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Resumo

Estresse oxidativo é um desequilibrio entre a geracao de radicais livres e a
capacidade de defesa do sistema antioxidante endégeno. Sabe-se também que o
acumulo extracelular de aminoécidos excitatérios leva a uma exacerbada
estimulacéo de seus receptores, provocando insultos oxidativos no cérebro e pode
levar a uma série de eventos que podem ser os causadores de diversas patologias
como isquemia e doencgas neurodegenerativas. A adenosina, ao ligar-se aos seus
receptores, age como neuromoduladora da liberacdo desses neurotransmissores,
protegendo as células contra o estresse oxidativo. Alem disso, sabe-se que a
ativacdo de receptores de adenosina promove um aumento da atividade de
enzimas antioxidantes.

A Cafeina tem sua principal acdo farmacoldgica através do antagonismo
ndo seletivo dos receptores de adenosina, causando o bloqueio dos mesmos, e
neste caso leva ao acumulo de neurotransmissores no meio extracelular.
Entretanto em altas concentragfes, ela pode, por si so, ter agcdo antioxidante,
“sequiestrando” radicais livres e, desta maneira, protegendo a célula do dano
oxidativo. Por outro lado, alguns estudos demonstram que ela também pode ter
acdo pro-oxidante, quando em presenca de altas concentracfes de ions cobre e
pode ter acdo pré-apoptotica, via ativacao da caspase 3.

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo do efeito da ingestdo cronica
de cafeina (1g/L) por 7dias, sobre a atividade de enzimas de defesa antioxidantes
(CAT, GSH-Px, SOD) em homogenato de hipocampo, cerebelo e estriado de ratos
Wistar adultos. N6s também medimos a producdo de radicais livres e a
peroxidacao de lipideos.

Os resultados obtidos demonstraram que cafeina, administrada
cronicamente, causa um aumento na peroxidacdo dos lipideos de membranas e
uma diminuicdo nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px, nas

trés estruturas analisadas quando comparadas ao controle, porém nao foi



Vi

observada alteracdo na atividade da catalase. Além disso, ndo encontramos
alteracdo nos niveis de producdo de radicais livres. Portanto, embora alguns
trabalhos demonstrem que a ingestdo crbnica de cafeina pode ter uma acédo
neuroprotetora, em nosso trabalho nds demonstramos que cafeina pode
potencialmente provocar dano celular em estruturas cerebrais através da
diminuicdo das enzimas antioxidantes. Provavelmente, esse efeito seja devido a
uma diminuicdo da expressao e/ou niumero de receptores de adenosina (A; ou Ap)
ou a cafeina esta agindo somente como antagonista competitivo, bloqueando a
acao da adenosina enddgena. Outros experimentos S&80 necessarios para

comprovar esta hipotese.
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l.INTRODUCAO

I.1 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

1.1.1 Definicdo

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo continuamente
sendo produzidas como parte de processos metabdlicos (URSO & CLARKSON,
2003).

Radical livre compreende toda estrutura quimica capaz de apresentar
orbitais contendo um ou mais elétrons desemparelhados (CASTAGNE et al., 1999;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; EVANS, 2000), os quais conferem ao radical
livre uma grande capacidade de reagir com moléculas alvo.

Espécies reativas de oxigénio é um termo coletivo que engloba radicais
livres e “ndo radicais” (que ndo possuem numero impar de elétrons ou elétrons
desemparelhados) derivados de oxigénio. Entretanto, esses nao radicais também
sdo capazes de reagir com moléculas alvo, portanto sua ag¢do pode ser tao
prejudicial quanto a acdo dos proprios radicais livres (MENEGHINI, 1987;
CASTAGNE et al., 1999; MATES, 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

As ERO incluem radicais livres oxigenados e compostos “nédo radicais” de

alta reatividade contendo a&tomos de oxigénio (Tab. 1).



Radicais Ndo Radicais

Anion superoxido (Oze7) | Peroxido de Hidrogénio (H20,)

Radical hidroxila (OHe) | Ac. Hipocloroso (HOCI)

Radical Peroxil (RO2e) Ozobnio (O3)

Radical Alcoxil (ROe) Oxigénio Singlet

Hidroperoxil (HOze) Peroxinitrito (ONOQO")

TABELA 1: Espécies reativas de oxigénio

1.1.2 Efeitos fisioldgicos

O envolvimento das espécies reativas de oxigénio nas causas de dano e
morte celular é cada vez mais reconhecido. Os radicais superoxido e hidroxila,
guando associados com o aumento de processos peroxidativos e ligados a baixas
concentracbes de antioxidantes, estdo envolvidos em um grande numero de
doencas degenerativas. (MATES, 2000).

Por serem espécies em constante estado de transicdo, devido a sua alta
reatividade quimica, as ERO podem reagir com molécula biolégicas como lipideos
de membrana, acidos graxos e fosfolipideos, transformando este em um radical
secundario, podendo iniciar assim um processo Vicioso muito nocivo para a ceélula
(CASTAGNE et al., 1999; EVANS, 2000). Quando essas moléculas bioldgicas sao
provenientes da membrana lipidica, pode haver uma peroxidacdo dos lipideos de
membrana e oxidacdo de algumas enzimas, levando a intensa oxidacado de
proteinas até sua degradacdo (MATES, 2000). Porém, quando esses radicais
reagem entre si, este processo oxidativo € interrompido (CASTAGNE et al., 1999;
EVANS, 2000). Portanto, sédo geralmente consideradas espécies danosas para as

células, embora a fisiologia celular normal envolva a continua producdo de



radicais livres, principalmente derivados da cadeia respiratoria mitocondrial
(CASTAGNE et al., 1999).

O radical hidroxila é a mais temivel das ERO, pois é o radical livre mais
reativo e ndo ha enzima que catalise sua remocao. Por ser extremamente instavel,
ndo escolhe alvo e atacam qualquer estrutura biolégica para se estabilizar,
inclusive os lipideos de membrana. Este radical pode ser formado pelas reacdes
de Haber-Weiss ou de Fenton demonstradas nas reacdes 1 e 2 (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

H,0, +0,°~ Fe'icu” = OH*®+OH"

»

Reacao 1: Reacdo de Haber-Weiss (com cobre ou ferro)

H,0,+ Fe*?/ Cu*— Fe™/Cu™+OH +OH"®

Reac&o 2: Reagéo de Fenton (com cobre ou ferro)

Se por um lado altos niveis de ERO, associados a um ineficiente sistema de
defesa antioxidante sédo prejudiciais ao organismo podendo levar ao estresse
oxidativo, por outro lado, baixos niveis de ERO podem ser indispensaveis para
varios processos, agindo como mensageiros intracelulares e levando, entre outras
coisas, a proliferacdo ou a apoptose (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). Além
da respiracdo mitocondrial, h& outras fontes fisiologicas de producdo de radicais
livres tais como: fagocitose, enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, citocromos
P-450 e a enzima xantina oxigenase (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).



|.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo descreve o estado celular em que o mecanismo
antioxidante ndo consegue manter o equilibrio do conteldo de radicais livres.
Como consequéncia desse estresse, 0s constituintes celulares sdo rompidos e os
radicais livres desencadeiam uma série de reacdes de forma descontrolada
(CASTAGNE et al., 1999).

Desta forma, estresse oxidativo pode ser visto como consequiéncia de uma
diferenca entre a producdo de ERO e a habilidade da célula se defender contra
esses radicais, 0 que pode levar a morte celular (CASTAGNE et al., 1999; EVANS,
2000). O estresse oxidativo esta envolvido em muitas patologias agudas do
sistema nervoso central (SNC) tais como; isquemia, trauma encefalico,
excitotoxicidade e varias doencas neurodegenerativas (TAKUMA et al., 2004).

Alguns fatores determinam a vulnerabilidade do cérebro ao estresse
oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999):

X Alto transporte de Ca*? através de membranas neuronais; qualquer alteracéo
neste fluxo pode gerar estresse oxidativo.

X Presenca de aminoacidos excitatérios, que podem gerar estresse oxidativo.
X Alto consumo de oxigénio por unidade de massa de tecido

<> Muitos neurotransmissores sdo moléculas auto-oxidaveis

X Vérias areas do cérebro contém altas concentracdes de ferro (por exemplo,
a substancia nigra, o nacleo caudado, o putamen e o globus palidus)

X As membranas lipidicas neuronais contém alta quantidade de acidos graxos
de cadeia lateral poliinsaturada

X O metabolismo cerebral normal gera perdxido de hidrogénio; um exemplo
disso é a oxidacao da dopamina pela monoaminaoxidase (MAO)

X O cérebro possui baixos niveis de defesas antioxidantes

.

X Algumas células gliais (microglias), como os macréfagos, podem produzir

0," e H,0; quando ativados.



|.3 Defesas antioxidantes

A prevencdo do estresse oxidativo € um processo essencial em todo o
organismo aerobico, pois pode causar dano ao DNA. O aumento da peroxidagao
de lipideos associado a baixa protecdo antioxidante pode levar a citotoxicidade,
alergia, mutagenicidade e/ou carcinogenicidade (MATES, 2000). Para manter a
producdo de radicais livres em niveis que nao tragam prejuizo para a homeostasia
celular, o organismo lanca mao de alguns sistemas de defesa, isto é,
antioxidantes.

Um antioxidante € qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracdes, comparadas aquelas de um substrato oxidavel (proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA), impede ou atrasa significativamente a oxidagdo daquele
substrato. A citoprote¢do contra radicais livres € promovida por um sistema de
defesa que compreende antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos (PERES,
1994; BERGENDI et al, 1999).

[.3.1 Defesas enzimaticas

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
glutationa redutase (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

1.3.1.1- SOD:

A SOD existe sob a forma de trés isoenzimas nas células humanas: a) SOD
citosdlica, contendo ions cobre e zinco, b) SOD extracelular, contendo ions cobre
e zinco e ¢) SOD mitocondrial, contendo ions manganés. Esta enzima remove, por
reacdo de dismutacdo, o radical superéxido (O,"), que é um radical livre muito

reativo, formado pela reducdo do oxigénio molecular. Durante a reacdo de



dismutacdo do O," ha producdo de peréxido de hidrogénio (H.O,) (Reacédo 3).
Esta ERO pode reagir com outro anion superoxido e formar o poderoso radical
hidroxila (OH °*), por isso deve ser rapidamente eliminado. As enzimas que
catalisam a remocédo do H,O, sdo a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px) (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

0, +0," +2H" _5°° | H,0,+ 0O,

Reacao 3: Dismutagdo do radical superéxido catalisada pela SOD.

1.3.1.2 CAT:

A catalase é uma enzima composta de quatro subunidades, cada uma
contendo um grupamento heme. Nos eritrécitos pode proteger contra o H,O,,
formado pela auto-oxidacdo da hemoglobina. Esta enzima catalisa diretamente a
decomposicdo de 2H,0O, em duas moléculas de adgua e uma de oxigénio como
demonstrado na reacdo 4 (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

2H,0, AT 2H,0 + O,

—_—

Reacé&o 4: Decomposigdo do perdxido de hidrogénio catalisada pela catalase.



1.3.1.3 GSH-Px:

A glutationa peroxidase encontra-se presente em animais, plantas e muitas
bactérias aerbbicas. Apresenta em sua estrutura quatro subunidades protéicas,
cada uma contendo um atomo de selénio (Se), que é essencial para a atividade da
enzima. Ha dois tipos de GSH-Px uma que usa selénio como co-fator, que é
encontrada na matriz mitocondrial e no citosol e outra selénio independente, que
se encontra apenas no citosol e metaboliza exclusivamente hidroperoxidos
organicos. Esta enzima catalisa a reacdo de remocdo de varios hidroperoxidos
(ROOH e H,0,) através de sua reducdo a agua com oxidacado da glutationa
reduzida (GSH) (Reac¢do 5) e com isso protegendo as células de mamiferos contra
o dano oxidativo (MATES et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

H,0O, . 2GSH GSH-Px GSSG + 2H,0

»
|

Reacé&o 5: Reducéo do peroxido de hidrogénio catalisada pela GSH-Px.

1.3.1.4 glutationa redutase (GR):

A glutationa redutase complementa a acdo da GSH-Px por converter
glutationa oxidada em sua forma reduzida (MAGGIRWAR et al., 1994).

GR

GSSG + 2NADPH » 2GSH + 2NADP

Reacao 6: Conversdo de glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH).



|.3.2 Defesas nao enzimaéaticas.

Dentre as defesas ndo enzimaticas encontram-se varias moléculas
moléculas como o acido ascoérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
Caroteno e vitamina A que podem sequestrar os radicais livres ou parar a
propagacdo da reacdo em cadeia desses radicais. A glutationa (GSH), um
tripeptideo contendo grupamento tiol, € um eficiente antioxidante e também serve
de co-fator para a enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) (MATES et al., 1999;
CASTAGNE et al., 1999).

|. 4 Cafeina

Figura 1: Estrutura da cafeina

A cafeina (1,3,7 trimetil xantina) é a droga psicoativa mais usada no mundo.
Além de ser considerada um estimulante leve, esta presente em muitos alimentos
e bebidas como café e cha. Em humanos, sua absorcdo se da no trato
gastrintestinal e em 99% dos casos € absorvida em um tempo de
aproximadamente 45 minutos apés a ingestdo (FREDHOLM et al., 1999), sendo

principalmente metabolizada no figado para a forma de dimetil e



monometilxantina, 0s quais também apresentam atividade farmacoldgica
(FREDHOLM et al., 1999; LEON et al., 2002).

A acdo farmacoldgica da cafeina ocorre por meio de (1) antagonismo ndo
seletivo dos receptores de adenosina, (2) inibicdo de fosfodiesterases, (3) ativacao
de receptores de rianodina, um canal liberador de Ca?*' intracelular, (4)
antagonismo de receptores GABAx (FREDHOLM et al., 1999; SOLINAS et al.,
2002). Por outro lado, aléem de agir como estimulante no SNC (FREDHOLM et al,
1999; YAMATO, et al., 2002), ha evidéncias de que a cafeina pode apresentar
efeitos neurotéxicos por si s6 (He et al., 2003).

A cafeina altera a funcdo de vérios sistemas de neurotransmissores que
contribuem para a regulacdo de processos cognitivos, estado emocional, padréo
de sono, despertar e medo, esses efeitos sdo similares aos do estimulo de um
estresse intenso ou de mudancas de humor ou desordens emocionais (CONCAS
et al., 2000). Além disso, é usada como adjuvante analgésico em combinacao
com drogas como acetaminofem, aspirina e ibuprofeno. Esta agdo analgésica se
da principalmente, por meio de antagonismo dos receptores de adenosina
(DEVASAGAYAM et al., 1996; ABO-SALEM et al., 2004).Tem sido também,
demonstrado que a administracdo oral de cafeina em ratos pode aumentar ou
suprimir os efeitos das mutacdes induzidas por diferentes agentes mutagénicos
fisicos e quimicos, podendo aumentar a expressdo de genes supressores de
tumores (AZAM et al., 2003).

A cafeina e seus metabdlitos (principalmente a teofilina) parecem ter efeitos
bifasicos em roedores e humanos, onde baixas doses tém acdo estimulante na
locomocao enquanto altas doses causam depressdo (FREDHOLM et al., 1999). O
uso crénico de cafeina pode causar tolerancia para a acdo estimuladora desta
substancia e parece que receptores de adenosina estdo envolvidos nesta
tolerancia (SVENNIGSSON et al., 1999).

Os efeitos da cafeina tém sido estudados utilizando-se diferentes espécies
de animais e tecidos, onde o0 uso crdnico desta substancia pode ou néo induzir
alteracbes na funcionalidade dos receptores de adenosina do tipo A; e A..
(FREDHOLM, 1999; LEON et al., 2002). Alguns estudos tém demonstrado que o
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uso crénico de cafeina promove um aumento na funcionalidade e/ou na expressao
dos receptores A; de adenosina (GREEN & STILES, 1986; RAMKUMAR et al.,
1988; SVENNIGSSON et al., 1999) em diversas regides do cérebro, podendo
inclusive levar ao desenvolvimento de tolerdncia ao uso desta substancia
(SVENNIGSSON et al.,, 1999). Por outro lado, uma diminuicdo na expressao
destes receptores também tem sido observada pelo uso prolongado de cafeina ou
teofilina (LEON et al., 2002).

.5 Adenosina.

A adenosina € um constituinte metabdlito do sistema purinérgico, com duas
acbes no SNC: age como modulador homeostatico e como neuromodulador
sinaptico, ndo sendo considerada neurotransmissor por ndo ser armazenada em
vesiculas.

Os niveis de adenosina no espaco extracelular sdo mantidos por sua
liberacdo direta, através de transportadores bi-direcionais especifico ligados a
membrana plasmatica e por sua formacéo através do catabolismo extracelular do
ATP liberado (AGOSTINHO et al., 2000; REGO et al., 1997).

A liberacdo do ATP ocorre juntamente com outros neurotransmissores a
partir de vesiculas sinapticas (RAMKUMAR et al.,, 2001) ou apos estimulagéo
elétrica, como na depressao de longa duragéo (LTP), por agentes despolarizantes
(CUNHA et al., 1996). Pela ac&o conjunta das enzimas ATP difosfoidrolase e ecto-
5’-nucleotidase o ATP, ADP e AMP séo degradados até adenosina (RANKUMAR
et al.,, 1995; MONS E COOPER, 1995). A regulacdo e/ou expressdo da enzima
ecto-5'-nucleotidase € critica para a regulacdo dos niveis de adenosina
(RAMKUMAR et al., 2001). Outra fonte de adenosina € o AMP ciclico (AMPc), o
qual é liberado no espaco extracelular quando sua concentragdo intracelular

aumenta devido a ativacao de receptores acoplados positivamente a adenilato
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ciclase (AC). No espaco extracelular o AMP ciclico é degradado a AMP pela agéo
de uma ecto-fosfodiesterase (RANKUMAR, 2000; MONS & COOPER, 1995).

A existéncia de transportadores bi-direcionais ndo concentradores para
adenosina permite trocas nas suas concentragdes intra e extracelulares e, com
iSso 0 excesso de adenosina no espaco extracelular pode ser rapidamente
removido (CUNHA, 2001; RAMKUMAR et al., 2001). Em condi¢cdes normais a
adenosina captada € fosforilada pela enzima adenosina quinase a AMP e
subsequentemente a ATP. Em condi¢des de estresse metabdlico e/ou situacdes
nas quais ocorre um grande aumento nos niveis de adenosina no espago
extracelular, essa enzima facilmente satura e, portanto, a adenosina extracelular é
metabolizada a inosina pela enzima adenosina deaminase (ADA) (REGO et al.,
1997; RAMKUMAR et al, 2001).

A adenosina age atravées de diferentes subtipos de receptores,
denominados A;, Aca, Az € Az (SARANSAARI & OJA, 2003), acoplados, via
proteina G heterotrimérica (o, B, 7y), a diferentes sistemas de segundo
mensageiros (PALMER & STILES, 1995), incluindo adenilato ciclase, guanilato
ciclase, fosfolipase C, fosfolipase A,. Adenosina pode também alterar canais de
célcio (Ca*?) e potassio (K*) (KAISER & QUINN, 1999).

A acdo neuromoduladora da adenosina se deve ao fato de que,
dependendo do subtipo de receptor ativado, ela pode aumentar (receptor A;) ou
diminuir (receptor A;) a liberacdo de outros neurotransmissores, inclusive
aminoacidos excitatdrios contribuindo assim para um aumento ou diminuicdo da
atividade neuronal, respectivamente (PALMER & STILES,1995). Além disso, tem
sido demonstrada uma interacdo entre estes subtipos de receptores (uma célula
pode apresentar ambos 0s subtipos de receptores): a ativacdo de receptores A;
inibe a ligacdo da adenosina aos receptores A;. Portanto, quando as células sao
expostas a antagonistas especificos de receptor A, prepondera a acao da
adenosina nos receptores A; (LOPES et al., 1999).

Em relacéo a localizacdo no SNC, receptores A; e principalmente A,a Sa0

amplamente expressos em estriado (QUARTA et al., 2004). No cortex cerebral,
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cerebelo, hipocampo e hipotalamo ha uma maior incidéncia dos receptores A;
(RAMKUMAR et al., 2001).

A adenosina, por sua importante acdo moduladora na atividade neuronal,
apresenta significantes propriedades neuroprotetoras (principalmente através da
ativacdo de receptor A;), demonstrado em modelos de hipdxia, isquemia,
excitotoxicidade e trauma, entretanto sua acdo contra os efeitos deletérios das

ERO sobre as células nervosas tem sido pouco estudada (ALMEIDA et al., 2003).

.6 Adenosina, Cafeina e Citoprotecao.

O cérebro é especialmente suscetivel ao dano oxidativo (HARRIS, 1992;
CASTAGNE et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). As espécies
reativas de oxigénio sdo participantes chaves das causas deste dano, entre outras
coisas, por estarem envolvidos em processos neurodegenerativos, incluindo morte
celular, doengas neuromotoras. Além disso, a disfuncdo de enzimas antioxidantes
tem sido associada a doencas neurodegenerativas como mal de Alzheimer,
doenca de Hunthington e doenca de Parkinson (MATES, 2000). De um modo geral
estas situacdes sempre apresentam um envolvimento dos aminodcidos
excitatorios (OZAWA et al., 1998).

Vérios trabalhos vém demonstrando que a adenosina estad envolvida na
citoprotecdo do SNC. O mecanismo mais aceito para explicar esta acao
neuroprotetora da adenosina envolve a ativacio dos receptores A; de adenosina
pré e poés-sinapticos, inibindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios
(RAMKUMAR et al., 2001; CUNHA 2001). A administracdo aguda de agonistas
para este subtipo de receptores tem sido largamente usada, pois reduz
significativamente o dano celular. Resultados opostos sdo obtidos, quando estes
agonistas sao aplicados cronicamente, pois promovem uma dessensibilizacdo dos
receptores A;. Por outro lado, antagonistas de receptores A; de adenosina tém

demonstrado uma ag&do neuroprotetora quando administrados cronicamente, pois
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a prolongada administracdo pode levar a um aumento da funcionalidade dos
receptores A; (VON LUBITZ et al., 1994; JACOBSON et al., 1996).

JA4 a ativacdo dos receptores A, aumenta a liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios (glutamato e analogos) e, portanto, pode levar a
um aumento do dano celular (O’REGAN et al., 1992). Portanto, os antagonistas de
receptores A,n de adenosina tém sido considerados como sinalizadores do
desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras, em particular para desordens
neurodegenerativas, desde que eles ndo induzam a um aumento na expressao
dos receptores A,, quando administrados cronicamente (PINTOR et al., 2004).

Adenosina é liberada em diferentes tecidos sob condi¢cdes de estresse
oxidativo (REGO et al., 1997; MASINO et al., 1999; CHEN et al., 2001b). Além
disso, tem sido também demonstrado que, quando estes tecidos submetidos a um
estresse oxidativo sdo tratados com adenosina e/ou com agonista de seus
receptores, apresentam uma significativa diminuicdo da peroxidagcdo de lipideos
(YAVUZ et al., 1997; MAGGIRWAR et al., 1994), como também um aumento na
recuperacao do dano celular (ALMEIDA et al., 2003; MASINO et al., 1999).

Em experimentos onde se faz uso de tratamento com agentes
quimioterapicos que levam a geracdo de ERO, pode ser observada a influéncia
direta na expressdo dos receptores A;, através da ativacdo do NFxp (um fator
nuclear). Isto ¢, ERO podem aumentar a expressao de A; por ativar o sistema de
regulacdo de NFxP neste gene e, desta forma, estimular a acéo citoprotetora da
adenosina (NIE et al., 1998).

Além disso, tem sido demonstrada a agdo citoprotetora da ativacao do
receptor Az, cujo efeito é exercido através da estimulagéo da atividade de enzimas
antioxidantes celulares.

Experimentos com células basofilicas leucémicas de rato (RBL-2H3)
demonstram que a ativacdo dos receptores A; de adenosina leva a um aumento
na ativacdo das enzimas SOD, CAT, GSH-Px e glutationa redutase, além de uma
diminuicdo da lipoperoxidacéo. Estes efeitos foram bloqueados por teofilina, um
antagonista inespecifico de receptores de adenosina e metabdlito da cafeina.

Aumento similar na atividade destas enzimas é também observado em células
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endoteliais, cardiomiocitos e células de musculo liso, mas nestes tecidos o
aumento nas atividades das enzimas antioxidantes pode ser devido a ativagdo dos
receptores A; ou A, de adenosina (MAGGIRWAR et al., 1994). Esta acéo
estimulatéria parece envolver fosforilacdo das enzimas, mediada pela proteina
quinase C, indicando que o mecanismo de fosforilagcdo/defosforilacdo apresenta
uma importante funcdo na ativacdo dessas enzimas antioxidantes (MEI et al.,
1999). Portanto, a ativagdo das defesas antioxidantes pela adenosina tem sido
proposta como um novo mecanismo para acao neuroprotetora desta substancia
(RAMKUMAR et al., 2001).

O principal mecanismo de acao da cafeina no cérebro é por meio de um
bloqueio nao seletivo dos receptores de adenosina, principalmente dos receptores
A1 e Aza. Assim o tratamento agudo de animais com cafeina, por antagonizar os
efeitos enddgenos da adenosina, pode ser potencialmente citoprotetor (atraves do
blogueio de A) ou citotoxico (através do bloqueio de A;) (FREDHOLM et al.,1999).

Como ja comentado acima, tratamentos prolongados com agonistas dos
receptores A; de adenosina causam diminui¢do na funcionalidade e/ou expresséo
dos receptores A; e acentuam o dano causado pelo episddio isquémico, enquanto
que ratos tratados cronicamente com cafeina podem apresentar um aumento na
funcionalidade e/ou expressdo de receptores A; no cérebro, sendo mais
resistentes a isquemia. (JACOBSON et al., 1996; RUDOLPHI et al., 1989).

Por outro lado, a cafeina e seus metabdlitos, em altas concentracdes (nédo
fisiol6gicas), por sua habilidade de “seqlestrar” OH® e elétrons potencialmente
danosos, parecem ter por si s6 atividade antioxidante na prote¢cdo de membranas
contra o dano oxidativo causado por ERO (Fig. 2) (DEVASAGAYAM et al., 1996;
LEE, 2000; AZAM et al., 2003). Porém, estas substancias podem ligar-se a ions
cobre, levando a reducdo de Cu?* para Cu'*, o qual em presenca de oxigénio
molecular (O;) podem levar a produgcdo de ERO, conferindo a estas sustancias
uma atividade pré-oxidante (AZAM et al., 2003).
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Figura 2: Provavel mecanismo da agdo antioxidante da cafeina (AZAM et al.,

2003).

Além disso, ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD Cu/Zn,
CAT e GSH-Px) em figado e coracdo de ratos de 22 e 30 dias de vida tratados
com cafeina, foi observado que a cafeina somente aumentou a atividade da SOD
Cu/Zn no coracdo (ROSSOWASKA & NAKAMOTO, 1994). No entanto, em células
Jurkat T, a cafeina promoveu uma diminui¢do nos niveis basais da atividade da
GSH-Px, apesar de que uma diminuicdo na peroxidacdo de lipideos também foi
observada (ERBA et al., 2003). J& em cérebro de ratos, foi demonstrado que a
cafeina aumenta a peroxidacdo de lipideos induzida por trauma encefélico
(MOUTAERY et al., 2003).

No sistema nervoso, a acdo da cafeina sobre o sistema de defesa
antioxidante ndo tem sido devidamente avaliado, apesar das crescentes

evidéncias do envolvimento da adenosina no estresse oxidativo.
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II. OBJETIVOS

Tendo em vista que:
1- a ativacao de receptores de adenosina promove um aumento na atividade de
enzimas antioxidantes em varios tipos celulares, o que vem sendo considerado
COMO um novo mecanismo citoprotetor desta substancia.
2- cafeina, substancia largamente utilizada pela populacdo em geral, € um
antagonista destes receptores:
O objetivo deste trabalho é averiguar o efeito da ingestao cronica de cafeina sobre
parametros oxidativos. Para tanto ratos Wistar adultos foram tratados com cafeina
(1g/l) ou com agua (controle) e apos 7 dias foram sacrificados,as estruturas do
SNC (hipocampo, cerebelo e estriado) foram retiradas e analisados 0s seguintes
parametros:

a) atividade da enzima de defesa antioxidante catalase

b) atividade da enzima de defesa antioxidante glutationa peroxidase e

c) atividade da enzima de defesa antioxidante superoxido dismutase

d) producéo de radicais livres

e) peroxidacao de lipideos
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lIl. MATERIAIS E METODOS

1.1 Animais

Foram utilizados 22 ratos machos Wistar de 60 dias de idade, provenientes
do Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da UFRGS. Os
animais foram pesados, randomicamente separados e mantidos em caixas
plasticas com 270 x 260 x 310 mm com assoalho recoberto com serragem (5
animais por caixa). Eles foram mantidos sob periodos de 12 horas luz e 12 horas
escuro e sob temperatura de 22°C. Recebiam agua ou solucéo de cafeina (1g/L) e

racao a vontade.

[11.2 Grupos Experimentais

Foram analisados dois grupos experimentais: animais tratados com agua

(grupo controle) ou com cafeina 1g/L dissolvida na agua de beber (grupo cafeina)

por 7 dias, tendo sido tratados 11 animais por grupo. Ao final do tratamento os
animais foram sacrificados por decapitacdo. As trés estruturas (hipocampo,
cerebelo e estriado) foram rapidamente dissecadas (as meninges e sangue
retirados), mantidas em solugcdo tampédo salina/fosfato (PBS) em pH 7,4 e
pesadas, colocadas em frascos Eppendorf e congeladas em nitrogénio liquido até
o momento das dosagens, com excecdo da dosagem da catalase em que as

amostras foram utilizadas imediatamente apos a retirada das estruturas.
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[11.3 Reagentes

Todos os padrdes e reagentes foram obtidos das marcas Merck, Sigma ou

Randox.

lll.4 Preparo dos Homogeneizados.

Para a Catalase as estruturas, recém dissecadas, foram diluidas em
tampao fosfato de potassio 10mM (Tampéao Catalase, pH 7,4) diluicdo 1:10 (p/v).
As amostras foram sonicadas, centrifugadas a 3000g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante foi utilizado para as dosagens. O sobrenadante sofreu uma etapa de
extracdo onde a 200ul de sobrenadante foram adicionados 20pul de etanol (10%) e
agitados no Vortex. Incubou-se por 30 min no gelo e logo apds foram adicionados
20pl de Triton X-100 (10%) e agitado novamente no vortex (AEBI, 1984).

Para as outras dosagens (SOD, GSH-Px, producgé&o de radicais livres (DCF)
e Peroxidacao de Lipideos) as estrutura foram descongeladas, diluidas 1:10 (p/v)
em Tampao Fosfato 50mM/EDTA 1mM em pH 7,4 e sonicadas, centrifugadas a
3000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado e mantido em gelo para

posteriormente ser utilizado nas dosagens.

[11.5 Dosagem de proteinas

As proteinas foram dosadas pelo método de Peterson (1977), utilizando-se

como padrao uma solucéo de albumina bovina de 1mg/mL.
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[11.6 Catalase

A enzima catalase é altamente especifica e possui atividade apenas para
peréxido de hidrogénio (H,0,), hidroperdxidos de metila e etila.

Esta técnica baseia-se na medida da velocidade de consumo do peréxido
de hidrogénio na amostra, onde a atividade da catalase (CAT) €& diretamente
proporcional a taxa de decomposicdo do H,O,. As leituras das absorbancias séo
feitas em um comprimento de onda de 240nm, sendo este o comprimento de onda
onde ha a maior absorcéo pelo peroxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de
guartzo devido a alta energia do comprimento de onda no qual foram realizadas as

medidas.

Reagentes:

1) Tampéo fosfato de Potassio a 10mM em pH 7,6
2) Tampéo fosfato de potassio mais Peroxido de hidrogénio (H202)
30%.Concentracao final H,O, 18mM

Neste ensaio, 600ul da mistura do tampéo fosfato com H,O, foram adicionados
a 25ul do homogeneizado de amostra, o decaimento das absorbancias foram
monitorados espectrofotometricamente a 240nm por 4 min (AEBI, 1984). Para
zerar o aparelho foram utilizados 600ul de tampéo fosfato adicionados a 25ul do
homogeneizado de amostra. A atividade enzimética foi calculada como U de
CAT/mg proteina, porém os resultados foram expressos como percentual da

atividade enzimatica do grupo controle.
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lll. 7 Superoxido Dismutase (SOD)

A funcdo da SOD é acelerar a dismutacdo do radical toxico superéxido
(O2) produzido durante o processo oxidativo energético do peréxido de
hidrogénio e oxigénio molecular.

Este método (RANSOD - Randox) emprega xantina oxidase (XOD) para
gerar radicais superéxido, os quais reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4nitrofenol)-5-
cloretos de feniltetrazol (I.N.T.) para formar o composto de coloracdo vermelha, o
formazan. A atividade da SOD é medida através do grau de inibicdo desta reacdo

(Fig. 3) (Kit RANSOD da Randox).

4—

Oou
Cormo D s (o sl )

Figura 3: Principio do Método de dismutacdo do radical superoxido (O2")
catalisada pela SOD, utilizando o Kit comercial RANSOD - Randox, o qual
emprega o sistema Xantina-Xantina oxidase, medindo a formacdo de um

composto (Vermelho de formazan).
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Reagentes:

-Kit Ransod (Superoxido dismutase) da Randox composto de: Substrato misto
(Xantina + I.N.T), Tampéao, Xantina Oxidase, Padrao.

As dosagens das amostras foram processadas em duplicata, onde 170ul de
substrato misto (xantina) foram adicionados sobre 5ul do homogeneizado de
amostra, homogeneizados vigorosamente, incubados em placa de aquecimento a
37°C por 5 minutos. Ao final da incubacdo foram adicionados 25ul de xantina
oxidase e apos cronometrado 1minuto foi obtida a absorbancia inicial, retornando
a placa para o aquecimento, sempre ao abrigo da luz. Apés 3 minutos foi obtida a
absorbancia final em um comprimento de onda de 505nm. A atividade enzimatica
foi calculada como U de SOD/mg proteina, porém os resultados foram expressos

como percentual da atividade enzimética do grupo controle.

[11.8 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a reacdo de varios
peroxidos principalmente peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos organicos. Para
essa reducao a GSH-Px utiliza o grupamento sulfidril da glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG), A forma reduzida (GSH) pode ser
regenerada pela interacdo da GSSG com NADPH através da enzima glutationa
redutase. Desta forma a atividade da enzima GSH-Px pode ser determinada
medindo-se o consumo de NADPH (HALLIWEL & GUTERIDGE, 1999).



22

Reagentes:

1) Tampéo de incubacéo (tampéao fosfato de potassio 20mM/EDTA 1mM/azida
0,8 mM em pH 7,7). A azida tem a funcéo de inibicdo da catalase.

2) NADPH 0,625mM

3) Glutationa (GSH) 40mM

4) Glutationa redutase (GR) 40 U/mL

5) Tert-butilidroperéxido 5mM

Neste ensaio 20ul de NADPH e 110ul de tampdo de incubacdo foram
adicionados a 30ul do homogeneizado das amostras e pré-incubou-se a 37°C por
10 minutos. Logo apéds, foi adicionado 10ul de glutationa reduzida e 10ul de
glutationa redutase. Foram feitas as leituras da linha de base a 340nm por 4
minutos (de 20 em 20 segundos) mantendo-se a placa a 37°C. Adicionou-se 20ul
de tert-butilidroperéxido e a seguir foi feita a leitura da atividade da GSH-Px a
340nm por 4 minutos (de 20 em 20 segundos) sob temperatura de 37°C (FLOHE
& GUNZLER, 1984). Todas as leituras foram feitas no equipamento Espectromax.
As dosagens foram realizadas em duplicata.

A atividade enzimatica foi calculada como U de GSH-Px/mg proteina, porém os
resultados foram expressos como percentual da atividade enzimatica do grupo

controle.

[11.9 Diacetato de Difluoresceina (DCF)

Este teste foi descrito pela primeira vez em 1965 como um ensaio
fluorimétrico para peroxido de hidrogénio. Faz a conversdo do composto néo
fluorescente diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) no composto

fluorescente 2'-7' diclorofluoresceina. Varias espécies reativas de oxigénio e
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espécies reativas de nitrogénio (incluindo ONOQO") podem oxidar o DCFH, nao
diferenciando quais espécies sdo detectadas. A oxidacdo do DCFH pelas células
causa a fluorescéncia da difluoresceina, que pode facilmente ser visualizada (a
fluorescéncia é emitida em 525nm com excitagdo de 488nm). Esta técnica €
bastante utilizada como meio de determinacdo da producdo de radicais livres em

células vivas.

Reagentes:

1) DCFH-DA 0,2 mM
2) DCF 0,1uM

Neste ensaio 100ul de agua e 75ul de DCFH-DA foram adicionados a 25ul de
homogeneizado de amostra, homogeneizados em vortex e levados ao banho-
maria 37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. Separadamente, foi
preparada a curva de calibracdo onde se utilizou como padrédo o DCF 0,1uM
diluido em tampéo fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentracbes. Tanto
as amostras quanto a curva foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz.
Ao final dos trinta minutos foram feitas as leituras no fluorimetro (525nm excitacao
e 488nm de emissdo). Os resultados foram expressos em pmol de DCF
produzido/mg de proteina (WANG & JOSEPH, 1999).

lll. 10 Medida de Peroxidacéo de lipideos

As medidas de peroxidacdo de lipideos foram feitas pelo método das
Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), uma das medidas mais

amplamente utilizadas para este tipo de andlise, que se baseia na reacédo de
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aldeidos e outros compostos, em especial 0 malondialdeido (MDA), um produto

final da peroxidagéo de lipideos de membrana, com o &cido tiobarbitdrico (TBA).

Reagentes:

1) Acido tricloroacético 10%
2) Acido tiobarbitarico (TBA) 0,67%
3) Butanol

Este ensaio foi baseado no método de BUEGE & AUST, (1978), em que 250ul
de TCA 10% e 370ul de TBA 0,67% foram colocados sobre 125ul de
homogeneizado de amostra. Os tubos foram homogeneizados em vortex e
incubados em banho-maria fervente (100°C), ao abrigo da luz, por um periodo de
30 minutos. Apos resfriamento, foram adicionados 750ul de Butanol, os tubos
foram centrifugados a 3000g por 10 minutos e a fracado lipidica (sobrenadante) foi
utilizada nas dosagens. Ao final dos trinta minutos foram feitas as leituras das
amostras no fluorimetro (515nm excitacdo e 553nm de emissao) contra um branco
onde a preparacdo foi igual a dos tubos de amostra, somente utilizando-se o
tampao fosfato/EDTA pH 7,4 no lugar do volume da amostra. Foi utilizado como
padrao o 1,1,3,3 tetramethoxypropanol (TMP). Os resultados sdo expressos em
nmois de MDA/mg de proteinas.
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[11.11 Anéalise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do teste t-Student. Os
resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de determinacdes
ensaiadas em duplicatas. Para todos os experimentos, um valor de p<0,05 foi

considerado significante.
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V. RESULTADOS

IV. 1 - Glutationa peroxidase — GSH-Px

A medida de atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase, em
homogeneizado de estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado
(ES), de ratos Wistar, apés tratamento crénico (7dias) com cafeina (1g/L) ou agua
(Controle), apresentou diferenca significativa entre os grupos controle e cafeina. O
grupo cafeina apresentou uma menor atividade da GSH-Px, quando comparado
com o respectivo controle (HP 0,897 +0,221; CE 1,20 £0,144; ES 1,69 +0,271 - U
de GSH-Px/mg de proteina = DP), nas trés estruturas analisadas (Fig. 4 e Tab. 2).

O Controle
OCafeina
o 140
S 120 T * *
5 * T I
S 100 - J_ I J.
T
g 80- I | T
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= I
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S 20
S 0
Hipocampo Cerebelo Estriado

Figura 4: Atividade da enzima GSH-Px em diferentes estruturas do SNC de
ratos.

Resultados expressos em percentagem da atividade do controle.

*- diferenca significativa em relacdo ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Studente p<0,05). Hipocampo n=5, Cerebelo n=7, Estriado n=7.
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IV. 2 — Superoxido dismutase — SOD

A medida de atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase, em
homogeneizado de estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado
(ES), de ratos Wistar, apés tratamento crénico (7dias) com cafeina (1g/L) ou dgua
(Controle), apresentou diferenca significativa entre os grupos controle e cafeina. O
grupo cafeina apresentou uma menor atividade da SOD quando comparado com o
respectivo controle (HP 0,340 +0,052; CE 0,325 £0,069; ES 0,310 £0,055 — U de

SOD/mg de proteina + DP), nas trés estruturas analisadas (Fig. 5 e Tab. 2).
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Figura 5: Atividade da enzima SOD em diferentes estruturas do SNC de ratos.
Resultados expressos em percentagem da atividade do controle.
*. diferenca significativa em relacdo ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Student p<0,05). Hipocampo n=6, Cerebelo n=8, Estriado n=8.
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V. 3 — Catalase — CAT

A medida de atividade da enzima catalase, em homogeneizado de
estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado (ES), de ratos
Wistar, apos tratamento cronico (7dias) com cafeina (1g/L) ou agua (Controle),
ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos controle (HP 3,01 +0,59; CE
3,56 +0,81; ES 1,95 +0,28 -U de CAT/mg de proteina + DP) e cafeina nas trés

estruturas analisadas (Fig. 6 e Tab. 2).

O Controle
O Cafeina

140 ~
120 +
100 +
80 ~
60 -
40 -
20 ~

—t—
—t—
'_
——
—t—

% de atividade Controle
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Figura 6: Atividade da enzima CAT em diferentes estruturas do SNC de ratos.
Resultados expressos em percentagem da atividade do controle.
N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (teste t-Student p>0,05).

Hipocampo n=4, Cerebelo n=3, Estriado n=4.
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IV. 4 - Lipoperoxidagao — LPO

A Peroxidacdo de lipideos, medida através da técnica do TBARS, em
homogeneizado de estruturas cerebrais (hipocampo, cerebelo e estriado) de ratos
Wistar, apo6s tratamento cronico (7dias) com cafeina (1g/L) ou agua (Controle),
apresentou diferenca significativa entre os grupos controle e cafeina. O grupo
cafeina apresentou maior peroxidacdo de lipideos quando comparado com o

respectivo controle, nas trés estruturas analisadas (Fig.7 e Tab. 2).
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Figura 7: Lipoperoxidacdo em diferentes estruturas do SNC de ratos Resultados
expressos em nmol de MDA/mg de proteinas.
*- diferenca significativa em relagdo ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Student p<0,05). Hipocampo n=3, Cerebelo n=3, Estriado n=4.
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V.5 — Diacetato de fluoresceina - DCF

A medida de producdo de ERO foi realizada através da dosagem de
fluorescéncia do DCF, em homogeneizado de estruturas do SNC (hipocampo,
cerebelo e estriado) de ratos Wistar, apds tratamento crénico (7dias) com cafeina
(1g/L) ou agua (Controle), ndo apresentando diferenca significativa entre os

grupos controle e cafeina, nas trés estruturas analisadas (Fig. 8 e Tab.2).
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Figura 8: Valores de fluorescéncia do DCF representando a geragdo de ERO em
diferentes estruturas do SNC de ratos.

Resultados expressos em pmol de DCF produzido/mg de proteina.

N&do foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (teste t-Student

p>0,05). Hipocampo n=11, Cerebelo n=9, Estriado n=11.
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Tabela 2: Valores de produgdo de MDA, radicais livres e atividade das enzimas

SOD, GSH-Px e CAT em animais que receberam &gua (controle) e animais que

receberam cafeina (1g/L) na agua de beber por 7 dias.

Hipocampo Cerebelo Estriado
Controle Cafeina  |Controle Cafeina [Controle [Cafeina
SOD ? 99,9 £ 15,3 75,3+11,3%¢100,0+21,1 |82,4+7,8* |100,0+17,5|81,0+9,1*
GSH-Px? 100,0+24,6 |69,6 £11,3*|100,6 £12,1 |69,1 £16,2*|100,3 + 16,2 |80,8 £ 9,2*
CAT? 100,0 £19,6 |99,9 £25,7 (100,6 +23,8 |{99,9+20,0 |99,9+14,8 |81,0+16,3
TBARSP 0,44 + 0,02 0,85+0,19%0,31+£0,05 |0,63+£0,19*0,28 +0,03 |0,35 +0,04*
DCF* 2,82 +,59 28+056 |253+0,37 [3,03+0,64(2,81+0,43 |2,90+ 0,65

Os valores sdo expressos como Média + desvio padrao

* significativamente diferente do respectivo controle (p<0,05)

& valores expressos em percentual

b valores expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

valores expressos em pmol de DCF produzido/mg de proteina.
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V. DISCUSSAO

A cafeina é uma droga neuroativa muito consumidas no mundo, presente
em varias bebidas como café e cha, e exerce multiplos efeitos no sistema nervoso
central (SNC), sendo usada como adjuvante analgésico de varias drogas.

O tratamento cronico com cafeina e seus metabdlitos (teofilina, hipoxantina,
etc) ha muito vém sendo estudado por produzir tolerancia, dependéncia fisica e
sindrome de abstinéncia (HEISHMAN & HENNINGFIELD, 1992), além de seus
possiveis efeitos citoprotetores (CHEN et al; 2001a), citotéxicos (GEPDIREMEN et
al., 1998; KANG et al.; 2002) e anticancerigeno (HE 2003). Entretanto, pouco tem
sido feito a respeito de cafeina e estresse oxidativo no sistema nervoso central,
principalmente relacionado as enzimas antioxidantes.

O balanco entre defesas antioxidantes e a geracdo de radicais livres
determina a extensdo do dano causado pelas ERO (PAPADOPOULOS et al.,
1998), o0 que pode levar ao rompimento de constituintes celulares (CASTAGNE et
al., 1999). O sistema nervoso central € mais vulneravel ao estresse oxidativo do
que outros tecidos, pois contém alta quantidade de acidos graxos de cadeia lateral
poliinsaturada, alto metabolismo oxidativo e tem comparativamente baixas defesas
antioxidantes (HARRIS, 1992; CASTAGNE et al., 1999; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). O objetivo deste trabalho foi determinar a atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px), a peroxidacdo de lipideos e a
producdo de radicais livres em homogenato de estruturas SNC (hipocampo
cerebelo e estriado) de ratos tratados cronicamente com cafeina (1mg/ml - dose
considerada moderada).

Nés trabalhamos com dois grupos: ratos controle que receberam agua e
ratos tratados com cafeina (1g/L) na agua de beber por 7 dias consecutivos. Tem
sido mostrado que este tempo de tratamento j& € o suficiente para produzir
tolerancia aos efeitos estimulantes induzidos por uma dose aguda de cafeina na
locomocao (SVENNINGSSON et al., 1999).
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Os ratos foram sacrificados por decapitagdo no sétimo dia, a partir do inicio
do tratamento, em torno das 16h sem a retirada prévia da droga. Noés
consideramos que as concentragfes de cafeina e/ou seus metabdlitos (os quais
mimetizam varios efeitos da cafeina) devem estar muito baixos no momento da
decapitacdo dos animais, pois como 0s ratos se mantém acordados durante a
noite, este é o horario em que eles mais ingerem alimentos e liquidos, logo
também devera ser o periodo de maior pico da cafeina plasmatica, porém durante
o dia a concentracdo da droga retorna para niveis préximos de zero
(JOHANSSON et al., 1993). Foi observado que, em camundongos submetidos ao
mesmo esquema de tratamento com cafeina (1g/L) que ndos usamos, a
concentracdo de cafeina plasmatica era de 26 uM (medida as 5 horas da manha)
(JOHANSSON et al 1997) e em ratos a concentracdo era de 5,95 ug/ml de plasma
(30 uM) (GASIOR et al., 2000). Uma vez que em nosso trabalho os animais foram
sacrificados em torno das 16h, neste periodo eles ja estavam com 9h de
abstinéncia da droga, ou seja, os niveis plasmaticos de cafeina estavam muito
baixos.

Nossos resultados demonstraram que, nos animais que receberam cafeina,
a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) mostraram-se significativamente diminuidas, quando comparados com
0s respectivos controles, porém ndo houve alteracdo na atividade da catalase
(CAT) (Fig:4,5 e 6), nas trés estruturas analisadas. Além disso, os animais
tratados com cafeina apresentaram um aumento na peroxidacdo de lipideos de
membrana nas trés estruturas analisadas quando comparados com 0s respectivos
controles (Fig: 7). Esses resultados demonstram claramente um comprometimento
das membranas lipidica celulares como resultado de um dano oxidativo induzido
pelo tratamento com cafeina. Foi demonstrado que uma dose aguda de cafeina
exacerba a peroxidacao de lipideos em membrana de cortex cerebral induzida por
traumatismo craniano em ratos (MOUTAERY et al., 2003).

Uma vez que obtivemos aumento da peroxidagao de lipideos, esperdvamos

obter um aumento na producado de radicais livres, o que foi analisado através do
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método do DCF. Porém, interessantemente seus niveis mantiveram-se inalterados
(Fig: 8) nas estruturas cerebrais analisadas.

Essa discordancia entre a peroxidacao de lipideos e a producéo de radicais
livre pode ser justificada porque, embora a técnica de DCF seja muito utilizada
para mensurar o estresse oxidativo em células vivas, onde varias espécies
causam oxidacao do DCFH, incluindo RO*,0OH®, HOCI e ONOQ/, esta técnica nao
€ muito sensivel quando as ERO causadoras da lipoperoxidagéo sédo O," e H,0,,
OuU seja, este € um ensaio para “estresse oxidativo generalizado” antes mesmo
que haja producdo de alguma espécie oxidada em particular e ndo sendo uma
medida direta dos niveis de O, e H,O, (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
Desse modo o DCF nédo deve ser usado conclusivamente para medir a formacéo
de radicais superdoxidos ou peroxido de hidrogénio em células que estejam
sofrendo estresse oxidativo (ROTA et al., 1999). Portanto, apesar de néo
detectarmos diferencas na producédo de radicais livres através do método do DCF,
a cafeina de fato causou um dano oxidativo revelado pela peroxidacéo de lipideos,
o qual provavelmente foi devido em parte a diminuicdo da atividade da SOD (o
gue acumularia O,"") e da atividade da GSH-Px (acumularia H,O,). Por outro lado,
a catalase ndo foi afetada pelo tratamento o que pode ser explicado pela
propriedade desta enzima que, quando em baixas concentracdes de H,O,, tem
atividade de peroxidase agindo sobre pequenos substratos com a geracdo de
radical alcoxil o que pode levar a uma cascata peroxidativa (Chance et al.; 1979).
Desta forma, a catalase ndo conseguiu compensar a diminuicdo nas defesas

antioxidantes levando a um estresse oxidativo, como se pode observar na figura 9.
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Figura 9: Resumo esquematico do efeito da cafeina sobre as enzimas

antioxidantes (SOD, GSH-Px e CAT), peroxidacao de lipideos (LPO) e producéo
de radicais livres (DCF).

Varios mecanismos poderiam ser propostos no sentido de explicar os
efeitos da cafeina, uma vez que esta substancia dependendo do tempo de
administracdo e principalmente da dose poderia estar agindo em diferentes niveis
celulares. Os complexos efeitos produzidos pela cafeina provavelmente néo
podem ser explicados por um uUnico mecanismo (FREDHOLM et al., 1999). As
acdes moleculares da cafeina dependem da dose. Em doses baixas e moderadas
semelhante ao consumo diario de café (a concentracao plasmética de cafeina em
humanos apds uma xicara de café € de + 10 uM), a cafeina age principalmente
como um antagonista nao seletivo de receptor A;/A, de adenosina (valores de Ki *
15 pM) (FREDHOLM, 1995), ja que xantinas tém pouca afinidade para os
receptores Az (JACOBSON, 1998). Em doses maiores, a cafeina inibe
adicionalmente a atividade de fosfodiesterases e assim aumenta os niveis de
AMPc. Em doses ainda maiores (10 mM)), cafeina pode também elevar as
concentracdes intracelulares de calcio por aumentar a captacdo de calcio
extracelular (HOECSH et al., 2001) e/ou estimular a liberac@o de calcio do reticulo
endoplasmatico (JANG et al., 2004) e, assim estimular a liberagdo de diferentes
neurotransmissores (SHI et al., 1994; QUARTA et al., 2004 ).

Tendo em vista a dose de cafeina utilizada em nossos experimentos,
discutiremos os resultados visando principalmente o papel da cafeina como

antagonista nao-especifico dos receptores (A1/A,) de adenosina.
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A possivel relagdo entre adenosina e estresse oxidativo tem sido
evidenciada através de diferentes tipos de experimentos. Adenosina é liberada em
situacdes de estresse oxidativo em diferentes tipos de célula (REGO et al., 1997,
MASINO et al., 1999; CHEN et al.,, 2001b; ALMEIDA et al., 2003). 2-Cloro
adenosina (agonista ndo especifico da adenosina) diminui os niveis de
malondialdeido produzidos durante o periodo de reperfuséo - isquemia (YAVUZ et
al 1997). Adenosina diminui os niveis de radicais livres produzidos por: injecao
intracortical de ions ferro (YOKOI et al., 1995), deprivagdo de soro em células
PC12 (HUANG, 2003) e pela ativagcdo de proteina quinase C em células
mesangiais (NOSAKA et al., 1996). Radicais livres promovem um aumento na
expressao de receptores de adenosina do tipo A1(NIE et al., 1998).

Em relacdo as enzimas antioxidantes, 10 uM de R-PIA (agonista ndo
especifico de receptor de adenosina) aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes e esta ativacao foi abolida pela presenca de teofilina (um metabdlito
da cafeina). Além disso, parece que a atividade basal destas enzimas € modulada
tonicamente por adenosina, pois a retirada da adenosina endogena pelo
tratamento das células com adenosina deaminase, diminuiu a atividade das
enzimas antioxidantes. Os autores concluiram que este efeito foi devido a ativacédo
de receptor A; de adenosina, pois as células em estudo (células basofilicas
leucémicas - RBL-2H3) somente expressam receptor Az, mas interessante é que
os efeitos foram inibidos por teofilina, e, no entanto xantinas tém pouca afinidade
por receptores Az de adenosina. Os autores comentam que este efeito também foi
observado em outros tipos de células (endotelial humana e bovina; cardiomidcitos
de ratos; musculo liso; etc) que é sabido que expressam receptores A; e A, para
adenosina (MAGGIRWAR et al., 1994). Portanto, dependendo do tipo de tecido,
pode ser que outros tipos de receptores para adenosina (Ai/Az) estejam
envolvidos no aumento da atividade de enzimas antioxidante.

O tratamento de ratos por 24 horas com um agonista especifico para
receptores A; de adenosina apresentou um aumento no contetdo e atividade da
Mn-SOD em células de musculo cardiaco. Este tratamento foi considerado

cardioprotetor, pois reduziu o tamanho do infarto quando o coracao isolado foi
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submetido a isquemia/reperfusdo (DANA et al.,, 2000). Uma outra evidéncia do
envolvimento do receptor A; € que ratos tratados por 3 dias com DPCPX,
antagonista especifico para receptores A;, apresentaram um aumento de 90% nos
niveis de malondialdeido em células renais (BHAT et al., 2002). Por outro lado,
agonista de receptores A, de adenosina promoveram uma diminuicdo nos niveis
de radicais livres induzidos pela deprivacdo de soro em células PC12 (HUANG,
2003).

Portanto, parece claro que o mecanismo de agdo da cafeina na inibicao das
enzimas antioxidantes foi devido ao bloqueio competitivo dos receptores de
adenosina. No entanto, como cafeina é um inibidor inespecifico destes receptores,
ndo podemos até o momento afirmar qual subtipo de receptor (Ai/A;) esta
envolvido nos efeitos da cafeina.

Sabe-se que a prolongada exposi¢cdo de agonista de receptores acoplados
a proteina G resulta em uma progressiva perda da funcionalidade deste receptor,
enquanto a exposi¢cdo ao antagonista causa um aumento na funcionalidade do
receptor (BOHM et al., 1997). Tendo dito isto, seria de se esperar que O
tratamento crénico com antagonista de receptor de adenosina, como a cafeina,
pudesse produzir alteracdes adaptativas nos receptores de adenosina, proteina G
e adenilato ciclase no sentido de potencializar os efeitos da adenosina (LEITE-
MORRIS et al., 1998).

Como comentado acima, se a adenosina, de alguma forma, aumenta as
defesas antioxidantes da célula, esperavamos que o tratamento crénico com
cafeina aumentasse a funcionalidade destes receptores e assim, aumentasse
ainda mais as defesas antioxidantes da célula. Entretanto, o tratamento crénico
com cafeina diminuiu a atividade destas enzimas. Portanto, a presenca da
cafeina, provavelmente, somente bloqueou o0s receptores de adenosina,
impedindo a acdo da adenosina enddgena em manter os niveis basais das
atividades das enzimas antioxidantes (MAGGIRWAR et al., 1994). Além disso, o
tratamento cronico com cafeina aumenta a atividade das enzimas responsaveis

por sua degradacdo, portanto estes efeitos podem também ter sido mediados
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pelos metabdlitos da cafeina, pois eles também se ligam aos receptores de
adenosina. (SVENNINGSSON et al.; 1999).

N&o ha consenso entre os autores sobre o efeito causado pelo tratamento
cronico com cafeina sobre o conteddo e/ou expresséo dos receptores A; e A, de
adenosina. Alguns trabalhos demonstraram que tratamento crénico com cafeina
produz aumento na expressdo de receptores (DAVAL et al., 1989; HETTIGER-
SMITH et al., 1996; LUPICA et al., 1991) ou um aumento no numero total de
receptores A; de adenosina em tecido cerebral (RAMKUMAR et al., 1988;
FREDHOLM, 1982; JOHANSSON et al., 1993). Outros estudos demonstraram que
o tratamento cronico com cafeina ndo altera o niumero de receptores A; nestes
tecidos (HOLTZMAN et al., 1991; KAPLAN et al., 1993; ZIELKE & ZIELKE, 1987,
JOHANSSON et al., 1997; SVENNINGSSON et al.,, 1999). Da mesma forma,
alguns trabalhos tém demonstrado que o tratamento crénico com cafeina promove
uma desensibilizacéo dos receptores A; (LEON et al., 2002; LEON et al., 2005). O
efeito do tratamento crénico com cafeina sobre receptores A, de adenosina é
menos estudado, mas as discrepancias sdo as mesmas. O tratamento com
cafeina diminui a expressdo e os niveis de receptores A, na parte rostral do
estriado, mas ndo apresenta alteracbes em outras estruturas cerebrais
(SVENNINGSSON et al., 1999), mas um aumento nos niveis destes receptores no
estriado também foi observado (JOHANSSON et al., 1997). Assim, o efeito do
tratamento crénico com cafeina sobre receptores de adenosina ainda € muito
controverso.

Aléem disso, a cafeina apresenta um efeito estimulante sobre o eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenocortical semelhante a resposta deste eixo a um
estimulo estressante (POLLARD, 1988; NICHOLSON, 1987; CONCAS et al.,
2000) e provavelmente a adenosina estd envolvida neste mecanismo (DI
SCIULLO et al., 1987; NICHOLSON, 1987). Foi demonstrado que ratos tratados
por 3 dias com glicocorticoide apresentaram uma diminuicdo nas atividades da
Cu/Zn SOD e GSH-Px no hipocampo, cortex cerebral e cerebelo; mas néo alterou
a atividade da catalase (MCINTOSH et al.,, 1998). Estes resultados sdo bem

semelhantes aos encontrados no nosso trabalho. Portanto, pode ser que a
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cafeina, ao bloquear os receptores de adenosina, promova um aumento nos niveis
de glicocorticdides, o qual estaria promovendo uma diminui¢do das atividades das
enzimas antioxidantes no SNC.

Embora alguns trabalhos demonstrem que a ingestdo crénica de cafeina
apresenta acao neurotoprotetora, provavelmente através dos receptores A; e/ou
A, de adenosina, em nosso trabalho ndés demonstramos que cafeina pode
potencialmente provocar dano celular em estruturas do SNC através da
diminuicdo das enzimas antioxidantes. Provavelmente, esse efeito seja devido a
uma diminuigdo da expressdo e/ou numero de receptores de adenosina (A1 ou Ay)
ou a cafeina e/ou seus metabdlitos estarem agindo somente como antagonistas

competitivos, bloqueando a acdo da adenosina endogena.
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VI. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

- A acédo da ingestéo cronica da cafeina (1g/L) por uma semana causa dano
oxidativo aos lipideos de membrana de diferentes estruturas do SNC
(hipocampo, cerebelo e estriado).

- Este efeito provavelmente foi devido a inibicdo da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GSH-Px induzida pela ingestao de cafeina.

Além disso, tendo em vista a dose utilizada de cafeina, provavelmente, o
efeito causado pela droga se deve ao bloqueio dos receptores de adenosina.
Sendo assim, seria interessante avaliarmos seu efeito apos diferentes tempos de
abstinéncia da cafeina, bem como o uso de antagonistas mais especificos no
sentido de determinarmos qual o subtipo de receptor (A; ou A;) esta envolvido na

modulagéo da atividade das enzimas antioxidantes.
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