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RESUMO

A cafeina é uma substancia que pode alterar o funcionamento do sistema nervoso central e
influenciar a cognicdo em mamiferos, incluindo os diferentes tipos de memoria. Considerada
uma substéncia estimulante, a cafeina é ingerida diariamente por milhGes de pessoas podendo
afetar estados atencionais e de humor. Estudos epidemioldgicos tém mostrado efeitos
benéficos do consumo crénico de cafeina na prevencdo ou retardo de patologias que causam
déficits cognitivos e locomotores como o comprometimento cognitivo leve (MCI) e doenca de
Alzheimer. A deficiéncia do receptor de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR),
responsavel pelo desenvolvimento da hipercolesterolemia familiar, tem sido associada a
déficits cognitivos e a diferentes alteracdes bioguimicas e comportamentais em roedores. O
objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da administracdo crénica de cafeina (10
mg/kg) via oral, em dose Unica diéria por 21 dias sobre as fungdes motoras, cognitivas e de
emocionalidade, bem como de alteracdes bioquimicas, em camundongos nocautes (LDLr /") e
selvagens para o LDLR de duas idades diferentes (3 e 8 meses). Os resultados obtidos
revelam prejuizos na memdria social de curto prazo, na memoria espacial e memoria aversiva
de longo prazo dependentes da idade e independentes do tratamento ou linhagem, sendo que
os camundongos LDLr/" exibiram comportamento do tipo depressivo sem alteracdes
causadas pelo tratamento com a cafeina. O presente trabalho também corrobora dados prévios
da literatura evidenciando uma hiperlocomog¢do nos camundongos LDLr/, sendo que o
tratamento com cafeina atenuou o aumento na atividade locomotora nos animais LDLr/" com
8 meses de idade, sem alterar o perfil lipidico ou parametros relacionados a ansiedade. Estes
resultados indicam que a hiperlocomocdo ndo € decorrente de niveis elevados de colesterol,
evidenciando que o LDLR desempenha um papel no controle da funcdo motora

independentemente dos niveis lipidicos.

Palavras-chave: Cafeina; Memodria; Hiperlocomogéo; Hipercolesterolemia; LDLr7/;

Receptor de lipoproteinas de baixa densidade; Campo aberto; atividade locomotora.
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ABSTRACT

Caffeine is a compound that can affect the functioning of the central nervous system and
cognition in mammals, including different types of memory. Caffeine is considered a
stimulant substance and it is consumed daily by millions of people leading to effects on
attention and mood. Epidemiological studies have shown beneficial effects of chronic
consumption of caffeine to prevent or delay diseases that cause cognitive and motor deficits
such as mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer's disease. Deficiencies on the Low-
Density Lipoprotein Receptor (LDLR), responsible for the development of familial
hypercholesterolemia, have been associated with cognitive deficits and biochemical and
behavioral alterations in rodents. The objective of this study was to investigate the effects of
chronic treatment of caffeine (10 mg/kg, oral route) once a day during 21 days on motor,
cognitive and emotional functions as well as biochemical changes on LDLR knockout mice
(LDLr/) and wild-type mice with 3 and 8 months-old. The results of this study show age-
related impairments in the social short-term memory, spatial memory and long-term aversive
memory independent of treatment or strain. LDLr/" mice have exhibited depressive-like
behaviors that were not altered by caffeine treatment. This study also corroborates previous
data showing an increased locomotor activity of LDLr/" mice that was attenuated by caffeine
in LDLr/- 8 month-old mice. Interestingly, it was revealed that these effects of caffeine on
motor function were independent of anxiety-related responses and hypercholesterolemic
profile of LDLr/~ mice. Therefore, these findings indicate that the LDLR can play a role in

the modulation of locomotor activity regardless of lipid levels.

Keywords: Caffeine; Memory; Hyperlocomotion; Hypercholesterolemia; LDLr/; Low-

Density Lipoprotein Receptor; Open field; Locomotor activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Uma introducéo sobre cognigao

O conceito de cognicdo (termo derivado da palavra latina cognoscere, significando
"conhecer", "saber" ou "reconhecer™) ¢ uma nocdo complexa que pode até ser polissémica,
mas refere-se a capacidade de processamento de informacdes, aplicacdo de conhecimento e
mudanca de preferéncia. A cognicdo envolve, pelo menos, a memdria, a atencdo, funcdes
executivas, percepcao, fungdes psicomotoras e linguagem. Cada um destes aspectos da
cognicdo representam entidades complexas. A atencdo pode ser uma funcéo seletiva, dividida
ou sustentada. A percepcdo inclui varios estagios de processamento que permitem o
reconhecimento de objetos e caracteristicas em diferentes modalidades (visual, auditiva e
tatil). Funcdes executivas envolvem aspectos tais como raciocinio, planejamento, avaliacdo e
pensamento estratégico. A linguagem estd envolvida com expressGes verbais, vocabulario,
fluéncia e compreensdo da linguagem. Funcdes psicomotoras estdo relacionadas a
programacao e execucdo motora. Sendo que todas estas funcdes, inclusive a memdria, sofrem
influéncias de varios fatores, como o estado de humor, motivacdo, bem-estar fisico e nivel de
agitacdo, que por sua vez, refletem em diferentes estados de alerta e atencdo (IZQUIERDO,
2002; NEHLIG, 2010 a).

A memoria é uma capacidade biolégica dos individuos que inclui diferentes etapas:
aquisicdo, consolidacdo (e reconsolidacdo), evocacao e extincdo de informacdes. A aquisicao
é chamada também de aprendizagem e ¢ critica para a formacdo de lembrancas
(IZQUIERDO, 2002). A aprendizagem e a memdria sdo capacidades cognitivas que podem
ser avaliadas através de diferentes testes comportamentais, especificos para diferentes
representacdes ou modalidades das mesmas. Sendo que as memorias podem ser classificadas
quanto a sua duracdo em memorias de curto prazo e memdrias de longo prazo. As memorias
de curto prazo armazenam informacgdes durante breves intervalos de tempo, que permite a
evocacdo destas memorias mesmo enquanto as memdrias de longo prazo estdo sendo
consolidadas (IZQUIERDO & MEDINA, 1991).

A memoria de trabalho permite a habilidade de manter e manipular informacoes

através de um processo de guia-las em complexas sequéncias de execucdo de tarefas

1



cognitivas (GLADE, 2010). Pode ser descrita como um sistema multicomponente composto
por um componente executivo constituido por um nimero de processos que fornecem
controle em tempo real sobre outros componentes da memdria de trabalho e outras
habilidades cognitivas. Dois dos subcomponentes sdao de dominio especifico, proporcionando
a capacidade de manter informagdes fonoldgicas e visuo-espaciais independentes. Outro
subcomponente permite a integragdo das informagdes em representacbes multimodais
complexas vinculando a memoria de trabalho a memoria de longo prazo, sendo que neste
caso, a regiao cerebral do hipocampo desempenha um papel importante nesta funcdo, além de
proporcionar a formacdo de um mapa espacial a partir de informagdes ambientais (NEHLIG,
2010 a).

As memorias de longo prazo permitem o armazenamento de grandes quantidades de
informacdo durante longos periodos de tempo que podem se estender por semanas, meses e
até anos. As memorias de trabalho e de longo prazo podem ser acessadas conscientemente
durante a execucdo de tarefas, constituindo-se em memorias explicitas. Por outro lado,
memorias implicitas sdo representacdes de memdaria que ndo podem ser acessadas de maneira
consciente. Estas podem incluir procedimentos motores como escrever, andar de bicicleta ou
conduzir precisos passos de danca de forma inconsciente enquanto mantém um dialogo

consciente e racional com o seu par de danca (IZQUIERDO, 2002).



1.2. Cafeina e sistema nervoso central

A cognicdo, juntamente com os diferentes tipos de memoria, pode ser influenciada por
diversas substancias que agem sobre os componentes fisicos e quimicos subjacentes a estes
processos no sistema nervoso central (SNC) e refletir em diferentes respostas
comportamentais. A cafeina € uma dessas substancias, sendo reconhecida como a droga
psicoativa mais consumida no mundo (SOLINAS et al., 2002), estando presente em muitos
alimentos e bebidas como o café, chés, chocolate, guarana, mate, refrigerantes e bebidas
energéticas (CLARKSON, 1993; BARONE & ROBERTS, 1996; SLAVIN & JOENSEN,
1995). A cafeina é um alcaloide do grupo das xantinas designado quimicamente como 1,3,7-
trimetilxantina (ver Figura 1) que ap06s absorvida no trato gastrointestinal é metabolizada no

figado e, posteriormente, nos rins e no encéfalo (DAVIS et al., 2003).

O CHs
HSC\N N/
g M
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Figura 1. Férmula estrutural quimica da cafeina (1,3,7-trimetilxantina). Nomenclatura IUPAC: 1,3,7-trimetil-
1H-purino- 2,6(3H,7H)-diona.

No SNC, a cafeina age de maneira ndo seletiva em diversos alvos moleculares,
apresentando diferentes mecanismos de acdo que incluem a inibicdo da enzima
fosfodiesterase, o bloqueio do receptor GABAA, 0 aumento do influxo de calcio no meio
intracelular e o antagonismo dos receptores para adenosina (FREDHOLM et al., 1999).

Vem sendo demonstrado que a maioria dos efeitos da cafeina no SNC séo decorrentes
do antagonismo dos receptores para adenosina, isso porque os outros efeitos da cafeina,
descritos acima, requerem concentracbes muito superiores aquelas normalmente utilizadas

experimentalmente ou ingeridas na dieta humana (em torno de 250 mg por dia) (FREDHOLM
3



et al., 1999). Assim, o sistema adenosinérgico parece ser mais sensivel as acfes da cafeina,
onde ela age como um antagonista competitivo ndo seletivo dos receptores para adenosina
(A1, A2a, Azs e Az), que pertencem a familia de proteinas acopladas a proteinas G. A cafeina
se liga com maior afinidade aos receptores adenosinérgicos do tipo A; (acoplados a proteina
G inibitdria) e A2a (acoplados a proteina G estimulatdria) sendo que estes representam 0s
receptores para adenosina mais amplamente expressos no encéfalo de mamiferos (Figura 2)
(FREDHOLM et al., 2001).

Adenosina

Figura 2. Receptores para adenosina acoplados a proteinas G inibitdrias (A1) e estimulatorias (Aza).

Embora a adenosina ndo seja considerada um neurotransmissor por ndo ser
armazenada em vesiculas sinapticas (SEBASTIAO & RIBEIRO, 2009), conforme Cunha
(2005), a adenosina € um importante componente regulador da homeostasia sinaptica e esta
presente em todas as células do SNC, sendo considerada um neuromodulador. A adenosina é
uma molécula da classe das purinas, é originada endogenamente através de uma série de rotas
metabolicas, que incluem o metabolismo de nucleotideos, nucleosideos e 0 metabolismo de
aminoéacidos que contém sulfeto (CUNHA, 2005).

A adenosina pode agir no espaco sinaptico inibindo ou facilitando, atraves dos
receptores para adenosina, a liberacdo de neurotransmissores. Em nivel pré-sinaptico, a
adenosina pode inibir (através da ativagdo de receptores A1) ou facilitar (através da ativacdo
de receptores Aza) a liberacdo de neurotransmissores. Em nivel pos-sindptico, a adenosina
pode interagir direta ou indiretamente afetando as acGes de diferentes neurotransmissores
(SEBASTIAO & RIBEIRO, 2009). Permanecem escassos os trabalhos investigando o papel



dos receptores adenosinérgicos Azs e As. Enquanto os receptores Az possuem alta afinidade
para a adenosina e apresentam um nivel de expressdo moderado no hipocampo e no cerebelo
(para humanos), o receptor Azs possui baixa afinidade pela adenosina e parece estar mais
envolvido em condicBGes patoldgicas onde ocorre um aumento nos niveis de adenosina.
Devido ao fato do receptor Az ser mais amplamente expresso em diversas regides do encéfalo,
as agOes da adenosina no SNC sdo principalmente decorrentes da sua interagdo com esses
receptores. Ao ativar os receptores Ai na pré-sinapse, a adenosina desencadeia uma inibigéo
tébnica da liberacdo de neurotransmissores excitatorios, como por exemplo, o glutamato
(CUNHA, 2005). De acordo com Rossi et al. (2009), tratamentos crénicos com cafeina
resultam em tolerancia por dessensibilizacdo dos receptores A1, de modo que os efeitos sobre
0s receptores Aza prevalecem nas condi¢fes de uso crénico. Ja o tratamento agudo com a
cafeina tende a afetar predominantemente os receptores A; (ROSSI et al., 2009).

Além disso, sabe-se também que os receptores para adenosina podem formar
heterdbmeros com outros tipos de receptores ou passarem por mudangas em suas vias de
transducdo de sinal de modo a interagir com outros sistemas de neurotransmissdo
(SEBASTIAO & RIBEIRO, 2009).

A cafeina pode aumentar agudamente a eficiéncia do funcionamento de redes
neuronais no cortex cerebral humano. Por exemplo, 20 minutos apds o consumo de 100 mg de
cafeina e durante a execucdo de uma tarefa que requer o uso da memdria de trabalho, imagens
de ressonancia magnética evidenciam aumento na atividade neuronal do encéfalo em éareas
associadas com fungdes cognitivas que demandam atencdo, ativando principalmente areas do
cortex pré-frontal (GLADE, 2010). Isso produz uma espécie de aumento na "energia mental",
observado por um aumento na capacidade funcional de se envolver em tarefas cognitivas,
resultando em aumento da vigilancia, da atencédo, da capacidade de concentracéo e capacidade
de escolher corretamente entre as alternativas (julgamento). Desse modo, a cafeina poderia
indiretamente contribuir com a formagdo e conservacdo de informacgdes através de uma
facilitacdo durante o processo de aquisicdo da memoria (aprendizagem) durante a interagédo
individuo-ambiente (GLADE, 2010).

A maioria dos estudos investigando os efeitos da cafeina sobre a cogni¢cdo demonstra
0s seus efeitos agudos positivos sobre a atencdo e o aumento da sensacdo de alerta. Por
exemplo, o primeiro estudo a ser publicado relatando efeitos positivos da cafeina na cognicao

e em fungbes motoras ocorreu em 1912, por Hollingworth, que demonstrou que apds o



consumo de cafeina, o tempo de reacdo e de realizacdo de calculos matematicos diminuia
enquanto que a firmeza das méos do individuo aumentava (HOLLINGWORTH, 1912).

Desde entdo, muitos trabalhos foram realizados almejando explorar os efeitos da
cafeina na cognicdo (para revisdo ver TAKAHASHI et al., 2008), sendo que a maioria desses
estudos tém confirmado os achados descritos por Hollingworth (1912), de que, a0 menos
quanto a administracdo aguda, o grande beneficio da cafeina na cognicdo esta relacionado a
melhoria de aspectos da atencdo e humor. Doses moderadas de cafeina podem aumentar a
sensacdo de bem estar, se forem consumidas durante situacdes estressantes (ROSSI et al.,
2009). No entanto, doses elevadas de cafeina (em torno de 400 mg ou mais, para humanos)
estdo relacionadas a sintomas de estados de ansiedade intensa, como o0 aumento da frequéncia
cardiaca ligado ao aumento da impulsividade e a déficits no desempenho em testes
atencionais (NEHLIG, 2010 b).

Por outro lado, o consumo crénico de cafeina continua sendo um dos provaveis
candidatos em reverter comprometimentos e prejuizos da memoria associados a diferentes
condicdes, sendo capaz de oferecer protecdo contra prejuizos cognitivos em modelos
experimentais de envelhecimento, das doencas de Parkinson e de Alzheimer, e em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), um modelo animal do transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade (TDAH) (MOHAMMAD et al., 1993; PREDIGER et al., 2005 a, b; CUNHA,
2008; TAKAHASHI et al., 2008; PANDOLFO et al., 2013).

Para Nehlig (2010 b), a cafeina ndo é considerada uma substancia aditiva. Seus
resultados indicam que a cafeina ndo desencadeia aumentos na liberacdo ou na taxa
metabdlica da dopamina em &reas do cérebro envolvidas no reforco e recompensa ao
consumo. Em outro estudo (DA SILVA et al.,, 2005), quando administrada no periodo
gestacional ou apds o nascimento (até 21 dias de idade), a cafeina apresentou efeitos
fisiologicos atribuidos & modulagbes no neurodesenvolvimento de ratos. A cafeina foi capaz
de diminuir a hiperlocomocéo induzida pela droga MK-801 em ratos, sendo que esses efeitos
foram persistentes na vida adulta, indicando que a administracdo crénica da cafeina durante os
estagios iniciais do desenvolvimento pode ser responsavel por mudangas duradouras no SNC.
Tais mudancas podem estar relacionadas a um déficit na neuromodulacdo exercida pela
adenosina durante as fases iniciais do desenvolvimento do SNC em que ha intensa formagéo
de conexdes neurais, sendo que uma alteracdo nos niveis inibitorios da adenosina nessa
condicgéo poderia facilitar a liberagcdo de diversos neurotransmissores que causariam os efeitos
relatados (DA SILVA et al., 2005).



J& o tratamento cronico com cafeina em fémeas prenhas e em animais no periodo pré-
puberdade (dia pos-natal 25 ao 38) melhorou déficits de reconhecimento de objeto em ratos
SHR e prejudicou o reconhecimento de objeto em ratos WIS adultos (PIRES et al., 2010). E
mais recentemente, um estudo demonstrou que a administracdo oral de cafeina (0,3 g/L) em
roedores durante a gravidez e a lactagdo pode ter efeitos adversos sobre o desenvolvimento
neural observado por atrasos na migracao e inser¢do de neurénios Gabaérgicos nos circuitos
do hipocampo, e como consequéncia, prejudicando a memdria espacial e memdria de
reconhecimento, sem causar modificaches evidentes na atividade locomotora ou de
comportamentos relacionados a ansiedade (SILVA et al., 2013).

De maneira interessante, Borota et al. (2014) trouxeram a tona recentemente
evidéncias que suportam um beneficio da ingestdo de cafeina na consolidacdo de memorias de
longo prazo em humanos (BOROTA et al., 2014). Neste estudo foi constatado que uma dose
de 200 mg de cafeina, administrada apds uma sessdo de aprendizado, aumenta a capacidade
de memorizar o conteldo anteriormente aprendido. Este estudo é importante porque foi o
primeiro a evidenciar efeitos da cafeina sobre a consolidacdo da memoria de longo prazo,
administrando a cafeina apds o desempenho (e ndo antes) de uma tarefa de aprendizagem.
Trabalhos anteriores com animais de laboratério j& haviam demonstrado que a cafeina
apresenta efeitos sobre a memdria de curto prazo, sendo que nesses estudos, a cafeina foi
administrada antes da sessdo de aprendizado, o que torna dificil dissociar os efeitos sobre a
memoria de outros possiveis efeitos agudos, como 0 aumento da atencdo, mudancas de humor
e aumento da velocidade de processamento neural (TAKAHASHI et al., 2008; BOROTA et
al, 2014).

Por outro lado, estudos epidemiologicos tém mostrado que individuos
hipercolesterolémicos sdo mais propensos a desenvolver a doenga de Alzheimer (EVANS et
al., 2000; YAFFE et al., 2002). Assim sendo, a hipercolesterolemia pode representar um fator
contribuinte na patogénese de doencas neurodegenerativas. Considerando esse quadro,
evidéncias tém sugerido que o consumo de café reduz o risco de declinio cognitivo, deméncia
e doenca de Alzheimer e que a cafeina € considerada o componente ativo associado a esses
efeitos benéficos (MAIA & DE MENDONCA, 2002; VAN GELDER et al., 2007).



1.3. Hipercolesterolemia e modelo animal

A hipercolesterolemia se caracteriza pela presenca de niveis elevados de colesterol no
plasma sanguineo. Os niveis considerados sdo acima de 200 mg/dL para humanos adultos,
(segundo o instituto americano The National Heart, Lung, and Blood Institute, 2013) , bem
como, uma elevacéo isolada igual ou superior a 160 mg/dL do colesterol associado as LDL
(de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia) (XAVIER et al., 2013). Uma vez que se constitui num
dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares tais como
a aterosclerose, infarto agudo do miocardio, hipertensdo e complicacbes de salde e outras
doencas que sdo decorrentes destas, a hipercolesterolemia € um motivo de preocupacao para
muitos profissionais de saide em todo o mundo (ROBBINS, 1991; GERHARDT & GALLO,
1998; GOMES et al., 1998).

A hipercolesterolemia pode ser resultado de caracteristicas culturais ou habitos de
alimentacdo, distdrbios alimentares ou também resultado de caracteristicas fisioldgicas,
principalmente quanto a metabolizacdo lipidica, como é o caso da hipercolesterolemia
familiar, que é uma doenca genética autossbmica comum causada por uma alteracdo no gene
do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr). Esse receptor celular estd ancorado a
membrana plasmatica sendo capaz de reduzir os niveis lipidicos séricos, por internalizar a
partir da matriz extracelular, o colesterol e outros lipideos associados com a lipoproteina de
baixa densidade (LDL) que se caracteriza por ser uma classe de lipoproteina de transporte rica
em colesterol (HOBBS et al., 1992). Além de colesterol, a LDL apresenta contetdo residual
de triglicerideos e é composta de uma Unica apolipoproteina, a apo B100 (XAVIER et al.,
2013).

Sabe-se que as particulas de LDL séo capturadas através de células hepéticas ou
periféricas por meio dos receptores de LDL (LDLR). No interior das células, o colesterol livre
pode ser esterificado para depoésito por acdo da enzima acil-CoA:colesteril aciltransferase
(XAVIER et al., 2013). O LDLR ¢é um receptor altamente conservado evolutivamente e foi o
primeiro membro identificado de uma grande familia de proteinas transmembrana. O LDLR é
capaz de participar na mediacdo de sinalizacdo através de uma variedade de ligantes
secretados, além de regular o transporte de colesterol via apolipoproteinas, como a
apolipoproteina B100 (apo B100) a apolipoproteina E (apoE) (HERZ et al., 2000). Anélises
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do gene LDLr em humanos hipercolesterolémicos levou & identificagdo de mais de 1100
diferentes mutac6es que incluem dele¢des, mutacdes de ponto e inser¢cbes (GOLDSTEIN &
BROWN, 2009). Entre as populacdes ocidentais, a hipercolesterolemia familiar afeta cerca de
1 em cada 500 individuos e se caracteriza por niveis séricos elevados de colesterol LDL
relacionados a xantomas tendinosos e a doenca arterial coronariana prematura (GOLDSTEIN
& BROWN, 1989).

Reconhecido como um modelo de hipercolesterolemia familiar humana, o
camundongo nocaute para o0 gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr/),
descrito em 1993 por Ishibashi e colaboradores, constitui uma linhagem de roedores que além
de desenvolver hipercolesterolemia espontaneamente, exibe diversas alteracfes bioquimicas e
comportamentais (ZADELAAR et al., 2007). Ao longo das ultimas duas décadas, 0s
camundongos LDLr /- vém sendo utilizados para a elucidacdo acerca do metabolismo do
colesterol e outros lipideos, sendo que a deficiéncia do LDLR nesses animais tem sido
associado a déficits de aprendizagem e memoria em comparagdo aos animais selvagens
(LDLr*/") (MULDER et al., 2004).

Acredita-se que a formacdo de novos neurdnios e a plasticidade sinaptica
desempenham um papel importante na aprendizagem e na memdria. Portanto, a proliferacdo
celular diminuida e a formac&o de sinapses podem estar subjacentes a determinados prejuizos
cognitivos (MULDER et al., 2004). Dado que o colesterol é necessario para a proliferacdo
celular, supde-se que uma reducdo na absorcao celular de colesterol causada pela deficiéncia
do LDLR pode ser a base para uma proliferagdo celular reduzida. Isso foi evidenciado em
2007 por um estudo conduzido por Mulder e colaboradores onde se verificou que
camundongos LDLr/ exibiam uma reducdo na proliferacdo de células do hipocampo
(avaliada através da marcagdo com BrdU), em comparacdo & camundongos controles do tipo
selvagem. Além disso, o numero de botBes pré-sindpticos imunorreativos a sinaptofisina nas
regidbes CA1 e giro denteado do hipocampo foi inferior nos camundongos LDLr/ quando
comparados aos camundonos LDLr*/*. Por fim, experimentos in vitro mostraram que a
atividade do LDLR é aumentada quando o crescimento celular é também aumentado pela
indugdo de suplemento de N2. Isto evidencia um papel do LDLR também no crescimento
dendritico (MULDER et al., 2007). Além disso, as estatinas (farmacos utilizados no
tratamento da hipercolesterolemia e na prevencao da aterosclerose) sao capazes de aumentar o

namero de receptores de LDL em astrdcitos (PAVLOV et al., 1995). Neste sentido, tem sido



demonstrado que as estatinas aumentam a neurogénese e 0s niveis de sinaptofisina no
encéfalo (CHEN et al., 2003; LONGO et al., 2006).

O LDLR é muito expresso no figado (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Ele medeia a
interacdo e a internalizacdo celular da apolipoproteina E (apoE) e também da apolipoproteina
B100 (apoB100). Através de vesiculas endociticas revestidas por clatrina, o receptor é
internalizado estando ligado a apolipoproteina, sendo que esta entra em sua via de
catabolismo e o receptor é reciclado retornando a membrana plasmatica (INNERARITY &
MAHLEY, 1978). Embora as funcdes periféricas do LDLR tenham sido investigadas
extensivamente, ainda s&o escassos os trabalhos investigando as suas fun¢des no SNC (HERZ
& BOCK, 2002). O unico ligante conhecido para o LDLR no encéfalo € a apoE, considerando
que a apoB100 ndo atravessa a barreira hematoencefalica (BHE), em contrapartida, a apoE
ndo é sintetizada no encéfalo (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Assim, a relacdo entre estas
duas biomoléculas pode ter um papel chave no metabolismo lipidico no SNC.

No SNC, o LDLR ¢é encontrado predominantemente em astrdcitos, mas também em
outros tipos de células incluindo neurdnios (BEFFERT et al., 1998). Segundo Dietschy &
Turley (2004), embora os neurdnios possam sintetizar o colesterol, eles dependem
principalmente do fornecimento de colesterol pelos astrdcitos. Estes secretam colesterol ao
meio extracelular associados a ApoE e esse suprimento de colesterol é utilizado pelos
neurdnios para a sinaptogénese e o crescimento axonal. No hipocampo, o LDLR é expresso
principalmente na camada piramidal das regides CAl e CA3, e estd presente em regides
colinérgicas basais do prosencéfalo. Além disso, ele é encontrado em células endoteliais dos
microcapilares enceféalicos (MULDER et al., 2004).

Diferentemente de humanos, a deficiéncia do LDLR em camundongos leva a um
aumento menos marcante nos niveis de colesterol plasmatico, em cerca de duas vezes
(ISHIBASHI et al., 1993), ao passo que a concentragdo encefalica de colesterol e sua taxa de
sintese permanecem inalterados (OSONO et al., 1995). No caso da deficiéncia do LDLR,
como observado nos camundongos nocautes para este receptor, o colesterol pode ser captado
pelos neurdnios por via da proteina relacionada ao receptor de lipoproteina 1 (LRP1) que é o
unico outro membro da familia do LDLR, conhecido até o momento, especializado em carrear
LDL no SNC. Porém, os camundongos nocautes homozigotos para o LDL, mesmo
expressando LRP1 funcional, apresentam uma diminui¢cdo na absorcdo do colesterol pelos
neurdnios, verificado por um aumento nos niveis de apoE extracelular disponiveis, e esse fato

esta ligado a uma redugéo na plasticidade neuronal (MULDER et al., 2007).
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O LDLR possui uma afinidade para a apoE, e essa afinidade aumenta conforme o
decréscimo do tamanho de seu complexo apolipoprotéico, como descrito anteriormente por
Rensen et al. (1997). Dessa forma, a interacdo entre LDLR e apoE no SNC pode ser crucial
para diferentes funcdes fisioldgicas. A importancia da relacdo entre LDLR e apoE fica mais
clara quando consideramos que, semelhante aos camundongos LDLr/, camundongos
nocautes para apoE, apresentam uma diminuicdo no numero de botBes pré-sinpticos do
hipocampo e do neocortex conforme o aumento da idade (MASLIAH et al., 1995). Em
humanos, uma das trés isoformas comuns de apoE, a apoE4, € um importante fator de risco
para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (CORDER et al.,1993).

Em adigdo, foi evidenciado em humanos que niveis séricos elevados de colesterol na
vida adulta podem ser responsaveis por declinio cognitivo ou por comprometimento cognitivo
leve (MCI) (KIVIPELTO et al., 2001). Apoiando isso, segundo Whitmer et al. (2005), niveis
séricos elevados de colesterol em humanos na vida adulta podem resultar em MCI bem como
no desenvolvimento de deméncia.

Do ponto de vista experimental, isso € corroborado quando Cao et al. (2006) evidencia
que a deficiéncia do LDLR em um modelo animal transgénico ja bem estabelecido da doenca
de Alzheimer (camundongos Tg2576) agravou a deposicdo do peptideo beta-amiloide (AB) e
aumentou os déficits de aprendizagem nesses animais. Estes resultados sugerem que o LDLR
pode desempenhar um papel nos processos de aprendizagem e de amiloidogénese
relacionados a doenca de Alzheimer em humanos. De acordo com esta hipotese, Kim et al.
(2009) desenvolveram uma série de camundongos transgénicos que superexpressam o LDLR
no encéfalo e descobriram que os niveis de apoE nesses animais diminuiram em 50-90%.
Somando-se a isso, a superexpressdo do LDLR reduziu significativamente a agregacdo do
peptideo AP e aumentou a sua remocdo do espago extracelular. Além disso, as respostas
neuroinflamatdrias associadas a formacdo das placas senis também foram atenuadas nos
animais com superexpressdo do LDLR (KIM et al., 2009). Isso vai de encontro com o que
relatou Igbavboa et al. (1997), de que variagdes na expressdo do LDLR podem afetar a
progressdao da doenca de Alzheimer através da modulacdo da distribuicdo intracelular de
colesterol.

O nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo nos ultimos anos uma série de estudos
com camundongos LDLr/, sendo que ja foi demonstrado a presenca de diversas alteractes
bioquimicas e comportamentais acompanhadas de déficits cognitivos nesses animais (DE
OLIVEIRA et al., 2011, 2014; MOREIRA et al., 2012 a; 2013). Os resultados desses estudos
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corroboram dados provenientes de estudos epidemioldgicos que tém indicado que a
hipercolesterolemia na meia-idade é um fator de risco para o desenvolvimento de MCI ou o
posterior desenvolvimento da doenca de Alzheimer (MOREIRA et al., 2013, 2014). Em
adicdo, foi evidenciado que camundongos LDLr/ sdo mais sensiveis a neurotoxicidade
induzida pela infusdo intracerebroventricular do peptideo Ap1-40 (DE OLIVEIRA et al.,
2014).

Foi também demonstrado que ha uma correlagdo positiva entre niveis elevados de
colesterol e prejuizos cognitivos em camundongos LDLr/" apresentando disfuncédo
mitocondrial e estresse oxidativo no SNC (DE OLIVEIRA et al., 2011). Esses animais
exibiram prejuizos no desempenho de tarefas avaliando memdrias espacial e de trabalho.
Além disso, apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de glutationa, e também
um desequilibrio na atividade enzimatica de remocdo de peroxidos relacionados as enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) no cortex cerebral, levando também
em consideracdo que a hipercolesterolemia induz estresse oxidativo pela producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), por enzimas tais como as NADPH-oxidases e as xantinas
oxidases (MUNZEL et al., 2010).

Nosso grupo também observou um aumento em torno de 40% nos niveis de
substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS), que sdo produtos de peroxidacao
lipidica, no cértex e no hipocampo de camundongos LDLr/- (DE OLIVEIRA et al., 2011).
Moreira et al. (2012, a), mostraram um declinio cognitivo nos camundongos LDLr/
relacionado com a idade, evidenciando que esses animais acabam desenvolvendo prejuizos
precoces nas memarias de trabalho, espacial e de procedimento, sem que hajam alteracdes na
funcdo motora. Neste mesmo estudo, os prejuizos cognitivos foram acompanhados por
desequilibrio antioxidante e ainda por um aumento significativo na atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que catalisa a hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina no
espaco sinadptico em colina e acido acetico, no cortex pré-frontal dos camundongos LDLr/,
indicando a presencga de altera¢fes na transmisséo colinérgica em areas do cérebro associadas
com processos de aprendizagem e memdaria, em particular no cortex pré-frontal (MOREIRA
etal. 2012, a).

Outra alteracdo comportamental relevante nos camundongos LDLr/ relatada por
outro grupo de pesquisadores foi a hiperlocomogéo. Este comportamento foi investigado e
descrito por Elder et al. (2008), que observaram uma atividade locomotora aumentada nos

camundongos LDLr/ que ndo é observada em suas contrapartes selvagens. Elder e sua equipe
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trataram camundongos machos de 2 meses de idade da linhagem LDLr/ e da linhagem
C57BL/6 (LDLr*/*) com dietas padrbes ou ricas em colesterol. Foi observado que os
camundongos LDLr/- passaram mais tempo em movimento e percorreram maiores distancias
no teste do campo aberto do que camundongos C57BL/6. Nao foram observadas diferencas
fisicas (tamanho, peso corporal, etc.) evidentes entre os grupos testados de ambas as linhagens
e, em geral, os LDLr/ ndo apresentaram deficits em funcbes sensoriais ou motoras em
comparacdo com os C57BL/6. Nesse estudo, o padrdo de locomogdo aumentada observada
nos camundongos LDLr 7/ foi independentemente da dieta (ELDER et al., 2008).

Dessa forma, considerando as diversas alteracdes comportamentais e bioquimicas
apresentadas pelos camundongos LDLr/" e os escassos trabalhos investigando as funcbes do
LDLR no SNC (HERZ & BOCK, 2002), estes animais se tornam nao apenas um modelo Gtil
no estudo da hipercolesterolemia familiar humana (ZADELAAR et al., 2007), mas também,
uma ferramenta de investigacdo dos processos de aprendizagem e memoria e de substancias

capazes de modificar estes processos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do tratamento crbénico com cafeina sobre as alteracdes

comportamentais e neuroquimicas em camundongos LDLr/, utilizados como um modelo

experimental da hipercolesterolemia familiar humana.

2.2. Objetivos especificos

1.

2.

Investigar os efeitos da administracdo de cafeina em dose diéria de 10 mg/kg via oral
através de gavagem durante 21 dias consecutivos sobre o desempenho de
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 3 e 8 meses de idade em
diferentes testes comportamentais para a avaliacdo das fun¢ées motoras, cognitivas e
de emocionalidade que incluem: teste do campo aberto, teste do labirinto em cruz
elevado, teste de alternancia esponténea, teste de reconhecimento social, teste do
labirinto aquatico, esquiva inibitéria do tipo step-down e teste da suspensdo pela

cauda;

Avaliar os efeitos da administracdo cronica de cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre 0s niveis
sanguineos de colesterol total, colesterol HDL e ndo-HDL e triglicerideos em

camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr 7/

Investigar os efeitos da administracdo cronica de cafeina (10 mg/kg, v.0.) sobre a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cortex pré-frontal, estriado e
hipocampo de camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/" com 3 e 8 meses de

idade através de analise espectrofotométrica;
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4. Verificar os efeitos do tratamento crénico com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a
expressao da enzima tirosina hidroxilase (TH) no estriado de animais das linhagens
C57BL/6 e LDLr/- com 3 e 8 meses de idade através da técnica de imunodeteccdo de

proteinas;
5. Determinacdo da concentracdo de dopamina, noradrenalina, serotonina no cortex pré-

frontal, estriado e hipocampo de camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr”" com
3 e 8 meses de idade através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os animais utilizados foram camundongos das linhagens C57BL/6 e camundongos
nocautes para o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr/") provenientes de uma
linhagem fundadora adquirida da Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Para ambas as
linhagens foram utilizadas fémeas de peso corporal variando entre 20 e 30 gramas. Foram
utilizados com idades de 3 e 8 meses de idade no inicio do protocolo experimental. Os
animais foram separados por linhagem e mantidos em grupos de 10 animais por caixa (42 X
34 x 17 cm) e alojados em condicdes controladas de temperatura (23+1 °C), sob ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 horas), com livre acesso a dgua e comida (racdo
padrdo). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados e cuidadosamente
conduzidos de acordo com as normas previstas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFSC (CEUA/UFSC, protocolo PP00830/2012).

3.2. Tratamento

Os animais receberam tratamentos cronicos orais via gavagem de solucdes de cafeina
(Sigma-Aldrich Corporation®) e agua de beber (veiculo).

Através de um volume relativo de injecdo de 1 mL/100 g, os animais do grupo
controle receberam agua e os animais do grupo teste receberam doses diarias Unicas de
cafeina na dose de 10 mg/kg diluida na solucdo veiculo. Essa dose foi escolhida por
representar em roedores aproximadamente duas xicaras de cha de café diarios para um ser
humano (FREDHOLM et al., 1999; CHEN et al., 2001).
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3.3. Desenho experimental

O estudo consistiu na avaliacao dos efeitos da administracdo de cafeina em dose diaria
de 10 mg/kg via oral através de gavagem durante 21 dias consecutivos, considerando animais
de duas idades diferentes (3 ou 8 meses) no inicio do tratamento. Como ilustrado na Figura 3,
0s testes comportamentais comegaram a partir do 15° dia do tratamento e encerraram no 21°
dia do tratamento, no qual os mesmos grupos de animais foram submetidos a uma ou outra
sequéncia de testes, de acordo com a idade. Todos o0s testes comportamentais foram
conduzidos pela parte da manha e inicio da tarde (9:00 — 14:00 h), enquanto as administracdes
de cafeina foram realizadas no final da tarde, buscando evitar possiveis efeitos agudos da
cafeina, bem como uma possivel sindrome de abstinéncia.

A execucdo dos testes comportamentais foi realizada na seguinte sequéncia: labirinto
em cruz elevado (dia 15); campo aberto (dia 15); alternancia espontanea (dia 16);
reconhecimento social (dia 17); labirinto aquatico (dias 18 e 19); esquiva inibitoria do tipo
step-down (dias 20 e 21); suspensdo pela cauda (dia 21) (Figura 3). Para tanto, os animais,
separados por linhagem, foram subdivididos em 4 grupos experimentais de acordo com o
tratamento: (I) C57BL/6 - controle, (I) C57BL/6 - cafeina, (1) LDLr/" - controle, (1V)
LDLr/ - cafeina.

No 22° dia do protocolo experimental, apds serem privados de alimento durante a
noite, foi realizada a coleta de sangue por puncdo cardiaca dos animais seguida de sacrificio
por decapitacdo e remocao de seus encéfalos para a dissecacdo das estruturas: hipocampo,
estriado e cortex pré-frontal. Posteriormente, estas estruturas encefalicas foram submetidas as

analises bioquimicas.
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5%’ Administragido de cafeina (10 mg/kg, gavagem)
|
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Inicio do Inicio dos testes Sacrificioe
tratamento comportamentais dissecacdo

@ camundongos C57BLI6 & LDLr* femeas

3 MESES

® Campo aberto ® Teste do @ Teste do ® Step-down ® Step-down
labirinto labirinto
® Lab em cruz aquatico aquatico ®Suspensdo pela
elevado cauda
C
8 MESES

® Campo aberto ® Teste de o Teste de ® Teste do ® Teste do ® Step-down ® Step-down
alternancia reconhecimento labirinto labirinto
espontanea social aquatico aquatico ®Suspensao pela
cauda

Figura 3. Desenho esquematico do cronograma experimental; com o panorama geral do desenho experimental
(A) e os cronogramas dos testes comportamentais dos animais das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 meses

(B) e 8 meses de idade (C).
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3.4. Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram filmados e os parametros comportamentais foram
posteriormente analisados através do software Any-Maze® (Stoeltinf Co., Wood Dale, IL,
EUA). Para ndo comprometer a fidelidade na execugédo dos testes foram adotadas medidas de
controle, tais como: iluminacdo menos aversiva a uma intensidade aproximada de 20 Ix;
isolamento acudstico para minimizar os ruidos, tanto externos quanto internos; os animais
foram ambientados a sala de experimentacdo durante o periodo de 1,5 horas antes do inicio
dos testes; limpeza dos aparatos de teste com papel toalha e solucao de alcool 10% para evitar
a impregnacao do odor. Com excec¢do dos testes de alternancia espontanea e esquiva inibitoria
do tipo step-down, em todos os demais testes comportamentais, 0 mesmo experimentador
monitorou externamente permanecendo em uma sala anexa a sala do teste enquanto 0s
animais o perfaziam. Outros comportamentos gerais foram avaliados visualmente pelo

experimentador durante os periodos de teste. Os testes comportamentais foram os seguintes:

Teste do campo aberto: O aparato consiste em uma arena de material acrilico de chao

cinza (50 x 50 cm) cercado por paredes transparentes (50 cm). No teste, cada animal foi
colocado no centro da arena e explorou livremente o aparato durante 5 minutos. Como
parametros de atividade locomotora espontanea foram utilizados a distancia total percorrida
(m) e velocidade média de locomo¢do (m/min). Como pardmetros de ansiedade foram
utilizados o numero de entradas e o tempo de permanéncia (s) na regiao central (10 x 10 cm)
do campo aberto, considerada mais aversiva para o animal (PRUT & BELZUNG, 2003).

Teste do labirinto em cruz elevado: O teste do labirinto em cruz elevado é

amplamente utilizado para investigar efeitos ansioliticos e ansiogénicos de drogas em
camundongos (LISTER, 1987). O aparato utilizado foi feito de madeira posicionado a uma
altura de 40 cm do chao e consiste de um labirinto em forma de cruz, com quatro bracos de 5
cm de largura, sendo dois bragos sem paredes (bragos abertos) de 36 cm de comprimento e
dois bragos com paredes (bragos fechados) de 36 cm de comprimento e 15 cm de altura; e
uma regido central de 5 cm? na qual os quatro bracos se ligam. Cada animal foi colocado na
regido central de frente para um dos bracos fechados podendo explorar livremente toda a
extensdo dos bracos do aparato por 5 minutos. Os pardmetros comportamentais analisados

neste teste foram: o nimero de entradas nos bragos abertos, 0 nimero de entradas nos bragos
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fechados, o percentual de entradas nos bracgos abertos, o total de tempo (s) e o percentual de
tempo gasto pelos animais nos bragos abertos. A regido central de intersecgdo dos eixos dos
bracos nédo foi considerada na analise (AKILLIOGLU et al., 2012).

Teste de alternancia esponténea: No teste de alternancia espontéanea foi utilizado um

labirinto em T baseando-se no protocolo descrito por Frye & Walf (2008). O labirinto possui
forma de T constituido de trés bracos de 30 cm de comprimento e 10 cm de largura envoltos
por paredes de 20 cm de altura e uma regido central na qual os trés bragos se encontram de 10
cm?. O labirinto possui trés portas guilhotina, uma para cada braco. Os dois bracos alinhados
do labirinto s&o os bracos de escolha (direita e esquerda) sendo que o outro brago restante que
permite o acesso aos demais ¢ chamado de “brago principal”. No momento do teste, o animal
foi solto no inicio do brago principal, de onde ele entrou no braco da esquerda ou da direita,
assim o braco oposto ao escolhido foi blogueado com a porta guilhotina forcando sua
exploracdo somente ao lado em que se encontrava. Apos retornar ao brago principal, fechava-
se ai a porta guilhotina contendo o animal e abria-se a porta-guilhotina do braco de escolha
gue se encontrava fechada, finalizando assim, um ensaio, ou uma alternancia. Cada animal for
submetido a 14 ensaios ou 0 tempo méaximo de 900 segundos de teste. Pelo niumero total de
ensaios foi quantificado o nimero total de alternancias espontaneas (entrar para explorar o
braco esquerdo apos ter explorado o braco direito no ensaio anterior e vice-versa). Em
sequida, foi calculada a porcentagem total de alternancias espontaneas de cada grupo de
animais. Neste teste, um melhor desempenho é indicado por uma maior porcentagem de

alternancias espontaneas.

Teste de reconhecimento social: Os efeitos do tratamento com cafeina na memoria

social de curto prazo foram avaliados através do teste de reconhecimento social. O teste ja foi
devidamente padronizado para camundongos em nosso laboratério (PREDIGER et al., 2010)
e baseia-se numa tarefa de reconhecimento social pelo animal, consistindo em duas
apresentacdes sucessivas (5 minutos cada) na qual cada animal foi exposto, separadamente,
tanto na primeira como na segunda apresentagdo, a um mesmo camundongo jovem
(aproximadamente 1 més de idade) e do mesmo sexo, que nunca teve contato com o animal
adulto até o momento de inicio do teste.

Apo6s um periodo de habituacdo prévio de 1,5 horas, os animais foram isolados em

gaiolas individuais durante 2 horas. Em seguida, foi colocado um animal jovem dentro da
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gaiola do animal isolado. As duas apresentacdes foram separadas por um intervalo de tempo
de 30 minutos, no qual o animal jovem permaneceu isolado em uma gaiola individual
aguardando para a segunda apresentacdo (reexposicdo). O tempo gasto pelo adulto na
investigacdo do jovem (cheirar, farejar, lamber, ou tocar com as patas) durante as duas
apresentacdes foi registrado. Nesse teste, se 0 periodo entre as duas apresentacdes for menor
que 40 minutos, o animal adulto geralmente reconhece o animal jovem, indicado por uma
reducdo significativa do tempo de investigacdo social durante a segunda apresentacdo. Mas
qguando a reexposicdo do animal jovem ocorre depois de um periodo de tempo mais
prolongado (superior a 60 minutos), o animal adulto n&o reconhece o jovem, ou seja, 0 tempo
de investigacdo social na segunda apresentacao é semelhante ao observado durante a primeira
(DANTZER et al., 1987; PREDIGER et al., 2010).

A fim de normalizar as variac@es entre os diferentes grupos, o tempo de investigacdo
social para cada animal foi expresso como a razdo da segunda apresentacdo em relacdo a
primeira apresentacdo (Razdo de Duragédo de Investigacdo - RID). Uma reducgéo no valor da
RID reflete uma diminuicdo no comportamento de investigagdo durante a segunda
apresentacdo, indicando a capacidade de reconhecimento social do animal (DANTZER et al.,
1987; CASTRO et al., 2013).

Teste do labirinto agudtico: O teste do labirinto aquatico foi utilizado para avaliar a

memoria espacial de trabalho. O labirinto aquético utilizado foi um tanque circular de 90 cm
de didmetro preenchido com cerca de 60 cm?3 de agua, a temperatura ambiente (23 + 2 °C),
onde os animais foram treinados a encontrar uma plataforma de escape (10 x 10 cm) submersa
a 1 cm da superficie da agua. A navegacdo foi orientada espacialmente por quatro pistas
visuais equidistantes (50 x 50 cm) fixadas nas paredes da sala experimental e fixadas a 30 cm
acima da borda do tanque (N, S, L e O).

O protocolo experimental consistiu em duas sessdes de treinamento de 8 trials com
intervalo de 24 horas. Os animais foram soltos individualmente para nadar a partir de quatro
pontos de partida que foram distribuidos aleatoriamente em cada dia. A posicao da plataforma
permaneceu fixa durante a primeira sessdo, sendo alterada na segunda sesséo para um ponto
diferente onde também permaneceu fixa até o fim da sessdo. A partir de cada ponto de soltura,
os 8 trials foram de no maximo 60 s, com 30 s de permanéncia na plataforma apds o animal a
ter encontrado, de onde os animais foram imediatamente colocados no préximo ponto de

partida. Nas falhas em encontrar a plataforma, os animais foram gentilmente guiados até a
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mesma. As laténcias (em segundos) para encontrar a plataforma nas duas sessfes de

treinamento no labirinto aquético foram avaliadas como pardmetro de aprendizado.

Esquiva_inibitoria_do tipo step-down: Para a avaliagdo da memdria aversiva foi

realizado o paradigma da esquiva inibitoria do tipo step-down. Para tanto, foi utilizado uma
caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm3 com uma plataforma em acrilico com 10 cm? de
superficie e 2 cm de altura que foi colocado no centro do assoalho do aparato. Parte do
assoalho possui uma grade com barras de bronze com 1 mm de didmetro, com espagcamento
de 1 cm entre elas. O protocolo experimental consistiu de duas sessdes. Na primeira sessao
cada animal foi posto sobre a plataforma e sua laténcia para descer sobre a grade (com as
quatro patas) foi cronometrada. Na primeira sessdo, ao descer da plataforma sobre as grades
com as quatro patas o animal recebeu um leve choque nas patas de 0,3 mA durante 2
segundos. Apoés a sessdo de treino, 0s animais passaram para a segunda sessao (teste), sendo
essa, igual a primeira, com excecdo de que o0s animais ndo receberam choque nas patas. De
modo a avaliar a memoria de longo prazo, o intervalo entre as sessdes de treino e teste foi de
24 horas (MOREIRA et al., 2012 a).

O parametro de aprendizado no teste consistiu no animal ndo descer da plataforma no
intervalo de 300 segundos ou fazé-lo apds um periodo de tempo maior do que o observado na

primeira sessao.

Teste da suspensdo pela cauda: De acordo com Cryan et al. (2005), o teste de

suspensdo pela cauda é um dos testes comportamentais mais utilizados para a avaliacdo de
compostos com acdo antidepressiva em camundongos, sendo um teste pré-clinico de boa
validade preditiva. O experimento consistiu em fixar a extremidade distal da cauda do animal
a uma barra horizontal de madeira a 60 cm de altura do chdo. O animal ficou preso a barra de
madeira com uma fita adesiva no angulo de 90 ao eixo longitudinal da cauda, mantendo-0 na
vertical, de cabeca para baixo. Condicdo na qual o comportamento do animal controle € se
debater ou manter longas sequéncias de movimentos corporais continuados procurando apoios
ou forcando seu préprio escape. A diminuicdo significativa de tempo desse comportamento,
considerado por tal situagdo presumivelmente incomoda para o animal, aumentando, assim, a
sua imobilidade, esta relacionado a comportamentos do tipo depressivo. Dessa forma, cada
animal foi suspenso pela cauda durante 6 minutos sendo quantificado o tempo total de
imobilidade (em segundos) do animal. A imobilidade foi definida pela auséncia de
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movimentos iniciados, incluindo balangos passivos do corpo. O animal seria excluido do teste
se ele escalasse de modo a se manter agarrado a sua cauda por um periodo de 3 segundos ou
mais (MITCHELL et al., 2013).

3.5. Analises bioquimicas

Apds a dissecacdo do estriado, hipocampo e cortex pré-frontal, estas estruturas foram
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C. Os seus homogenatos foram utilizados
para as determinacdes bioquimicas. Exceto para as analises de imunodeteccdo de proteinas e
HPLC, os homogenatos foram preparados com uma concentracdo de massa por volume de 1 :
10 em tampé&o de HEPES de 20 mM e de pH 7.0.

Perfil lipidico: Devido ao fato de estarmos utilizando um modelo animal de

hipercolesterolemia familiar, foi analisado o perfil lipidico de ambas as linhagens (C57BL/6 e
LDL/) nas idades de 3 e 8 meses. Esse perfil consistiu em estimar os niveis plasmaticos de:
colesterol total; colesterol HDL; colesterol ndo-HDL,; triglicerideos. As analises foram feitas a
partir do plasma sanguineo dos animais através de trés kits enzimaticos e colorimétricos
utilizados de acordo com as instrugdes do fabricante: Colesterol® - teste enzimatico e
colorimétrico para a determinacdo do colesterol no soro e no plasma (Laborclin®/linha
Bioliquid); Teste de colesterol HDL — teste colorimétrico (Analisa® / Gold Analisa
Diagnostica Itda.); e por fim, o kit de determinacdo de triglicerideos: Triglicerides Liquiform
(Labtest®).

Apds o ultimo dia de tratamento com cafeina, depois dos animais serem privados de
alimento durante a noite, as amostras de sangue foram coletadas por puncéo cardiaca, sendo
utilizadas para determinar os niveis de colesterol total e de colesterol ndo-HDL (no intuito de
representar um parametro de medicdo aproximado dos niveis de LDL ou de VLDL). E a
concentracdo de colesterol ndo-HDL foi obtida através do célculo: (LDL + VLDL + IDL) =
Colesterol total - HDL (MOREIRA et al., 2012 a).

Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE): A enzima acetilcolinesterase

(AChE) catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético. A
determinacdo da atividade da AChE foi baseado no método espectrofotométrico de Ellman et
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al. (1961). Para tanto, os homogenatos foram centrifugados a 3000 x g, a 4 °C durante 5 min e
uma aliquota foi usada para a determinacdo da atividade da AChE.

A atividade da AChE foi medida pela producéo de tiocolina (composto tiol) a partir da
hidrolise da acetilcolina, usando para isso, iodeto de acetiltiocolina como um substrato.
Assim, a taxa de hidrolise de iodeto de acetiltiocolina foi medida a 412 nm através da
formagdo de um composto anibnico de cor amarela: o acido 2-nitro-5-mercapto-benzoéico
(TNB) que é gerado por uma reacao da tiocolina com o acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico
(DTNB). A leitura de TNB foi feita a partir de espectrofotometro TECAN®. Os dados foram

expressos como nmol de substrato hidrolisado por min por mg de proteina.

Imunodeteccdo _da enzima_tirosina_hidroxilase (TH): As proteinas (30 pg/poco)

foram separadas por SDS-PAGE (eletroforese com gel de poliacrilamida) usando um aparato
mini-protean tetra (Bio-Rad, S&o Paulo). Para todos os experimentos foram usados gel de
entrada 4% e gel de separacdo 12%. A eletroforese foi realizada com uma voltagem fixa de
150 V por 90 minutos, ou até o corante ter alcancado o final do gel, utilizando-se um tampéo
de corrida contendo 190 mM de glicina, 25 mM de Tris e 0,1% de SDS.

Apos a separacdo, as proteinas foram transferidas por eletroforese para uma membrana
de nitrocelulose, utilizando-se o aparato Mini Trans-Blot (Bio-Rad, S&o Paulo). A
eletrotransferéncia foi realizada por 50 min. a 100 V, mantida sob-refrigeracdo. As
membranas foram bloqueadas pela incubag¢do com leite em pd desnatado 5%, dissolvido em
TBS-T por 1h e 30min. & temperatura ambiente. As membranas foram entéo incubadas com o
anticorpo primario mouse anti-TH (Santa Cruz/SC-25269), 1:10000, a 10°C overnight, o
excesso de anticorpos foi retirado pela lavagem (5 vezes) com TBS-T. Posteriormente, estas
membranas foram incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse IgG (Abcam/ab-6728),
1:10000, e mouse anti-beta-actina peroxidase (Sigma/A3854), 1:50000 conjugado com
peroxidase de rabano durante 1 h a temperatura ambiente e entdo, as membranas foram
novamente lavadas com TBS-T. As membranas foram incubadas durante 3 minutos com a
solucdo de revelagdo quimioluminescente (2,2 mg luminol, 0,1 M Tris-HCL, 6,8 mM &cido P-
cumarico, 0,3% H202 e pH 8,5,), posteriormente, as bandas foram detectadas pela exposicao
em filme radiografico. A intensidade das bandas foi calculada por densitometria usando o
software livre Image J (Wayne Rasband, National Institute of Mental Health, USA).
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Determinacao da concentracdo de monoaminas através de cromatografia liguida de alta

eficiéncia (HPL.C): Os niveis teciduais das monoaminas dopamina (DA) noradrenalina (NA),

serotonina (5-HT) no hipocampo, estriado e cortex pré-frontal dos camundongos das
linhagens C57BL/6 e LDLr/" de 3 e 8 meses foram dosados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-ED) com deteccdo eletroquimca. Apds pesadas, as amostras de tecido
foram homogeneizadas por ultrason (Sonics) em 0,1 M de &cido percldrico contendo 0,02%
de metabisulfito de sédio (Sigma) e 50 ng/ml de padrdo interno 3,4-dihidroxibenzilamina
hidrobrometo (Sigma). Apos centrifugacdo a 10.000 RPM por 30 minutos a 4 °C, foi injetado
20 ul do sobrenadante em um HPLC (Shimadzu) com uma coluna C-18 de fase reversa
(Synergi Fusion-RP C-18; 150 x 4.6 mm i.d., particulas de 4 pm -Phenomenex) com pré-
coluna (Security Guard Cartridges Fusion-RP, 4 x 3.0 mm) e detector eletroquimico (ESA
Coulochem I11) equipado com célula guarda de 350 mV (ESA 5011A) e bomba injetora LC-
20AT (Shimadzu). A coluna foi mantida em temperatura controlada (25 °C). A célula contém
duas cdmaras em série: cada camara incluindo um eletrodo colorimétrico de grafite, um
eletrodo duplo de contagem e um eletrodo duplo de referéncia. Os potenciais de oxidacao
foram ajustados para 100 mV para o primeiro eletrodo e a 450 mV para o segundo eletrodo. A
fase mdvel utilizada foi injetada numa razdo de 1 mL/min e apresentou a seguinte
composicdo: 20 g &cido citrico monoidratado (Merck), 200 mg acido 1-octano sulfénico
(Merck), 40 mg de &cido etilenodiaminatetraacético (EDTA, Sigma) em 900 mL de agua
HPLC-grade. O pH do tampéo de corrida foi ajustado para 4.0, depois filtrado em filtro de
poro com 0.45 um de diametro. Em seguida, foi adicionado metanol (Merck) até atingir-se
uma concentracdo final de 10% (v/v). As concentracdes dos neurotransmissores e Seus
metabolitos foram calculadas pela area sobre curva (corrente vs. tempo) interpolada a uma
reta curva padrdo obtida de concentra¢fes conhecidas de cada espécie quimica analisada. A

unidade utilizada para expressar essas espécies foi ng/g de peso imido de tecido.
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3.6. Analise estatistica

Os valores dos resultados foram expressos como médiaterro padrdo da média (E. P.
M.) ou como mediana com amplitude interquartil ou porcentagem conforme fosse mais
adequado ou requerido a expressao especifica. A analise estatistica foi realizada utilizando a
andlise de variancia (ANOVA) de 1 ou 2 vias de acordo com o protocolo experimental. Para
comparacOes adicionais decorrentes de valores de probabilidade significantes (p) obtidos a
partir da analise de variancia, foi utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls ou analises
subsequentes com o teste t de Student ou o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia
considerado para todos os testes foi de p< 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software estatistico STATISTICA® versao 7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

26



4. RESULTADOS

4.1. Testes comportamentais

4.1.1. Efeitos do tratamento com cafeina na atividade locomotora de camundongos das
linhagens C57BL/6 e LDLr/-com 3 e 8 meses de idade

Apbs 14 dias de administracdo oral de cafeina (10 mg/kg, v. 0.) em doses Unicas
diérias, no 15° dia foi realizado o teste do campo aberto (5 min) para a avaliacdo da atividade
locomotora e parametros de ansiedade dos animais.

Os animais LDLr/" percorreram distancias maiores do que 0s animais da
linhagem C57BL/6 no teste do campo aberto (Figura 4 A, B). Nos animais com 3 meses de
idade (Figura 4 A) a ANOVA de duas vias (linhagem vs. tratamento) revelou um efeito
significante apenas para o fator linhagem [F(1,38)=1,80; p<0,001]. No entanto, em relagéo
aos animais de 8 meses de idade (Figura 4 B), foram observados efeitos significantes para 0s
fatores linhagem e tratamento [F(1,47)=1,80; p<0,0457]. Os animais LDLr/" de 8 meses de
idade tratados com cafeina percorreram distancias similares aos animais controle da linhagem
C57BL/6, evidenciando assim, uma capacidade do tratamento com cafeina em atenuar a

hiperlocomocéo dos animais LDLr/" de 8 meses de idade (Figura 4 B).
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Figura 4. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) na distancia percorrida (m) e velocidade média
(m/s) durante 5 min do teste do campo aberto nos animais das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 meses
(graficos A e C) e 8 meses de idade (graficos B e D). As barras representam a média £ E. P. M. de 10-15 animais
por grupo (CAF: cafeina). “p< 0,05 comparado a linhagem C57BL/6. *p< 0,05 comparado ao grupo controle da
mesma linhagem.
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No parametro de velocidade média percorrida no teste do campo aberto (Figura 4 C,
D), semelhante aos resultados de distancia percorrida, os grupos de animais da linhagem
LDLr /" apresentaram velocidades médias maiores do que aquelas dos camundongos
C57BL/6. Na linhagem C57BL/6, os grupos tratados com cafeina de ambas as idades nao
diferiram de seus respectivos controles. Nos animais de 3 meses de idade (Figura 4 C), a
ANOVA de duas vias revelou um efeito significante apenas para o fator linhagem
[F(1,38)=1,37; p<0,001]. A andlise ndo revelou efeito significante para o tratamento ou
interacdo entre linhagem e tratamento em nenhum dos dois parametros.

Em relacdo aos animais LDLr7/ de 8 meses de idade (Figura 4 D), a ANOVA revelou
um efeito significante para o fator tratamento [F(1,47)=1,36; p<0.028], reforcando o achado
de que a cafeina € capaz de atenuar a hiperlocomocdo de animais LDLr/- com 8 meses de
idade.

4.1.2. Efeitos do tratamento com cafeina sobre parametros de ansiedade em
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 3 e 8 meses de idade

Quanto ao numero de entradas na area central do campo aberto (Figura 5 A), a
ANOVA revelou um efeito significante para o fator linhagem para os animais de 3 meses de
idade [F(1,38)=1,80; p<0,05], onde os animais LDLr/" entraram mais vezes na area central,
independente do tratamento.

O numero de entradas na area central do campo aberto para 0s animais de 8 meses
(Figura 5 B) foi em média menor do que aquela dos animais com 3 meses. A ANOVA
indicou um efeito significante para o fator linhagem [F(1,46)=1,10; p<0,0496], sendo
observado um maior numero de entradas dos animais da linhagem LDLr/" tratados com

veiculo quando comparado ao grupo controle da linhagem C57BL/6.
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Figura 5. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) no nimero de entradas e tempo de permanéncia
(s) na area central do campo aberto durante 5 min em animais das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 meses
(graficos A e C) e 8 meses (graficos B e D) de idade. As barras representam a média + E. P. M. de 10-15 animais

por grupo (CAF: cafeina). #p< 0,05 comparado & linhagem C57BL/6.

Quanto ao tempo de permanéncia na area central, a ANOVA de 2 vias ndo revelou
nenhum efeito significante do fator tratamento para as linhagens C57BL/6 e LDLr/ de

ambas as idades. Como a area central do campo aberto em geral € considerada mais aversiva
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pelo animal, os resultados obtidos indicam que o tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.)
ndo apresentou efeitos significativos relacionados a presenca de ansiedade.

Buscando confirmar estes resultados, apos 14 dias de tratamento com cafeina (10
mg/kg, v. 0.), os animais de 3 meses de idade foram submetidos ao teste do labirinto em cruz

elevado para investigar possiveis comportamentos relacionados a ansiedade.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre pardmetros de ansiedade em camundongos
das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 meses de idade avaliados no labirinto em cruz elevado. As barras
representam a média = E. P. M. de 9-12 animais por grupo (CAF: cafeina). *p< 0,05 quando comparado a
linhagem C57BL/6.
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A ANOVA de duas vias revelou um efeito significante do fator linhagem (Figura 6),
no qual C57BL/6 e LDLr"/" diferiram entre si, mas ndo em relagdo aos seus respectivos grupos
controle. Foram observadas diferencas significativas nos seguinte parametros: porcentagem
de tempo nos bracos abertos [F(1,38)=10,48; p<0,05] (Figura 6 A); numero de entradas nos
bragos fechados [F(1,38)=33,36; p<0,05] (Figura 6 B); e nimeros de entradas nos bragos
abertos [F(1,38)=18,34; p<0,05] (Figura 6 D).

Os resultados indicam que as diferencas significativas observadas sdo dependentes das
caracteristicas de cada linhagem e que o tratamento crénico com cafeina na presente dose ndo
influenciou os comportamentos relacionados & ansiedade. Além disso, os resultados do
namero de entradas nos bragos fechados somam em confirmar a presenca da hiperlocomocéo
nos animais LDLr/ e, a exemplo do que foi observado no teste do campo aberto, quanto a
este parametro a cafeina ndo modificou a atividade locomotora dos animais LDLr/" de 3

meses de idade.
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4.1.3. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a memoria de curta duracdo de
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 8 meses de idade

Apos 15 e 16 dias de tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.), a memoria de curto
prazo de animais de ambas as linhagens com 8 meses de idade foi avaliada nos testes de
alternancia espontanea e reconhecimento social.

No labirinto em T, todos os grupos apresentaram significativamente uma porcentagem
superior a 50% de alternancias espontaneas entre os bragos, evidenciando assim, a presenca
da memodria de curto prazo neste teste. Os animais atingiram em média 61,37% de
alternancias espontaneas, considerando todos os grupos, e a ANOVA de duas vias nao revelou

diferencas significativas entre os grupos [F(1,16)=,17073; p>0,68] (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.,) sobre a memoria espacial de curto prazo de
animais das linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 8 meses de idade avaliada no teste de alternancia espontanea . As

barras representam a média + E. P. M. de 5-6 animais por grupo (CAF: cafeina).
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No teste de reconhecimento social, a ANOVA revelou diferenca significativa apenas
para o fator linhagem [F(1, 17)=26,00; p<0,05] para animais de 8 meses (Figura 8), onde 0s
camundongos LDLr 7/ (independente do tratamento) apresentaram um indice RID (Razdo de
Duracdo de Investigacdo) significativamente maior do que os animais C57BL/6. Este aumento
no RID indica que o tempo de investigacdo social na segunda apresentacdo foi semelhante ao
tempo da primeira apresentacdo, demonstrando assim, um prejuizo de reconhecimento social

dos animais nocautes de 8 meses, independente do tratamento.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a memdria social de camundongos das
linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 8 meses de idade. As barras representam a média + E. P. M. da razdo do
tempo de investigacdo (RID) de 5-6 animais por grupo (CAF: cafeina). *p< 0,05 comparado a linhagem
C57BL/6.
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4.1.4. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a memoria espacial em camundongos
das linhagens C57BL/6 e LDLr/-com 3 e 8 meses de idade

Apbs 17 dias de tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.), foi realizado o treinamento
no labirinto aquatico em duas sessdes (8 trials por sessdo) com intervalo de 24 horas (dia 1 e
dia 2).

Para os animais de 3 meses, a laténcia media de escape em encontrar a plataforma
submersa (Figura 9 A, B), incluindo todos os pontos de soltura dos grupos, ndao foram
significativamente diferentes para cada dia de teste isolado.Porém, comparando a laténcia do
primeiro dia, para cada um dos grupos, com a sua respectiva laténcia no segundo dia do teste,
a ANOVA de duas vias revelou (p<0,05) que todos os grupos, independente do tratamento,
obtiveram laténcias menores no segundo dia: C57BL/6 - controle [F(1,35)=2,30; p<0,001];
C57BL/6 - cafeina [F(1,35)=2,30; p<0,05]; LDLr/" - controle [F(1,36)=2,51; p<0,001];
LDLr/ - cafeina [F(1,36)=2,51; p<0,05].Estes resultados indicam que o desempenho dos
animais foi melhor no segundo dia, gastando menos tempo para encontrara plataforma.

A laténcia média de escape, incluindo todos os pontos de soltura, para os animais de 8
meses de idade (Figura 9 C, D) ndo se mostraram significativamente diferentes para cada dia
de teste isolado, com a excecédo do grupo C57BL/6 — cafeina no segundo dia (Figura 9 D), no
gual a ANOVA de duas vias revelou ser diferente do grupo LDLr/" - cafeina no mesmo dia
[F(1,16)=2,39; p<0,05]. Além disso, a comparacdo para cada um dos grupos, da laténcia do
primeiro dia com a sua respectiva laténcia no segundo dia de teste, nesses animais de 8 meses
ndo houve reducdo significativa da laténcia no segundo dia, exceto pelo grupo C57BL/6 —
cafeina [F(1,26)=1,95; p<0,05] (Figura 9 D).
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Figura 9. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a laténcia média de escape no dia 1 e no dia
2 no labirinto aquatico de camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/ com 3 meses (graficos A e B) e 8
meses (graficos C e D) de idade. As barras representam a média + E. P. M. de 9-10 animais por grupo (CAF:
cafeina). #p< 0,05 comparado ao grupo LDLr/" - cafeina no mesmo dia e comparado a si mesmo em ralagéo ao
DIA 1.

Abaixo, nas Figuras 10 e 11 estdo apresentados os resultados dos animais com 3 meses
e 8 meses de idade, respectivamente, quanto ao desempenho em encontrar a plataforma nos

treinamentos dos dias 1 e 2.
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Figura 10. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) no desempenho de camundongos das linhagens
C57BL/6 e LDLr/ com 3 meses de idade no labirinto aquatico. Os resultados sdo expressos pela média + E. P.
M. da laténcia para encontrar a plataforma de 10 animais por grupo. "p< 0,05 comparado ao grupo controle da

mesma linhagem.
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Figura 11. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) no desempenho de camundongos das linhagens
C57BL/6 e LDLr/ com 8 meses de idade no labirinto aquatico. Os resultados sdo expressos pela média + E. P.
M. da laténcia para encontrar a plataforma de 10 animais por grupo. “p< 0,05 comparado ao grupo controle da
mesma linhagem. #p< 0,05 comparado ao grupo cafeina da outra linhagem.
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4.1.5. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a memdria aversiva em camundongos
das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 e 8 meses de idade

No dia 20 e 21 de tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) foi realizado o teste de
esquiva inibitdria do tipo step-down para a avaliacdo da memoria aversiva de longo prazo 24
h apds a sessdo de treino.

Os resultados estdo representados em mediana e intervalo interquartil. Como 0s
resultados representam amostras dependentes e nao seguiram distribuicdo gaussiana, foi
aplicado o teste estatistico de Kruskal-Wallis. A analise estatistica revelou que para 0s
animais de 3 meses (Figura 12 A), independente do tratamento, apenas os animais C57BL/6
apresentaram laténcias maiores que 24 h apds o treino (p<0,05), ou seja, exibiram o
comportamento relacionado a presenca de memoria aversiva. No entanto, para os animais de 8
meses (Figura 12 B), ndo foram reveladas diferengas significativas entre 0s grupos,
demonstrando déficits deste tipo de memoria.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a memdria aversiva de longo prazo de
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 e 8 meses de idade avaliados na esquiva inibitoria do tipo
step-down. As barras representam a mediana com amplitude interquartil de 9-16 animais por grupo (CAF:

cafeina). "p< 0,05 comparado a sesséo de treino do mesmo grupo.
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4.1.6. Efeitos do tratamento com cafeina sobre comportamentos do tipo depressivo em
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/"com 3 e 8 meses de idade

Apods 20 dias da administracdo de cafeina (10 mg/kg, v. 0.), 0s animais foram
submetidos ao teste da suspensdo pela cauda para avaliar comportamentos relacionados a
depressao.

Quanto aos animais de 3 meses (Figura 13 A), a ANOVA nao revelou diferencas
significativas entre os grupos no tempo de imobilidade. No entanto, para os animais de 8
meses (Figura 13B), houve diferengas significativas no fator linhagem em que a ANOVA
revelou que os animais LDLr/" - controle e LDLr/- - cafeina ficaram imdveis por tempos
significativamente maiores em comparacdo com o0 grupo C57BL/6 - controle
[F(1,17)=,00658; p<0,05]. {LDLr/ - controle vs. C57BL/6 - cafeina [F(1,17)=,00658;
p<0.0576]; LDLr/ - cafeina vs. C57BL/6 — cafeina [F(1,17)=,00658; p<0.0622]}.
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Figura 13. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre comportamentos do tipo depressivo de
camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 (grafico A) e 8 meses (grafico B) de idade avaliados no
teste da suspensdo pela cauda. As barras representam a média = E. P. M. de 4-6 animais por grupo. *p< 0,05
comparado a linhagem C57BL/6 - controle.
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4.2. Analises bioguimicas

4.2.1. Efeitos do tratamento com cafeina sobre o perfil lipidico em camundongos das
linhagens C57BL/6 e LDLr/-com 3 e 8 meses de idade

O perfil lipidico dos animais de 3 e 8 meses de idade com os niveis plasméticos de
colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL (considerado como medida de LDL) e

triglicerideos sdo apresentados na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre os niveis plasmaticos de colesterol
total , colesterol HDL, colesterol ndo-HDL e triglicerideos dos camundongos das linhagens C57BL/6 e
LDLr/ com 3 e 8 meses de idade.

Colesterol total

Colesterol HDL

Colesterol ndo-

Triglicerideos

GRUPOS (mg/dL) (mg/dL) HDL (mg/dL) (mg/dL)
3 meses
C57BL/6 - controle 100,47+05,78 50,92+1,63 049,55+04,49 176,39+19,82
C57BL/6 - CAF 093,38+05,46 47,36%1,72 046,01+03,88 169,37+20,54
LDLr/ - controle 182,82+17,08 # 52,22+3,24 123,80+12,62 # 198,55+31,51 &
LDLr/ - CAF 163,13+10,85 * 49,7242,29 113,41+08,90 * 202,83+32,77 *
8 meses
C57BL/6 - controle 092,09+05,29 37,24+1,31 047,73+05,09 108,55+01,78
C57BL/6 - CAF 087,25+05,23 39,05+2,73 044,88+05,55 110,66+02,20
LDLr/ - controle 163,84+04,21 # 40,32+3,61 115,04+05,06 # 133,15+03,26 *
LDLr/ - CAF 166,46+05,00 * 38,59+3,20 122,93+05,29 # 125,28+02,22 #

Obs.: Grupos de 9-11 animais (CAF: cafeina). #p< 0,05 comparado aos grupos da linhagem C57BL/6.
&p< 0,05 comparado apenas ao grupo controle da linhagem C57BL/6.
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Os niveis plasmaticos de HDL foram os unicos que ndo apresentaram diferencas entre
linhagens para os animais de 3 e 8 meses de idade. Quanto aos demais parametros, foram
observados aumentos nos niveis lipidicos nos animais da linhagem LDLr/" em ambas as
idades. A ANOVA revelou niveis de colesterol ndo-HDL superiores nos animais LDLr/ de 3
meses de idade (Tabela 1) em relagdo a linhagem C57BL/6 [F(1,38)=,01126; p<0,05], assim
como, niveis de colesterol ndo-HDL superiores nos animais LDLr/" de 8 meses de idade em
relacdo a linhagem C57BL/6 [F(1,39)=,01041; p<0,05]. A auséncia de diferencas entre os
grupos tratados com cafeina e seus respectivos controles, deixa claro que o tratamento com a
cafeina ndo alterou o perfil lipidico em ambas as linhagens, tanto para os animais de 3 como

para os de 8 meses de idade.
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4.2.2. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
em camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/-com 3 e 8 meses de idade

A mensuracdo da atividade da enzima acetilcolinesterase revelou que, em geral, foi
menor nos animais com 8 meses em comparacao aos animais com 3 meses de idade (Figura
16). No cortex pré-frontal dos camundongos com 3 meses de idade (Figura 16 A), a ANOVA
revelou efeitos significativos do grupo LDLr/" - cafeina em relacdo a ambos 0s grupos da
linhagem C57BL/6 [F(1,15)=7,9103; p<0,05], no qual os animais LDLr/ tratados com
cafeina apresentaram uma reducdo na atividade da acetilcolinesterase, porém néo
estatisticamente diferente do grupo LDLr/" - controle [F(1,15)=7,9103; p<0,0707]. No
hipocampo dos animais com 3 meses (Figura 16 B), o grupo C57BL/6 - cafeina foi observado
um aumento na atividade da enzima acetilcolinesterase em comparagdo ao grupo controle da
mesma linhagem [F(1,15)=8,1079; p<0,05].
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Figura 14. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
no cortex pré-frontal (A e D), hipocampo (B e E) e estriado (C e F) de camundongos das linhagens C57BL/6 e
LDLr/ com 8 meses de idade. As barras representam a média + E. P. M. de 5 animais por grupo (CAF: cafeina).

#p< 0,05 comparado a linhagem C57BL/6. *p< 0,05 comparado ao grupo controle da mesma linhagem.
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4.2.3. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a expressdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) no estriado de camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr"/-

com 3 e 8 meses de idade

Na figura 17 sdo mostrados os resultados dos efeitos da administragdo cronica de
cafeina sobre a expressdo da enzima TH no estriado de animais com 3 e 8 meses de ambas as
linhagens, investigadas através de imunodeteccdo de proteinas. Em média, os animais de 8
meses apresentaram valores maiores de densidade Optica relativa, no entanto, a ANOVA néo
revelou diferengas significativas em ambas as idades {3 meses, linhagem vs. tratamento
[F(1,25)=,54762; p>0,47]; 8 meses, linhagem vs. tratamento [F(1,14)=,80372; p>0,50]}.
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Figura 15. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a expressdo da enzima tirosina hidroxilase
(TH) no estriado de camundongos das linhagens C57BL/6 e LDLr/- com 3 meses (A e C) e 8 meses (B e D) de

idade. As barras representam a média + E. P. M. de 4-8 animais por grupo (CAF: cafeina).
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4.2.4. Efeitos do tratamento com cafeina sobre a concentracdo de monoaminas e seus
metabolitos no cértex pré-frontal, hipocampo e estriado de camundongos das

linhagens C57BL/6 e LDLr/com 3 e 8 meses de idade

Abaixo, os resultados de HPLC das estruturas encefélicas: hipocampo, estriado e
cortex pré-frontal dos animais com 3 e 8 meses de idade com a quantifica¢do do contetido dos

neurotransmissores dopamina (DA), noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT).
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Figura 16. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a concentragdo de dopamina (DA) no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de camundongos de 3 meses (A-C) e 8 meses de idade (D-F) das

linhagens C57BL/6 e LDLr /. As barras representam a média + E. P. M. de 8 animais (3 meses de idade) e de 3

animais (8 meses de idade) por grupo (CAF: cafeina).
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Figura 17. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a concentracdo de noradrenalina (NA) no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de camundongos de 3 meses (A-C) e 8 meses de idade (D-F) das
linhagens C57BL/6 e LDLr /. As barras representam a média + E. P. M. de 8 animais (3 meses de idade) e de 3

animais (8 meses de idade) por grupo (CAF: cafeina).

A ANOVA revelou diferencas significativas somente nos niveis de 5-HT (Figura 20).
Houve diferencas dependentes de linhagem nos animais com 3 meses: LDLr/" apresentou
diminuigdes nos niveis de 5-HT no cortex pré-frontal [F(1,25)=14,008; p<0,001] e no estriado
[F(1,22)=16,706; p<0,001] em relacdo a linhagem C57BL/6; quanto ao hipocampo, foi
observada uma diferenca apenas entre 0s grupos controles de cada linhagem [F(1,25)=,13542;
p<0,001] (Figura 20, B). Em relacdo aos animais com 8 meses de idade, o grupo C57BL/6 -
cafeina apresentou uma diminuicdo nos niveis de 5-HT no hipocampo em relagdo ao seu
respectivo grupo controle [F(1,8)=0,0000; p<0,001] (Figura 20, E).
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Figura 18. Efeitos do tratamento com cafeina (10 mg/kg, v. 0.) sobre a concentracdo de serotonina (5-HT) no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de camundongos de 3 meses (A-C) e 8 meses de idade (D e E) das
linhagens C57BL/6 e LDLr /. As barras representam a média = E. P. M. de 8 animais (3 meses de idade) e de 3
animais (8 meses de idade) por grupo (CAF: cafeina). *p< 0,05 comparado ao grupo controle da linhagem

LDLr/. *p< 0,05 comparado a linhagem LDLr/ ou ao grupo controle da mesma linhagem (8 meses).
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5.  DISCUSSAO

Os resultados revelam, efeitos associados a idade, demonstrando de forma
comparativa que os animais de 8 meses de idade apresentam déficits sobre a memoria espacial
e a memoria aversiva de longo prazo que sdo independentes do tratamento ou linhagem.
Foram revelados também, efeitos dependentes apenas de linhagem, em que os camundongos
LDLr/ apresentaram deficits sobre a memoria social de curto prazo e exibiram um
comportamento do tipo depressivo sem alteracGes causadas pelo tratamento com a cafeina. No
entanto, a cafeina causou efeitos dependentes de idade e de genétipo, sendo capaz de atenuar
0 comportamento de hiperlocomocéo.

Os resultados obtidos no teste do campo aberto confirmam dados prévios da literatura
demonstrando que os camundongos LDLr/ apresentam um aumento da atividade locomotora
(ELDER et al., 2008), indicado pelo aumento dos parametros de distancia total percorrida e
velocidade média ja aos 3 meses de idade e persistente até 8 meses. Corroborando estes
resultados do campo aberto, 0 nimero de entradas nos bragos fechados no teste do labirinto
em cruz elevado, que também ¢é utilizado como um pardmetro para avaliar a atividade
locomotora (CRUZ et al., 1994), foi maior nos camundongos LDLr/" de 3 meses de idade,
reforcando, assim, que esses animais exibem o ja descrito padrdo de hiperlocomocéo.

Considerando isso, o0 resultado mais relevante observado no presente estudo foi o de
que a hiperlocomocdo dos camundongos LDLr/- com 8 meses de idade foi atenuada pelo
tratamento crénico com a cafeina, sendo estes efeitos da cafeina independentes de
modificacdes no perfil lipidico dos animais. Os resultados do teste do campo aberto revelaram
gue os camundongos LDLr/- de 8 meses de idade tratados com cafeina se locomoveram em
velocidades médias menores, houve um decréscimo das distancias percorridas, e também um
menor numero de entradas na regido central, sem que houvesse, entre 0s grupos das duas
linhagens testadas, mudancas no tempo de permanéncia na regido central da arena.

Quanto ao tempo de permanéncia na area central da arena do campo aberto, ndo ficou
evidente nenhum efeito significativo da administracdo de cafeina apds 14 dias de tratamento,
tanto para a linhagem C57BL/6 quanto para a linhagem LDLr/", de ambas as idades. Como a
area central em geral € considerada aversiva pelo animal (PRUT & BELZUNG, 2003), esse
resultado é um indicativo de que o tratamento com cafeina na dose empregada ndo promoveu

um aumento nas respostas relacionadas a ansiedade. Isto foi reforcado pelos resultados
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obtidos no labirinto em cruz elevado, um teste sensivel a investigagdo de efeitos ansioliticos e
ansiogénicos de diferentes compostos (LISTER, 1987), em que o tratamento crénico com
cafeina ndo alterou a exploracdo dos bracos abertos em animais com 3 meses de idade de
ambas as linhagens. Em conjunto, os resultados obtidos no campo aberto e no labirinto em
cruz elevado ndo revelaram efeitos ansiogénicos devidos ao tratamento com a cafeina,
indicando assim, que a atenuacdo da hiperlocomocdo que foi observada, ndo é decorrente a
um possivel efeito secundario da cafeina que desencadeasse aumentos da ansiedade.

Como o esperado, os camundongos LDLr/- empregados neste estudo apresentaram
niveis plasmaticos de colesterol elevados, em torno do dobro em comparagdo a linhagem
controle C57BL/6, corroborando com dados da literatura (ISHIBASHI et al., 1993; OSONO
et al., 1995; ZADELAAR et al., 2007). No entanto, foi observado que o tratamento crdnico
com cafeina ndo causou alteracdes no perfil lipidico nem flutuacbes do peso médio ao longo
do mesmo periodo (dados ndo mostrados), em ambas as linhagens, considerando que 0s
animais foram pesados diariamente no decorrer dos 21 dias de administracéo da cafeina.

Ao contrario de humanos, camundongos com deficiéncia do LDLR ndo desenvolvem
arteriosclerose grave e 0s niveis plasmaticos de colesterol em dieta padrdo ficam apenas o
dobro dos niveis dos camundongos selvagens (ISHIBASHI et al., 1993). Considera-se
também que a linhagem LDLr/ comeca a desenvolver arteriosclerose em idades mais
avancadas, acima dos 11 meses de idade, segundo Ishibashi et al. (1994). E a arteriosclerose
nesses animais mais velhos € especialmente agravada quando expostos a uma dieta
aterogénica (ISHIBASHI et al., 1994). Portanto, considerando a dieta e a idade dos animais
deste estudo, podemos excluir que a atenuacdo da hiperlocomocdo nos camundongos de 8
meses de idade foi devido a um quadro de hipercolesterolemia ou aterosclerose grave.

Em um trabalho desenvolvido por Mulder et al. (2004), camundongos LDLr/- machos
de 6 meses de idade apresentaram um menor nimero de alternancias espontaneas em
comparacdo com camundongos LDLr*/* no labirinto em T. Esta diminuicdo no ndmero de
alternancias espontaneas no labirinto em T € um comportamento geralmente interpretado
como um déficit de memdria de trabalho e € dependente do hipocampo e do cortex pré-frontal
(GERLALI, 1998). No entanto, no presente estudo, os camundongos (fémeas de 8 meses de
idade) que passaram pelo mesmo teste, ndo apresentaram prejuizos no desempenho deste teste
e, consequentemente, a cafeina também ndo apresentou nenhum efeito significativo no

namero de alternancias espontaneas.
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Em relacdo a memoria social de curto prazo, foi evidenciado um efeito dependente de
genotipo, em que os camundongos LDLr /" de 8 meses de idade apresentaram um prejuizo de
reconhecimento social em comparacgédo aos selvagens, sendo que diferentemente dos animais
da linhagem C57BL/6, os animais LDLr/, independente do tratamento, apresentaram um
tempo de investigacdo ao animal jovem na segunda apresentacdo semelhante ao tempo da
primeira apresentagdo no teste de reconhecimento social, demonstrado por uma raz&o na
duracdo de tempo de investigacdo que foi significativamente maior. Embora, neste estudo, o
tratamento com a cafeina ndo tenha demonstrado efeitos sobre esse parametro, o resultado é o
primeiro registro conhecido desse teste demonstrando déficits na memoria social de curto
prazo de camundongos LDLr /.

Nesse sentido, trabalhos demonstram que o tratamento com cafeina é capaz de reverter
déficits relacionados a idade em discriminacao olfativa e memdria de reconhecimento social
(PREDIGER et al., 2005 b) e reverter prejuizos de memoria social de curto prazo em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (PREDIGER et al., 2005 ¢; TAKAHASHI et al., 2008).
O fato da cafeina ndo ter apresentado efeitos sobre a memaria social no presente estudo, pode
ser em funcdo de diferentes fatores, tais como, tipo de animal e linhagem, sexo, idade, a dose
utilizada, de modo a ponderarmos que seriam necessarias doses mais elevadas de cafeina para
promover alteracfes, além do mais, o regime crbénico de tratamento pode diferir em seus
efeitos quanto ao tratamento agudo empregado nos trabalhos citados.

A memoria espacial de trabalho foi avaliada através do labirinto aquatico. O
hipocampo desempenha uma fungdo primordial na navegacdo espacial e a memoria de
trabalho é de armazenamento temporario e se baseia em informacdes Uteis para o raciocinio
imediato que podem ser esquecidas, durando apenas de segundos a poucos minutos
(IZQUIERDO & MEDINA, 1991). O cortex pré-frontal estd envolvido nessa tarefa e
desempenha um papel critico no processamento da memoria espacial (FAW, 2003). Foi
verificado que a laténcia média de escape em encontrar a plataforma submersa no primeiro
dia do teste foi semelhante para todos 0s grupos de ambas as idades, porém, em relacdo ao
segundo dia, os animais das linhagens C57BL/6 e LDLr/ de 3 meses de idade, independente
do tratamento, apresentaram tempos menores em encontrar a plataforma submersa
(posicionada em um local diferente no segundo dia), demorando em torno da metade do
tempo para encontrar a plataforma em relacdo a primeira exposi¢do ao labirinto. O mesmo

ndo foi observado para os animais de 8 meses de idade de ambas as linhagens, em que no
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segundo dia continuaram apresentando laténcias elevadas, com excecdo dos animais C57BL/6
tratados com cafeina.

Contudo, os resultados indicam que ap6s 17 dias de tratamento, a cafeina néo
demonstrou efeitos associados a memdaria espacial de trabalho e que o fator idade parece ser o
responsavel principal pelos déficits de desempenho dos animais no labirinto aquético. O fato
dos animais de 3 meses apresentarem uma laténcia menor que os animais de 8 meses apenas
no segundo dia, pode estar muito mais relacionado a uma questdo de habituacdo do que um
baixo desempenho, sendo que foi apenas no segundo dia do teste que os camundongos de
ambas as idade ja haviam passado pela primeira experiéncia de nado no labirinto aquético.

A idade também pode ter influenciado sobre os resultados de memoria aversiva de
longo prazo dos animais, assim como a linhagem. No teste de esquiva inibitoria do tipo step-
down, apenas os animais de 3 meses da linhagem C57BL/6, independente do tratamento,
apresentaram laténcias maiores de esquiva inibitéria 24 h ap6s o treino, demonstrando um
claro comportamento relacionado a memoria aversiva. No entanto, os animais de 8 meses,
independente do tratamento, ndo apresentaram diferencas na laténcia apds o estimulo elétrico
24 horas antes, demonstrando assim, déficits da memoria aversiva de longo prazo. Este tipo
de aprendizado relacionado a memdria aversiva envolve estruturas como o hipocampo e 0
cortex pré-frontal e os efeitos comportamentais inerentes a esquiva inibitoria envolvem
sentidos de percepc¢do espacial e visual, sensibilidade a dor, acompanhados de componente
emocional ligado a mecanismos de estresse (JERUSALINSKY et al., 1992). Dessa forma, 0s
resultados indicam prejuizos relacionados as aspectos da memdria aversiva nos animais mais
velhos, e a exemplo dos resultados obtidos no labirinto aquético, o tratamento com cafeina
ndo foi capaz de reverter ou atenuar esses déficits de memoria nos animais das linhagens
C57BL/6 e LDLr/" de 8 meses de idade.

Os animais LDLr/" de 8 meses de idade apresentaram um comportamento do tipo
depressivo, independente do tratamento, indicado pelo aumento no tempo de imobilidade no
teste de suspensdo pela cauda. Embora os animais de 3 meses de idade ndo tenham
apresentado diferengas de imobilidade, os resultados de HPLC apoGiam a presenca de um
comportamento do tipo depressivo nos animais LDLr/, evidenciando diminui¢des
significativas nos niveis de serotonina nos camundongos LDLr/" de 3 meses de idade em
todas as trés estruturas investigadas (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado) em relacéo a
linhagem C57BL/6. Amostras de tecido insuficientes podem ter sido responsaveis pela ndo
reproducdo de resultados similares quanto aos niveis de serotonina por HPLC nos animais de

51



8 meses de idade. A rigor, também ndo podemos associar a atenuacao da hiperlocomocao dos
animais LDLr/" de 8 meses de idade com possiveis efeitos do tipo depressivo causados pela
cafeina, considerando que o grupo controle apresentou um tempo de imobilidade similar.

Somado a isso, tanto os animais de 3 meses como os de 8 meses de idade ndo
apresentaram alteracOes significativas nos niveis de dopamina. Conforme Yin et al. (2014),
fortes evidéncias mostram que a cafeina exerce efeitos do tipo antidepressivo em condic¢des de
estresse, através de um aumento nos niveis de dopamina no encéfalo. Dessa forma, se
considerarmos o regime de gavagem, pelo qual os animais foram tratados oralmente, como
um fator estressor, possiveis diminui¢des ndo detectadas nos niveis de dopamina poderiam
estar mascarados pelo tratamento cronico através de uma modulacdo desses niveis pela
cafeina.

Corroborando os resultados de HPLC quanto aos niveis de dopamina no estriado, a
técnica de imunodeteccdo ndo revelou diferencas na expressao estriatal da enzima TH, que
representa a enzima limitante na sintese de catecolaminas, incluindo a dopamina. Isso € um
indicativo de que a hiperlocomocgédo nesses camundongos LDLr/" ndo esta relacionado a um
aumento na producdo de dopamina na via nigroestriatal e que a cafeina ndo alterou essa
producao.

Moreira et al. (2012 a) evidenciaram um aumento da atividade da enzima AChE no
cortex pré-frontal de camundongos LDLr/" machos de 3 meses de idade. No presente estudo,
os resultados indicaram que os animais LDLr/" fémeas de 3 meses apresentaram uma
atividade similar da AChE no cortex pré-frontal. O dado mais importante, porém, revela que
os animais LDLr/ de 3 meses tratados com cafeina apresentaram uma queda na atividade da
AChE diferindo de modo significativo da linhagem C57BL/6. Em relacdo a linhagem
C57BL/6 de 3 meses de idade, o tratamento com a cafeina causou um aumento significativo
da atividade da AChE no hipocampo, mas ndo ha indicios da ligagcdo desse resultado com o0s
dados obtidos através dos testes comportamentais.

Embora Moreira e colaboradores (2012 a), ndo tenham utilizado camundongos com 8
meses de idade, foi evidenciado aumentos na atividade da AChE no cértex pré-frontal de
camundongos LDLr/ de 3 e 14 meses de idade, sugerindo que essa atividade aumentada pode
continuar a partir dos 3 meses até os 14 meses de idade. No entanto, para os animais de 8
meses de idade do presente estudo, em geral todos os grupos apresentaram reducdes da
atividade da AChE em comparacdo com o0s animais de 3 meses, sendo que ndo houve
diferencas entre os grupos nessa idade. Os resultados ndo apresentem evidéncias suficientes
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para apoiar que o tratamento com cafeina inibiu a atividade da AChE nos animais de 8 meses,
mesmo esta apresentando uma tendéncia de queda no cértex pré-frontal e hipocampo e
considerando que os animais LDLr/" de 3 meses tratados com cafeina exibiram uma queda da
atividade no cortex pré-frontal. Entretanto investigacfes futuras sobre esse tema parecem ser
importantes, considerando que evidéncias recentes mostram que a cafeina pode agir como um
inibidor ndo competitivo da AChE em humanos (POHANKA & DOBES, 2013).

Contudo, o resultado mais relevante foi de que o pré-tratamento de 14 dias com a
cafeina atenuou a hiperlocomog&o dos camundongos LDLr /- de 8 meses de idade. E possivel
hipotetizar que a atenuagéo da atividade locomotora ndo foi verificada nos animais da mesma
linhagem com 3 meses de idade em razdo da hiperlocomocao ser mais robusta, requerendo o
tratamento com doses superiores ou periodos mais prolongados de cafeina.

Nosso laboratdrio ja demonstrou anteriormente uma atividade locomotora aumentada
nos animais LDLr/, testando animais de 3 e 14 meses de idade foi verificado um aumento no
namero de quadrantes atravessados no campo aberto (MOREIRA et al., 2012 a). No presente
estudo, além de evidenciarmos a hiperlocomocdo e a atenuacdo dessa condicdo nos
camundongos LDLr/" através de um pré-tratamento cronico com cafeina, demonstramos que
esse efeito ndo estd ligado a ansiedade. No estudo conduzido por Elder et al. (2008), a
atividade locomotora aumentada nos LDLr/" também n&o foi interpretada como sendo um
efeito relacionado a estados de ansiedade alterados, considerando que no teste do campo
aberto daquele estudo, ambas as linhagens (LDLr/" e C57BL/6) passaram quantidades
comparaveis de tempo no centro do campo aberto. Além do mais, 0s pesquisadores
confirmaram posteriormente, através de testes comportamentais adicionais (teste da caixa
clara/escura; teste do labirinto em zero elevado), a auséncia de alteragdes em parametros
relacionados & ansiedade, caracterizando, assim, a hiperlocomocdo dos LDLr/,
independentemente da dieta, como um comportamento proprio dependente do genoétipo
(ELDER et al., 2008).

No presente trabalho também n&o houve altera¢6es do perfil lipidico dos animais pelo
tratamento com a cafeina e ndo h& indicacdo de que a atenuacdo da hiperlocomogdo nos
camundongos LDLr/ de 8 meses de idade esta ligada a um quadro hipercolesterolémico ou de
aterosclerose grave. Isso € importante, porque evidencia que a hiperlocomocao € independente
do perfil lipidico, uma vez que a cafeina altera a locomocdo sem alterar o perfil lipidico.

Embora nem todos os estudos observaram comportamentos relacionados a uma atividade
locomotora aumentada nos camundongos LDLr 7/, segundo Elder et al. (2008), a presenca de
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hiperlocomocdo nos animais LDLr/~ parece indicar a presenca de uma hiperatividade
generalizada. 1sso sugere, no ambito fisiologico, que o receptor de LDL € capaz de regular um
nivel geral de tdnus motor, que é independente da ansiedade, e que a auséncia do receptor
conduz a uma certa hiperatividade responsiva a pelo menos alguns estimulos sensoriais
externos (ELDER et al., 2008).

Como perspectivas para o futuro, seria interessante investigar mais a fundo a
importancia e o real impacto do LDLR sobre o comportamento, analisando, por exemplo, se
os deficits de memoria observados neste trabalho poderiam ser melhorados atraveés de um
aumento da expressdao do LDLR no encéfalo. Bem como, investigar as consequéncias na
atividade locomotora relacionadas a diminui¢cdes ou aumentos da atividade do receptor, tanto
no sistema nervoso central como no periférico, e qual seriam os efeitos de um tratamento com
cafeina considerando esse quadro. E considerando que este trabalho revelou um efeito de
atenuacdo da hiperlocomocdo, que é dependente de idade e devida a uma concentracdo
determinada cafeina, seria importante estudos explorando idades diferentes além de 3 e 8
meses, assim como diferentes concentracdes e extensdes de tempo do tratamento com a
cafeina.

Além disso, embora a auséncia do LDLR funcional apresente um efeito limitado
sobre 0s niveis de lipoproteinas plasmaticas nos camundongos nocautes que sao alimentados
com uma dieta padrdo, seria interessante investigar questdes sobre a atividade locomotora ou
cognitiva de pacientes portadores de hipercolesterolemia familiar. E apesar de verificarmos
neste trabalho, que a hiperlocomocédo nédo esta associada ao perfil lipidico dos camundongos
LDLr/, talvez seja interessante, além de confirmar os resultados obtidos, submeter os
camundongos LDLr /" a uma dieta hipercolesterolémica acompanhada de um tratamento
crénico com cafeina, de modo a tentar compreender em quais circunstancias ou até que ponto
o tratamento com cafeina é capaz de atenuar ou reverter a hiperlocomocéo.

E por fim, além da cafeina, outras substancias poderiam assumir o seu papel ou tomar
parte em conjunto na investigacdo do LDLR, como verificar o efeito das estatinas na
expressdo e atividade do LDLR no encéfalo e suas implica¢fes sobre as fungdes cognitivas e
locomotoras. Isso leva em consideracdo a descoberta de que as estatinas podem regular os
niveis de mMRNA do LDLR (O'NEILL et al., 2001), além disso, as estatinas se mostram como
possiveis agentes protetores contra a doenca de Alzheimer (CRISBY et al., 2002). Dessa

forma, além de uma compreensdo mais aprofundada do papel do LDLR, teriamos a chance de
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testar novas maneiras para projetar terapias para doengas neurodegenerativas, em especial, a

doencga de Alzheimer.

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que a cafeina administrada em um regime
crénico é capaz de alterar estados comportamentais relacionados a atividade locomotora,
resultando em atenuacdo da hiperlocomocao, sendo este efeito, dependente da idade. As a¢cbes
da administracao oral da cafeina se mostraram independentes de efeitos adversos relacionados
a ansiedade ou quanto ao perfil lipidico, podendo promover altera¢c@es bioquimicas no SNC
em animais nocautes para o LDLR ou selvagens. E finalmente, que a hiperlocomocao nédo esta
ligada ao perfil lipidico dos camundongos da linhagem LDLr/", demonstrando que o LDLR

influencia no tdnus motor animal.
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