astrócitos e da microglia e 

pode ser diretamente neurotóxico (Chimon et al., 2007; Perez et al., 2010; 

Selkoe, 2008). Este peptídeo é formado a partir da clivagem da APP, uma 

proteína transmembrana cujas funções ainda estão sendo investigadas. Uma 
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série de papéis fisiológicos tem sido propostos para essa proteína sendo um 

deles e, talvez o mais consistente o de fator trófico, pois APP é capaz de 

estimular o crescimento de neuritos e outras linhagens celulares (Saitoh et al., 

1989; Hung et al., 1992). Outra função atribuída a APP diz respeito à adesão 

celular, já que essa proteína está localizada junto às integrinas em sítios de 

adesão celular (Storey et al., 1996; Yamazaki et al., 1997). Estudos 

demonstrando a interação entre APP, laminina e colágeno fornecem evidências 

adicionais sobre seu papel na adesão celular (Thinakaran e Koo, 2008). Mais 

de 25 diferentes mutações no gene que codifica a APP já são conhecidas e se 

relacionam com a Doença de Alzheimer de origem familiar. O domínio 

extracelular da APP sofre clivagem pelas secretases do tipo α ou β, enquanto a 

porção transmembrana remanescente é clivada pela secretase do tipo γ (Hardy 

e Selkoe, 2002; Thinakarann e Koo, 2008). Embora a clivagem pela α-

secretase libera produtos solúveis e classificados como não tóxicos ou 

neurotróficos, a clivagem pela β-secretase inicia um processamento patogênico 

e amiloidogênico da APP. Após a ação da β-secretase, o fragmento 

remanescente no interior do domínio transmembrana sofre ação da γ-

secretase. A clivagem pela γ-secretase gera, nessa cascata, peptídeos cujo 

comprimento varia entre 38 a 43 resíduos de aminoácidos, sendo o peptídeo 

de 42 resíduos (Aβ42) o associado à Doença de Alzheimer.  

 Outros achados neuropatológicos da Doença de Alzheimer incluem os 

emaranhados neurofibrilares e a deterioração de neurônios colinérgicos (Walsh 

e Selkoe, 2004). Estudos têm revelado que o acúmulo do Aβ inicia uma 

cascata de eventos neurotóxicos que incluem falha sináptica e hiperfosforilação 
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MAPT, resultando em disfunção e morte neuronal (Selkoe, 2001; Hardy e 

Selkoe, 2002). 

 

1.7. ADENOSINA E DOENÇA DE ALZHEIMER 

 É comumente aceito que os receptores do subtipo A1 possuem papel 

chave nos mecanismos de neuroproteção, uma vez que esses reduzem a 

liberação de glutamato e hiperpolarizam os neurônios (Cunha, 2001). A 

ativação aguda dos receptores A1 proporciona neuroproteção sob diferentes 

condições de injúria neuronal, enquanto o seu bloqueio potencializa a lesão 

(Fredholm, 1997; de Mendonça et al., 2000). Imunodetecção dos receptores de 

adenosina no hipocampo e no córtex cerebral de indivíduos que eram 

portadores da Doença de Alzheimer revelou alterações no padrão de 

expressão e, também, uma redistribuição dos receptores de adenosina, 

comparados aos encéfalos de indivíduos controles. Imunoreatividade para 

receptores de adenosina A1 foi encontrada em neurônios em degeneração com 

filamentos neurofibrilares e nos neuritos distróficos das placas senis (Angulo et 

al., 2003), sendo possível que esse aumento seja um mecanismo 

compensatório agudo de neuroproteção no contexto da Doença de Alzheimer. 

A análise post-mortem do córtex cerebral de pacientes portadores da Doença 

de Alzheimer também revelou um aumento da densidade dos receptores A1 e 

A2A em comparação com indivíduos da mesma idade que não eram portadores 

(Albasanz et al., 2008). Em camundongos transgênicos (Tg2576) portadores da 

mutação no gene codificador da APP, considerados um modelo animal de 

Doença de Alzheimer, foram encontrados níveis significativamente elevados de 
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receptores A1 no córtex cerebral e de receptores A2A no hipocampo (Arendash 

et al., 2006).  

 Os receptores A2A, ao contrário do subtipo inibitório A1, estão envolvidos 

nos processos de neurodegeneração (Rebola et al., 2005) e evidências de 

estudos in vitro e in vivo sugerem que o bloqueio dos receptores A2A pode 

atenuar o dano neuroral causado pelo Aβ (Canas et al., 2009a; Dall’Igna et al., 

2003). A administração de um antagonista dos receptores A2A preveniu o déficit 

de memória e aprendizado nas tarefas de esquiva inibitória, labirinto em Y e a 

perda sináptica em um modelo de Doença de Alzheimer induzida pela 

administração intrarecebroventricular de Aβ em roedores (Cunha et al., 2006; 

Dall’Igna et al., 2007). 

  

1.8. SINALIZAÇÃO INSULÍNICA E DOENÇA DE ALZHEIMER 

 Há pelo menos três décadas, acreditava-se que o encéfalo era um órgão 

totalmente insensível à insulina. A primeira evidência contra essa hipótese 

surgiu com a detecção de insulina imunorreativa no fluido cerebroespinal de 

cães (Margolis e Altszuler, 1967), sugerindo que a insulina periférica poderia 

atravessar a barreira hematoencefálica. Atualmente, estudos indicam que a 

insulina encontrada no encéfalo é majoritariamente sintetizada nas células β-

pancreáticas, com um menor percentual sendo produzido por neurônios 

piramidais do hipocampo, córtex pré-frontal, córtex entorrinal e bulbo olfatório 

(Santos et al., 1999). Os receptores de insulina também estão presentes no 

encéfalo de humanos e de roedores, com altas concentrações detectadas no 
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bulbo olfatório, hipotálamo, hipófise, hipocampo e córtex (Unger et al., 1991; 

Schulingkamp et al., 2000). O papel da insulina no SNC tem sido pouco 

documentado quando comparado com suas funções no músculo esquelético e 

tecido adiposo. Entretanto, sabe-se que a insulina e os receptores de insulina 

possuem funções no SNC que não estão necessariamente associadas ao 

metabolismo da glicose, como a excitabilidade neural e a plasticidade sináptica 

(Skeberdis et al. 2001). Foi demonstrado que a insulina rapidamente recruta 

receptores GABAA nos terminais pós-sinápticos de neurônios hipocampais, 

incrementando a sinalização por esse sistema (Wan et al., 1997). A insulina 

também pode promover a internalização dos receptores AMPA, promovendo o 

fenômeno da depressão de longa duração (“Long-term Depression” ou LTD) de 

sinapses excitatórias do hipocampo e cerebelo (Man et al., 2000). A LTD é uma 

persistente redução da eficácia sináptica que, juntamente com o fenômeno da 

LTP, tem sido considerada crucial para o aprendizado e a memória 

(Siegelbaum e Kandel, 1991). 

 Embora a neuropatologia da Doença de Alzheimer seja primariamente 

caracterizada pelo acúmulo de placas extracelulares de Aβ e emaranhados 

neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada, sabe-se que essa patologia não 

é uma entidade única. Muitas evidências sugerem que um comprometimento 

no metabolismo encefálico da glicose é um evento precoce e progressivo da 

Doença de Alzheimer. Estudos de imagem utilizando tomografia por emissão 

de pósitrons (PET) revelaram acentuado decréscimo no metabolismo da 

glicose em regiões do neocórtex de indivíduos portadores da Doença de 

Alzheimer – particularmente córtex frontal e temporal (Herholz et al., 2002). 

Além disso, estudos populacionais indicam que o diabetes mellitus é um fator 
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de risco para demência e, também, que há uma relação entre resistência 

insulínica, diabetes mellitus e Doença de Alzheimer (Ott et al., 1996; Kuusisto 

et al., 1997; Leibson et al., 1997). Outros estudos clínicos fornecem evidências 

bastante persuasivas sobre a importância da sinalização insulínica no contexto 

da Doença de Alzheimer. Altas concentrações plasmáticas de insulina no jejum 

e reduzidas concentrações de insulina no líquido cerebroespinal – indicadores 

de resistência à insulina – têm sido detectadas em pacientes com Doença de 

Alzheimer (Craft et al., 1993; Frolich et al., 1998). Também foi observado que o 

aumento nos níveis plasmáticos de insulina após indução de hiperglicemia 

ocasionou aumento do desempenho cognitivo em pacientes com Doença de 

Alzheimer de grau moderado. De maneira inversa, a indução de hiperglicemia 

em pacientes com Doença de Alzheimer severa não aumentou os níveis 

plasmáticos de insulina e, consequentemente, também não melhorou o 

desempenho cognitivo desses indivíduos (Craft et al., 1999). Em um 

seguimento de 18 meses com pacientes portadores de Doença de Alzheimer 

de grau moderado, naqueles cuja demência progrediu houve redução nas 

concentrações plasmáticas de insulina após hiperglicemia e redução nos 

processos de facilitação da memória (Craft et al., 1993). Portanto, dados 

biológicos suportam a hipótese de que a insulina é um componente importante 

na regulação das funções cognitivas e indicam mecanismos celulares e 

moleculares que determinam essa associação.  
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1.9. MODELO DE DEMÊNCIA INDUZIDA POR ESTREPTOZOTOCINA 

 A STZ é uma nitrosuréia derivada do fungo Streptomyces griséus e 

seletivamente tóxica às células produtoras de insulina. Quando administrada 

via intraperitonial (50-100 mg/kg), a STZ é captada pelas células β-

pancreáticas via GLUT2 e promove o comprometimento da síntese de insulina, 

sendo considerado um modelo de diabetes mellitus em roedores (Schnedl et 

al., 1994). Nesse modelo, o principal mecanismo de ação intracelular proposto 

para a STZ é a alquilação do ADN, com conseqüente fragmentação 

cromossomal e morte celular (Delaney et al. 1995). Outros mecanismos pelos 

quais a STZ exerce seus efeitos deletérios sobre as células β-pancreáticas 

também foram descritos. A STZ é um potencial doador de NO e experimentos 

confirmam a participação dessa molécula na citotoxicidade induzida por STZ 

(Turk et al. 1993, Kröncke et al. 1995). Além disso, a STZ também leva a 

formação de espécies reativas de oxigênio, o que contribui para a 

fragmentação do ADN e o comprometimento celular (Bedoya et al. 1996).  

 As evidências sobre a interação entre metabolismo da glicose e 

cognição levaram Meyer e colaboradores a testar o efeito da administração 

i.c.v de STZ sobre as funções cognitivas de ratos (Mayer et al., 1990). A 

administração i.c.v. de STZ, em doses até 100 vezes menores que a utilizada 

para induzir experimentalmente diabetes mellitus, reduziu a utilização da 

glicose em 17 de 35 áreas encefálicas (Duelli et al.,1994) e a atividade das 

enzimas glicolíticas em córtex e hipocampo. Também foi observado aumento 

dos níveis corticais de glicogênio, sem alteração sistêmica no metabolismo da 

glicose, uma vez que a STZ não atravessa a barreira hematoencefálica (Nitsch 
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e Hoyer 1991; Plaschke e Hoyer, 1993; Duelli et al. 1994; Lannert e Hoyer 

1998). O comprometimento do aprendizado e memória produzido por STZ i.c.v. 

é progressivo e de longo prazo. Duas semanas após a injeção i.c.v de STZ, a 

retenção da memória em esquiva inibitória foi reduzida, mas não foi observado 

efeito significativo sobre a memória espacial avaliada no labirinto aquático de 

Morris (Mayer et al., 1990). No entanto, em maior dose, a STZ promoveu 

comprometimento da memória espacial (Agrawal et al., 2010) e da memória de 

reconhecimento (Shoham et al., 2007). 

 Estudos neuroquímicos e histológicos correlacionam as alterações 

comportamentais induzidas pela administração i.c.v. de STZ e os marcadores 

histopatológicos da DA. Foi demonstrado que o aumento do imunoconteúdo 

cortical de MAPT hiperfosforilada e do Aβ são conseqüências de longo prazo 

da injeção i.c.v. de STZ, assim como o acúmulo de placas senis (Lester-Coll et 

al. 2006) e significativa redução da atividade da colina acetiltransferase no 

hipocampo (Ishrat et al., 2006; Prickaerts et al., 1999). Além disso, análise por 

Western blot revelou aumento do imunoconteúdo da forma fosforilada da GSK-

3β no encéfalo de ratos após infusão i.c.v. de STZ (Salkovic-Petrisic et al., 

2006). A GSK-3β é ativa na forma fosforilada e tem papel chave na 

hiperfosforilação da MAPT e no processamento amiloidogênico da APP (Ferrer 

et al., 2002; Phiel et al., 2003). 
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1.10. CAFEÍNA 

 A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) é um alcalóide pertencente ao grupo das 

xantinas e o psicoestimulante mais consumido no mundo.  

 

Figura 2. Fórmula estrutural da cafeína (Katzung, 2004). 

 A maior parte da cafeína consumida é proveniente de fontes alimentares 

como café, chá e chocolate. O conteúdo de cafeína presente nesses alimentos 

varia de 40 a 180 mg/150 ml para o café, de 24 a 50 mg/150 ml para o chá e de 

1 a 36 mg/28 g para o chocolate. O consumo diário mundial de cafeína é 

estimado entre 70 a 76 mg por pessoa, mas pode atingir cerca 210 a 238 mg 

nos Estados Unidos e Canadá e mais de 400 mg na Suécia e Finlândia. As 

consideráveis diferenças observadas na estimativa de consumo de alguns 

países podem, em parte, ser explicadas pela dificuldade em considerar todas 

as fontes de cafeína (Fredholm et al., 1999). 

 Há alguns anos foi proposto que a cafeína poderia ser uma droga de 

abuso em potencial (Gilliland e Bullock, 1983). No entanto, por serem mínimas 

as consequências negativas do consumo agudo e especialmente crônico de 

cafeína, as agencias governamentais reguladoras não impuseram nenhuma 
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restrição ao consumo dessa substância. Além disso, poucos usuários de 

cafeína relatam perda de controle sobre o seu consumo (Dews et al., 1999). 

 

1.11. METABOLISMO DA CAFEINA 

 A cafeína é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal em 

humanos, chegando a 99% em 45 minutos após a ingestão. O pico de 

concentração plasmática da cafeína ocorre entre 15 e 120 minutos após 

administração oral em humanos (Arnaud e Welsch, 1982; Bonati et al., 1982). 

Essa ampla variação de tempo é atribuída a diferenças individuais na 

velocidade de esvaziamento gástrico e à presença ou não de outros 

componentes na dieta capazes de retardar a absorção da cafeína (Arnaud, 

1987). Após absorção, a cafeína sofre metabolismo de primeira passagem 

pouco significativo, conforme indicado pela similaridade entre as curvas de 

concentração plasmática após administração oral e endovenosa em humanos e 

ratos (Devoe et al., 1993). A propriedade hidrofóbica da cafeína permite que 

essa molécula tenha passagem facilitada por todas as membranas biológicas, 

não havendo restrição de acesso ao SNC pela barreira hematoencefálica 

(Lachance et al., 1983; Tanaka et al., 1984). O metabolismo da cafeína ocorre 

predominantemente no fígado. O sistema enzimático microsomal hepático 

catalisa a biotransformação da cafeína em seus metabólitos paraxantina, 

teofilina e teobromina (Arnaud, 1987).  

 A meia-vida da cafeína é muito menor em ratos (42-90 minutos) do que 

em humanos (150-270 minutos) (Morgan et al., 1982). Por essa razão, em 
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estudos utilizando ratos há correção da dose administrada para critério de 

comparação com humanos. Assume-se que 10 mg/kg de cafeína em um rato 

equivale a 250 mg de cafeína em um adulto pesando 70 kg (i.e 3,5 mg/kg), o 

que corresponde a quantidade de cafeína presente em duas a três xícaras de 

café (Fredholm et al., 1999) 

 

1.12. MECANISMO DE AÇÃO DA CAFEÍNA NO SNC 

 Os efeitos da cafeína podem ser mediados por diferentes mecanismos: 

(1) antagonismo dos receptores A1 e A2A, (2) inibição das fosfodiesterases, (3) 

liberação do cálcio intracelular e (4) bloqueio dos receptores GABAA. 

Entretanto, o único mecanismo relevante para os efeitos da cafeína em doses 

usualmente consumidas é o antagonismo dos receptores A1 e A2A. Para a 

ingestão de uma xícara de café contendo a dose usual de 0,4 a 2,5 mg/kg de 

cafeína, estima-se que o pico de concentração plasmática em um adulto varia 

de 1 mM a 10 mM. Nessas concentrações, a cafeína promove efetivo 

antagonismo dos receptores A1 e A2A, mas  uma concentração 20 vezes maior 

inibe as fosfodiesterases, 40 vezes maior bloqueia os receptores GABAA e 100 

vezes maior mobiliza o cálcio intracelular (Fredholm et al., 1999). 

 O antagonismo exercido pela cafeína sobre os receptores de adenosina 

A1 e A2A é o mecanismo pelo qual a cafeína promove seus efeitos estimulantes 

no SNC. Uma vez que a adenosina via receptores A1 desempenha papel 

inibitório sobre a neurotransmissão dopaminérgica, colinérgica e glutamatérgica 

(Flagmeyer et al., 1997; Golembiowska e Zylewska, 1997; Okada et al., 1996; 
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Wood et al., 1989 e a neurotransmissão dopaminérgica tem papel na 

determinação do estado de alerta, o efeito psicoestimulante da cafeína foi 

muito relacionado ao antagonismo dos receptores A1. Como existe uma 

interação entre os receptores A2A e os receptores dopaminérgicos D2 no 

estriado, essa interação ajuda a explicar o efeito da cafeína sobre a locomoção, 

pois ao bloquear o efeito modulatório negativo dos receptores A2A sobre os 

receptores dopaminérgicos D2, a cafeína permite a potenciação da 

neurotransmissão dopaminérgica (Ferré et al., 1997). 

 

1.13. CAFEÍNA E DESEMPENHO COGNITIVO 

 O conceito de cognição é complexo e envolve os processos de formação 

de memória, atenção, funções executivas, percepção, linguagem e funções 

psicomotoras. Diversos estudos concluíram que o consumo agudo (Haskell et 

al., 2005; Heatherley et al., 2005; ; Lieberman et al., 2002; Rees et al., 1999) ou 

crônico (Beaumont et al., 2001; Jarvis, 1993; Patat et al., 2000) de cafeína 

melhora o desempenho da memória em voluntários saudáveis. No entanto, 

outros estudos relataram efeito mínimo ou nenhum da cafeína sobre a memória 

(Bichler et al., 2006; Childs e Wit, 2006;  Hogervorst et al., 2008), o que 

questiona a classificação da cafeína como uma substância capaz de melhorar 

o desempenho cognitivo. Portanto, apesar dos problemas metodológicos dos 

estudos com humanos, as evidências indicam que o consumo moderado e 

contínuo de cafeína pode, no máximo, conferir efeitos benéficos médios sobre 

a cognição. Estudos em animais também sugerem que o consumo de doses 

moderadas de cafeína melhora o desempenho da memória em roedores (Costa 
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et al., 2008b), enquanto altas doses (30–100 mg/kg) administradas 

agudamente comprometem a aquisição da memória (Angelucci et al., 2002; 

Corodimas et al., 2000). 

 Apesar do possível efeito da cafeína como uma substância que melhora 

o desempenho cognitivo, o efeito benéfico da cafeína parece ser mais evidente 

em condições nas quais o desempenho cognitivo está comprometido, como 

estresse, envelhecimento, depressão, DA e transtorno de déficit de atenção 

(Cunha e Agostinho, 2010). 

 

ENVELHECIMENTO 

 O processo natural de envelhecimento é um dos fatores mais 

consistentes na determinação do declínio cognitivo (Buckner, 2004). Foi 

observado que a cafeína foi eficaz na prevenção do comprometimento da 

memória induzido pelo envelhecimento em roedores (Costa et al., 2008a). 

Prediger et al., 2005). Em humanos, a cafeína também tem efeito positivo 

sobre a cognição durante o envelhecimento (Hameleers, 2000).  

 

1.14. CAFEÍNA E DOENÇA DE ALZHEIMER 

 Evidências substanciais de estudos epidemiológicos sugerem que a 

cafeína pode ser eficaz na prevenção da DA. Resultados recentes do estudo 

Fatores de Risco Cardiovascular, Envelhecimento e Demência (CAIDE) 

indicam que o consumo de três a cinco xícaras de café por dia está associado 
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a uma redução de 64% no risco de DA em um seguimento de 21 anos 

(Eskelinen et al., 2010). Ainda, um estudo retrospectivo de caso-controle 

conduzido por Maia e Mendonça (Maia e Mendonça, 2002) relatou que 

pacientes com DA haviam consumido significativamente menos cafeína nos 20 

anos precedentes ao diagnóstico na comparação com indivíduos da mesma 

idade sem DA.  

 Há ainda importantes evidências do papel benéfico da cafeína em 

modelos animais de DA. Uma vez que roedores não desenvolvem 

espontaneamente as alterações relacionadas à DA, três estratégias têm sido 

utilizadas para reproduzi-la nesses animais: (1) utilização de camundongos 

transgênicos portadores de mutações em genes codificadores da APP e da 

proteína tau, (2) administração i.c.v. de fragmentos da forma solúvel do 

peptídeo Aβ e (3) administração i.c.v. de STZ (Arendash et al., 2006; Dall’Igna 

et al., 2007;  Mayer et al. 1990).  

 Em camundongos transgênicos com mutação no gene codificador da 

APP, a administração de cafeína na água de beber (0,3 mg/ml) por um período 

de seis meses amenizou o déficit de memória desses animais (Arendash et al, 

2006). Tanto em camundongos transgênicos envelhecidos quanto adultos, a 

administração aguda de cafeína reduziu os níveis do Aβ do fluido intersticial 

encefálico e plasmático. Ainda, em camundongos transgênicos envelhecidos 

também houve redução dos depósitos de Aβ em hipocampo e córtex quando 

submetidos ao tratamento crônico com cafeína (Cao et al, 2009). Outro estudo 

demonstrou que a cafeína pode não ser apenas profilática, mas também 

reverter déficits mnemônicos já presentes, pois o tratamento com cafeína na 
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água de beber por um período de quatro a cinco semanas reverteu o 

desempenho previamente comprometido da memória de trabalho em 

camundongos transgênicos (Arendash et al, 2009). O efeito da cafeína também 

foi avaliado no modelo de DA induzida pela administração i.c.v. de fragmentos 

do Aβ. O tratamento com cafeína na água de beber durante 12 dias associado 

a uma única injeção intraperitoneal de cafeína trinta minutos antes da 

administração i.c.v. do peptídeo Aβ preveniu o comprometimento da memória 

em camundongos nas tarefas de esquiva inibitória e labirinto em Y (Dall'Igna et 

al, 2007).  
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2. OBJETIVOS 
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I. Avaliar o desempenho da memória de reconhecimento em ratos adultos 

submetidos ao modelo de demência por infusão i.c.v. de STZ. 

 

II. Analisar o imunoconteúdo e expressão dos receptores de adenosina A1 

e A2A do hipocampo em modelo de demência esporádica. 

 

III. Verificar o efeito do tratamento prévio com cafeína sobre o desempenho 

da memória de reconhecimento nesse modelo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. ANIMAIS 

 Foram utilizados ratos Wistar machos adultos pesando entre 200 e 250 

gramas provenientes do biotério do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio grande do Sul. Os animais foram mantidos em um 

ciclo claro-escuro de 12h/12h em uma temperatura constante de 22 ± 1◦C com 

acesso livre a água e comida.  

 

3.2. CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 

 Os animais foram submetidos à anestesia com ketamina (75 mg/kg) e 

xilazina (10 mg/kg) e então colocados no aparato estereotáxico. Foi realizada 

uma incisão sagital no escalpo do animal e o crânio raspado até a visualização 

da sutura bregmática. A partir do bregma, os ventrículos laterais foram 

localizados de acordo com as seguintes coordenadas: 0,9 mm posterior ao 

bregma, 1,5 mm lateral à sutura sagital e 3,6 mm dorsoventral a partir da 

superfície encefálica. Os animais então receberam uma infusão bilateral de 5 

µL de STZ (3 mg/kg, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) ou 

veículo (solução salina) utilizando uma seringa Hamilton. Após a cirurgia, os 

animais foram colocados em uma placa aquecida para manutenção da 

temperatura corporal a 37.5 ± 0.5 °C até completa recuperação da anestesia. 
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3.3. AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 Os testes comportamentais foram realizados por experimentadores 

experientes em um ambiente isolado de som e com condições adequadas de 

luminosidade. As caixas de comportamento foram cuidadosamente limpas 

antes de testar cada animal. Todos os experimentos comportamentais foram 

realizados entre 8h e 12h para evitar influencias do ritmo circadiano. 

 

 Campo Aberto 

 O teste do campo aberto foi realizado para avaliar a atividade 

locomotora dos animais. Os animais alocados individualmente em uma arena 

de madeira medindo 50 x 25 x 50 cm e filmados durante 5 minutos utilizando o 

software especializado ANY-maze (Stoelting, Wood Dale, Illinois, EUA) A 

medida da atividade locomotora foi realizada considerando a distância total 

percorrida pelo animal durante o teste. 

 

 Tarefa do Reconhecimento do Objeto Novo 

 A tarefa de reconhecimento do objeto novo é um protocolo baseado na 

tendência natural do animal em explorar o ambiente e discriminar o novo. Essa 

tarefa não possui componente aversivo e envolve apenas uma sessão de 

treinamento (Bevins e Besheer, 2006). 
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 A memória de reconhecimento é uma memória de trabalho que possui 

dois fenômenos: o ato de recordar e a familiaridade (Ennaceur e Delacour, 

1988; Eichenbau et al,, 2007). As áreas encefálicas envolvidas nesses dois 

fenômenos ainda vêm sendo estudadas, mas a participação do hipocampo 

parece fundamental (Squire et al, 2007), uma vez que o comprometimento 

dessa estrutura prejudica o desempenho da memória na tarefa de 

reconhecimento de objeto novo (Clark et al., 2000; Hammond et al., 2004).  

  Nessa tarefa, o animal é apresentado a dois objetos idênticos e, 

posteriormente, o animal é apresentado a um dos objetos apresentado 

previamente juntamente com um objeto novo. Os objetos são do mesmo 

tamanho, mas podem ter cor e/ou textura diferente na segunda fase. 

Previamente, os animais são habituados ao aparato para diminuição da 

ansiedade e do estresse causados pelo ambiente novo. Após a habituação, os 

animais são submetidos a duas sessões diferentes. Na primeira sessão (treino) 

os animais são colocados no aparato com dois objetos idênticos para serem 

explorados por 5 minutos. A seguir, o animal é retirado do aparato e, após um 

intervalo de 90 minutos, é realizada a segunda sessão (teste). No teste, um dos 

objetos é substituído por outro suficientemente diferente (objeto novo) e, 

novamente, o animal é colocado no aparato para exploração durante 5 

minutos. O tempo que o animal explora cada um dos objetos durante o treino e 

o teste é registrado para as análises pertinentes ao delineamento do estudo.  
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Figura 3. Representação da tarefa de reconhecimento do objeto novo (Adaptado de Bevins e 

Besheer, 2006). 

 

3.4. WESTERN BLOT 

 Os hipocampos dos animais foram dissecados, imediatamente 

homogenizados em SDS 5% (sodium dodecyl sulfate) com coquetel de inibidor 

de protease (Sigma, São Paulo/Brasil) e congelados a – 70º C. Após 

descongelamento, o conteúdo protéico de cada amostra foi determinado 

utilizando o método do ácido bicinconínico usando albumina bovina (BSA) 

(Pierce, São Paulo/Brazil) como padrão. Após quantificação do conteúdo 

protéico, as amostras foram diluídas a uma concentração final de 2µg/µl em 

tampão SDS-PAGE. A eletroforese foi realizada em gel SDS-PAGE de 

concentração 12 % e 4 % após aplicação de 40 µg de cada amostras e um 

padrão de peso molecular (Bio-Rad, São Paulo/Brazil). Após 

eletrotransferência, as membranas foram bloqueadas com salina tamponada 

com Tris contendo 0,1% de Tween-20 e 3% de albumina bovina por 1h. As 

membranas foram então incubadas por 24h à 4 °C com anticorpo rabbit anti-
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adenosine A1 antibody (1:1000; Affinity Bioreagents, U.S.A) ou goat anti-

adenosine A2A (1:500; Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.). Após a incubação 

com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas e incubadas com 

anticorpos secundários conjugados horseradish-peroxidase por 2h em 

temperatura ambiente e reveladas com kit de quimiluminescência kit 

(Amersham, São Paulo/Brasil). Os filmes auto-radiográficos foram digitalizados 

e a análise densitométrica foi realizada utilizando o programa de imagem do 

NIH (desenvolvido nos EUA pelo National Institutes of Health e disponível na 

Internet no endereço http://rsb.info.nih.gov/nih-image). O controle da 

quantidade de proteína aplicado para cada amostra foi realizado utilizando β-

tubulina. As membranas foram incubadas por 24h a 4 °C com mouse anti- β-

tubulin (1:1000), lavadas e incubadas com um anticorpo secundário anti-mouse 

IgG horseradish-peroxidase por 2h em temperatura ambiente e analisadas 

conforme descrito acima. 

 

3.5. qPCR 

 Os hipocampos dos animais foram dissecados em condições estéreis, 

coletados em tubos de polipropileno livres de RNAse, imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e então armazenados a –80 °C. O RNA total 

foi extraído utilizando o kit RNAqueous® Kit (Ambion, Inc., USA) de acordo com 

as recomendações do fabricante. A integridade, pureza e concentração do 

RNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1% e 

espectrofotometria. A síntese de cDNA foi realizada a partir de 0,5 µg de RNA 

total utilizando o kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix 
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(Invitrogen São Paulo/SP, Brasil). O cDNA de cada amostra foi então 

aliquotado e armazenado a −20 °C até utilização. As reações de qPCR foram 

realizadas em triplicatas contendo 0.1 µM de cada oligômero específico, 0.5 

ng/ul de cDNA e Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG com ROX 

(Invitrogen São Paulo/SP, Brasil). O seguinte ciclo foi utilizado: 2 minutos a 50 

oC, 2 minutos a 95 oC, seguido de 40 ciclos de 95oC por 15 segundos, 60oC por 

30 segundos. A média dos valores de Ct das triplicatas foram utilizdas para o 

cálculo da expressão dos genes de interesse, normalizado pelo gene endógeno 

Tbp (Santos e Duarte, 2008) utilizando a fórmula 2–ΔCt, conforme previamente 

descrito (Schmittgen e Livak, 2008). 

 

Tabela 1. Oligômeros utilizados na reação de qPCR 

Oligômero Sequência 

Adora1 senso 5’ TCCGAGTCAAGATCCCTCTC 3’ 

Adora1 antisenso 5’ GTCTTGCTCTACCACACTCAG 3’ 

Adora2a senso 5’ CTTCGCCTGTTTTGTCCTG 3’ 

Adora2a antisenso 5´ CCTCACACCTGTCACCAAG 3´ 

 

3.6. TRATAMENTO COM CAFEÍNA 

 Os animais foram tratados por duas semanas com água de beber ou 

cafeína (1 mg/mL) previamente à administração i.c.v. de STZ ou veículo. Após 

a infusão i.c.v, os animais foram submetidos a mais quatro semanas de 
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tratamento com água de beber ou cafeína. Ao final dos tratamentos, foi 

realizada a avaliação da atividade locomotora em um campo aberto e o teste 

de reconhecimento de objetos. 

 

3.7. Análise Estatística 

 Para a análise da atividade locomotora no campo aberto, Western blot e 

qPCR foi utilizado teste-t não pareado. Os dados do tempo de exploração total, 

tempo de exploração do objeto familiar e reconhecimento de objetos foram 

analisados utilizando ANOVA de duas vias com medidas repetidas. A ANOVA 

de três vias com medidas repetidas foi utilizada para avaliar o efeito do 

tratamento com cafeína na tarefa do reconhecimento de objetos. Os dados 

foram expressos como média ± erro padrão e considerados estatisticamente 

significativos para P < 0,05 
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4. RESULTADOS 
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ABSTRACT 

Intracerebroventricular (icv) streptozotocin (STZ) administration disrupts insulin 

signaling and induces pathological and behavioral alterations resembling Alzheimer’s 

disease (AD), being considered an experimental model of sporadic AD. Recent reports 

suggest that the manipulation of adenosine receptors modify the course of memory 

impairment in experimental models of AD. However, the impact of dementia on the 

expression and density of adenosine receptors is unclear, which was now tested. Adult 

male rats received a bilateral infusion of saline (0.9 %) or STZ (3 mg/kg, icv), which 

disrupts insulin signaling and triggers memory impairment. Accordingly, four weeks 

later, STZ-treated rats displayed impaired object recognition memory. This was 

accompanied by an increased immunocontent of adenosine A2A receptors (A2AR) in 

the hippocampus, whereas A1R immunocontent was unaffected. Additionally, no 

changes in the expression of hippocampal A1R or A2AR mRNA was observed. These 

findings provide a rationale to understand the ability of either caffeine or selective 

A2AR antagonists to selectively prevent memory impairment. 
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INTRODUCTION 

The cardinal modification of Alzheimer’s disease (AD) is the deterioration of 

memory. A major risk factor for the development of AD is diabetes (Biessels, 2010). In 

fact, impaired cerebral glucose utilization and metabolism are present at initial stages of 

cognitive impairment (Hoyer, 2004; Iwangoff et al., 1980; Sims et al., 1980). Also, 

patients with lower cerebrospinal insulin levels display impaired cognitive skills 

compared with age-matched controls (Craft et al., 1996; 1998; 2003), suggesting that 

brain insulin signaling is also impaired in AD (de la Monte and Wands, 2005; Rivera et 

al, 2005; Steen et al., 2005). These findings lead to the proposal that AD might 

constitute a “type 3 form of diabetes” and that the experimental disruption of brain 

insulin signaling might represent an experimental model of sporadic AD. Accordingly, 

the intracerebroventricular (icv) infusion of streptozotocin (STZ) in rats disrupts brain 

insulin signaling triggering progressive memory impairment (Hoyer, 2004; Lannert and 

Hoyer, 1998; Salkovic-Petrisic et al., 2006; Shoham et al., 2003, 2007). 

Adenosine is a prototypical neuromodulator controlling neuronal excitability and 

brain metabolism mainly through the activation of inhibitory A1 receptors (A1R) and 

facilitatory A2AR (Fredholm et al., 2005). The interest in this adenosine modulation 

system was bolstered by the combined observation that it seems to be the main 

molecular target of caffeine (Fredholm et al., 2005) and that either caffeine or selective 

adenosine receptor ligands profoundly affect brain dysfunction and neurodegeneration 

(Cunha, 2005; Chen et al., 2007). In particular, both caffeine and selective A2AR 

antagonists effectively counteract memory impairment in conditions such as aging, 

diabetic neuropathy or AD, both in humans and in experimental models (reviewed in 

Takahashi et al., 2008; Cunha and Agostinho, 2010). In most models of brain disease, 

the neuroprotective properties of caffeine and of A2AR antagonists are argued to result 
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from an up-regulation of cortical A2AR, associated with a down-regulation of A1R 

(reviewed in Cunha, 2005; Cunha and Agostinho, 2010). However, the impact of AD on 

the expression and density of adenosine receptors is at odds with this general scenario. 

Thus, an initial study in necropsic cortical tissue of AD patients reported a predominant 

increase of A1R immunoreactivity in degenerating neurons with neurofibrilary tangles 

and in dystrophic neurites of senile plaques, accompanied by a comparatively modest 

increase of A2AR density (Angulo et al., 2003). A subsequent study, also in necropsic 

cortical tissue of AD patients, reported a simultaneous enhancement of A1R and A2AR 

densities without changes in their mRNA expression levels (Albasanz et al., 2008). The 

only study in rodents reported an up-regulation of cortical A1R and hippocampal A2AR 

proteins in a transgenic mouse model of AD (APP Swedish mutation mouse) without 

changes in their mRNA expression levels (Arendash et al, 2006). This is in marked 

contrast with the modification of the density of cortical adenosine receptors in other 

models of brain degeneration (reviewed in Cunha, 2005), such as for instance models of 

peripheral type I diabetes experimentally induced by peripheral STZ administration, 

which cause an up-regulation of A2AR together with a down-regulation of A1R in the 

hippocampus (Duarte et al., 2006), accompanied by modest memory impairment 

prevented by caffeine (Duarte et al., 2009). 

Thus, we now took advantage of the ability of centrally injected STZ to cause a 

progressive memory impairment, to explore its impact on the expression and on the 

density of adenosine receptors in the hippocampus of these memory-impaired rats.  
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Materials and methods 

 

Animals 

 

Adult male Wistar rats (200-250 g) were maintained under a 12 h light-dark cycle 

(lights on at 7:00 am), constant temperature (22±1 ºC) and with free access to food and 

water. All behavioral tests were performed between 8:00 am and 12:00 pm. All the 

experimental procedures were designed to minimize the number of animals used and 

their suffering and were approved by the Committee on the Ethics of Animal 

Experiments of the Federal University of Rio Grande do Sul (Protocol nº 2008223). 

 

Stereotaxic surgery 

 

Rats were anesthetized with ketamine (75 mg/kg, i.p.) and xylazine (10 mg/kg, i.p.) 

and placed in a stereotaxic apparatus. The lateral ventricles were bilaterally accessed 

(coordinates: 0.9 mm posterior to bregma; 1.5 mm lateral to sagittal suture; 3.6 mm 

beneath the surface of brain) and the rats received a single bilateral infusion of 5 µL 

STZ (3 mg/kg) or vehicle (0.9 % w/v). After the surgical procedure, rats were placed on 

a heating pad to maintain body temperature at 37.5±0.5 ºC until recovery from 

anesthesia.  

 

Behavioral analysis 

 

Open field: Four weeks after STZ or vehicle infusion, rats were evaluated in the open 

field test to evaluate locomotion. The apparatus was made of black-painted Plexiglas 
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measuring 50 x 50 cm and was surrounded by 50 cm high walls. Each rat was placed in 

the center of the arena and the distance traveled was recorded during 5 minutes. The 

experiments were conducted in a sound-attenuated room under low-intensity light (12 

lx); activity was recorded with a video camera positioned above the arena and 

monitored in an adjacent room by an observer blind to the treatment of the animals. 

Locomotion was measured as the total distance traveled in meters (m) calculated using a 

computer-operated tracking system (Any-maze, Stoelting, Woods Dale, IL). 

Novel object recognition task: the object recognition test was carried out 24 hours after 

habituation in the open field apparatus. Rats first underwent a training session, where 

two identical objects were placed near the two corners at either end of one side of the 

chamber. The objects presented similar textures, colors and sizes, but different shapes 

(see Bevins & Besheer, 2005). Rats were placed individually into the open field facing 

the center of the opposite wall and allowed to explore the objects during 5 minutes. The 

test session was performed 90 minutes after training and two dissimilar objects were 

presented, a familiar one and a novel one. Exploration was defined by directing the nose 

to the object at a distance of at least 2 cm and/or touching the object with the nose or 

forepaws. Hearing on to object was not considered exploratory behavior. The novel 

object recognition index was defined as: TN / (TN x TF), [TN= time spent exploring the 

novel object; TF= time spent exploring familiar object] and was ranked manually by 2 

observers blind to treatments.  

 

Western blot analysis of A1 and A2A receptor density 

 

Twenty-four hours after behavioral tests, rats were killed by cervical displacement; 

and one hippocampus was dissected out and immediately homogenized in a 5% SDS 
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solution containing a protease inhibitor cocktail (Sigma, São Paulo/Brazil) and frozen at 

-70 ºC. After defrost, the protein content was determined using the bicinchoninic acid 

assay (Pierce, São Paulo/Brazil). Sample extracts were diluted to a final protein 

concentration of 2 µg/µL in SDS-PAGE buffer and SDS-PAGE analysis was carried out 

with 40 µg (for A1R) or 100 µg (for A2AR) together with pre-stained molecular weight 

standards (Bio-Rad, São Paulo/Brazil) using a 12% gel with 4% concentrating gel. After 

electro-transfer, the membranes were blocked with Tris-buffered saline containing 0.1% 

Tween-20 (TBS-T) and 3% bovine serum albumin during 1 hour. The nitrocellulose 

membranes (Amersham) were then incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-A1R 

antibody (1:1000; Affinity Bioreagents, USA) or goat anti-A2AR antibody (1:500; 

Santa Cruz Biotechnology, USA). The membranes were washed and incubated with 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2 hours at room 

temperature and developed with chemiluminescence ECL kit (Amersham, São 

Paulo/Brazil). Densitometric analyses were performed using public domain NIH Image 

Program (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). β-Tubulin was used as a loading control 

using a mouse anti-β-tubulin antibody (1:1000), analyzed as described above. 

 

Quantitative-PCR (qPCR) of A1 and A2A receptor mRNA expression  

 

Twenty-four hours after behavioral tests, rats were killed by cervical displacement; 

and one hippocampus was dissected out in sterile conditions, collected in RNAse-free 

polypropylene tubes, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C. Total 

RNA was extracted with RNAqueous® Kit (Ambion Inc., USA) according to 

manufacturer’s instructions. RNA integrity, purity and concentration were checked by 

electrophoresis in 1% agarose gel and spectrophotometry. First strand cDNA was 
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synthesized from 0.5 µg of total RNA using SuperScript® III First-Strand Synthesis 

SuperMix (Invitrogen São Paulo/SP, Brazil). Each cDNA pool was then aliquoted and 

stored at -20 °C. 

Gene sequence information of Adora2a (NCBI reference sequence NP_445746.3) 

and Adora1 (NCBI reference sequence NP_058851.2) was collected from databases 

(www.ncbi.nlm.nih.gov and www.ensembl.org). Specific primers for each gene were 

designed using the IDT Design Software (Integrated DNA Technologies Inc., USA) 

taking care to avoid primers that could generate secondary structures (primers and 

template). The primers for Adora1 (forward: 5’ TCCGAGTCAAGATCCCTCTC 3’; 

reverse: 5’ GTCTTGCTCTACCACACTCAG 3’) were designed between exons 1 and 2 

and the primers for Adora2a (forward: 5’-TCTTCGCCTGTTTTGTCCTG-3’; reverse: 

5´-CCTCACACCTGTCACCAAG-3´) between exons 2 and 3. Two reference genes 

(Tbp and Pgk1) (Santos and Duarte, 2008) were run as controls and the results are 

expressed using Tbp levels. All primer sequences were assessed for specificity using 

non-redundant basic local alignment search tools (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and 

target-specific sequence alignment programs.  

qPCR reactions were performed in triplicate and contained 0.1 µM of each specific 

primer, 0.5 ng/ul cDNA and Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with 

ROX (Invitrogen Corp., USA). The following thermal cycling conditions were used for 

qPCR: 2 min at 50o C, 2 min at 95o C, followed by 40 cycles of 95oC for 15 s, 60o C for 

30 s. Under these conditions, qPCR produced a single sequence at a specific melting 

temperature for each gene analyzed. Control reactions were performed to verify that no 

amplification occurred without cDNA. The mean Ct values from triplicate 

measurements were used to calculate expression of the target gene, with normalization 

to internal control (Tbp) using the 2–ΔCt formula (Schmittgen & Livak, 2008). 
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Statistical analysis  

 

Unpaired Student´s t-test was used for statistical analysis of open filed, Western blot 

and qPCR data. Two-way ANOVA with repeated measures (treatment versus trials and 

trials as repeated measures) were used for the novel object recognition data. Data were 

expressed as means ± SEM and differences were considered statistically significant for 

P < 0.05. 

 

Results 

 

Behavioral analysis 

 

We first determined that STZ treatment did not affect locomotor activity. Thus, the 

traveled distance during the open field test was not different (t= 0.4458; P= 0.6611) 

between vehicle and STZ-treated rats (Fig. 1A). 

During analysis of the object recognition test, we first report a significant effect of 

trials [F (1,18)= 6.01, P= 0.0246], whereas the effect of treatment and the interaction 

between treatment and trials was not statistically significant. Thus, both control and 

STZ-treated rats spent equally less time on both objects during the test session. The time 

spent on the familiar object was also analyzed and two-way ANOVA revealed a 

significant effect only for trials [F (1,18)= 12.50, P= 0.0024]. As a natural behavior, rats 

spent less time exploring the familiar object during test session. However, STZ-treated 

rats also spent less time exploring the familiar object in the test session, thus resulting in 

values higher than these obtained for vehicle-treated rats. Overall this enables the 

comparison of behavior in this test to evaluate modifications of memory performance. 
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For the object recognition index, two-way ANOVA analysis revealed a significant 

effect of trials [F (1,18)= 8.43, P= 0.0095]. Furthermore, the treatment yielded a 

significant effect [F (1,18)= 11.58, P= 0.0032] and there was a significant interaction 

between trials and treatment [F (1,18)= 7.18, P= 0.0153]. Thus, STZ-treated rats 

displayed a robust impairment on object recognition task performance when compared 

to control (vehicle-treated) rats (Fig. 1B).  

 

Modification of the density and expression of hippocampal A1R and A2AR 

 

The immunocontent of A1R was not modified by infusion of STZ when compared to 

vehicle-treated rats 4 weeks after treatment (Fig. 2A). However, the immunocontent of 

A2AR was increased (60%) in the hippocampus of STZ- compared to vehicle-treated 

rats (t = 5.232; P = 0.0012) (Fig. 2B). 

As shown in Figure 2C and D, neither the expression of A1R nor of A2AR was 

modified in the hippocampus of STZ- compared to vehicle-treated rats.  

 

Discussion 

 

The present results confirm the memory impairment resulting from the 

intracerebroventricular (icv) administration of streptozotocin (STZ), now using an 

object recognition memory test. This test focuses on short-term memory performance 

(see Sik et al., 2003), precisely the memory domain more precociously affected in 

Alzheimer’s disease (AD) (see Selkoe, 2001). This finding re-enforces the previous 

evidence supporting that the icv infusion of STZ might be a relevant model for sporadic 

dementia since it recapitulates the progressive deterioration of memory and triggers 
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different biochemical and morphological hallmarks of AD (Lannert & Hoyer, 1998; 

Steen et al., 2005; Lester-Coll et al., 2006; Salkovic-Petrisic et al., 2006; Grünblatt et 

al., 2007). This is an expected correlate of the documented impact of insulin on memory 

performance (Zhao et al., 1999; de la Monte and Wands, 2005) and the observed 

impairment of brain insulin signaling in AD (de la Monte and Wands, 2005; Rivera et 

al, 2005; Steen et al., 2005).  

Using this STZ-based model for sporadic dementia, we now report that memory 

impairment is accompanied by an increased density of adenosine A2A receptors 

(A2AR), without modification of A1R in the hippocampus. This is in close agreement 

with the majority of studies exploring the modifications of the density of adenosine 

receptors in the limbic and cerebral cortices in animal models of different conditions 

characterized by memory impairment (reviewed in Cunha & Agostinho, 2010). In fact, 

in conditions such as aging (Canas et al., 2009a), type I diabetes (Duarte et al., 2009), 

early-life convulsions (Cognato et al., 2010) or restraint stress (Cunha et al., 2006), 

there is a memory impairment accompanied by an imbalanced of the density of 

hippocampal adenosine receptors, bolstering the relevance of A2AR. This provides a 

rationale to understand the particular ability of caffeine (a non-selective adenosine 

receptor antagonist) to selectively prevent memory deterioration in each of these 

experimental models (Cunha et al., 2006; Costa et al., 2008; Duarte et al., 2009; 

Cognato et al., 2010), since this beneficial effect of caffeine is mimicked by antagonists 

of A2AR rather than A1R (Prediger et al., 2005; Cunha et al., 2006; Cognato et al., 

2010). Since neither caffeine nor A2AR antagonists cause any evident improvement of 

memory performance in control animals, only a disease-associated imbalance in the 

molecular targets of caffeine, i.e. A1R and A2AR (see Fredholm et al., 2005), would 

allow understanding the striking memory-stabilizing effects of caffeine and A2AR 
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antagonists selectively in diseased animals (discussed in Cunha & Agostinho, 2010). 

Since caffeine also prevents memory impairment in different animal models of AD 

(Arendash et al., 2006; Dall’Igna et al., 2007; Chen et al., 2008), an effect mimicked by 

A2AR blockade (Canas et al., 2009b) but unaffected by A1R antagonists (Dall’Igna et 

al., 2007), one would expect that animal models of Alzheimer’s disease should also 

display an imbalance of the density of cortical adenosine favoring A2AR. This is 

precisely the major finding that is now reported. 

In spite of the relevance of the present finding to assist comprehending the memory 

preserving effects of caffeine, the mechanisms underlying this dementia-associated 

modification of the density of hippocampal A2AR still remain to be defined. In fact, we 

also observed that there is no major change in the levels of mRNA encoding for both 

receptors. This indicates that it might not be changes in the expression of the A1R and 

A2AR genes that are directing changes in the density of A1R and A2AR proteins, in 

spite of the existence of several major regulators of the promoter region of the A2AR 

gene (Lee et al., 2003; Chiang et al., 2005; Morello et al., 2006; Ahmad et al., 2009). 

Instead, it might be a modification of the trafficking and/or stability of the A2AR 

protein that is directing the enhanced density of A2AR in memory impaired animals. 

A2AR are known to have different subcellular localization in different membrane 

domains (Assaife-Lopes et al., 2010) and they can couple to different ancillary protein 

and recruit different transducing system (Zezula & Freissmuth, 2008), often displaying 

different susceptibility to desensitization (reviewed in Fredholm et al., 2005). Thus, 

albeit there is emerging information to conceive a possible direct regulation of the 

stability of A2AR protein, the exact mechanism underlying the enhanced stability of 

A2AR protein upon memory impairment still remains to be resolved. 
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In summary, the present observation that the induction of memory impairment in an 

STZ-based rat model of sporadic AD causes an imbalance in the density of hippocampal 

adenosine receptors favoring A2AR, provides a rationale to understand the particular 

ability of caffeine to prevent memory impairment associated with AD both in animal 

models as well as in humans (reviewed in Cunha & Agostinho, 2010).  
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Fig. 1. Performance in the open field test (A) and in the object recognition test (B) of 

adult rats 4 weeks after the intracerebroventricular infusion of saline (0.9 g%, 

control) or STZ (3 mg/kg). Panel A shows the traveled distance in meters during ten 

minutes of video recording, displayed as means + S.E.M. (n = 10 animals per group). 

No significant differences were found between groups using an unpaired Student´s t-

test. Panel B shows the quantification of the recognition index, displayed as means + 

S.E.M. (n = 10 animals per group). * P<0.05 comparing test versus training session 

performance using a two-way ANOVA (treatment versus trials) and trials were used 

as repeated measures.  

 

Fig. 2. Comparison of the density (A, B) and expression (C, D) of hippocampal A1 and 

A2A receptors, four weeks after the intracerebroventricular infusion of saline (0.9 g%, 

control) or STZ (3 mg/kg). Panels A and B display the immunocontent (normalyzed 

by the β-tubulin immunoreactivity) of adenosine A1 (n= 4-5) (A) and A2A receptors 

(n=6-7) (B) presented as means ± S.E.M. Representative Western blot examples of 

A1 and A2A receptors, as well as β-tubulin detection are displayed below each bar 

graph. Panels C and D display the quantitative real time PCR analysis of the relative 

mRNA levels of Adora1 and Adora2a (normalyzed by the expression levels of the 

internal control gene, Tbp), presented as means ± S.E.M. (n= 4-5 per group). * 

P<0.05 comparing control versus STZ-treated rats using an unpaired Student´s t-test.  
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Figure 1 
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Figure 2 
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4.2. EFEITO DA CAFEÍNA SOBRE A MEMÓRIA DE RECONHECIMENTO 

 Previamente à tarefa de reconhecimento de objeto novo, o efeito dos 

tratamentos sobre a atividade locomotora foi avaliado no campo aberto. Não foi 

observada diferença significativa na distância total percorrida entre os grupos 

(P = 0.4917) (Figura 4). 

 A análise do tempo de exploração total dos objetos durante as sessões 

de treino e teste revelou efeito significativo das sessões [F (1,38) = 9.14. P = 

0.0045] (Figura 5), indicando que os animais de todos os grupos apresentam 

menor tempo de exploração total na sessão de teste. O tempo de exploração 

do objeto familiar na sessão de teste também foi analisado, sendo apenas o 

efeito das sessões significativo [F (1,38) = 37.65, P < 0.0001] (Figura 6). 

 Na tarefa de reconhecimento de objetos houve significativa interação 

entre os tratamentos [F (1,38) = 4.491, P = 0.041] e a análise das medidas 

repetidas (índex treino x índex teste) revelou significativo efeito preventivo do 

tratamento com cafeína sobre comprometimento do desempenho na tarefa 

induzido por STZ [F (1,38) = 46.195, P < 0.001] (Figura 7). 
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Figura 4 

 

 

 

 

Figura 5 
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Figura 6 

 

 

Figura 7 
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5. DISCUSSÃO 
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 Considerando que sistemas modulatórios podem ser modificados sob 

condições patológicas e de declínio cognitivo, o objetivo deste trabalho foi 

elucidar o perfil dos receptores A1 e A2A no modelo de demência esporádica 

induzida por STZ e determinar uma possível eficácia da cafeína na prevenção 

do déficit mnemônico desse modelo.  

 A primeira parte desta dissertação de mestrado foi dedicada a 

determinar se a densidade e/ou expressão dos receptores A1 e A2A estão 

modificadas no modelo de demência esporádica induzida por STZ.  

 A infusão i.c.v. de STZ em ratos tem sido descrita como um modelo 

apropriado de DA do tipo esporádica, uma vez que apresenta progressiva 

deterioração da memória e os marcadores bioquímicos e morfológicos da DA 

(Lester-Coll et al., 2006; Salkovic-Petrisic et al., 2006). Neste estudo, os 

animais infundidos com STZ apresentaram comprometimento do desempenho 

da memória de curto prazo, de acordo com o já documentado papel da insulina 

no desempenho da memória (Zhao et al., 1999; de la Monte e Wands, 2005) e 

o comprometimento da sinalização insulínica observado na DA (de la Monte e 

Wands, 2005; Rivera et al, 2005; Steen et al., 2005). Ratos infundidos com STZ 

não apresentaram diferença significativa na distancia total percorrida na tarefa 

do campo aberto e, portanto, alterações na atividade locomotora não estão 

relacionadas ao déficit observado na tarefa de reconhecimento do objeto novo. 

Neste trabalho apenas a memória de curta duração foi testada, pois o 

desempenho nessa tarefa se deteriora à medida que o período de tempo entre 

as sessões de treino e teste aumenta (Sik et al., 2003) – embora alguns 

estudos tenham avaliado a memória de longo prazo nessa tarefa. Além disso, 
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marcante comprometimento da memória de curto prazo é um dos sintomas 

precoces da DA (Selkoe, 2001). A análise por Western blot dos receptores A1 e 

A2A no hipocampo total quatro semanas após a infusão i.c.v. de STZ revelou 

aumento do imunoconteúdo de A2A, sem modificação significativa dos níveis de 

receptores A1 na comparação com o grupo controle. Não foi encontrada 

modificação dos níveis do mRNA codificador para ambos os receptores e, 

portanto, o mecanismo por trás da modificação da densidade do A2A 

hipocampal encontrada nesse estudo ainda permanece desconhecido. Este é o 

primeiro estudo a avaliar a densidade dos receptores de adenosina no 

hipocampo em modelo animal de demência esporádica. Os resultados aqui 

apresentados fornecem evidência direta de que a densidade dos receptores 

A2A está modificada nesse modelo. Muitas evidências apontam para um papel 

dos receptores de adenosina em doenças neurológicas, uma vez que a 

sinalização pela adenosina tem papel chave na modulação fina das sinapses 

excitatórias. Assume-se que, em estado basal, a adenosina – atuando via 

receptores A1 – mantém uma inibição tônica da transmissão excitatória e, sob 

altas freqüências de disparo, uma facilitação tônica mediada pelos receptores 

A2A. Em acordo com essa idéia, grande parte dos distúrbios neurológicos 

envolve, em algum ponto, excitotoxicidade resultante de estimulação excessiva 

do sistema excitatório (Lipton e Rosenberg, 1994) e evidências sugerem que 

sob condições de neurodegeneração o balanço entre os receptores A1 e A2A 

pode ser modificado, favorecendo os receptores facilitatórios A2A. No entanto, 

consideravelmente poucos estudos têm sido dedicados à avaliação dos efeitos 

de estímulos nocivos de longo prazo sobre a densidade e eficiência dos 

receptores A2A e a maioria deles têm como foco no estriado, que contém alta 
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densidade desses receptores. Curiosamente, a modificação dos receptores A2A 

observada sob estímulos nocivos parece ser mais relevante em regiões extra-

estriatais. Os receptores A2A são pouco expressos no hipocampo de ratos 

saudáveis (Giménez-Llort et al., 2007; Rodrigues et al., 2008) e o aumento do 

imunoconteúdo de receptores A2A encontrado neste trabalho está de acordo a 

maioria dos estudos dedicados à investigação de modificações desses 

receptores em áreas límbicas e córtex cerebral de modelos animais 

caracterizados por comprometimento cognitivo (revisado por Cunha e 

Agostinho, 2010).  

 Aumento da densidade dos receptores A2A no hipocampo acompanhado 

de comprometimento da memória foi encontrado em condições como 

envelhecimento (Canas et al., 2009b), DM tipo I (Duarte et al., 2006) e estresse 

(Cunha et al., 2006). A habilidade da cafeína em prevenir o déficit de memória 

nesses modelos (Cunha et al., 2006; Costa et al., 2008a; Duarte et al., 2006œ; 

Cognato et al., 2010) e a observação de que esse efeito protetor é mimetizado 

por antagonistas seletivos dos receptores A2A (Prediger et al., 2005; Cunha et 

al., 2006; Cognato et al., 2010) forneceu uma base conceitual para a 

investigação da possível eficácia da cafeína no modelo de demência induzida 

por STZ. Portanto, a segunda parte deste trabalho foi dedicada à determinação 

da possível eficácia da cafeína na prevenção do déficit de memória do modelo 

de demência induzida por STZ.  

 Ratos Wistar adultos machos foram tratados por duas semanas com 

água de beber ou cafeína (1 mg/mL) previamente à administração i.c.v. de STZ 

ou veículo. Após a infusão i.c.v, os animais foram submetidos a mais quatro 



77 
 

semanas de tratamento com água de beber ou cafeína. Ao final dos 

tratamentos, foi realizada a avaliação da atividade locomotora em um campo 

aberto e o teste de reconhecimento de objetos. O tratamento com cafeína 

preveniu o déficit de memória de reconhecimento do modelo de demência 

induzida por STZ, conforme indicado pelo índex de reconhecimento na tarefa 

de reconhecimento do objeto novo 90 minutos após o treino. Não foi observado 

efeito significativo do tratamento com cafeína sobre a atividade locomotora em 

nenhum dos grupos.  

 As hipóteses atuais sobre o mecanismo pelo qual o bloqueio dos A2A 

confere neuroproteção versam sobre a habilidade desses receptores em 

controlar o grau de estimulação do sistema excitatório e os processos 

neuroinflamatórios, uma vez que ambos os eventos estão envolvidos na 

maioria dos processos de neurodegeneração (Lipton e Rosenberg, 1994). O 

mecanismo pelo qual a demência induzida por STZ leva a modificação do 

imunoconteúdo de A2A encontrada neste estudo permanece desconhecia. A 

aparente discrepância entre os dados de Western blot e qPCR (i.e. aumento do 

imunoconteúdo de A2A sem modificação da expressão do mRNA codificador 

desse receptor) sugere que no modelo de demência induzida por STZ a taxa 

de renovação do A2A é mais afetada que a síntese desse receptor. É 

importante ressaltar que o aumento do imunoconteúdo de A2A descrito neste 

estudo não discrimina proteínas intracelulares daquelas ligadas à membrana. 

Portanto, a modificação da densidade de A2A no modelo de demência induzida 

por STZ ainda necessita ser investigada a nível funcional. Ainda, deve ser 

salientado que os ensaios de Western blot foram realizados após um período 

crônico de demência e a idéia de que a ativação dos receptores A1 é mais 
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relevante na fase aguda da injúria encefálica (Sweeney, 1997) pode fornecer 

uma compreensão sobre o porquê neste estudo não foi encontrada 

modificação significativa do imunoconteúdo desse receptor no modelo de 

demência induzida por STZ. Entretanto, não foi testado se a ativação dos A1 

pode ocorrer nos estágios iniciais da demência nesse modelo. Em 

contrapartida, os receptores A2A parecem ter um relevante papel em estágios 

mais avançados da lesão e sob condições nocivas crônicas, como em doenças 

neurodegenerativas (Pinna et al., 2002; Rebola et al., 2005). Essa observação 

está de acordo com o aumento do imunoconteúdo de A2A encontrado neste 

estudo e, considerando que a STZ exerce seus efeitos por meio do 

comprometimento da sinalização encefálica da insulina, os resultados 

apresentados nesta dissertação sugerem que os receptores de adenosina 

podem ter um papel também nesse contexto. Além disso, o efeito neuroprotetor 

da cafeína sobre a memória no modelode demência induzida por STZ sugere 

que o bloqueio dos receptores de adenosina pode ser uma estratégia eficaz em 

condições nas quais há alteração no metabolismo encefálico da insulina. 
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6. CONCLUSÕES 
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 Neste trabalho o comprometimento de memória resultante da 

administração i.c.v. de STZ em ratos foi confirmado utilizando a tarefa de 

reconhecimento do objeto novo. Esse achado está de acordo com evidências 

prévias e legitima a utilização da infusão i.c.v. de STZ como um modelo de 

demência esporádica neste estudo.  

 Pela primeira vez, foram caracterizados o imunoconteúdo e a expressão 

dos receptores hipocampais de adenosina A1 e A2A em modelo animal de 

demência esporádica. O aumento do imunoconteúdo de A2A encontrado neste 

trabalho está de acordo com estudos prévios em outros modelos 

caracterizados por comprometimento da memória, indicando, portanto, um 

papel desses receptores também no modelo de demência esporádica. Ainda, o 

aumento do imunoconteúdo de A2A encontrado neste trabalho não está 

associado à modificação significativa da expressão do mRNA codificante desse 

receptor, indicando modificações de ordem pós-traducional.  

 Além disso, este é o primeiro estudo a demonstrar a habilidade da 

cafeína em prevenir o comprometimento da memória de reconhecimento no 

modelo de demência esporádica. Portanto, os dados apresentados neste 

trabalho corroboram o papel neuroprotetor do consumo crônico de cafeína e 

demonstram que a manipulação do sistema adenosinérgico é uma promissora 

estratégia neuroprotetora também sob condições de comprometimento da 

sinalização insulínica encefálica. 
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