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“Science is more than a body of knowledge. It is a way of thinking, a way of
skeptically interrogating the universe with a fine understanding of human fallibility. If
we are not able to ask skeptical questions, to interrogate those who tell us that
something is true, to be skeptical of those in authority, then, we are up for grabs for

the next charlatan, political or religious, who comes rambling along.”

Carl Sagan
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PARTE I



RESUMO

A cafeina ¢ a substancia psicoativa mais consumida no mundo. Ela aumenta o estado
de alerta, estabiliza o humor e também pode proporcionar melhora no desempenho
cognitivo. Diversos estudos epidemiologicos € com roedores indicam uma relacao
inversa entre consumo de cafeina (um antagonista dos receptores de adenosina) € o
comprometimento da memoria associado ao envelhecimento e a Doenga de
Alzheimer. Considerando que o comprometimento da sinalizagdo encefalica da
insulina ¢ um componente importante da fisiopatologia da Doenga de Alzheimer, a
estreptozotocina vem sendo utilizada, via intracerebroventricular, para produzir um
modelo de Doenca de Alzheimer com caracteristicas neuroquimicas, fisiopatoldgicas
e comportamentais semelhantes a Doenga de Alzheimer em humanos. Dessa forma,
esta tese teve como objetivo avaliar as alteracdes dos receptores de adenosina e a
imunoreatividade neuronal no hipocampo de ratos submetidos a administracao
intracerebroventricular de estreptozotocina, bem como um possivel efeito protetor da
cafeina sobre esses parametros € sobre a memoria de reconhecimento. Como
resultado, encontramos comprometimento da memoria, modificagdo do
imunoconteudo e da expressao do receptor de adenosina A2A e perda neuronal no
hipocampo no modelo animal de Doenca de Alzheimer. O tratamento cronico com
cafeina foi eficaz na prevenc¢ao do comprometimento da memoria e das alteragdes
neuronais observadas no hipocampo do modelo de Doenca de Alzheimer. Essas
observagoes fornecem suporte adicional para a possibilidade de que o consumo de
cafeina poderia ser uma estratégia para prevenir o déficit mnemoénico. No entanto, o
efeito positivo da cafeina foi observado somente no modelo de Doenca de Alzheimer.

Nos animais controles, a cafeina nao produziu nenhum efeito sobre a memoria.



ABSTRACT

Caffeine is the most consumed psychoactive substance in the world, utilized to
increase alertness, stabilize humor and enhance cognitive performance. Several
epidemiological and animal studies indicate an inverse correlation between caffeine
intake (an adenosine receptors antagonist) and memory impairment associated with
ageing and Alzheimer’s disease. Considering that impaired brain insulin signaling is a
main feature of Alzheimer’s disease, intracerebroventricular streptozotocin has been
used as a model of Alzheimer’s disease with features resembling those of Alzheimer's
disease patients. Therefore, the aim of this thesis was to evaluate the adenosine
receptors immunocontent and neuronal immunoreactivity in the hippocampus of rats
submitted to intracerebroventricular streptozotocin, as well as a possible protective
effect of caffeine on these parameters and on recognition memory. The results showed
memory impairment, modification of A2A adenosine receptor immunocontent and
neuronal loss in the hippocampus of the animal model of Alzheimer’s disease induced
by streptozotocin. Chronic caffeine treatment was effective in preventing the memory
impairment and neuronal changes observed in Alzheimer’s disease rats. These
assessments provide additional support for the hypothesis that caffeine consumption
might be a valid strategy in preventing mnemonic deficit. Nonetheless, the positive
effects of caffeine consumption were observed only among Alzheimer’s disease rats.

Caffeine consumption had no effect over control animal’s performance.
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I. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma sindrome neurodegenerativa
caracterizada pela perda progressiva da memoria, compreensao, capacidade de
aprendizado e julgamento, levando a incapacitacdo para as atividades cotidianas
(Neugroschl e Sano, 2009). E a forma mais comum de deméncia, compreendendo de
60 a 80% dos casos. O niimero de pacientes com DA e outros tipos de deméncias
aumentou drasticamente nas ultimas décadas. Atualmente, aproximadamente 14
milhdes de individuos na Europa e nos Estados Unidos possuem DA, incluindo mais
de 40% da populacao acima de 85 anos de idade (Thies e Bleiler, 2011). Nos Estados
Unidos, a DA ¢ a sexta principal causa de morte e os custos anuais associados a
doenga em 2013 foram de US$ 220 bilhdes nos Estados Unidos e mais de US$ 600
bilhdes no mundo todo, particularmente em paises industrializados (Reitz et al.,
2011).

As modificagdes patologicas da DA se iniciam no lobo temporal medial e
subsequentemente avangam para areas associadas ao neocoértex (Blennow et al.,
2006). Essas alteragdes iniciam nas décadas anteriores ao surgimento dos sintomas
clinicos da doenca (Price e Morris, 1999; de Leon et al., 2001) e a progressao da DA
se da em trés estagios: (a) estagio pré-clinico assintomatico, (b) estagio prédromo que
inclui sintomas moderados (e.g., alteragdes da memoria episddica) e (c) estagio
sintomatico com apresentagcao de deméncia (Dubois et al., 2007). O diagnostico
precoce da DA baseado somente em sintomas clinicos permanece um desafio,
particularmente no estagio prodromo (Aluise et al., 2008). Essa dificuldade ¢ refletida
na baixa acuracia do diagndstico clinico da DA utilizando métodos que nao incluem

informacodes sobre biomarcadores (Beach et al., 2012).



Embora a etiologia da DA ainda ndo esteja bem descrita, duas caracteristicas
neuropatoldgicas sdo comumente encontradas no encéfalo de pacientes com DA:
placas senis compostas por peptideo B-amildide (AB); e emaranhados neurofibrilares
contendo proteina Tau hiperfosforilada (Selkoe, 2001). As placas amiloides sao
compostas principalmente por peptideos provenientes da clivagem enzimatica da
Proteina Precursora do B-amiloide (APP) (Kang et al., 1987). Em humanos, essa
proteina transmembrana ¢ codificada por um gene no cromossomo 21 e, via splicing
alternativo, este gene pode resultar na expressdao de pelo menos oito formas diferentes
da APP. A forma conhecida como APP 695 (i.e., a forma que consiste de 695 residuos
de aminoacidos) ¢ expressa predominantemente no encéfalo (Panegyres, 1997). O
papel fisiologico da APP ainda nao esta totalmente esclarecido. No entanto, se postula
que a APP esteja envolvida nos processos de adesdo celular, uma vez que essa
proteina estd localizada junto a integrinas em sitios de adesao celular (Storey et al.,
1996; Yamazaki et al., 1997). Outra funcao atribuida a APP ¢ o de fator trofico, visto
que a APP estimula o crescimento de neuritos e outras linhagens celulares (Hung et
al., 1992). O dominio extracelular da APP sofre clivagem pelas secretases do tipo a
ou B, enquanto a por¢ao transmembrana remanescente € clivada pela secretase do tipo
vy (Hardy e Selkoe, 2002; Thinakarann e Koo, 2008). Embora a clivagem pela a-
secretase libera produtos soluveis e classificados como nao toxicos ou neurotréficos, a
clivagem pela B-secretase inicia um processamento patogénico ¢ amiloidogénico da
APP. Apds a agdo da B-secretase, o fragmento remanescente no interior do dominio
transmembrana sofre acdo da y-secretase. A clivagem pela y-secretase gera, nessa
cascata, peptideos cujo comprimento varia entre 38 a 43 residuos de aminoacidos,

sendo o peptideo de 42 residuos (AP42) o associado a DA.



A proteina Tau pertence a familia das proteinas associadas ao microtubulo
encontradas nas células neuronais e nao-neuronais (Hanger et al., 2014). O gene da
proteina Tau humana (MAPT) est4 localizado no braco longo do cromossomo 17. A
proteina Tau esta envolvida na promocao da nucleacao e elongacao dos microtibulos,
e se postula que a fosforilagdo da proteina Tau ¢ um fator importante na regulacao da
interacao entre Tau e microtubulo (revisado por Wang et al., 2014). Em contrapartida,
estudos recentes sugerem que a proteina Tau também exerce papel patofisioldgico
(Karch et al., 2012; Pooler et al., 2013). A hiperfosforilagdo da Tau faz com que essa
proteina se desligue dos microtibulos, provocando a sua desestabilizacdo e
comprometendo o transporte axonal (Bramblett et al., 1993; Ishihara et al., 1999). O
alastramento da patologia da Tau no encéfalo de pacientes portadores da DA se
correlaciona com o padrao de disfun¢do cognitiva observado clinicamente (Nelson et
al., 2012).

Quanto a etiologia, a DA ¢ classificada como (1) familiar ou (2) esporadica.
Uma pequena percentagem dos casos de DA — algo entre 1% ou menos — se
desenvolve como resultado de mutagdes genéticas familiares. Essas mutagdes
envolvem o gene codificador da Proteina Precursora do Amildéide (APP) e os genes
codificadores das proteinas Presenilina 1 (PSENI) e Presenilina 2 (PSEN2). A
heranga de qualquer uma destas mutagdes genéticas determinara o desenvolvimento
de DA. Nesses individuos, os sintomas da doenga tendem a se desenvolver antes dos
65 anos de idade. Em alguns casos, os sintomas podem surgir ainda mais
precocemente, em torno dos 30 anos de idade. No entanto, a maioria dos individuos
diagnosticados com DA desenvolvem o tipo esporadico, de inicio tardio, no qual os

sintomas ocorrem a partir dos 65 anos de idade (Bekris et al., 2010). Além disso, a



DA esporadica ndo esta relacionada as mutagdes observadas na DA do tipo familiar

(Reitz et al., 2011).

I.1.1 SINALIZACAO DA INSULINA NO ENCEFALO NA DOENCA DE

ALZHEIMER

O papel da insulina no SNC tem sido pouco documentado quando comparado
com suas fungdes no musculo esquelético e tecido adiposo. No entanto, sabe-se que a
insulina e os receptores de insulina possuem fungdes no SNC que nao estdo
necessariamente associadas ao metabolismo da glicose, como a promoc¢ao do aumento
da expressao da proteina de ancoragem pds-sinaptica PSD-95 (do inglés, postsynaptic
density protein - PSD) na regido CA1 do hipocampo (Lee et al., 2005), a regulagao da
formagdo dos espinhos dendriticos e o desenvolvimento das sinapses excitatorias nos
neurdnios hipocampais (Lee et al., 2011).

O mecanismo exato pelo qual a insulina afeta o aprendizado ¢ a memoria
ainda nao esta totalmente esclarecido, mas algumas vias tém sido propostas. Sabe-se
que a insulina est4 envolvida na neuromodulacao por meio da ativagdao dos receptores
de glutamato subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (van der Heide et al., 2006). A
ativacdo do receptor NMDA ¢ necessaria para o fendmeno de potenciacao de longa
duragdo (long-term potentiation ou LTP) no hipocampo, amigdala e septo medial
(Collingridge et al., 1983; Maren et al., 1996; Elvander-Tottie et al., 2006).

Embora a maior parte da insulina presente no encéfalo seja produzida
perifericamente e transportada para o SNC por meio de carreadores saturdveis na
barreira hematoencefalica (Banks, 2004), uma quantidade menor da insulina ¢
produzida no encéfalo, principalmente nas células piramidais do hipocampo e cortex

pré-frontal medial, coértex entorrinal, cortex perirrinal, talamo, camada granular do
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bulbo olfatorio e hipotadlamo (Griinblatt et al., 2007; Schechter et al., 1996, Devaskar
et al., 1994). Os receptores de insulina (RI) estdo localizados predominantemente no
bulbo olfatorio, hipotdlamo, cortex cerebral, cerebelo e hipocampo (Abbott et al.,
1999). Os RI nos neurdnios diferem dos RI periféricos, pois os receptores neuronais
ndo sofrem regulagdo negativa pela insulina (Boyd e Raizada, 1983). A ligacdo da
insulina induz a auto-fosforilagao da subunidade  do receptor, acionando a atividade
da tirosina cinase e ativando duas vias de transdugdo paralelas: uma atuando pela via
da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e a outra atuando pela via da proteina cinase
ativada por mitégenos (MAPK) (Johnston et al., 2003). A ativagdo da via PI3K por
sua vez ativa a proteina cinase B (Akt/PKB) envolvida no metabolismo da glicose e
na inativagcdo da GSK-3. Quando ativada, a isoforma alfa da GSK-3 (GSK-3a) regula
a producao do AP (Figura 1). Além disso, a sinalizagdo da insulina via ativacao da
PI3K também regula a liberacdo do APP no espaco extracelular (Phiel et al., 2003).
Portanto, disfungdo na sinalizacdo da cascata RI-PI3K pode levar ao surgimento das
alteragdes caracteristicas da DA — hiperfosforilagdo da proteina Tau e aumento da
producdo do APB. Além disso, um nuimero crescente de evidéncias indica que ha
comprometimento da sinaliza¢do da insulina no encéfalo nos estagios iniciais da DA
(artigo de revisao de Cole e Frautschy, 2007). Dados provenientes de estudos post
mortem t€m demonstrado diminui¢ao do conteudo de insulina ¢ do mRNA de seus
receptores em amostras de cortex cerebral e hipocampo, bem como modificagdes das

isoformas alfa e beta da GSK-3 (Steen et al., 2005).
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Figura 1. Sinalizag@o da insulina, memoria e Doenca de Alzheimer. A sinalizag@o da insulina modula
a memoria e a patologia da Doenca de Alzheimer. A GSK-3 B ¢ um regulador chave da fosforilagdo da
proteina Tau. A proteina Tau hiperfosforilada é o principal componente dos NFT. O AP modula a

sinalizagdo da insulina e pode comprometer o aprendizado e a memoria. IRS = substrato do receptor de

insulina; PI3K = fosfatidilinositol-3-cinase; ERK = cinase regulada por sinal extracelular; CREB =

proteina de liga¢do a elemento responsiva a cAMP; PIP2 = fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; PIP3
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; GSK = glicogénio sintase cinase; NFT = emaranhado neurofibrilar

(adaptado de Takeda et al., 2010).

No diabetes tipo 2, uma sinalizagdo aberrante do fator de necrose tumoral o
(TNF-a) leva a ativacao da c-Jun N-terminal cinase (JNK) (Hirosumi et al., 2002). A

JNK ativada promove a fosforilagao do RI tipo 1 (IR-1), bloqueando a sinalizagdo da
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insulina e causando resisténcia periférica a insulina (Gregor e Hotamisligil, 2011). De
maneira semelhante, foi demonstrado que fragmentos soluveis do AP induz uma
sinalizagdo aberrante da via TNF-o/JNK e inibi¢ao do RI-1 nos neurdnios primarios
do hipocampo (Bomfim et al., 2012; Ma et al., 2009). A inibicao do RI-1 também foi
observada no encéfalo de um modelo transgénico de DA (Bomfim et al., 2012). A
relevancia clinica desses achados ¢ confirmada pela demonstracdo de que o RI-1
fosforilado estd elevado e a JNK esta ativa no encéfalo de individuos com DA (Talbot
et al, 2012). Indicios do mecanismo molecular pelo qual o encéfalo de pacientes com
DA se torna resistente a insulina também vém de estudos demonstrando que os
fragmentos soluveis do AP promovem a remog¢ao dos RI da membrana plasmatica em
cultura de neurdnios do hipocampo (De Felice et al, 2009; Zhao et al., 2008), levando

a reducao da atividade tirosina cinase do RI.

1.1.2 MODELO ANIMAL DE DOENCA DE ALZHEIMER INDUZIDA POR

STZ i.c.v.

Em 1969, Junod e colaboradores demonstraram que uma Unica administragao
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar produz aumento dos niveis
séricos de glicose, aumento do volume urinario e redug¢ao dos niveis de insula sérico e
pancreatico (Junod et al., 1969). Atualmente, a administra¢ao intraperitoneal de STZ
na dose de 40-60 mg/kg ¢ considerado um modelo animal de diabetes tipo 1
(Degenhardt et al., 2002). A STZ ¢ captada pelas células P-pancredticas via
transportadores de glicose tipo 2 (GLUT2) e, uma vez dentro da célula, o grupamento
metil-nitrosurea promove a alquilagdo do DNA. Em resposta, a enzima de reparo poli-
ADP-ribose polimerase (PARP) ¢ ativada, resultando na deplecio do NAD+ e

consequente deplecao dos estoques de ATP. Essa deplegao de ATP — o estoque de
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energia celular — resulta em necrose das células B-pancreaticas (Figura 2). Além das
células B-pancreaticas produtoras de insulina, a STZ também tem efeitos sobre outros
orgaos que expressam GLUT2. A administragcdo intraperitoneal de STZ nao exerce
efeito sobre o encéfalo, pois a STZ ndo ¢ capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica devido a auséncia de GLUT2 (revisado por Lenzen, 2008). No
entanto, em um estudo recente (Wang et al., 2014), ratos com diabetes induzida por
STZ apresentaram baixo desempenho nas tarefas de labirinto aquatico e esquiva
inibitoria.

A partir de evidéncias sobre a interacdo entre metabolismo da glicose e
cognicao (Hoyer, 1998) e de estudos post mortem indicando a presenga de resisténcia
a insulina no encéfalo de pacientes com DA (Hoyer 2004; de la Monte e Wands 2005;
Steen et al. 2005) e sua correlacao com a severidade da doenca, a administracao i.c.v.
de STZ tem sido proposta como um modelo nao transgénico de DA (Lannert e Hoyer,
1998; Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007). A administragdo i.c.v. de STZ em dose sub-
diabetogénica (1-3 mg/kg) induz déficits cognitivos (Lannert e Hoyer, 1998),
comprometimento da sinalizacdo colinérgica (Blokland e Jolles, 1994), estresse
oxidativo (Saxena et al., 2011), redugcdo do metabolismo encefalico da glicose (Hoyer
e Lannert, 2007) e resisténcia a insulina no encéfalo (Agrawal et al., 2011). Também
foi demonstrado que o aumento do imunoconteudo cortical de MAPT hiperfosforilada
e do AP sdo consequéncias a longo prazo da injecao i.c.v. de STZ, assim como o
acumulo de placas senis (Lester-Coll et al., 2006).

Além disso, analise por Western blot revelou aumento do imunoconteudo da
forma fosforilada da GSK-3f no encéfalo de ratos apos infusdo i.c.v. de STZ

(Salkovic-Petrisic et al., 2006). A GSK-3p fosforilada (inativa) tem papel chave na
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hiperfosforilacio da MAPT e no processamento amiloidogénico da APP (Ferrer et al.,

2002).

g(il,ll'l' 7 e s
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Figura 2. Mecanismo de acdo da STZ na célula neuronal ou astrocitdria. 1. Entrada através do
transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) em neur6nio ou astrocito; 2. Agdo sobre o receptor de insulina
(IR); 3. Consequente comprometimento da via da enzima glicogénio sintase cinase 3 (GSK 3) por
desequilibrio da fosforilagdo/glicagdo de proteinas na célula neuronal. (adaptado de Handbook of

Animal Models in Alzheimer’s Disease By G. Casadesus).

O comprometimento do aprendizado e memoéria produzido por STZ i.c.v. €
progressivo e de longo prazo. Duas semanas apods a injecao i.c.v de STZ, a retengao
da memoria em esquiva inibitoria foi reduzida, mas ndo foi observado efeito

significativo sobre a memoria espacial avaliada no labirinto aquatico de Morris
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(Mayer et al., 1990). No entanto, em maior dose, a STZ promoveu comprometimento

da memoria espacial (Agrawal et al., 2010) e da memodria de reconhecimento

(Shoham et al., 2007).

PATOLOGIA MODELO STZ i.c.v. DOENGCA DE ALZHEIMER (HUMANO)
COMPORTAMENTAL

déficit cognitivo aprendizado e memdria deméncia
MORFOLOGIA

gliose +

perda sindptica +
METABOLICA

glicose / energética metabolismo reduzido metabolismo reduzido
NEUROQUIMICA

estresse oxidativo + +

transmissao colinérgica reduzida reduzida

sinalizagao do Rl resisténcia a insulina no encéfalo resisténcia a insulina no encéfalo
MARCADORES DA DOENCA

proteina tau hiperfosforilada emaranhados neurofibrilares

amiloide B angiopatia amiloide placas de amildide B

Figura 3. Comparagdo entre o0 modelo de Doenga de Alzheimer induzida pela administragdo i.c.v. de
STZ e a Doenca de Alzheimer em humanos. (tabela compilada a partir das revisdes de Hoyer, 2004 ¢

Salkovic-Petrisic & Hoyer, 2007).

1.2 METABOLISMO DA ADENOSINA

A adenosina ¢ uma molécula sinalizadora presente no meio extracelular e em
virtualmente todas as células, estando envolvida em fungdes essenciais na fisiologia
humana. Desde os processos de transferéncia de energia por meio da adenosina
trifosfato (ATP) e adenosina difosfato at¢ a sinalizagdo celular, a adenosina ¢
fundamental para a biologia humana (Eltzschig, 2009). A adenosina estd sempre
presente no meio intra e extracelular, uma vez que esta molécula esta no cruzamento

entre diferentes vias metabolicas. As concentracoes de adenosina nas células e

16



intersticio estdo na ordem de nM em condi¢des fisiologicas, mas aumentam
substancialmente sob diferentes condi¢goes de estresse celular.

A adenosina intracelular ¢ formada principalmente a partir da acao da endo-5’-
nucleotidase (5’NT) sobre o AMP (Schubert et al., 1979; Zimmermann, 2000). A
adenosina também pode resultar da hidrolise da S-adenosil-homocisteina (SAH)
(Deussen et al., 1989). No sistema nervoso central, a adenosina extracelular tem trés
principais origens: (1) liberagdo da adenosina por meio dos transportadores
equilibrativos de nucleosideos (ENT) apos um aumento da concentragao extracelular
de adenosina (Baldwin et al., 2004). O fluxo da adenosina através da membrana
celular depende do gradiente de concentracdo entre o meio extra e intracelular
(Tabrizchi e Bedi, 2001) e a captacao da adenosina do meio extracelular ¢ uma fungao
fundamental para a manutencdo da homeostase (Deussen, 2000). (2) Conversao
extracelular dos nucleotideos de adenina em adenosina pelas ecto-nucleotidases. As
concentragoes intracelulares de ATP sdo bastante altas (na ordem de mM), portanto,
uma lesdo celular transitoria ou permanente levara a um aumento massivo da
concentracdo extracelular de ATP e rapida formacao de adenosina. Os grupamentos
fosfato do ATP extracelular sao rapidamente clivados pela acao conjunta das ecto-
enzimas, inicialmente pela nucleosideo trifosfato difosfohidrolase, seguida de
hidrdlise pela ecto-5’-nucleotidase (Picher et al., 2003; Robson et al., 2005). (3)
Formacao extracelular da adenosina apds a liberagdo do cAMP (Rosenberg e Li,
1995). No entanto, foi demonstrado que essa via de formagao da adenosina ¢ pouco
relevante (Brundege et al., 1997).

Duas enzimas desempenham papel chave no catabolismo da adenosina: a
adenosina desaminase (ADA) e a adenosina cinase (ADK). A ADA ¢ uma enzima

com elevado Km, enquanto a ADK possui baixo Km. Quando a ADA ¢ bloqueada ou
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geneticamente deletada, a capacidade da ADK ¢ excedida e os niveis de adenosina
podem se elevar drasticamente (Hershfield, 2005).

Em humanos e roedores, a adenosina se liga a quatro subtipos de receptores:
Al, A2A, A2B e A3. Todos os subtipos de receptores de adenosina sdao acoplados a
proteina G. A ativagdo do receptor Al inibe a atividade da adenilato ciclase, ativa os
canais de potassio, bloqueia os canais transitorios de célcio e aumenta o célcio e o
inositol trifosfato intracelular ao ativar a fosfolipase C. Ja a ativacdo do receptor A2A
estimula a via da proteina cinase dependente de cAMP pelo acoplamento da proteina
G estimulatdria (Fredholm et al., 2005). As concentragdes de adenosina presentes em
condigdes basais sdo suficientes para ativar os receptores Al, A2A e A3 em regides
onde esses receptores sao abundantemente expressos. Em contrapartida, sao
necessarias concentracdes maiores de adenosina para ativar o receptor A2B e se
acredita que essas altas concentracdes estdo presentes durante condigdes patoldgicas
extremas. E importante enfatizar que a potencia da adenosina como um agonista ¢
bastante dependente da densidade dos receptores. Quando o nimero de receptores ¢
reduzido pela metade (e.g., um camundongo que possui apenas uma copia do gene
para o receptor), sera necessario o dobro da quantidade do agonista para ativar o

receptor (Johansson et al., 2001).

I.2.1 EFEITOS DA ADENOSINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Além do papel fundamental no controle do metabolismo celular, a adenosina
também desempenha fungdes restritas ao sistema nervoso central (SNC). A adenosina
¢ classificada como neuromodulador por ndo preencher os critérios para ser
classificado como neurotransmissor cldssico (i.e., ser sintetizado em sinapses

especificas e armazenado em vesiculas, ser liberado por meio da despolarizacao da
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membrana neuronal, promover despolarizagao ou hiperpolarizagdo de neuronios pos-
sindpticos, possuir mecanismo especifico de inativagao e ter sua agdo mimetizada pela
administracdo de um andlogo exdgeno) (Cunha, 2001). O conceito de
neuromodulacdo diz respeito a substancias endoégenas que influenciam a liberacao
(modulagao pré-sinaptica) ou a acdo de um neurotransmissor (modulacdo pds-
sindptica) (Ribeiro e Sebastiao, 2010).

Até o presente momento, foram clonados quatro subtipos de receptores de
adenosina em humanos e roedores — A1, A2A, A2B e A3. Os receptores de adenosina
estao localizados na membrana celular e pertencem a familia dos receptores acoplados
a proteina G (Fredholm et al., 2000), podendo atuar de maneira inibitoria (via
receptores Al e A3) ou facilitatoria (via receptores A2A e A2B) (Linden, 2001).
Embora existam quatro tipos de receptores de adenosina (Al, A2A, A2B e A3), o
impacto da adenosina nas fungdes encefalicas se da majoritariamente pelas agdes dos
receptores Al e A2A. Tanto os receptores Al quanto os receptores A2A sdo
abundantemente expressos no encéfalo, enquanto a manipulagao dos receptores A2B
e A3 produz efeitos bastante modestos sobre as fun¢des do SNC (Fredholm et al.,
2005). O receptor Al ¢ o receptor com maior afinidade pela adenosina (Daly e
Padgett, 1992). Esse receptor ¢ altamente expresso no encéfalo, particularmente nos
neurdnios do cortex, hipocampo e cerebelo (Dixon e Gubitz, 1996; Mahan et al.,
1991). Quanto a sua localizagao na membrana celular, o receptor Al ¢ encontrado nos
terminais pré e pos-sinapticos (Rebola et al., 2003). O receptor A1 modula a atividade
neuronal por meio do bloqueio da liberagdo de neurotransmissores e da redugdo da
taxa de disparo neuronal. A ativagdo de receptores Al pré-sinapticos localizados em
terminais nervosos excitatorios bloqueia o influxo de ions calcio, resultando na

inibicao da liberacdo do neurotransmissor. Além disso, receptores Al pds-sinapticos
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reforgam a eficiéncia desse sistema inibitorio. Quando ativados, receptores Al pos-
sindpticos promovem aumento da condutancia da membrana neuronal aos ions
potassio, o que leva a diminuicdo da taxa de disparo neuronal e contribui para a
inibicao da transmissao sindptica (Brambilla et al., 2005). No estriado, os receptores
A1l interagem com os receptores de dopamina do subtipo D1 nos neurdénios MSN (do
inglés, medium spiny neurons — MSN) da via nigro-estriatal (Ferré et al., 1996).
Nesses neuronios, o receptor de dopamina D1 atua facilitando a neurotransmissao
GABAérgica e a ativagdo do receptor Al inibe essa facilitagdo (Floran et al., 2002).
Portanto, esse controle da liberacdo de GABA dependente do receptor D1 ¢ outra
maneira pela qual o receptor Al influencia a atividade neuronal. No encéfalo, o
receptor A2A ¢ encontrado predominantemente nos neurdnios pos-sinapticos do
estriado, mas também ¢ encontrado — ainda que em nimero significativamente menor
— nos terminais pré-sindpticos dos terminais cortico-estriatais € no hipocampo (Rebola
et al., 2005) (Figura 4). O receptor A2A também forma heterodimeros com outros
receptores acoplados a proteina G. Nos neurdnios GABAérgicos do estriado, o
receptor A2A se apresenta co-localizado com receptores de dopamina do subtipo D2.
No estriado, o receptor A2A atua inibindo a ligagdo ao receptor de dopamina D2
(Schwarzschild et al., 2006). O receptor A2A também forma heterodimeros com o
receptor metabotrépico de glutamato 5 (mGluS). Evidéncias indicam que os agonistas
dos receptores A2A e os agonistas dos receptores mGlu5 podem sinergicamente
reduzir a afinidade dos receptores D2 pelos seus agonistas nas membranas estriatais

(Ferré et al., 1999; Popoli et al., 2001).
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Figura 4. Principais caracteristicas da sinalizagdo adenosinérgica no SNC representadas em uma
versdo simplificada de uma sinapse. As duas principais fontes de adenosina extracelular sio o
transporte via transportador equilibrativo de nucleosideo (ENT) e a conversdo extracelular da
adenosina trifosfato (ATP) pela ag¢do das ectonucleotidases (EctoN). Os receptores A; € A, sdo o0s
principais mediadores dos efeitos encefalicos da adenosina. Os receptores A; inibem a adenilato ciclase
(AC), aumentam a condutincia aos fons potassio (K') e inibem os canais de calcio (Ca®") pré-
sindpticos. Esses receptores inibem a liberagdo de glutamato e as respostas pré-sinapticas mediadas
pelos receptores N-metil-D aspartato (NMDA). Os receptores A, estimulam a AC e podem formar
complexos de receptores heteroméricos com os receptores A; ou com os receptores de dopamina D, e
antagonizar os efeitos da dopamina em neurdnios estriado-palidais. Os receptores A, pré-sinapticos
antagonizam os efeitos inibitdrios dos receptores A sobre a liberagdo de glutamato. Os receptores Aja
também estdo presentes nos vasos sanguineos ¢ medeiam o efeito vasodilatador da adenosina no
encéfalo e na periferia. ADK = adenosina cinase; AMP = adenosina monofosfato; 5’NT =

5’nucleotidase (adaptado de Benarroch, 2008).
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1.2.2 ADENOSINA E CONDICOES PATOLOGICAS

Em situacdes de isquemia, hipdxia, excitotoxicidade ou inflamacgao, os niveis
de adenosina aumentam, sendo o efeito desse aumento — sob essas condigdes —
neuroprotetor (Ongini et al., 1997; Pedata et al., 2001; Cunha, 2001; Ribeiro et al.,
2002; Schwarzschild et al., 2002; Fredholm et al., 2003). No entanto, provavelmente
atuando via receptores do subtipo A2A, a adenosina também pode provocar
neurotoxicidade, dano neural e morte celular (de Mendonga et al., 2000). Estudos
utilizando animais transgénicos com aumentada expressao de receptores de adenosina
do subtipo A2A apresentaram pior desempenho em testes de memoria e aprendizado,
quando comparados aos animais sem alteragdao na expressao de A2A (Giménez-Llort
et al., 2007). A ativacao dos receptores A2A com CGS 21680 (um agonista dos
receptores A2A) promoveu o comprometimento do desempenho de camundongos nas
tarefas de reconhecimento do objeto novo, esquiva inibitéria e labirinto em Y
(Pagnussat et al., 2015). Em um estudo de Li e colaboradores (Li et al., 2015), foi
desenvolvida uma proteina quimérica rodopsina-A2AR (optoA2AR), o que permitiu,
pela primeira vez, um controle optogenético da sinalizagdo do A2A. Nesse estudo, a
ativacdo optogenética da sinalizacdo do receptor A2A no hipocampo foi suficiente
para comprometer a memoria de referencia espacial no teste de labirinto em Y. Ainda,
em camundongos transgénicos portadores da mutacao no gene codificador da APP —
um modelo animal de DA — foram encontrados niveis significativamente elevados de
receptores do subtipo A2A (Arendash et al., 2006). De acordo com essas observacoes,
a administracdo de antagonistas seletivos A2A melhorou o desempenho de roedores
em tarefas envolvendo memoria de reconhecimento (Prediger et al., 2005), bem como
a inativagdo genética dos receptores A2A aumentou a memoria de reconhecimento

espacial de camundongos (Wang et al., 2006).
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A andlise post mortem do encéfalo de pacientes diagnosticados com DA
indicou perda dos receptores Al, especialmente nas camadas externas do giro
denteado do hipocampo, regido do encéfalo envolvida nos processos de aprendizado e
memoria (Jansen et al., 1990 and Ulas et al., 1993). Curiosamente, nao foi encontrada
perda dos receptores Al nas regides CAl e CA3 do hipocampo, apesar de ter sido
observada perda celular e degeneragao (Jaarsma et al. 1991). Em contrapartida, foi
encontrado um aumento dos receptores Al e A2A no cértex frontal (Albasanz et al.,
2008). Um fascinante estudo post mortem do tecido neocortical e do tecido
hipocampal de pacientes portadores da DA (Angulo et al., 2003) encontrou uma
significativa co-localizagdo dos receptores Al com AP nas placas senis. Ainda, esse
estudo demonstrou que, em células humanas de neuroblastoma, a ativagao do receptor
A1l ativou a proteina cinase C (PKC), a proteina p21 Ras e as cinases reguladas por
sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), levando a um aumento da formacao de fragmentos
soluveis do APB. Além disso, agonistas dos receptores Al dificultam a formagdo do
aprendizado e a formacao de memoria em roedores, enquanto o bloqueio dos
receptores de adenosina facilita o aprendizado e a formacdo de memoria desses
animais em testes de esquiva passiva (Maemoto et al., 2004; Normile e Barraco,

1991).

1.3 METABOLISMO DA CAFEINA

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) ¢ um alcaloide pertencente ao grupo das
xantinas € o psicoestimulante mais consumido no mundo, sendo a maior parte da
cafeina consumida proveniente de fontes alimentares como café, cha e chocolate. A
absorcao da cafeina ocorre rapidamente em humanos, chegando a 99% de absorc¢ao 45

minutos apos a ingestdo. Apds absorcdo, a cafeina sofre metabolismo de primeira
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passagem pouco significativo, conforme indicado pela similaridade entre as curvas de
concentracdo plasmatica apos administracdo oral e endovenosa em humanos e ratos
(Devoe et al., 1993). A propriedade hidrofobica da cafeina permite que essa molécula
tenha passagem facilitada por todas as membranas biologicas, ndo havendo restricao
de acesso ao SNC pela barreira hematoencefalica (Lachance et al., 1983; Tanaka et
al., 1984). O metabolismo da cafeina ocorre predominantemente no figado. O sistema
enzimatico microsomal hepatico catalisa a biotransformacdo da cafeina em seus
metabolitos paraxantina, teofilina e teobromina (Arnaud, 1987). Em roedores, a
paraxantina € o principal metabdlito da cafeina, embora a teofilina também seja
encontrada em concentragdes elevadas (Bonati et al., 1984-1985; Fredholm et al.,
1999).

A meia-vida da cafeina ¢ muito menor em ratos (42-90 minutos) do que em
humanos (150-270 minutos) (Morgan et al., 1982). Por essa razdo, em estudos
utilizando ratos ha corre¢ao da dose administrada para critério de comparagdo com
humanos. Assume-se que 10 mg/kg de cafeina em um rato equivale a 250 mg de
cafeina em um adulto pesando 70 kg (i.e. 3,5 mg/kg), o que corresponde a quantidade
de cafeina presente em duas a trés xicaras de 30 ml de café espresso (Fredholm et al.,

1999).

1.3.1 MECANISMO DE ACAO DA CAFEINA NO SNC

Os efeitos da cafeina podem ser mediados por diferentes mecanismos: (1)
antagonismo dos receptores Al e A2A, (2) inibicao das fosfodiesterases, (3) liberacao
do célcio intracelular e (4) bloqueio dos receptores GABA4. Entretanto, em doses
usualmente consumidas, o antagonismo dos receptores Al e A2A ¢ o principal

mecanismo pelo qual a cafeina exerce seus efeitos (Fredholm et al., 1999) (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da cafeina em diferentes alvos bioquimicos em relagdo a concentragdo em humanos.
Em concentragdes obtidas apds a ingestdo de uma unica xicara de café, a cafeina ja € capaz de bloquear
os efeitos da adenosina nos receptores A2A e nos receptores Al. Para inibir a hidrélise do cAMP por
meio da inibi¢do das fosfodiesterases, ¢ necessaria uma concentra¢do 20 vezes maior. Para bloquear os
receptores GABA,, é necessaria uma concentragdo 40 vezes maior. Para mobilizar a liberagdo de
calcio intracelular, € necessaria uma concentragdo 100 vezes maior. Portanto, apds o consumo de doses
ndo toxicas de cafeina, o antagonismo dos receptores Al e A2A € o unico mecanismo pelo qual a

cafeina exerce seus efeitos. (adaptado de Fredholm et al., 1999).

O antagonismo exercido pela cafeina sobre os receptores de adenosina Al e
A2A ¢ o mecanismo pelo qual a cafeina promove seus efeitos estimulantes no SNC.
As concentragdes plasmaticas de cafeina obtidas apds uma tnica xicara de café ou cha

variam de 1 a 10 uM e sdo suficientes para promover bloqueio significativo desses
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receptores (Fredholm et al., 1999). Uma vez que a adenosina, via receptores Al,
desempenha papel inibitorio sobre a neurotransmissao dopaminérgica, colinérgica e
glutamatérgica (Flagmeyer et al., 1997; Golembiowska e Zylewska, 1997; Okada et
al., 1996; Wood et al.,, 1989) e a neurotransmissdao dopaminérgica tem papel na
determinagdo do estado de alerta, o efeito psicoestimulante da cafeina foi muito
relacionado ao antagonismo dos receptores Al. Como existe uma interagdo entre os
receptores A2A e os receptores dopaminérgicos D2 no estriado, essa interagao ajuda a
explicar o efeito da cafeina sobre a locomogao, pois ao bloquear o efeito modulatorio
negativo dos receptores A2A sobre os receptores dopaminérgicos D2, a cafeina

permite a potenciacdo da neurotransmissao dopaminérgica (Ferré et al., 1997).

1.3.2 CAFEINA E DOENCA DE ALZHEIMER

A ideia de que a cafeina pode ser empregada na prevencdo de patologias
associadas a0 comprometimento cognitivo ¢ suportada por pelo menos seis estudos
longitudinais que demonstram uma relacdo inversa entre consumo de cafeina e o
comprometimento da memoria associado ao envelhecimento e a Doenga de
Alzheimer (Hameleers et al., 2000; Lindsay et al., 2002; van Boxtel et al., 2003;
Ritchie et al., 2007; van Gelder et al., 2007; Eskelinen et al., 2009; Gelber et al.,
2011). O efeito benéfico da cafeina na DA também ¢ suportado por estudos em
roedores. O tratamento com cafeina na dgua de beber durante 12 dias associado a uma
unica injecdo intraperitoneal de cafeina 30 minutos antes da administracao i.c.v. do
peptideo AP preveniu o comprometimento da memoria nas tarefas de esquiva
inibitoria e labirinto em Y (Dall'Igna et al, 2007). O efeito benéfico da cafeina sobre a
memoria também ja foi observado em roedores idosos (Prediger et al., 2005; Costa et

al., 2008; Leite et al., 2011; Vila-Luna et al., 2012; Arendash et al., 2009).
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Particularmente, estudos utilizando camundongos transgénicos com mutagdo no gene
codificador da APP (APPsw, Swedish mutation) — um modelo animal de DA —
observaram que a administracdo cronica de uma dose diaria de 1.5 mg de cafeina
(equivalente a 500 mg em humanos) reduziu os niveis de AP encefalicos e protegeu
contra déficits de memoria (Arendash et al., 2006; Cao et al., 2009). Em
camundongos, a cafeina e antagonistas dos receptores de adenosina preveniram o
acumulo do peptideo B-amiloide dentro e ao redor dos vasos sanguineos cerebrais —
condi¢do que, se nao tratada, resulta em déficit cognitivo (Cupino e Zabel, 2013; Gahr
etal., 2013).

E importante salientar que o efeito benéfico da cafeina sobre a memoéria e o
potencial efeito neuroprotetor obtido pelo o consumo regular de cafeina tém sido
atribuido ao antagonismo dos receptores A2A (Cunha e Agostinho, 2010; Ferré, 2008;
Fredholm et al., 2005). Dessa forma, o antagonismo dos receptores A2A mimetiza o
efeito da cafeina sobre a preservacdo da memoria, conforme observado por estudos
utilizando roedores idosos (Prediger et al., 2005; Leite et al., 2011) e modelos animais
de DA (Canas et al., 2009; Dall'Igna et al, 2007; Cunha et al., 2008). De bastante
relevancia, um estudo recente demonstrou que a delecao genética dos receptores A2A
ou a administracdo oral de antagonistas A2A promoveu protegdo em camundongos
THY-Tau22 (Laurent et al., 2014). Esses camundongos apresentam hiperfosforilacao
da proteina tau e, nesse estudo, a manipulagao do receptor A2A resultou em protecao
contra o comprometimento da memoria espacial, além de promover a plasticidade

hipocampal e reducao da hiperfosforilagao da proteina tau.
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II. OBJETIVOS

Objetivo geral
Proporcionar evidéncias sobre a eficacia da cafeina — um antagonista nao
seletivo dos receptores de adenosina — no controle do déficit de memoria associado a

DA induzida pelo comprometimento da sinalizagdo da insulina no encéfalo.

Objetivos especificos:

1. Reproduzir o modelo de DA induzida pela administragao i.c.v. de STZ.

2. Avaliar o déficit mnemonico de ratos com DA induzida pela administragao

i.c.v. de STZ.

3. Avaliar a reatividade do marcador neuroral NeuN no hipocampo para
testar a hipotese de que o comprometimento da memoria do modelo vem

acompanhado de perda neuronal.

4. Determinar o efeito da cafeina sobre a reatividade do marcador neuronal
NeuN no hipocampo de ratos controles e ratos com DA induzida pela

administracao i.c.v de STZ

5. Determinar o efeito da cafeina sobre a memoria de reconhecimento € o
imunoconteudo e a expressao dos receptores de adenosina Al e A2A no

hipocampo de ratos com DA induzida pela administragdo i.c.v de STZ.
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CAPITULO 1

Caffeine Consumption Prevents Memory Impairment, Neuronal Damage, and
Adenosine A2A Receptors Upregulation in the Hippocampus of a Rat Model of
Sporadic Dementia
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Abstract. Intracerebroventricular (icv) streptozotocin (STZ) administration induces pathological and behavioral alterations
similar to those observed in Alzheimer’s disease (AD) and is thus considered an experimental model of sporadic AD. Since
caffeine (an adenosine receptor antagonist) and selective antagonists of adenosine A2A receptors modify the course of memory
impairment in different amyloid-f3-based experimental models of AD, we now tested the impact of caffeine on STZ-induced
dementia and associated neurodegeneration in the hippocampus as well as on the expression and density of adenosine receptors.
Adult male rats received a bilateral infusion of saline or STZ (3 mg/kg, icv), which triggered memory deficits after four weeks, as
gauged by impaired object recognition memory. This was accompanied by a reduced NeuN immunoreactivity in the hippocampal
CALl region and an increased expression and density of adenosine A, receptors (A2AR), but not A1R, in the hippocampus.
Caffeine consumption (1 g/L in the drinking water starting 2 weeks before the STZ challenge) prevented the STZ-induced
memory impairment and neurodegeneration as well as the upregulation of A2AR. These findings provide the first demonstration
that caffeine prevents sporadic dementia and implicate the control of central A2AR as its likely mechanism of action.

Keywords: Adenosine receptors, Alzheimer’s disease, caffeine, memory, streptozotocin

INTRODUCTION

Dementia is a generic term that describes chronic
or progressive dysfunction of cortical and subcortical

*Correspondence to: Lisiane O. Porcitncula, Federal University
of Rio Grande do Sul, Health and Basic Sciences Institute, Depart-
ment of Biochemistry, Porto Alegre/RS 90035 003, Brazil. E-mail:
loporciuncula@yahoo.com.

function that results in complex cognitive decline.
Alzheimer’s disease (AD) is the most common type
of dementia in Western countries, accounting for more
than half of cases [1]. A minor percentage of AD results
from genetic-driven mutations, whereas the majority
results from sporadic origins [2]. The molecular fea-
tures of AD are benefited from the exploitation of
transgenic mouse models of AD since they can mimic
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specific aspects of AD pathogenesis, although no sin-
gle line develop the progressive cognitive deficits,
brain regional hypometabolism, plaques, tangles, and
neuronal loss characteristic of the human disease [3].
However, these transgenic lines are expected to mimic
features of familial forms of AD, rather than the preva-
lent situation of sporadic dementia, which has been
proposed by intracerebroventricular (icv) administra-
tion of streptozotocin (STZ) [4-6]. In fact, the icv
administration of STZ leads to an insulin insensitiv-
ity, selectively in the brain and not in the periphery [5,
7], together with changes in brain metabolism [8, 9],
increased amyloidogenesis [10], tau hyperphosphory-
lation [11], limbic neuronal damage [12], and memory
impairments [4, 12, 13], all features recapitulating spo-
radic dementia [2, 14].

Apart from understanding the etiology of demen-
tia, it would be of uppermost importance to devise
novel strategies to arrest the incidence of dementia.
Epidemiological studies identified that the consump-
tion of coffee, namely of caffeine, correlates inversely
with the incidence or evolution of memory impair-
ment upon aging or sporadic AD ([15-20], but also
see [21]). This is in notable agreement with the con-
clusion from several different animal studies showing
that chronic consumption of caffeine effectively coun-
teracts memory impairment upon aging [22-24] or
AD [25-27], as well as in different conditions such
as diabetic neuropathy [28, 29], seizures [30], sleep
deprivation [31], or chronic stress [32, 33]. The mech-
anisms underlying this ability of caffeine to prevent
memory deterioration are still to be established, but the
antagonism of adenosine receptors emerges as a promi-
nent candidate since it is the only known molecular
target of non-toxic doses of caffeine [34]. In particu-
lar, the antagonism of adenosine A4 receptors, which
are upregulated upon different brain insults [35], has
been shown to mimic the beneficial impact of caf-
feine on memory impairment [36]. However, it is still
unknown if caffeine can prevent memory impairment
in an animal model of sporadic dementia and if this is
accompanied by changes of the density of adenosine
receptors.

Thus, we now took advantage of the ability of
centrally injected STZ to cause progressive mem-
ory impairment without affecting the peripheral blood
glucose level [7] to (i) explore its impact on the expres-
sion and on the density of adenosine receptors in
the hippocampus; and (ii) to determine if caffeine
consumption prevents memory impairment and neu-
ronal viability loss in this experimental model of
dementia.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Adult male Wistar rats (200-250 g) were maintained
under a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 am),
constant temperature (22 4+ 1°C) and with free access
to food and water. All behavioral tests were performed
between 8 : 00 am and 12 : 00 pm. All the experimental
procedures were designed to minimize the number of
animals used and their suffering and were approved by
the Committee on the Ethics of Animal Experiments of
the Federal University of Rio Grande do Sul (Protocol
no 2008223).

Stereotaxic surgery

Rats were anesthetized with ketamine (75 mg/kg,
ip.) and xylazine (10mg/kg, i.p.) and placed in
a stereotaxic apparatus. The lateral ventricles were
bilaterally accessed (coordinates: 0.9 mm posterior
to bregma; 1.5 mm lateral to sagittal suture; 3.6 mm
beneath the surface of brain) and the rats received a
single bilateral infusion of 5 pL. STZ (3 mg/kg; from
Sigma, Sao Paulo/Brazil) or vehicle (sodium chloride,
0.9% wi/v). After the surgical procedure, rats were
placed on a heating pad to maintain body temperature
at 37.5 £ 0.5°C until recovery from anesthesia.

Caffeine treatment

Rats were allowed to consume ad libitum either
drinking water or caffeinated drinking water at 1 g/L
during two weeks prior to vehicle or STZ infusion.
After surgery, caffeine consumption was maintained
for 4 additional weeks. We have previously confirmed
that this treatment regimen leads to a plasma concen-
tration of 30 uM caffeine [37], which is thought to
correspond to a moderate caffeine intake in humans,
with meaningful effects believed to be restricted to
adenosine receptors [38, 39].

Behavioral analysis

Open field

Four weeks after STZ or vehicle infusion, rats were
submitted to the open field test to evaluate locomotion.
The apparatus was made of black-painted Plexiglas
measuring 50 x 50 cm and was surrounded by 50 cm
high walls. Each rat was placed in the center of the
arena and the distance traveled was recorded during
5min. The experiments were conducted in a sound-
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attenuated room under low-intensity light (12 lux);
activity was recorded with a video camera positioned
above the arena and monitored in an adjacent room by
an observer blind to the treatment of the animals. Loco-
motion was measured as the total distance traveled in
meters calculated using a computer-operated tracking
system (Any-maze, Stoelting, Woods Dale, IL).

Novel object recognition task

The object recognition test was carried out 24 h after
habituation in the open field apparatus. Rats first under-
went a training session, in which two identical objects
were placed near the two corners at either end of one
side of the chamber. Rats were placed individually into
the open field facing the center of the opposite wall
and allowed to explore the objects for 5 min. The test
session was performed 90 min after training and two
dissimilar objects were presented, a familiar one and a
novel one [40]. Exploration was defined by directing
the nose to the object ata distance of at least 2 cm and/or
touching the object with the nose or forepaws. Rearing
on to object was not considered exploratory behav-
ior. The novel object recognition index was defined
as: TN/(TN+TF), [TN=time spent exploring the
novel object; TF = time spent exploring familiar object]
and was ranked manually by 2 observers blind to
treatments.

Immunoblotting analysis of A; and Az4 receptor
density

Twenty-four hours after the behavioral tests, the rats
were killed by cervical displacement; the hippocampi
were dissected out and immediately homogenized in
a 5% SDS solution containing a protease inhibitor
cocktail (Sigma, Sdo Paulo/SP, Brazil) and frozen at
—70°C. After defrost, the protein content was deter-
mined using the bicinchoninic acid assay (Pierce,
Sao Paulo/Brazil). Sample extracts were diluted to
a final protein concentration of 2 ug/ L in SDS-
PAGE buffer and SDS-PAGE analysis was carried
out with 30 g (for A1R) or 40 g (for A2AR)
together with pre-stained molecular weight standards
(Bio-Rad, Sao Paulo/Brazil) using a 12% gel with
a 4% concentrating gel. After electro-transfer, the
membranes were blocked with Tris-buffered saline
containing 0.1% Tween-20 and 3% bovine serum
albumin for 1 h. The nitrocellulose membranes (Amer-
sham, Sao Paulo/Brazil) were then incubated overnight
at4°C withrabbit anti-A1 R antibody (1 : 10000; Affin-
ity Bioreagents, USA) or goat anti-A2AR antibody
(1:5000; Santa Cruz Biotechnology, USA). The mem-

branes were washed and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2h
at room temperature and developed with chemilu-
minescence ECL kit (Amersham, Sdo Paulo/Brazil).
Densitometric analyses were performed using NIH
ImageJ software. 3-Tubulin was used as a loading con-
trol and was quantified using a mouse anti-f3-tubulin
antibody (1 : 1000; from Santa Cruz Biotechnologies,
Sao Paulo/Brazil), as described above.

Quantitative-PCR (qPCR) for A1 and A
receptor mRNA expression

Twenty-four hours after behavioral tests, rats were
killed by cervical displacement and the hippocampi
were dissected out in sterile conditions, collected in
RNAse-free polypropylene tubes, immediately frozen
in liquid nitrogen, and stored at —80°C. Total RNA
was extracted with RNAqueous® Kit (Ambion Inc.,
USA) according to manufacturer’s instructions. RNA
integrity, purity, and concentration were checked by
electrophoresis in 1% agarose gel and spectrophotom-
etry. First strand cDNA was synthesized from 0.5 g of
total RNA using SuperScript® III First-Strand Synthe-
sis SuperMix (Invitrogen Sdo Paulo/SP, Brazil). Each
cDNA pool was then aliquoted and stored at —20°C.

Gene sequence information of Adora2a (NCBI
reference sequence NP_445746.3) and Adoral
(NCBI reference sequence NP_058851.2) was col-
lected from databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
and http://www.ensembl.org). Specific primers for
each gene were designed using the IDT Design
Software (Integrated DNA Technologies Inc., USA)
taking care to avoid primers that could generate sec-
ondary structures (primers and template). The primers
for Adoral (forward: 5'-TCCGAGTCAAGATCCCTC
TC-3"; reverse: 5'-GTCTTGCTCTACCACACTCAG-
3’) were designed between exons 1 and 2 and the
primers for Adora2a (forward: 5-TCTTCGCCTGTT
TTGTCCTG-3'; reverse: 5'-CCTCACACCTGTCA
CCAAG-3’) between exons 2 and 3. Two reference
genes (Tbp and Pgkl) [41] were run as endogenous
controls. All primer sequences were assessed for
specificity using non-redundant basic local alignment
search tools (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
and target-specific sequence alignment programs.

The qPCR reactions were performed in triplicate
on StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems,
Sao Paulo/SP, Brazil) containing 0.1 wM of each spe-
cific primer, 0.5 ng/pL ¢cDNA and Platinum® SYBR®
Green gqPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitro-
gen, Biogen Porto Alegre/RS, Brazil). The following
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thermal cycling conditions were used for gPCR: 2 min
at 50°C, 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of 95°C
for 15s, 60°C for 30 s. Under these conditions, gPCR
produced a single sequence with a defined melting
temperature for each gene analyzed. Control reac-
tions were performed to verify that no amplification
occurred without cDNA. The expression levels of all
transcripts studied were normalized to the Thp expres-
sion level and the relative changes in gene expression
were calculated using the comparative A ACt method,
with samples from vehicle/water control group being
used as the calibrator [42].

Immunohistochemistry

Twenty-four hours after the behavioral tests, the
rats were anesthetized with sodium pentobarbital and
transcardially perfused with 0.1 M phosphate buffered
saline (PBS) followed by 4% paraformaldehyde.
The brains were removed from skull and postfixed
4% paraformaldehyde solution at 4°C for 24h and
then sectioned (50 wm thick) on a vibratome (Leica,
Sdo Paulo/SP, Brazil). The sections were then pre-
incubated in 1% bovine serum albumin in PBS
containing 0.3% Triton X-100 for 40 min and incu-
bated overnight at 4°C with mouse anti-NeuN antibody
(1:500, Chemicon, Sao Paulo/SP, Brazil) in PBS.
After rinsing five times in PBS, sections were incu-
bated with anti-mouse secondary antibody conjugated
to Alexa Fluor 488 fluorescent dye (1:500, Invitro-
gen, Biogen Porto Alegre/RS, Brazil) in PBS for 2h
at room temperature. After staining, sections were
washed in PBS, counterstained with 0.0001% DAPI
(Invitrogen) for 10 min, and rinsed again. Coverslips
were mounted using fluorescence mounting medium
(Dako, Sao Paulo/Brazil). Images were acquired using
an Olympus IX70 confocal microscope with the Flu-
oview software and the fluorescence intensities were
measured in 540 x 329 frames in hippocampal subar-
eas using NIH ImagelJ software.

Statistical analysis

Two-way ANOVA was used for statistical analy-
sis of western blot, immunohistochemistry, and open
field data. Three-way ANOVA was used for the novel
object recognition, with trials as repeated measures,
and treatments (drinking water or caffeine) versus infu-
sion (vehicle or STZ) as factors. gQPCR data were
analyzed using DataAssist Software v3.01 (Applied
Biosystems). This software calculates p values with a
t-test using Benjamini-Hochberg false discovery rate
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Fig. 1. Behavioral analysis of rats treated with caffeine (caf, 1 g/L) or
drinking water (w) in the open field test (A) and in the object recog-
nition test (B) performed 4 weeks after the icv infusion of vehicle
(0.9% NaCl, veh) or STZ (3 mg/kg). Panel A shows the traveled dis-
tance in meters during 5 min of video recording in the open field,
displayed as means + S.E.M. (n = 10-12 animals per group). No sig-
nificant differences were found between groups. Panel B shows the
object recognition index, displayed as means + S.E.M. (n=10-12
animals per group). *p <0.05, differences between training (black
bars) and test (white bars) sessions. #p<0.05 indicates differences
compared to w/STZ group (three-way ANOVA).

[43]. Data were expressed as means == SEM and dif-
ferences were considered statistically significant for
p<0.05.

RESULTS

Behavioral effects

Caffeine treatment for six weeks did not affect
the locomotor activity of vehicle [F (1,38)=0.49,
p=0.4864] or STZ-treated rats [F (1,38)=0.00,
p=0.9988]. Thus, total distance traveled during the
open field test was not significantly different between
groups (Fig. 1A). Analysis of the time spent on both
objects during novel object recognition test revealed
only significant effect of trials [F (1,38)=9.14,
p=0.0045], whereas the effect of treatment
[F (3,38)=1.02, p=0.3943] and the interaction
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between treatment and trials was not statistically
significant [F (3,38)=1.16, p=0.3368]. Thus, all
groups spent less time on the objects during test
session. Three-way ANOVA with repeated measures
comparing object recognition index reveals a signifi-
cant effect of trials [F (1,38)=46.195, p<0.001] and
there was a significant interaction between caffeine
and STZ [F (1,38)=4.491, p=0.041], which means
that caffeine prevented the STZ-induced deterioration
of object recognition task performance. However,
caffeine alone had no effect on object recognition
performance when compared to control (drinking
water) rats (Fig. 1B).

Immunohistochemistry for neuN

NeuN (neuronal nuclei antigen) is a marker of
neurons and a decrease of its immunoreactivity was
taken as an index of neuronal viability loss. Histolog-
ical analysis revealed a significant reduction of NeuN
fluorescence intensity in the hippocampal CAl area
of STZ-treated animals [F (1,8)=28.84, p=0.0007].
Notably, there was a significant interaction between
caffeine and STZ [F (1,8)=12.49, p=0.0077], which
means that caffeine prevented the STZ-induced neu-
rodegeneration in the CA1 area (Fig. 2).

Western blot

STZ-induced an increase of the density of adenosine
Ana receptors (A2AR) in the hippocampus which was
prevented by caffeine consumption [F (1,20)=4.83,
p=0.0399], whereas caffeine failed to affect the den-
sity of hippocampal A2AR in vehicle-treated animals
[F (1,20)=2.59, p=0.1231] (Fig. 3A). In contrast, the
density of hippocampal A1R was not modified by infu-
sion of STZ [F (1,20)=0.35, p=0.5613] or caffeine
consumption [F (1,20)=0.04, p =0.8484]; moreover,
there was no interaction between STZ and caffeine
in the control of AIR density in the hippocampus [F
(1,20)=0.25, p=0.6237] (Fig. 3B).

Modification of adenosine A2A receptors mRNA
expression

In accordance with the STZ-induced increased den-
sity of A2AR protein, the expression of A2AR mRNA,
as determined by a relative quantification using the
water/vehicle group as the calibrator, was higher
in STZ-treated rats (p=0.0473); in contrast, there
was no alteration of the A2AR mRNA levels in the
vehicle-treated groups in the absence or presence of

caffeine (Fig. 4). Also in agreement with the lack of
modification of AIR density, we found no modifica-
tion of A1IR mRNA expression in any of the groups
(Fig. 4 and Table 1).

DISCUSSION

The present study shows that the consumption of caf-
feine provides a prophylactic neuroprotection against
memory impairment and neuronal damage caused by
the icv administration of STZ, which has been widely
used as a model of sporadic dementia [4-6]. This
was based on the combined observations that caffeine
prevented the icv-STZ-induced: 1) loss of immunore-
activity of a neuronal marker in the CAl area of
the hippocampus, which is compatible with the neu-
ronal loss in the CA1l area reported to be present in
AD patients [44]; 2) impairment of short-term mem-
ory evaluated using the object recognition memory
test, precisely the memory domain more precociously
affected in AD [14]. This is in notable agreement
with the epidemiological evidence obtained in humans
showing that the consumption of caffeine affords a
prophylactic benefit to attenuate the memory deficits
associated with aging and AD ([15-20] but also see
[21]). The present study also extends to an animal
model of sporadic dementia the same evidence previ-
ously obtained in animal models of AD disease based
on the injection of amyloid-f3 peptides [26, 45] or the
overproduction of amyloid-f3 peptides in transgenic
models of AD [25, 26].

The mechanism underlying this ability of caffeine
to prevent STZ-induced hippocampal neurodegenera-
tion and memory impairment is still not established.
Since previous studies have established that the icv
administration of STZ selectively hampers the central
insulin signaling without modification of the periph-
eral control of glucose metabolism [5, 7], it is likely
that caffeine is acting centrally rather than peripherally
to afford its neuroprotective benefit. One possibil-
ity would be that caffeine might directly prevent the
central insulin deficiency caused by STZ, given that
deficits in insulin signaling can cause memory deficits
[46] and can trigger oxidative stress that could, at
least in part, explain the hippocampal neurodegenera-
tion [47, 48]. This hypothesis would fit in the reported
ability of caffeine to control peripheral insulin insen-
sitivity in conditions such as diabetes and/or obesity,
albeit opposite effects have been reported in the lit-
erature [49-52], possibly as a result of the different
impact of adenosine A and adenosine Ajp receptors
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Fig. 2. Effects of caffeine (caf, 1 g/L) or drinking water (w) consumption on neurodegeneration in the CA1 area of the hippocampus of adult
rats analyzed 4 weeks after the icv infusion of vehicle (0.9% NaCl, veh) or STZ (3 mg/kg). Panel A shows representative confocal images of
NeuN (green) and DAPI (blue) immunohistochemical staining (40 x magnification). Scale bar, 50 wm. Panel B displays the average of NeuN
fluorescence intensity (B), presented as means &+ S.E.M (n =3 animals per group). *p <0.05, indicates difference from all other groups (two-way
ANOVA).

on insulin sensitivity [53, 54] or on the parallel effects hypothesis is somewhat dampened by the observation
of caffeine on different factor controlling insulin that caffeine consumption also affords a prophylactic
sensitivity [55, 56]. However, the likeliness of this benefit to prevent memory impairment in different
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sumption on the density of hippocampal A; and A, receptors, 4
weeks after the icv infusion of saline (0.9%, veh) or STZ (3 mg/kg).
Panels A and B display the immunocontent (normalyzed by the 3-
tubulin immunoreactivity) of adenosine Azs (A) and A; receptors
(B) presented as means &= S.E.M (n=5-7 animals per group). Rep-
resentative western blot bands for A; and Aja receptors, as well
as B-tubulin immunoreactivity are displayed below each bar graph.
*p <0.05, significant differences from all other groups (two-way
ANOVA).

other conditions such as seizures [30], sleep depriva-
tion [31], chronic repeated stress [32, 33], Parkinson’s
disease [57], attention deficit and hyperactivity disor-
der (ADHD) [58, 59], or scopolamine-induced amne-
sia [60]. Since the central insulin signaling system has
not been shown to be a contributor to memory impair-
ment in several of these experimental conditions, it
is more likely that the main mechanism by which
caffeine consumption prevents memory impairment
might be independent of its putative ability to directly
control central insulin signaling. Another major argu-
ment to dismiss this hypothesis is the observation
that chronic caffeine mostly affects central adenosine
Aja receptors (A2AR) [35, 61], which do not seem

2.54
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2.0- m W/STZ
’ =3 cafiveh
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Fig. 4. Expression of hippocampal A; and Aja receptor mRNA in
the hippocampus of rats treated with caffeine (caf, 1 g/L) or drinking
water (w) 4 weeks after the icv infusion of saline (0.9%, control) or
STZ (3 mg/kg). Values are expressed as fold change (log2) compared
to control veh/w. The DataAssist software was used to find statis-
tical significance among the differentially expressed genes, which
quantifications and expression are presented in Table 1.

Table 1
Statistical analysis of the effects of caffeine (caf, 1 g/L) or drinking
water (w) consumption on the expression of hippocampal A; and
Aza receptor mRNA, 4 weeks after the icv infusion of saline (0.9%,
veh) or STZ (3 mg/kg). The relative expression in each group was
indicated by the fold change relative to the median of control rats
(injected with vehicle and drinking water). *Significant fold-change
difference in expression after adjustment for multiple testing using
the Benjamini-Hochberg method

Adoral Adora2a
Group  Fold change (RQ) P-value Fold change (RQ) P-value
w/STZ 1.466 0.1575 2.003 0.0473*
caf/veh 1.0787 0.7539 1.5179 0.3138
caf/STZ 0.8552 0.5411 1.1277 0.7702

to be involved in the control of insulin sensitivity [62,
63]; furthermore, it has been shown that antagonists
of A2AR mimic caffeine-associated neuroprotection
(reviewed in [35]) and prevention of memory loss both
in animal models of AD [26, 45, 64] as well as in other
conditions resulting in memory deficits [22, 30, 58].
This putative key involvement of A2AR in memory
dysfunction is further reinforced by the present study.
In fact, one of the striking observations of this study
was the increased expression and density of A2AR
after icv administration of STZ and the ability of caf-
feine to prevent both STZ-induced upregulation of
A2AR, neurodegeneration, and memory impairment.
This upregulation of the density of neuronal A2AR,
rather than of A1R, is reported to be present in differ-
ent conditions where memory impairment is observed
such as seizures [30], diabetes [28, 29, 65], ADHD
[59], or chronic stress [66] and has also been reported
to be occur both in animal models of AD [25] and in
necropsic cortical tissue of AD patients [67]. Notably,
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as was now observed in this model of sporadic demen-
tia, the chronic consumption of caffeine displays a
parallel ability to control both memory impairment as
well as the upregulation of A2AR. Therefore, in spite
of being purely correlative in nature, this consistent
observation that A2AR are upregulated in condi-
tions associated with memory impairment, together
with the benefits afforded by A2AR antagonists,
strongly implicate A2AR upregulation as a key event
in the establishment of neurodegeneration and mem-
ory deficits after brain insults. The definition of a causal
relation between A2AR upregulation and the incidence
of neurodegeneration and memory impairment will
probably require the clarification of the signaling and
molecular mechanisms linking brain stressful condi-
tions to the upregulation of A2AR, which are still not
understood. Accordingly, recent report showed that
albeit the blockade of A2AR reversed learning-induced
deficits by chronic stress, A2AR remained upregulated
in the hippocampus [68]. Finally, it is worth noting that
this upregulation of A2AR upon brain insults, namely
upon icv administration of STZ, allows understanding
why caffeine effectively affects animals with mem-
ory deficits (where A2AR are upregulated) and fails
to modify memory performance in control animals
(where A2AR are not upregulated).

In summary, the present study provides the first
demonstration that caffeine simultaneously prevented
memory deterioration and neurodegeneration in paral-
lel with a control of the increased density of A2ARin
an icv-STZ-based rat model of sporadic AD. This
reinforces the particular ability of caffeine to prevent
memory impairment associated with AD both in ani-
mal models as well as in humans and underscores the
importance of the aberrant up-regulation of A2AR as
a possible etiological factor associated with AD.
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III. DISCUSSAO

O presente estudo confirmou o comprometimento da memoria resultante da
administracao i.c.v. da STZ utilizando a tarefa de reconhecimento do objeto novo.
Nessa tarefa, optamos por avaliar somente a memoria de curta duragdo, que ¢
precisamente o tipo de memoria mais afetada na DA (revisado por Selkoe, 2001).
Além disso, o desempenho nessa tarefa se deteriora a medida que o periodo de tempo
entre as sessoes de treino e teste aumenta (Sik et al., 2003). Os ratos infundidos com
STZ nao apresentaram diferenca significativa na distancia total percorrida na tarefa do
campo aberto e, portanto, alteracdes na atividade locomotora ndo estdo relacionadas
ao déficit observado na tarefa de reconhecimento do objeto novo. O baixo
desempenho na tarefa de reconhecimento do objeto reforca evidéncias prévias de que
a infusdo i.c.v. de STZ ¢ um modelo relevante para o estudo da DA (Lannert e Hoyer,
1998; Steen et al., 2005; Lester-Coll et al., 2006; Salkovic-Petrisic et al., 2006;
Griinblatt et al., 2007). O consumo de cafeina por um periodo de duas semanas antes
da cirurgia, seguido por adicionais quatro semanas apds a cirurgia, foi capaz de
prevenir o comprometimento cognitivo decorrente da administra¢ao i.c.v. de STZ.
Esse resultado vai ao encontro de evidéncias epidemioldgicas de pelo menos seis
estudos que demonstram uma relacdo inversa entre consumo de cafeina e o
comprometimento da memoria associado ao envelhecimento e a DA (Hameleers et
al., 2000; Lindsay et al., 2002; van Boxtel et al., 2003; Ritchie et al., 2007; van Gelder
et al., 2007; Eskelinen et al., 2009; Gelber et al., 2011). Além disso, o presente estudo
apresenta evidéncias de que a cafeina também possui efeito benéfico sobre a memoria
no modelo de DA induzida por STZ. At¢é o momento, esse efeito havia sido
investigado somente em modelos animais baseados na infusdo de AP e camundongos

transgénicos.
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Utilizando o modelo de DA baseado no comprometimento da sinalizagdao
insulinica no encéfalo, demonstramos que o comprometimento cognitivo neste
modelo vem acompanhado de diminuigdo na reatividade do marcador neuronal NeuN
na regido CA1 do hipocampo e aumento da densidade e expressdo dos receptores de
adenosina A2A no hipocampo, sem modificacdo dos receptores Al. Esse achado esta
de acordo com estudos prévios que investigaram as modificagdes na densidade dos
receptores de adenosina no cortex de diferentes modelos animais caracterizados por
comprometimento da memoria (revisado em Cunha e Agostinho, 2010). De fato, no
envelhecimento (Canas et al., 2009), diabetes tipo 1 (Duarte et al., 2009) e convulsdes
no inicio da vida (Cognato et al., 2010) ha um comprometimento da memoria e um
desequilibrio na densidade dos receptores de adenosina, particularmente do receptor
A2A. Do ponto de vista translacional, a relevancia do modelo de DA induzida por
STZ i.c.v. e dos receptores A2A na DA ¢ corroborada por um estudo recente que
encontrou um aumento do receptor A2A no hipocampo de pacientes com DA (Orr et
al., 2015) e que esse aumento estava fortemente relacionado aos sintomas da doenga.
No entanto, em humanos idosos sem deméncia, ndo foi encontrado aumento do
receptor A2A (Orr et al., 2015). E interessante ressaltar que esse achado vai ao
encontro de experimentos prévios com primatas ndao-humanos (Bogenpohl et al.,
2012).

Nos resultados apresentados nesta tese, o consumo cronico de cafeina
preveniu a perda da imunoreatividade do marcador neuronal NeuN na regido CA1 do
hipocampo — regido na qual os pacientes portadores da DA apresentam perda
neuronal (Gemmell et al., 2012) — e o aumento dos receptores A2A. E relevante
ressaltar que o efeito benéfico da cafeina foi observado somente no modelo de DA.

Nos animais controles, a cafeina ndo produziu nenhum efeito sobre o desempenho na
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tarefa. De maneira semelhante, em um estudo utilizando camundongos hAPP
(camundongos transgénicos que expressam a mutacdo da APP humana da DA
familiar), a remog¢ao dos receptores A2A melhorou a meméria de camundongos
idosos (periodo no qual apresentam abundancia de placas amiloides e aumento de
receptores A2A), mas ndo teve efeito quando os testes foram realizados com
camundongos jovens (periodo no qual ainda nao apresentam placas amiloides e
aumento dos receptores A2A) (Orr et al.,, 2015). Analisadas em conjunto, essas
observagdes nos permitem especular que o antagonismo do receptor A2A ¢ uma
estratégia de protecao eficaz somente em condigdes patologicas, reforcando a ideia de
que a cafeina atua como um restaurador da fung¢do cognitiva € ndao como um
“potencializador cognitivo” (revisado em Cunha, 2005).

Apesar da relevancia do presente estudo para auxiliar na compreensao dos
efeitos da cafeina na preservacao da memoria, o mecanismo por tras da habilidade da
cafeina de prevenir essas modificagcdes ainda ndo esta totalmente estabelecido. Giunta
e colaboradores (Giunta et al., 2014) recentemente utilizaram uma abordagem celular
com o objetivo de estabelecer o papel dos receptores Al e A2A (alvos moleculares da
cafeina) na toxicidade induzida pelo AB. Em um teste de viabilidade celular, o
DPCPX (um antagonista seletivo dos receptores Al) ndo teve efeito sobre células
expostas ao AP. No entanto, a adicdo de SCH58261 (um antagonista seletivo dos
receptores A2A) preveniu totalmente a toxicidade por AP (Giunta et al., 2014). Um
possivel mecanismo pelo qual a cafeina produz seu efeito neuroprotetor ¢ o de
estimulagdo de cascatas pro-sobrevivéncia e inibi¢do de vias pro-apoptdticas no
cortex e estriado, de acordo com um estudo de Zeitlin e colaboradores (Zeitlin et al.,
2011). Nesse estudo, o tratamento com cafeina em um modelo transgénico de DA

estimulou a atividade da proteina cinase A (PKA), aumentou os niveis de fosfo-CREB
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e reduziu a expressao de fosfo-JNK e fosfo-ERK no estriado, sendo esses processos
benéficos para o funcionamento encefalico. Outro mecanismo pelo qual os receptores
de adenosina podem estar exercendo seu efeito protetor na DA ¢ o controle da
resposta inflamatoria. Sabe-se que processos inflamatdrios estdo presentes na DA
(Hasko et al., 2004, 2008) e a patogénese da neurodegeneragdo tem sido, pelo menos
em parte, atribuida a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias no SNC (Fredholm et
al., 2000, 2001). Estudos recentes demonstram que a ativacdo dos receptores de
adenosina (especificamente do receptor A2A) pode levar a diminui¢ao da resposta
inflamatéria (Csoka e Hasko, 2011; Querfurth e LaFerla, 2010; Tarkowski et al.,
2001) e a prevencdo da toxicidade sinaptica induzida pelo AP (Bermejo et al., 2008)
por meio da indugao da producdo da interleucina-10 (IL-10), uma importante citocina
anti-inflamatodria (Bonotis et al., 2008). Portanto, considerando que o efeito da STZ ¢
baseado no comprometimento da sinalizacdo da insulina no encéfalo, os achados
deste trabalho sugerem que os receptores de adenosina podem também ter um papel

nesse contexto.

IV. CONCLUSAO

Esta tese foi dedicada a estudar o efeito do consumo crdénico de cafeina sobre
a memoria, a perda neuronal e os receptores de adenosina Al e A2A no modelo de
DA induzida pela administragao i.c.v. de STZ.

Previamente, estudos dedicados a investigagdao do efeito da cafeina sobre a
memoria em modelos animais de DA ja& foram realizados. Tendo em vista que a
cafeina € o psicoestimulante mais consumido no mundo e estd presente na dieta diaria
de muitas pessoas, ¢ possivel compreender a relevancia de tais estudos. No entanto,

evidéncias recentes suportam uma relacao entre DA e diabetes. Especificamente, uma
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relagdo entre DA e comprometimento da sinalizagdo insulinica. Partindo do principio
que a resisténcia central a insulina parece ser um componente importante da etiologia
da DA, concluimos que, para sustentar a ideia de que a cafeina protege contra a DA,
seria necessario demonstrar que a cafeina também ¢ capaz de promover protecao
quando o déficit mnemoénico ¢ causado pelo comprometimento da sinalizacao
insulinica no SNC. Neste estudo, a cafeina mostrou-se efetiva em promover
neuroprote¢do, corroborando o papel neuroprotetor do consumo cronico de cafeina na
perturbagdo da memoria também sob condi¢des de comprometimento da sinalizagao
encefalica da insulina. Ainda, este estudo refor¢a a relevancia da sinalizagao aberrante
dos receptores de adenosina (especificamente do receptor A2A). Portanto, este
aumento dos receptores A2A na DA pode representar um novo alvo terapéutico para
reverter o prejuizo cognitivo na DA.

No entanto, apesar da convergéncia entre estudos epidemiologicos € animais
em concluir a importancia do receptor A2A no controle da memodria no
envelhecimento ¢ na DA, a falta de um claro nexo de causalidade entre A2A e
disfuncdo da memoria — bem como de uma demonstragao molecular das vias afetadas
pela ativagdo anormal do A2A — sdo fatores criticos na limitagdo do interesse em
ensaios clinicos com antagonistas A2A como estratégia para gerenciar as disfungdes
da memoria relacionadas a DA. Portanto, apesar da relevancia dos estudos utilizando
manipulagdes farmacologicas (como o apresentado nesta tese), mais estudos com
diferentes abordagens devem ser feitos a fim de melhor identificar possiveis
mecanismos patologicos envolvidos na DA. Nesse particular, para definir a relagao
causal entre regulacao positiva do receptor A2A e incidéncia de neurodegeneragado e
comprometimento da memoria, serdo necessarios estudos moleculares e de

sinalizagao.
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V. PERSPECTIVAS

1. Investigagdo do efeito do tratamento com cafeina sobre a GSK-3.

2. Estudo do efeito de antagonistas do receptor A2A no modelo animal de DA
induzida por STZ.

3. Investigagdo do efeito do tratamento com cafeina apds a infusao i.c.v. de STZ.

4. Estudo de sinalizacao do receptor A2A no hipocampo.
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