
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

BIOQUÍMICA 

 

 

 

Tratamento crônico com cafeína durante a adolescência até a vida adulta de ratos 

Wistar: efeitos sobre a memória de reconhecimento e a sinalização do fator 

neurotrófico derivado do encéfalo 

 

 

FERNANDA DE MEDEIROS FLORES NUNES 

Orientador(a): Profa. Dra. Lisiane de Oliveira Porciúncula 

 

Dissertação apresentada ao Programa de pós-graduação em Ciências Biológicas: 

Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial 

para obtenção do grau de Mestre em Bioquímica. 

 

 

 

Porto Alegre, 2013 



ii 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente, gostaria de agradecer a minha orientadora, a Profª Lisiane, que mesmo sem me 

conhecer me recebeu de braços abertos. Obrigada Lisi, por ser uma orientadora tão presente, por 

todas as críticas, sei que todas elas foram para o meu crescimento e amadurecimento. Obrigada 

pelo apoio incondicional e por acreditar no meu trabalho. 

 

Gostaria de agradecer ao nosso grupo, a Dani, Ana, Jana, Cássia, Bina, Nati com certeza sem o 

apoio de vocês, especialmente a Nati e a Bina que além de colegas são amigas e muitas vezes 

ficaram me ajudando em experimentos noturnos. Obrigada a todas por fazerem da nossa rotina 

diária muito mais agradável e prazeirosa.Com certeza vocês são muito mais do que colegas e sei 

que a amizade que criamos dentro do grupo vai muito além das portas do laboratório. 

 

Aos colegas do laboratorio 28, alunos do professor Diogo, e também aos colegas que 

dividem o nosso laboratóro, aluno do professor Roska, por serem extremamente 

solícitos quando precisei e por fazerem a nossa rotina mais agradável. Aos colegas do 

laboratorio 24, pela convivência e parceria de sempre. 

 

Aos funcionarios da secretaria de Pos-Graduacao, pela competencia em resolver 

nossosproblemas e por serem acessiveis e prestativos. 

 

À minha família, que além de ser meu porto seguro, me apoiam incondicionalmente 

para que eu siga os meus sonhos e sei que eles estão muito orgulhosos por eu ter 

chegado até aqui. 

 



iii 

 

ÍNDICE 

RESUMO.................................................................................................................iv 

ABSTRACT........................................................................................................... ..v 

LISTA DE ABREVIATURAS...............................................................................vi 

LISTA APRESENTAÇÃO....................................................................................vii 

Introdução 

1.1.Cafeína: Histórico      09         

  1.2. Cafeína e Receptores de Adenosina                                10 

  1.3. Cafeína e Memória      11  

  1.4. Cafeína e Efeitos Adversos     13 

  1.5. Consumo por adolescentes     14 

  1.6. Cafeína e o Fator Neurotrófico derivado do Encéfalo             18 

 

Objetivos 

             2.1 Objetivo Geral       21 

             2.2 Objetivos específicos      21  

 

CAPÍTULO 1. Artigo Científico                  22  

 

Discussão Geral                                     56 

Conclusões                                 64 

Referências Bibliográficas                                                                           65 

 

 

 



iv 

 

RESUMO 

 

O consumo de cafeína tornou-se popular em adolescentes devido ao aumento da 

ingestão de bebidas comercializadas na forma de bebidas energéticas. Alguns estudos 

consideram que os efeitos benéficos da cafeína são atribuídos a uma reversão dos 

sintomas de abstinência. Neste estudo, foram investigados os efeitos da administração 

crônica de cafeína em ratos desde a adolescência (40 dias de idade) até à idade adulta (3 

meses de idade) na memória de reconhecimento e BDNF e proteínas relacionadas a sua 

sinalização nas regiões do córtex e hipocampo. A cafeína (0,3 e 1,0 g/L) foi 

administrada na água de beber durante o ciclo de ativo dos animais (ciclo escuro) e 

retirada durante os fins de semana. Este protocolo foi desenvolvido a fim de mimetizar 

o consumo humano. Para as experiências de privação (abstinência),a administração 

crônica foi interrompida 24 ou 48 h antes do teste de tarefa de reconhecimento de 

objetos. Na tarefa de reconhecimento de objetos, foi possível observar os efeitos 

positivos da cafeína sobre a memória de reconhecimento, pois os animais tiveram um 

bom desempenho na tarefa. Entretanto, mesmo após a interrupção do tratamento os 

animais continuaram desempenhando bem a tarefa, dessa forma a abstinência de um 

tratamento crônico com cafeína não influencia a memória de reconhecimento. A cafeína 

na sua dose mais alta (1,0 mg / mL) e 24 h após a retirada, causou uma diminuição nos 

níveis de BDNF no hipocampo e nenhum efeito sobre as proteínas proBDNF e TrkB. 

Em contrapartida, no córtex a cafeína em ambas as doses diminuui os níveis de BDNF, 

um efeito que persistiu apenas para a dose mais elevada em ambos os tempos de 

retirada. O ProBDNF teve seus níveis diminuídos pela cafeína (1,0 mg / mL) após 48 

horas da retirada, enquanto a cafeína em ambos os tempos de retirada aumentou 

receptores TrkB. Como mencionado anteriormente, estes resultados mostraram que a 

cafeína administrada durante a adolescência até a idade adulta, seguida da sua retirada 

não afeta a memória de reconhecimento. Estes efeitos poderiam ser atribuídos ao 

desenvolvimento da tolerância por tratamento crónico. Além disso, o aumento de 

receptores de TrkB seguido por diminuição de BDNF pode ser contribuído para a 

ausência de efeitos de abstinência de cafeína na memória de reconhecimento. 

 

 

Palavras-chaves: Abstinência, cafeína, memória, BDNF, TrkB 
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ABSTRACT 

 

The caffeine consumption has become popular among adolescents due to increased 

intake of beverages marketed as energy drinks. Some studies consider that the beneficial 

effects of caffeine are attributable to a reversal of withdrawal symptoms. This study 

investigated the effects cronic administration caffeine in rats since adolescent period (40 

days old) until adulthood (3 months old) on recognition memory and BDNF-related 

proteins and their signalling in the regions of the cortex and hipocampus. Caffeine (0.3 

and 1.0 g/L) was administered in drinking water during the light cycle and discontinued 

at weekends. This protocol was developed to mimic human consumption. For 

withdrawal experiments, cronic administration of caffeine was interrupted 24 or 48 h 

before the test session on object recognition task. In the task, we observed the positive 

effects of caffeine on recognition memory once that animals learned the task. However, 

even after treatment interuption animals continued performing the task, so the 

withdrawal of chronic treatment with caffeine has no effect on recognition memory. 

Caffeine at its highest dose (1.0 mg / mL) after 24 h and after removal, showed a 

decrease in BDNF levels in the hippocampus and no effect on protein proBDNF and its 

receptor TrkB. In contrast, in the cortex caffeine decreased BDNF levels at both doses, 

an effect which persisted for only the highest dose at both time of withdrawal. 

ProBDNF levels had decreased by caffeine (1.0 mg / mL) after 48 hours of removal, 

while the caffeine in both periods of increased withdrawal TrkB receptors. As 

mentioned earlier, these results showed that caffeine administered during adolescence to 

adulthood, followed by its removal does not affect recognition memory. These effects 

could be attributed to the development of tolerance for chronic treatment. Furthermore, 

the increase of TrkB receptors followed by a decrease in BDNF may be contributed to 

the absence of withdrawal effects of caffeine in recognition memory.  

 

 

 

Keywords: Withdrawal, caffeine, memory, BDNF, TrkB. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigo, o qual está no item ARTIGO CIENTÍFICO. As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas encontram-se no 

próprio artigo e representam a integra deste estudo. O item 1. Introdução oferece o 

embasamento teórico necessário para a formulação dos objetivos e para o 

desenvolvimento da metodologia empregada nessa dissertação. O item 2. Objetivos 

define a hipótese de trabalho e as estratégias metodológicas utilizadas. No item 3. 

Artigo Científico encontra-se o artigo submetido (material e métodos, resultados e 

discussão dos resultados estão presente no artigo e representam a íntegra deste estudo). 

Os itens. 4 e 5, DISCUSSÃO GERAL e CONCLUSÕES, encontrados no final 

desta dissertação, contém interpretações e comentários gerais pertinentes aos resultados 

apresentados no item 3, e aponta perspectivas para continuidade do trabalho e apresenta 

as conclusões  e comentários gerais sobre o artigo científico contido neste trabalho. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se somente às citações que 

aparecem na introdução e discussão (referências bibliográficas que se referem a 

materiais e métodos, resultados e discussão parcial encontram-se no artigo do item 3) 

desta dissertação.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 – Cafeína: histórico 

 

A cafeína é classificada como metilxantina, um alcalóide da família das xantinas 

encontrada naturalmente em plantas (para revisão ver Fredholm et al., 2011). A origem 

histórica das metilxantinas é ainda desconhecida e cheia de mitos. Um dos mitos 

frequentemente mais contados é sobre Kaldi, um pastor etíope (ás vezes Árabe), que 

cuidava de cabras. Certo dia, ele observou que as suas cabras ficavam mais agitadas e 

de fato, dançavam, quando comiam frutinhas vermelhas de certo arbusto. Após ele 

mesmo ter experimentado tais frutinhas ele informou ao abade de um mosteiro local o 

ocorrido e a partir de então começou a conquista pelo território. A história de Kaldi 

apareceu no primeiro livro de um professor de línguas orientais, porém ainda faltam 

detalhes sobre essa lenda (Nairon, 1617). Inicialmente os grãos de café eram comidos in 

natura, após começaram a ser moídos e misturados com uma pasta de gordura que era 

levada em viagens como um lanche estimulante. Existem mais de 60 espécies de plantas 

que fornecem cafeína, sendo as mais conhecidas o café, chá, cacau, erva mate e o 

guaraná. O conteúdo de cafeína em diversos produtos e bebidas depende da planta 

utilizada e do modo de preparo. (Barone e Roberts, 1996). 

É interessante destacar que o consumo de café é recente, uma vez que seu uso se tornou 

mais difundido na Europa em meados do século XVII (Ukers WH, 1922; Weinberg BA 

e Bealer BK, 2001; Elgklou L, 1993). Posteriormente, foi descoberto que o efeito 

estimulante do café era devido a um principio ativo, que mais tarde foi descoberto e 

denominado de cafeína (Weinberg BA e Bealer BK, 2001).  
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1.2 – Cafeína e receptores de adenosina 

 

O consumo humano habitual de cafeína presente em alimentos e bebidas é estimado em 

uma faixa de 70-350 mg/pessoa/dia ou 5-8 mg/kg/dia (equivalente a 3 xícaras de café) 

(Fredholm et al., 1999). Estima-se que este consumo de cafeína atinja o pico de 

concentração plasmática de 0,25 a 2 mg/L (ou aproximadamente 1-10 µM) e produz 

efeitos psicoestimulantes gerais, reduzindo a fadiga e melhorando o desempenho, com 

relativamente pouco risco de efeitos nocivos (Fredholm et al., 1999). No entanto, em 

doses mais elevadas (acima de 400-500 mg/dia), os efeitos da cafeína variam entre os 

indivíduos e pode levar a efeitos indesejados, incluindo aumento da ansiedade, aumento 

da pressão arterial, dores de cabeça e confusão mental (Nehlig et al., 1992; Daly et al., 

1999; Fredholm et al., 1999).  

A ação farmacológica da cafeína consiste no bloqueio dos receptores de adenosina A1 e 

A2A (Fredholm, 1980). A adenosina é considerada um neuromodulador endógeno que 

controla a liberação de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e o ritmo 

circadiano (Cunha et al., 2001; Fredholm et al., 2005). Além disso, coordena as 

respostas da dopamina e outros neurotransmissores em áreas do encéfalo responsáveis 

pela função motora e aprendizado e memória (Fredholm et al., 2005). Embora não possa 

ser armazenada em vesículas sinápticas como os neurotransmissores clássicos, ela 

exerce bastante influência em muitas funções no sistema nervoso central tais como o 

controle da liberação de neurotransmissores e da excitabilidade neuronal (Fredholm et 

al., 2005). A adenosina pode ser formada extracelularmente principalemente pelo 

metabolismo de liberação de nucleotídeos por uma enzima família de enzimas 

chamadas ectonucleotidases (Latini et al.,2001). Até o presente momento, as ações 
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específicas da adenosina no SNC são mediadas por quatro diferentes receptores 

específicos de adenosina que foram identificados em humanos e animais: A1, A2A, A2B e 

A3, todos acoplados a proteínas G (Fredholm et al, 1999; Fredholm et al, 2003; 

Sebastião e Ribeiro, 2009). Os receptores A1 e A3 acoplados a proteínas G inibitórias 

enquanto os receptores A2A e A2B estão acoplados a proteínas G estimulatórias 

(Fredholm et al., 2001). O receptor adenosinérgico do subtipo A1 é o mais abundante, 

principalmente na região do neocórtex, cerebelo, hipocampo e corno dorsal da medula 

espinhal, enquanto que os receptores do subtipo A2A são altamente expressos em 

neurônios pálido-estriatais e no bulbo olfatório, mas também são encontrados em outras 

regiões do cérebro, como no hipocampo (Fredholm et al., 2005). A cafeína também 

afeta a liberação de cálcio intracelular, interfere nos receptores GABAA e inibe a 5’-

nucleotidase e fosfatase alcalina, mas isso em concentrações mais elevadas (milimolar) 

do que as requeridas para o antagonismo do sistema adenosinérgico (micromolar) (Lelo 

et al., 1986; Kaplan et al., 1989; Denaro et al., 1990; Chou et al., 1992; Benowitz et al., 

1995). Estudos in vitro demonstram que a cafeína possui afinidades semelhantes para os 

receptores de adenosina do subtipo A1, A2A e A2B e uma baixa afinidade para o receptor 

do subtipo A3 (Fredholm et al., 2001; Solinas et al., 2005).  

 

1.3 – Cafeína e memória.  

1.3.1 -  Efeitos neuroprotetores. 

Os efeitos neuroprotetores observados pela administração de cafeína são de certa forma 

muito recentes e parte deles caracterizados farmacologicamente pelo bloqueio dos 

receptores A2A. A manipulação dos receptores de adenosina apresenta efeitos 
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neuroprotetores em injúrias no SNC (Cunha, 2005; Sebastião e Ribeiro, 2009; Stone et 

al., 2009). Esses efeitos neuroprotetores foram observados em um estudo onde a 

ativação dos receptores A1 é crucial para manter o foco epiléptico restrito, formando 

uma nova dimensão da importância do receptor A1 no controle da morte celular 

excitotóxica e na prevenção da progressão de estado de mal epiléptico de conseqüências 

letais (Fedele et al, 2006). Conforme mencionado anteriormente, os efeitos 

neuroprotetores da cafeína são recentes e foram muito investigados em modelos 

experimentais da Doença de Parkinson, onde sua administração atenuou a perda de 

neurônios dopaminérgicos e todos os sintomas motores decorrentes da doença em 

modelos experimentais (Chen et al., 2001). Além disso, a cafeína foi capaz de reduzir os 

danos em neurônios nigroestriatais causados pela 6-OHDA (Aguiar et al.,2006; 

Joghataie et al., 2004). Foi observado que a cafeína apresenta efeitos neuroprotetores 

contra o déficit mnemônico em modelos experimentais da Doença de Alzheimer 

(Arendash et al., 2006; Dall Ígna et al., 2007) e demência do tipo esporádica (Espinosa 

et al., 2013), bem como efeitos preventivos contra o declínio da memória decorrente da 

idade (Costa et al., 2008a; Prediger et al., 2005; Sallaberry et al., 2013). Parte desses 

efeitos envolve a participação dos receptores de adenosina A2A (Canas et al., 2009; 

Dall´Igna et al., 2007) e também os receptores colinérgicos muscarínicos (Botton et al., 

2010). A participação dos receptores de adenosina A1 e A2A nos processos de 

aprendizado e memória foi investigada pela administração de cafeína ou pelo bloqueio 

seletivo dos receptores A1 e A2A. O bloqueio seletivo dos receptores A1 também 

facilitaram a memória e aprendizagem nas tarefas de esquiva passiva (Kopf, 1999; 

Nehlig et al., 1992; Suzuki et al., 1993) e esquiva inibitória (Pereira et al, 2002; 2005).  
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1.3.2 – Efeitos sobre a memória em condições fisiológicas normais. 

Considerando que o consumo de cafeína é difundido mundialmente, uma série de 

estudos foi realizada tanto em animais quanto em humanos sobre os efeitos da cafeína 

no desempenho cognitivo. Grande parte destes estudos estabelece que o consumo baixo 

a moderado de cafeína melhora o desempenho cognitivo, enquanto outros não 

encontram diferenças significativas (Angelucci et al., 1999; Childs e de Wit, 2006; 

Haskell et al., 2005; Heatherley et al., 2005; Jarvis, 1993; Prediger et al., 2005
 
a,b). 

Dados do nosso grupo demonstraram que a administração aguda de cafeína em 

camundongos adultos melhora o desempenho da memória de reconhecimento (Botton et 

al., 2010; Costa et al., 2008b). De fato, a melhora no desempenho em tarefas de 

aprendizado e memória pela administração de cafeína parece ser mais restrita na forma 

aguda e foi observada melhora no desempenho na tarefa de esquiva inibitória e no 

labirinto aquático de Morris (Angelucci et al., 1999; 2002). 

 

1.4 – Efeitos adversos 

1.4.1 – Classificação dentro das drogas de abuso. 

O consumo regular da cafeína é amplamente difundido e sua utilização muitas vezes é 

associada com o uso de substâncias conhecidas por produzirem dependência e por 

apresentarem características de drogas de abuso (Morelli e Simola, 2011). A 

dependência de drogas pode ser definida como a necessidade de manter a ingestão do 

fármaco a fim de eliminar os sintomas de abstinência. Entretanto, de acordo com 

o Manual de Diagnóstico e Estatística das Perturbações Mentais (DSM-IV), existem 
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alguns critérios que devem ser preenchidos para que a substância em questão se 

enquadre no quesito dependência, dentre eles: indução à tolerância, sintomas de 

abstinência, ingerir a substância por um longo período ou em grandes quantidades, 

desejo persistente ou esforços mal sucedidos em diminuir ou controlar a ingestão da 

substância, desistir ou reduzir atividades sociais e recreativas devido ao uso da 

substância e o uso continuo a respeito do conhecimento persistente ou recorrente de 

problemas físicos ou mentais exacerbados pela substância. Considerando os critérios 

acima apresentados, as metilxantinas não preenchem alguns critérios que poderiam ser 

enquadrados como abuso (Morelli e Sinola, 2011), mas ainda existem controvérsias 

(Gilliland e Bullock, 1984; Griffiths et al. 1990; Nehlig, 1999). Apesar da cafeína 

parcialmente preencher esses critérios, seu consumo é considerado seguro e ela é 

amplamente aceita como uma “droga atípica de dependência” (Daly e Fredholm, 1998). 

Ao contrário de outras drogas de abuso nas quais ocorre um aumento ilimitado do uso, 

um dos efeitos da cafeína é que isso tende a ser auto-regulado (Morelli e Sinola, 2011).  

 

1.4.2 – Abstinência 

É amplamente aceito que o consumo regular de cafeína pode levar ao desenvolvimento 

de tolerância. Goldstein e colaboradores (1964) relataram que a cafeína causa uma 

menor vigília em indivíduos que tomam café regularmente e relataram um sono menos 

profundo quando comparados ao grupo placebo. Alguns sintomas de abstinência foram 

observados quando consumidores regulares de cafeína interrompem de forma abrupta 

seu consumo. Dentre eles destacam-se: dor de cabeça (com inicio 12-16 horas após a 

última ingestão), diminuição no estado de alerta, sono e alterações significativas no 

estado de humor (Goldstein et al, 1969; Rogers e Smith, 2011; Rogers et al., 2012). 
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Além das dores de cabeça, a síndrome de abstinência pode causar cansaço, maior 

irritabilidade e agitação (Dews et al, 1982; Juliano e Griffiths, 2004; Sigmon et al, 

2009). É importante ressaltar que todos estes sintomas são revertidos pela ingestão de 

cafeína (Rogers et al, 2005). 

Considerando todos esses sintomas de abstinência, há enorme controvérsia entre os 

autores sobre os reais os efeitos positivos da cafeína sobre o desempenho cognitivo, 

pois a argumentação contrária a essa hipótese propõe que a cafeína melhora o 

desempenho cognitivo por amenizar os sintomas de abstinência que incluem aumento 

no estado de alerta, diminuição do sono, melhora da velocidade em tarefas que 

requerem atenção e rápida resposta motora (Childs e de Wit, 2006; Dews et al. 2002; 

Haskell et al. 2005; Heatherley et al., 2005; Smith et al. 2006). Além disso, a discussão 

também enfoca os efeitos distintos da cafeína em consumidores regulares e 

consumidores não habituais. Em recente revisão da literatura Rogers e colaboradores 

(2012) analisaram uma série de fatores para tentar estabelecer se o consumo de cafeína 

de fato promove benefícios nas funções cognitivas. Os autores relataram que após um 

período agudo de abstinência à cafeína, os consumidores de doses médias a altas 

tiveram um desempenho pior nas tarefas que medem a quantidade de erros quando 

comparados aos não consumidores ou aos consumidores de doses baixas de cafeína. 

Além disso, apresentaram uma agilidade mental menor e maior sonolência, 

corroborando com dados prévios da literatura (Goldstein et al, 1969; Rogers et al, 

2003). Estes efeitos observados após a abstinência durante a noite pioraram quando a 

retirada da cafeína era mantida durante a tarde. Além disso, eles verificaram que os 

efeitos da cafeína ou da abstinência não melhoram a memória, mas proporcionam maior 

agilidade e rapidez na execução das tarefas. Os autores também observaram que o 



16 

 

consumo médio a elevado de cafeína promoveu tolerância completa aos seus efeitos 

para sonolência e estado de alerta diurnos e também para os efeitos ansiogênicos, mas 

nenhuma tolerância para os efeitos sobre a velocidade motora e resistência (Rogers et 

al., 2012). Os autores ainda recomendam que os usuários crônicos devam evitar esses 

efeitos adversos da abstinência como o aumento da sonolência que acarreta em 

diminuição da concentração e do estado de alerta e, consequentemente, prejuízo nas 

funções cognitivas.  

Por outro lado, os consumidores eventuais ou não consumidores (aqueles que ainda não 

desenvolveram tolerância) experimentam um aumento de ansiedade/nervosismo após a 

ingesta de cafeína, que diminui com o passar do tempo. Os autores ainda discutem que 

apesar desse efeito ansiogênico, o benefício para aumento na agilidade e desempenho 

mental compensaria. Finalmente, contextos em que consumidores eventuais ou não 

consumidores poderiam fazer bom uso deste último efeito, seriam, por exemplo, quando 

se tenta permanecer acordado à noite, durante uma viagem de carro de longa distância 

ou tentando combater a pressão para dormir decorrente restrição do sono. Em 

contrapartida, foi relatado em um estudo realizado com humanos, que a abstinência da 

cafeína afeta o humor e o tempo de resposta em tarefa que mede o número de erros, mas 

que a atenção seletiva e a memória não foram afetadas (Addicott e Laurienti et al, 

2009).  

Como mencionado anteriormente, a cafeína é uma substância psicoativa com a 

capacidade de melhorar o desempenho dos animais nas tarefas de memória e 

aprendizagem. Em contrapartida, a sua retirada pode produzir déficits prejudicando o 

desempenho desses animais em tarefas de memória (Khalig et al, 2012). Estudos 

relatam que a retirada da cafeína é capaz de diminuir a atividade locomotora dos 
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animais (Griffins e Woodson, 1988; Nehlig e Debry, 1994), mesmo durante um 

tratamento crônico (Finn e Holtzmann, 1986). Além disso, foi descrito que a magnitude 

desses efeitos depende da quantidade de cafeína ingerida, uma vez que baixas doses 

restauram essa hipolocomoção (Fredholm, 1999). Além disso, foi demonstrado que a 

abstinência de cafeína é capaz de afetar negativamente a memória espacial dos animais, 

no labirinto aquático de Morris, além de aumentar a imobilidade (Khalig et al, 2012). 

Contudo, a retirada da cafeína faz com que os animais evitem sabores novos em testes 

de exposição a sabores condicionados (Dreumont-Boudreau et al, 2008; Vittielo et al, 

1977). 

 

1.5 – Consumo pela população adolescente. 

O consumo de cafeína se tornou popular entre os jovens devido ao aumento da ingestão 

de bebidas comercializadas na forma de bebidas energéticas, nas quais são encontradas 

grandes quantidades de cafeína, taurina, extrato de guaraná, açúcar, extrato de ginseng 

entre outras. Os maiores efeitos adversos são encontrados naquelas que contém maiores 

quantidades de cafeína e açúcar (Clauson et al., 2008). Inclusive algumas marcas de 

bebidas energéticas contêm cafeína equivalente a 1-3 xícaras de café e isso tem trazido 

grande preocupação em relação à saúde e bem-estar (Toblin et al, 2012; Rath et al, 

2012) porque permanece ainda desconhecido se o consumo de cafeína durante a 

adolescência poderia afetar funções cognitivas na idade adulta. Outros dados da 

literatura demonstraram a presença de sintomas de abstinência em recém-nascidos de 

mães que ingeriram grandes quantidades de café diariamente (McGowan et al., 1988; 

Martín et al., 2007). Além disso, estudos relatam um aumento dos sintomas de 
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abstinência a cafeína por adolescentes (Bernstein et al. 2002), pois a busca pelos seus 

efeitos positivos aumentou também a procura pelo seu consumo nessa população.  

 

1.6 – Cafeína e o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF). 

Os fatores neurotróficos ou neurotrofinas são fundamentais para o perfeito 

funcionamento e desenvolvimento do sistema nervoso central, sendo fundamentais na 

diferenciação celular, sobrevivência neuronal, migração, arborização dendrítica, 

sinaptogênese, e plasticidade sináptica (Pollock et al., 2001; Alonso et al., 2002; Silhol 

et al., 2008; Greenberg et al., 2009). Dados da literatura demonstram a necessidade de 

alguns fatores neurotróficos para regular a plasticidade sináptica no período pós-natal 

(Gyárfás et al., 2010; Zhu et al., 2004). Muitas proteínas com atividade neurotrófica são 

conhecidas, entre elas, o fator de crescimento neural (NGF), fator neurotrófico derivado 

do encéfalo (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5). Dentre as 

neurotrofinas, o BDNF é abundantemente expresso no encéfalo durante o 

desenvolvimento e na idade adulta (Murer et al., 2001). Há três destinos finais das 

proneurotrofinas intracelulares: a clivagem intracelular seguida de liberação; liberação 

seguida por clivagem extracelular; ou liberação sem clivagem subseqüente (Lu et al., 

2005).  

O BDNF é inicialmente sintetizado como um precursor, pró-BDNF, resultante da 

clivagem proteolítica intracelular, no entanto também pode ser secretado como pró-

BDNF e ser clivado extracelularmente resultando o BDNF. A secreção de BDNF pode 

ocorrer de duas formas: 1) via constitutiva, no qual as vesículas contendo as 

neurotrofinas fundem-se espontaneamente com a membrana plasmática liberando assim 
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o seu conteúdo ou 2) via regulada, onde as neurotrofinas são liberadas em resposta a 

determinados estímulos, como pelo aumento prolongado dos níveis intracelulares de 

cálcio ou pela atividade elétrica neuronal (Lessman et al., 2003). As funções das 

neurotrofinas resultam da ativação de distintos receptores de membrana: o receptor 

p75NTR (p75 neutrophin receptor) e os receptores com atividade tirosina cinase da 

família Trk (tropomyosin-related kinases). Dentro dos receptores Trk, incluem-se os 

receptores TrkA, TrkB e TrkC. Ao contrário do receptor p75NTR ao qual se ligam 

todas as neurotrofinas com baixa afinidade, os receptores da família Trk têm maior 

afinidade e são seletivos para as diferentes neurotrofinas, (Klein et al., 1990; Soppet et 

al., 1991; Lamballe et al., 1991). 

 O BDNF tem seus efeitos mediados principalmente pelo seu receptor de alta afinidade, 

o receptor tirosina cinase B (TrkB), somente esta isoforma completa possui o domínio 

intracelular tirosina cinase que quando fosforilado, após a ligação com o BDNF, inicia 

uma cascata de sinalização intracelular que promove a neuroproteção (Chen e Weber, 

2004). Nas isoformas truncadas o domínio intracelular tirosina cinase não está presente, 

mas estas são capazes de desencadear sinais de transdução, resultando em diferentes 

respostas biológicas (Silhol et al., 2008). 

Os efeitos produzidos pelo BDNF podem variar conforme a fase do desenvolvimento. 

Durante a fase embrionária, o BDNF é necessário para a formação e maturação dos 

neurônios. Já na fase adulta, tem papel fundamental no processo de consolidação da 

memória episódica (Barboza, 2009), sendo também é essencial para eventos de 

plasticidade neuronal e funções importantes como o aprendizado e memória (Tyler et 

al., 2002).  O bloqueio da sinalização do BDNF compromete a persistência da memória 

(Alonso et al., 2002, 2005; Bekinschtein et al., 2007). Estudos em ratos tem elucidado a 
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importância do aumento da expressão do BDNF, 12 horas após o treino, no processo de 

armazenamento e de persistência da memória da longa duração (LTM), utilizando a 

tarefa de esquiva inibitória (Bekinschtein et a.l, 2007; 2008). Em contrapartida, a 

depleção do BDNF após o nascimento resulta em uma dificuldade de aprendizado e 

memória e na vida adulta leva a diminuição da potenciação de longa duração (LTP - 

long-term potentiation) (Linnarsson et al., 1997). 

Estudos prévios demonstraram que os receptores de adenosina A2A podem ter seus 

efeitos protetores via a potencialização das vias de sinalização operadas pelo BDNF e 

assim, facilitando a transmissão sináptica no hipocampo (Diógenes et al., 2004; Stone et 

al., 2009). Além disso, estudos prévios demonstraram a adenosina via ativação dos 

receptores A2A são capazes de ativar receptores TrkB e, deste modo, exercer um efeito 

trófico por meio dos receptores tirosina cinase e que a função dos receptores TrkB é 

modulada pela ativação de receptores de adenosina A2A (Lee e Chao, 2001; Diógenes et 

al, 2004; Assaife-Lopes et al, 2010). Ambos receptores (A2A e TrkB) foram co-

imunoprecitados sugerindo uma forte proximidade e isso justificaria a capacidade da 

adenosina ativar o receptor TrkB na ausência do BDNF (Lee e Chao, 2001). Dados do 

nosso grupo demonstraram que a administração aguda de cafeína em camundongos 

adultos melhora o desempenho da memória de reconhecimento, juntamente com um 

aumento do imunoconteúdo de BDNF e seu receptor TrkB (Costa et al., 2008b), além 

de restaurar a memória de animais de meia-idade acompanhada de alterações dos níveis 

de BDNF (Costa et al., 2008a; Sallaberry et al, 2013). Evidenciando a hipótese de que o 

BDNF contribui para os efeitos pró-cognitivos da cafeína, capaz de melhorar a memória 

dos animais e restaurar a memória de animais envelhecidos. 
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OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Considerando os efeitos controversos da administração de cafeína sobre as funções 

cognitivas e o aumento no consumo dessa substância pela população adolescente, o 

objetivo inicial desse trabalho foi verificar o efeito da cafeína sobre desempenho dos 

animais na tarefa de reconhecimento de objetos, conjuntamente com a análise do 

imunoconteúdo de BDNF e proteínas pertencentes a sua sinalização.  

  

2.2.   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Verificar os efeitos da administração crônica de cafeína bem como da sua retirada 

(abstinência) na avaliação da atividade locomotora e exploratória em arena de campo 

aberto; 

- Verificar os efeitos da administração crônica de cafeína bem como da sua retirada 

(abstinência) na tarefa de reconhecimento de objetos; 

- Analisar os efeitos da administração crônica de cafeína bem como da sua retirada 

(abstinência) sobre o imunoconteúdo das proteínas BDNF, TrkB e proBDNF, no 

hipocampo e no córtex; 
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Abstract 

 

The caffeine consumption has become popular among adolescents due to increased 

intake of beverages marketed as a form of energy drinks. Some studies consider that the 

beneficial effects of caffeine are attributable to a reversal of withdrawal symptoms. This 

study investigated the effects of administration of caffeine in rats (40 days old) until 

adulthood (3 months old) on recognition memory and BDNF-related proteins and their 

signalling in the regions of the cortex and hipocampus. Caffeine (0.3 and 1.0 g/L) was 

administered in drinking water during the light cycle and discontinued at weekends. 

This protocol was developed to mimic human consumption. For experiments 

withdrawal, caffeine treatment was interrupted 24 or 48 h before the test session on 

object recognition task. In the task, we observed the positive effects of caffeine on 

recognition memory once that animals learned the task. However, even after treatment 

interuption animals continued performing the task, so the withdrawal of chronic 

treatment with caffeine has no effect on recognition memory. Caffeine at its highest 

dose (1.0 mg / mL) after 24 h and after removal, showed a decrease in BDNF levels in 

the hippocampus and no effect on protein proBDNF and its receptor TrkB. In contrast, 

in the cortex caffeine decreased BDNF levels at both doses, an effect which persisted 

for only the highest dose at both time of withdrawal. ProBDNF levels had decreased by 

caffeine (1.0 mg / mL) after 48 hours of removal, while the caffeine in both periods of 

increased withdrawal TrkB receptors. As mentioned earlier, these results showed that 

caffeine administered during adolescence to adulthood, followed by its removal does 

not affect recognition memory. These effects could be attributed to the development of 

tolerance for chronic treatment. Furthermore, the increase of TrkB receptors followed 



25 

 

by a decrease in BDNF may be contributed to the absence of withdrawal effects of 

caffeine in recognition memory. 
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Introduction 

 

  Caffeine is the most psychoactive substance widely consumed in the world. The 

pharmacological action of caffeine consists in antagonizing endogenous adenosine at A1 

and A2A receptors (Fredholm, 1999). Adenosine is a nucleoside that exerts two parallel 

modulatory roles in the central nervous system (CNS), acting as a homeostatic 

modulator and also as neuromodulator controlling neurotransmitter release, neuronal 

excitability and circadian rhythm. 

  The chronic consumption of caffeine has been described to prevent mnemonic deficits 

in experimental models of Alzheimer´s disease (Arendash et al., 2006; Dall´Igna et al., 

2007; Espinosa et al., 2013) and also age-related cognitive decline (Costa et al., 2008; 

Prediger et al., 2005; Sallaberry et al., 2013). These beneficial properties of caffeine 

were also reported in epidemiological studies (Maia and Mendonça, 2002; Ritchie et al., 

2007). 

The cognitive enhancer properties of caffeine have been described in behavioral tasks 

used to evaluate learning and memory in rodents (Angelucci et al., 1999; 2002; 

Castellano, 1976, Kopf et al., 1999, Pare, 1961; Roussinova and Yonkov, 1976). 

However, these effects have been challenged in human subjects for some reasons. 

Firstly, cognitive benefits of caffeine were observed in acute administration and the 

potential for tolerance develops after repeated frequent exposure (Robertson et al., 

1981; Evans and Griffiths, 1992; Griffiths and Mumford, 1996). Additionally, some 

effects are frequently confounded with the ability of caffeine in increasing 

attention/vigilance and physical performance (Burke, 2008; Rogers et al., 2003; Smith 

et al., 2006). Besides, distinct responses for caffeine can be observed when comparing 

low and high consumers (James and Rogers, 2005), especially when considering 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018608000880#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018608000880#bib2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018608000880#bib12
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018608000880#bib36
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018608000880#bib43
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withdrawal symptoms that include tiredness/fatigue, sleepiness/drowsiness, dysphoric 

mood, difficulty concentrating/decreased cognitive performance and irritability 

(Griffiths et al., 1990; Juliano and Griffiths, 2004; Rogers et al., 2012).  

Currently, the consumption of caffeine by adolescents and young adults around the 

world is growing (Bernstein et al., 2002; Malinauskas et al., 2007; Oddy and 

O´Sullivan, 2009) due to the increased intake of energy drinks, whose main active 

ingredient is caffeine (Clauson et al., 2008; Rath 2010). Besides, the search for better 

cognitive performance among college students along with shifting in the circadian 

rhythm also contributes for increased caffeine consumption.  

Chronic and acute administration of caffeine has promoted modification in the 

hippocampal levels of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF). BDNF is a 

neurotrophin synthesized as a glycosylated precursor proBDNF, which is further 

posttranslationally converted to mature BDNF (Matsumoto, 2008; Yang 2009). Mature 

BDNF interacts preferentially with TrkB receptor to activate its intrinsic tyrosine kinase 

activity, triggering multiple cell signaling related to survival, maturation and 

differentiation of neurons (Lee and Chao, 2000; Greenberg, 2009; Chen JF, 2010; Yang, 

2009; Woo, 2005). In particular, BDNF-driven signaling is critical for synaptic 

plasticity, learning activity and memory processing in the adult brain (Alonso et al., 

2002; Chen et al., 2010b; Tyler et al., 2002), including the persistence of long-term 

memory in rats (Bekinschtein et al., 2007; 2008). 

 Data from our group revealed that caffeine increase hippocampal BDNF along with an 

improvement in the recognition memory in adult mice (Costa et al., 2008b), but chronic 

treatment did not cause any effect on BDNF levels and aversive memory (Sallaberry et 

al., 2013).  
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Caffeine is considered a safe substance, but different from other psychostimulants, it is 

unknown if caffeine consumption during adolescence could produce long lasting 

changes in brain structure and function that endure into adulthood (Carlezon and 

Konradi 2004; Chambers et al. 2003; Laviola et al. 1999),  (Toblin, 2012; Rath, 2012). 

Nevertheless, the effects of caffeine withdrawal after a chronic schedule were not 

investigated on recognition memory and BDNF signaling. Thus, the aim of this study 

was evaluate if caffeine administered during adolescence up to adulthood could promote 

changes in the recognition memory and BDNF signaling. Besides, we also decide to 

explore if the performance in the object recognition task could be affected by caffeine 

withdrawal. It is important to known if this psychostimulant consumed worldwide could 

affect adaptations in brain anatomy and function that are characteristic of normal 

development during this period.  

 

Materials and Methods 

Animals 

Adolescent male Wistar rats (35-40 days old) from our own breeding colony were used 

in the study. All efforts were made to minimize animal suffering and reduce the number 

of subjects. The project was approved by the ethical committee of the Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul and experimental procedures were performed according 

to the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals as well as the Brazilian 

Society for Neuroscience and Behavior recommendations for animal care. Animals 

were maintained in standard animal housing conditions, on a 12-h light/dark cycle 

(lights on at 7:00 a.m.), five/cage, with food and water ad libitum. All behavioral tests 

were performed between 5:00 p.m. and 8:00 p.m. 

 



29 

 

Caffeine Administration 

Adolescent rats (35-40 days old) received caffeine solution (0.3 or 1.0 mg/mL) in tap 

water during 50 days. The caffeine solution was daily prepared and available for the 

animals from 6:00 p.m. to 8:00 a.m. In order to mimic human intake, the treatment was 

interrupted at weekends, with the last administration on Friday night. The doses 

correspond to a moderate and high human intake with meaningful effects believed to be 

restricted adenosine receptors (Freedholm, 1999). For withdrawal experiments, caffeine 

treatment was interrupted 24 or 48 hours before object recognition task. Importantly, the 

withdrawal protocols were not performed immediately after weekends. 

 

Behavioral Tests 

Open field: Fifty days after the beginning of treatment, rats were submitted to the open 

field test to evaluate vertical exploration and 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 for 10 minutes and number of rearing was 

manually recorded as an index of exploration. The time spent in both objects during the 

training session of the novel object recognition task was used as an index of locomotor 

activity. The experiments were conducted in a sound-attenuated room under low-

intensity light (12 lux); exploration was analyzed by two observers blind to the 

treatments. 

 

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

habituation in the open field apparatus. Rats first underwent a training session, 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 
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opposite wall and allowed to explore the objects during 5 minutes. The test session was 

performed 90 minutes after training and two dissimilar objects were presented, a 

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

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

forepaws. Rearing on to object was not considered exploratory behavior. 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. Importantly, the animals were independent groups 

for both times of withdrawal. 

 

Immunoblotting 

   After behavioral tests, rats were sacrificed by decapitation after anesthesia and the 

whole hippocampus and cortex were dissected out and homogenized in 5 % SDS with a 

protease inhibitor cocktail (Sigma, São Paulo, SP/Brazil). Homogenates were frozen 

and kept at -70º C. After defrosting, the protein content was determined by 

bicinchoninic acid assay (BCA from Pierce, São Paulo/Brazil), using bovine serum 

albumin (BSA) as standard. Hippocampus and cerebral cortex extracts were diluted to a 

final protein concentration of 2 mg/ml in SDS-PAGE buffer and 40 g were applied of 

protein and dual color pre stained molecular weight standards were separated by SDS-

PAGE. BDNF and proBDNF were separated at 14 %  and TrkB at 8 %  and all samples 

were run at 4 % concentrating gel. After electro-transfer, the membranes were incubated 

for 1 h at room temperature with Tris-buffered saline 0.1 % Tween-20 (TBS-T) 

containing 5 % BSA. After blocking, the membranes were incubated overnight at 4º C 

with mouse anti-BDNF antibody (1: 500, Sigma, São Paulo, Brazil), rabbit anti-

proBDNF antibody (1: 1000, Sigma, São Paulo, Brazil) and with rabbit anti-TrkB 
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antibody (1: 1000; Abcam, São Paulo/Brazil).  As an additional control for protein 

loading, membranes were incubated with mouse anti-β-tubulin antibody (1: 1000; Santa 

Cruz, São Paulo/ Brazil). Membranes were also stained with Ponceau S. After 

incubation with primary antibodies, membranes were washed and incubated with 

horseradish-peroxidase conjugated secondary antibodies for 1 hour at room temperature 

and developed with ECL kit (Amersham, São Paulo/Brazil). The autoradiography films 

were scanned and densitometry analyses performed by using the public domain NIH 

Image Program (developed at the U.S. National Institutes of Health and available on the 

internet at http://rsb.info. nih.gov/nih-image/). 

 

Statistical Analysis 

Two-way ANOVA was used for open field analysis. Two-way ANOVA with repeated 

measures for trials and treatments as factors were used for novel object recognition data. 

Data from immunoblotting were separately analyzed according to the time of 

withdrawal by using one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test. Data 

were expressed as means + SEM and differences were considered statistically 

significant for p < 0.05. Graph pad prism was the software used. 

 

Results 

Open Field 

The number of rearings was recorded during 10 minutes of exploration in the open field 

arena. Two-way ANOVA revealed no significant differences between groups for 24 h 

[F (2,34) = 0.14532;  p = 0.86527] and 48 h of caffeine withdrawal [F (2,57) = 0.37320; 

p = 0.69020] (Figs. 1 A and B). The total exploration in both objects was not affected 

by caffeine withdrawal 24 h [F (2,34) = 0.32919; p = 0.72177] and 48 h [F (2,57) = 
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1.3817; p = 0.25943]. Thus, caffeine withdrawal did not modify either exploratory or 

locomotor activity of the animals (Fig. 1 C and D).  

 

Novel object recognition task  

The influence of chronic treatment of caffeine from adolescence period up to adulthood 

and its withdrawal was evaluated in the novel object recognition task. Two-way 

ANOVA revealed only a significant effect of trials for 24 h [F (1,35) = 13.652; p = 

0.00075] and 48 h  [F (1,56) = 11.119; p = 0.00153]. These data revealed that 

recognition memory assessed in the adulthood was not affected by caffeine 

consumption started during adolescence period. Besides, the withdrawal protocol did 

not affect recognition memory (Figs 2A and B).  

 

Immunobloting 

 Analysis of BDNF proBDNF and TrkB receptor were performed in the whole 

hippocampus and cerebral cortex. Caffeine when continuously administered during 

adolescence period up to adulthood did not modify BDNF immunocontent in the 

hippocampus (Fig. 3A). However, BDNF was decreased after 24 h of withdrawal and 

returned to basal levels after 48 h of withdrawal (Fig. 3A). These modifications in the 

BDNF levels were not accompanied by proBDNF, since in both doses and times of 

withdrawal did not change proBDNF in the hippocampus (Fig. 3B). Besides, TrkB 

immuncontent was also not modified by caffeine and withdrawal (Fig. 3C).  

Caffeine treatment and withdrawal caused markedly modifications in BDNF from 

cerebral cortex (Fig. 4A). Caffeine (0.3 and 1.0 mg/ mL) continuously administered 

decreased BDNF in both doses (35 and 57 %, respectively, compared to water-treated 

rats) (Fig. 4A, grey bars). The decreased BDNF persisted for the highest dose even after 
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24 and 48 h of withdrawal (44 and 57%, respectively) (Fig. 4A, white bars). Although 

there was a trend toward decrease in the proBDNF immunocontent in all animals that 

received caffeine, only caffeine (1.0 mg/mL) with 48 h of withdrawal have reached 

statistical significance (50 % decrease compared to water-treated rats) (Fig. 4B). There 

was a trend toward increase in the immunocontent of TrkB receptor in animals that 

received caffeine (1.0 mg/mL) (Fig. 4C; grey bars). The interruption of caffeine 

treatment for 24 and 48 h caused a markedly increase in TrkB receptors of the cerebral 

cortex (68 and 82 %, respectively, compared to water-treated rats) (Fig. 4C; white bars).  

 

Discussion 

 In this study, the long lasting effects of caffeine and its withdrawal from adolescence 

up to adulthood were evaluated on recognition memory using novel object recognition 

task, along with BDNF and related proteins.  

 Prior to interpreting these data with regard to effects on recognition memory, it is 

important to rule out several possible confounding effects. Although caffeine acutely 

administered could alter locomotion (El Yacoubi et al., 2000) as well as the withdrawal 

(Finn and Holtzman 1986; 1987), this does not appear to be the case since all animals 

exhibited nearly identical amounts of time exploring objects during training and test 

session independent of treatment. Likewise, it is also unlikely that the present findings 

were confounded by the anxiogenic effects of caffeine because the task was specifically 

chosen to minimize stress and caffeine-treated rats did not differ from controls with 

regard to locomotor activity; in fact, activity was remarkably similar across all groups.  

  In this study, recognition memory assessed in the adult rats was not affected by 

exposure to moderate and high doses of caffeine started during adolescence and lasted 

to adulthood. Another novel finding that emerged from this study involves the absence 
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of alterations by withdrawal. These effects could be attributed to the development of 

tolerance; indeed, studies performed with chronic administration in the drinking water 

are considered an established method for obtained caffeine-tolerant adult rats 

(Hotlzmann, 1983; 1988; Rhoads, 2011). In humans, caffeine withdrawal is associated 

to negative effects likewise greater headache, increased feelings of tension, mood 

alterations and reduced alertness (James, 2005). Differently from memory tasks, while 

the other symptoms are difficult to record in animals, the advantage to better control the 

schedule of administration can be achieved in rodents. The schedule used here was 

designed to mimic human consumption with caffeine being available only at night 

avoiding possible disruptions in the circadian cycle of the animals. 

The absence of improvement on memory reinforces previous findings that enhancement 

seems to be restricted to acute rather than chronic administrations of caffeine 

(Angelucci et al., 1999; Botton et al., 2010; Costa et al., 2008a; Sallaberry et al., 2013). 

In the context of the present study, the administration of caffeine started during 

adolescence did not cause any effect on recognition memory in the adulthood; otherwise 

adolescent rats treated with caffeine (3 mg/kg) only during this period of brain 

development displayed decrement in the recognition memory in adulthood (Pires et al., 

2010). Probably, caffeine continuously administered could offset decrements in the 

performance of object recognition task observed during adolescence period.  

 Alterations in the BDNF and related proteins may help to explain the effects of 

caffeine. Firstly, the major alterations in BDNF and related proteins were found in the 

cortex instead of hippocampus; indeed BDNF was decreased in the hippocampus only 

for caffeine at the highest dose and after 24 h of withdrawal. Previous studies showed 

that caffeine reversed age-related recognition memory impairment and the increase in 

the hippocampal BDNF by aging (Costa et al., 2008a; Sallaberry et al., 2013). These 
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findings suggest that decreases in the hippocampal BDNF caused by caffeine may 

contribute for its beneficial or absence of the effects on recognition memory; in fact 

when caffeine decreased BDNF in the hippocampus none detrimental effect was 

observed on recognition memory independent on age and schedule of administration. 

This differential effect between memory and BDNF seems to be restricted to caffeine 

since other psychostimulants also decreased BDNF expression and levels, but they 

usually disrupted memory in adolescent animals (Banerjee et al., 2009; Scherer et al., 

2010).   

The dentate gyrus and perirhinal cortex are integral to the process of recognition 

memory; the perirhinal cortex is critically involved in discrimination of familiarity 

whereas the hippocampus appears to support contextual memory, but may not be 

necessary for familiarity discrimination (Balderas et al., 2008; Gaskin et al., 2011; Song 

et al., 2011). Given the difficulty in dissected out perirhinal cortex, BDNF and related 

proteins were immunodetected in the whole cerebral cortex. Caffeine in both doses 

decreased cortical BDNF and this effect persisted after withdrawal at the highest dose, 

an effect in a such way similar to hippocampus. Overall, caffeine-treated rats presented 

a trend for decrease in proBDNF, which might help to explain decreased BDNF over 

the time, even though only the withdrawal had statistically been significant. These 

modifications involving mature BDNF and proBDNF helps to explain the effects of 

caffeine for some reasons. Caffeine decreased proBDNF and uncleaved proBDNF can 

be considered as a negative regulatory mechanism for brain plasticity since it enhances 

long-term depression (LTD) through p75NTR and leads to apoptosis (Barnes and 

Thomas, 2008; Lee et al., 2001; Rosch et al., 2005; Woo et al., 2005). Additionally, 

mature BDNF binds to TrkB receptor and facilitates pro survival effects, induces and is 

sufficient for long-term potentiation (LTP) (Chen et al., 1999; 2010; Figurov et al., 
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1996; Kang et al., 1997; Pang et al., 2004). While caffeine decreased cortical BDNF, an 

increase in the TrkB receptors was observed after withdrawal, and a trend for increase 

was observed for continuous administration at the highest dose. TrkB receptors are 

usually internalized and rapidly degraded following activation by BDNF (Silhol et al., 

2008).  

It is also conceivable that increases in the immunocontent of this receptor could be 

contributed for the absence of effects of caffeine withdrawal on recognition memory, 

which technically facilitates recognition by the antibody and possibly by the 

endogenous ligand as well (Silhol et al., 2008; Tapia-Arancibia et al., 2008). The 

alterations found in the whole cortex could also be derived from the active engagement 

of the perirhinal cortex during the test phase of the object recognition task.  

  The signaling operated by BDNF is essential for many types of memory formation 

(Alonso et al., 2002; Bekinschtein et al., 2007; Choi et al., 2010; Mizuno et al., 2003). 

More recently, studies have showed that disruption in the BDNF signaling worsened 

performance in the recognition memory (Callaghan and Kelly, 2012; Seoane et al., 

2011). In our study, the modifications found in BDNF and related protein suggests that 

caffeine withdrawal is able to cause adaptive changes in the brain without decrement on 

recognition memory. Importantly, if caffeine treatment during adolescence period was 

able to disrupt recognition memory (Pires et al., 2010), this effect was not further 

detected by continuous administration. Our data also support that at least for recognition 

memory the effects of caffeine could not be attributed to any reversion of withdrawal, 

since chronic treatment followed or not by withdrawal did not interfere with recognition 

memory. 
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LEGENDS 

 

Figure 1 

Analysis of locomotor and exploratory activities in the open field arena. Animals were 

exposed to open field arena and recorded during 10 minutes. Caffeine treatment started 

during adolescence period and lasted up to adulthood (50 days of administration in the 

drinking water).  

(A) – Time spent exploring both objects in seconds (s) for caffeine (0.3 and 1 mg/mL) 

continuously administrated and after 24 h of withdrawal. 

(B) - Time spent exploring both objects in seconds (s) for caffeine (0.3 and 1 mg/mL) 

continuously administrated and after 48 h of withdrawal.  

(C) - Number of rearings for caffeine (0.3 and 1 mg/mL) continuously administrated 

and after 24 h of withdrawal. 

(D) - Number of rearings for caffeine (0.3 and 1 mg/mL) continuously administrated 

and after 48 h of withdrawal. The data are represented as means + S.E.M. (n = 16-30 

animals per group). No significant differences were found between groups using a two-

way ANOVA. 

 

Figure 2 

Analysis of caffeine continuously administered and withdrawal on the performance of 

object recognition task.   

(A) – Recognition index for animals treated with water or caffeine continuously 

administered, or after 24 h of withdrawal.   

(B) – Recognition index for animals treated with water or caffeine continuously 

administered, or after 48 h of withdrawal.   
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Data are displayed as means + S.E.M. (n = 16- 30 animals per group). Comparison 

between test and training session by using two-way ANOVA with repeated measures 

revealed only difference between trials.   

 

Figure 3 

Immunoblotting analysis for BDNF (A), proBDNF (B) and TrkB (C) immunocontent in 

whole hippocampus from rats treated with water (black bar) or caffeine (0.3 and 1 

mg/mL) continuously administered (grey bars) or after 24 or 48 of withdrawal  (white 

bars). With representative bands. 

(A) – immunoblotting for BDNF (n = 9-10). #P < 0.05; different from all groups (One-

way ANOVA, Newman-Keuls multiple comparison test). 

(B) – immunobloting for proBDNF (n =  9-11). No significant differences were found 

between groups. (One-way ANOVA). 

(C) – immunoblotting for TrkB (n = 9-10) -  No significant differences were found 

between groups. (One-way ANOVA). 

 

Figure 4. 

Immunoblotting analysis for BDNF (A), proBDNF (B) and TrkB (C) immunocontent in 

whole cerebral cortex from rats treated with water (black bar) or caffeine (0.3 and 1 

mg/mL) continuously administered (grey bars) or after 24 or 48 of withdrawal  (white 

bars). 

(A) – immunoblotting for BDNF (n = 4-7). *P < 0.05; different from water group (one-

way ANOVA, Newman-Keuls multiple comparison test). 
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(B) – immunobloting for proBDNF (n =  4-7). *P < 0.05; different from water-treated 

rats (black bar) -  (One-way ANOVA, Newman-Keuls multiple comparison test). 

(C) – immunoblotting for TrkB (n = 4-6) - *P < 0.05; different from water-treated rats 

(black bar) - (One-way ANOVA, Newman-Keuls multiple comparison test). 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foram avaliados os efeitos de uma administração crônica de 

cafeína e também os efeitos da retirada (abstinência) em animais que foram tratados 

desde a adolescência até a idade adulta, em relação à memória de reconhecimento 

utilizando a tarefa de reconhecimento de objetos. Além disso, o imunoconteúdo de pro-

BDNF, BDNF e TrkB foram avaliados no hipocampo e no córtex. Inicialmente é 

importante avaliar a atividade locomotora e exploratória dos animais em qualquer tarefa 

comportamental que será posteriormente analisada, para que os efeitos sobre a memória 

de reconhecimento não sejam erroneamente interpretados. Tanto a administração 

crônica com cafeína quanto a sua retirada não alteraram a atividade locomotora e 

exploratória dos animais, visto que o tempo gasto em ambos os objetos e o número de 

elevações verticais com as duas patas traseiras (rearings) não foi modificado pelo 

tratamento e sua retirada. Uma das explicações pode ser o desenvolvimento de 

tolerância à cafeína, uma vez que protocolos de administração crônica são utilizados 

como um método para obter ratos adultos tolerantes à cafeína (Hotlzmann, 1988; 

Rhoads, 2011). Assim, qualquer efeito da cafeína sobre a memória de reconhecimento 

não pôde ser relacionado a alterações na atividade locomotora. Em seres humanos, a 

retirada da cafeína está associada a efeitos negativos de dor de cabeça, aumento da 
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tensão, diminuição da vigilância, desempenho da memória e cognição prejudicados 

(James et al, 2005). Entretanto, este efeito negativo na cognição e na memória não foi 

observado no nosso estudo. 

A tarefa de reconhecimento de objetos é uma tarefa não aversiva que lida com a 

motivação natural dos animais para explorar a novidade em um contexto familiar, um 

instinto inato que leva os animais a aprender sobre seu ambiente (Bevins e Besheer, 

2006). Antes de interpretar os dados no que diz respeito aos efeitos sobre a memória de 

reconhecimento, foi importante descartar possíveis efeitos que levariam a interpretação 

equivocada dos resultados. Além disso, estudos da década de 80 já haviam demonstrado 

que os animais submetidos a retirada abrupta do tratamento com cafeína apresentam 

diminuição da atividade locomotora (Finn e Holtzmann, 1986; Griffins e Woodson, 

1988; Nehlig e Debry, 1994) e aumento do tempo de imobilidade em tarefas que 

avaliaram a memória espacial (Khalig et al, 2012). Embora a cafeína administrada de 

forma aguda possa alterar a locomoção (El Yacoubi et al, 2000), bem como a retirada 

(Finn e Holtzman, 1986; 1987), isto não parece ser o caso, uma vez que todos os 

animais exibiram o mesmo perfil exploratório e a atividade locomotora é equivalente 

entre os diferenes grupos, independente do tratamento. Da mesma forma, é também 

improvável que os presentes achados fossem confundidos com os efeitos ansiogênicos 

da cafeína (El Yacoubi et al, 2000; Gulick e Gould, 2009), porque a tarefa em questão 

foi especificamente escolhida para minimizar o estresse e ratos tratados com cafeína não 

apresentaram diferenças significativas em relação aos controles no que diz respeito à 

atividade locomotora. Neste estudo, a memória de reconhecimento que foi avaliada na 

idade adulta em ratos adolescentes que receberam doses moderadas à altas de cafeína 

permaneceu inalterada. Isso pode ser obervado nos índices de reconhecimento de 

objetos que foram todos similares entre os grupos. As diferenças foram encontradas 
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somente entre as sessões de treino e teste, o que implica no reconhecimento do objeto 

novo na sessão de teste. Da mesma forma, não foram encontrados comprometimentos 

no desempenho dos animais após o período de abstinência do tratamento crônico com 

cafeína. Sendo assim, os resultados revelam que a abstinência de um tratamento crônico 

com cafeína não influenciou a memória de reconhecimento.  

Em estudos com humanos a abstinência da cafeína afeta o humor e o tempo de 

resposta em tarefa que mede o número de erros, mas a atenção seletiva e a memória não 

parecem ser significativamente afetadas (Addicott e Laurienti, 2009). Devido as esses 

sintomas de abstinência, muitos autores questionam e apontam controvérsias sobre o 

efeito benéfico da cafeína e a dose necessária para esses efeitos positivos sobre as 

funções cognitivas (Smith e Rogers, 2011; Rogers et al., 2012).  

Os dados sobre a ausência de alterações por retirada do tratamento sobre a 

memória de reconhecimento são novos na literatura e, como já mencionados 

anteriormente, esses efeitos poderiam ser atribuídos ao desenvolvimento de tolerância. 

De fato, dados prévios da literatura demonstraram que em um tratamento crônico, onde 

a cafeína é administrada na água de beber (exatamento como no nosso estudo), pode ser 

utilizado como um método para obter ratos adultos tolerantes a cafeína (Hotlzmann, 

1988; Rhoads, 2011). Nosso protocolo de administração possui algumas 

particularidades em relação a maioria dos estudos, pois a administração da cafeína 

utilizada neste trabalho foi realizada durante o ciclo ativo dos animais e retirada nos 

finais de semana. Isso foi feito intencionalmente a fim de mimetizar o consumo 

humano, evitando dessa maneira possíveis perturbações no ritmo circadiano dos 

animais. Apesar de ser difícil avaliar em modelos animais os sintomas de abstinência 
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apresentados por humanos, a vantagem dos estudos com roedores consiste em controlar 

melhor o protocolo de administração de cafeína.  

A observação de que não houve melhora no desempenho na tarefa de 

reconhecimento de objetos reforça resultados anteriores, os quais sugerem que melhoras 

evidentes em tarefas desse tipo parecem ser restritas a tratamentos agudos ao invés de 

administrações crónicas de cafeína (Angelucci et al, 1999; Botton et al, 2010; Costa et 

al, 2008a, Sallaberry et al, 2013). No contexto do presente estudo, a administração de 

cafeína que começou durante a adolescência, e permaneceu até a idade adulta dos 

animais, não causou qualquer efeito sobre a memória de reconhecimento. Esse achado é 

particularmente interessante tendo em vista que ratos adolescentes tratados com cafeína 

(3 mg/kg) apenas durante a adolescência, demonstraram um prejuízo na memória de 

reconhecimento durante a idade adulta (Pires et al., 2010). Analisando os resultados dos 

trabalhos acima mencionados conjuntamente com os nossos achados pode-se sugerir 

que a administração contínua de cafeína é capaz de produzir um efeito compensatório a 

nível cerebral que compensa essa diminuição no desempenho na tarefa de 

reconhecimento de objetos observado durante o período de adolescência. 

O BDNF é amplamente expresso no hipocampo maduro e no córtex cerebral 

(Pollock et al., 2001) e alterações no imunoconteúdo do BDNF e nas proteínas 

relacionadas a sua sinalização podem ajudar a explicar os efeitos da cafeína. Para 

avaliar essa neurotrofina, o seu imunoconteúdo foi quantificado no hipocampo e no 

córtex cerebral. Inicialmente as maiores alterações no BDNF e proteínas relacionadas 

foram encontrados no córtex e não do hipocampo. O imunoconteúdo de BDNF foi 

diminuído no hipocampo apenas na dose mais elevada de cafeína e 24 h após sua 

retirada. Estudos anteriores mostraram que a cafeína reverte prejuízos na memória de 
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reconhecimento decorrentes da idade conjuntamente com no aumento do 

imunoconteúdo de BDNF no hipocampo (Costa et al., 2008a, Sallaberry et al., 2013). 

Esses dados sugerem que a diminuição do BDNF no hipocampo causada pela cafeína 

pode contribuir para o seus efeitos beneficos ou mesmo a ausência de efeitos sobre a 

memória de reconhecimento, que no nosso estudo permaneceu inalterada. De fato, em 

todos os estudos em que a cafeína diminuiu o BDNF no hipocampo foi observado ou 

nenhum efeito prejudicial foi observado na memória de reconhecimento ou houve efeito 

preventivo contra os prejuízos decorrentes da idade. Este efeito diferencial entre 

memória e BDNF parece estar restrito à cafeína, uma vez que outros psicoestimulantes 

também diminuíram a expressão e os níveis de BDNF, mas eles geralmente 

prejudicaram a memória, pelo menos em animais adolescentes (Banerjee et al, 2009; 

Scherer et al, 2010). Além disso, muitos estudos analisaram a expressão do BDNF, 

quantificando o RNAm e não a proteína (Lapchak et al, 1993; Kaisho et al, 1994; 

Hattiangady et al, 2005).  

O giro denteado e córtex perirrinal são fundamentais no processo que envolve a 

memória de reconhecimento, particularmente o córtex perirrinal está criticamente 

envolvido na discriminação de familiaridade enquanto que o hipocampo parece estar 

mais associado a memória contextual, podendo não ser necessário para a discriminação 

de familiaridade (Balderas et al., 2008.; Gaskin et al., 2011;. Song et al., 2011). Dada à 

dificuldade em dissecar perfeitamente o córtex perirrinal, o imunoconteúdo de BDNF e 

proteínas relacionadas foram detectados em córtex cerebral inteiro. A cafeína, em 

ambas as doses, foi capaz de diminuir o inumoconteúdo de BDNF cortical e este efeito 

persistiu após a retirada do tratamento na dose mais elevada, um efeito de certa forma 

semelhante ao encontrado no hipocampo. Diferentemente do hipocampo, o 
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imunoconteúdo cortical do proBDNF nos animais tratados com cafeína apresentou uma 

tendência a diminuir, o que pode explicar a diminuição observada nos níveis do BDNF 

ao longo do tempo, mesmo que apenas o grupo em abstinência por 48h foi 

estatisticamente significativo. A pró-região das neurotrofinas pode desempenhar um 

papel crítico no direcionamento sináptico e na liberação atividade-dependente nas 

sinapses (Lu et al., 2005). O proBDNF endógeno é rapidamente convertido em BDNF, 

que promove a potenciação sináptica, sugerindo uma regulação bidirecional da 

plasticidade sináptica pelo proBDNF e pelo BDNF maduro (Woo et al., 2005). A 

diminuição do imunoconteúdo do proBDNF e do BDNF pode ser resultado de uma 

dimuinuição total dessa conversão, além disso pode refletir um aumento do turnover 

(processo constante de síntese e degradação de proteínas) da proteína BDNF ou pode 

refletir a ausência de tradução do mRNA recém-sintetizado, sugerindo que o gene do 

BDNF pode estar sendo regulado tanto ao nível da tradução como da transcrição. 

Alternativamente, essas mudanças na conversão de proBDNF acarretam numa 

diminuição do BDNF (Alonso et al., 2002; Pollock et al., 2001).  

Essas modificações envolvendo BDNF maduro e proBDNF ajudam a explicar os 

efeitos da cafeína. A cafeína diminuiu o imunoconteúdo do proBDNF e isto pode ser 

considerado como um mecanismo de regulação negativa para a plasticidade cerebral, 

uma vez que aumenta a depressão a longo prazo (LTD) através p75NTR e leva a 

apoptose (Barnes e Thomas, 2008,. Lee et al, 2001; Rosch et al ., 2005; Woo et al, 

2005). Além disso, o BDNF maduro se liga ao receptor de TrkB e facilita os efeitos de 

sobrevivência, induz e é suficiente para a potenciação de longo prazo (LTP) (Chen et al, 

1999;. 2010; Figurov et al, 1996;. Kang et al, 1997.; Pang et al., 2004). 
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Considerando que o BDNF pode estar envolvido nos efeitos pró-cognitivos da 

cafeína é importante verificar se há alterações no seu receptor de alta afinidade, TrkB. 

Neste estudo nós observamos que embora a administração crônica de cafeína tenha 

diminuído os níveis de BDNF cortical, um aumento dos receptores TrkB foi observada 

após a retirada e uma tendência para o aumento foi observado na administração 

contínua na dose mais elevada. Receptores TrkB geralmente são internalizados e 

rapidamente degradados seguidos por uma ativação do BDNF (Silhol et al.,2008). 

Somente a isoforma completa de TrkB possui o domínio intracelular tirosina cinase que, 

quando fosforilado, juntamente com a ligação do BDNF, inicia uma cascata de 

sinalização intracelular que promove a neuroproteção (Chen e Weber, 2004).  No 

entanto, deve-se considerar a existência de diferenças entre as isoformas completas e 

truncadas de TrkB (TrkB full-lentgh e TrkB truncated) na mesma amostra, e aqui nós 

analisamos o conteúdo total desses receptores TrkB. Estudos anteriores demonstraram 

que os efeitos neuroprotetores da cafeína parecem estar relacionados ao bloqueio 

preferencial dos receptores A2A (Dall'Igna et al, 2003; Higgins et al, 2007; Huang et al, 

2005; Silva et al., 2007) e que a função dos receptores TrkB é modulada pela ativação 

de receptores de adenosina A2A (Lee e Chao, 2001; Diógenes et al, 2004; Assaife-Lopes 

et al, 2010). Além disso, foi demonstrado que os receptores A2A são capazes de 

transativar os receptores TrkB na ausência de BDNF (Lee e Chao 2001). Evidenciando 

os estudos acima, neste trabalho nós observamos um aumento no imunoconteúdo deste 

receptor juntamente com uma diminuição significativa dos níveis de BDNF. Pode-se 

sugerir que o aumento no imunoconteúdo do receptor TrkB pode estar envolvido na 

ausência de efeitos da abstinência de cafeína sobre a memória de reconhecimento, 

considerando que tecnicamente, esse aumento do TrkB facilitaria o reconhecimento 

pelo anticorpo e, possivelmente, pelo ligante endógeno (Silhol et al, 2008.; Tapia-
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Arancibia et al., 2008). As alterações marcantes observadas no córtex total também 

podem ser resultantes de uma participação ativa do córtex perirrinal durante a sessão de 

teste na tarefa de reconhecimento de objetos.  

A sinalização operada pelo BDNF é essencial para a formação de muitos tipos 

de memória (Alonso et al., 2002;. Bekinschtein et al., 2007;. Choi et al., 2010; Mizuno 

et al., 2003). Mais recentemente, estudos têm demonstrado que o bloqueio na 

sinalização BDNF piora o desempenho na memória de reconhecimento (Callaghan e 

Kelly, 2012;. Seoane et al, 2011). Em nosso estudo, as modificações encontradas nos 

níveis de BDNF e nas proteínas relacionadas sugerem que a retirada da cafeína é capaz 

de causar mudanças adaptativas no cérebro sem prejudicar a memória de 

reconhecimento. Se o tratamento crônico com cafeína somente durante o período de 

adolescência foi capaz de prejudicar a memória de reconhecimento (Pires et al., 2010)  

este efeito ainda não foi detectado em nosso protocolo de administração contínua. 

Nossos dados também demonstram que pelo menos para a memória de reconhecimento, 

os efeitos benéficos da cafeína não podem ser atribuídos ao fenômeno de abstinência 

(retirada do tratamento) uma vez que o tratamento crônico seguido ou não de retirada 

não foi capaz de interfir na memória de reconhecimento. 
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6. CONCLUSÃO  

O consumo de cafeína tornou-se popular em adolescentes devido ao aumento da 

ingestão de bebidas comercializadas como forma de bebidas energéticas. Alguns 

estudos consideram que os efeitos benéficos da cafeína são atribuídos a uma reversão 

dos sintomas de abstinência. A partir desse estudo, foi possível observar que a 

administração crônica com cafeína e sua retirada não afetaram a memória de 

reconhecimento. Esses dados facilitam estudos posteriores onde a retirada de cafeína 

pode ser uma fator de confusão para a interpretação dos resultados. Entretanto, mesmo 

sem alterações na memória de reconhecimento, as manipulações no tratamento com 

cafeína alteraram o BDNF e proteínas relacionadas a sua sinalização, o que implica que 

a plasticidade sináptica a nível molecular foi modificada. Finalmente não podemos 

descartar que outros tipos de memória não poderiam ser afetados por essas 

manipulações no tratamento, pois outras tarefas de memória não foram avaliadas. De 

qualquer maneira, nosso estudo revelou que a memória de reconhecimento avaliada na 

vida adulta não é prejudicada pelo consumo moderado a alto de cafeína, em um 

esquema de administração que mimetizou o consumo humano.  
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