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RESUMO

A Doença de Alzheimer é uma síndrome de distúrbios neuropatológicos

neurodegenerativos de natureza crônica e progressiva, caracterizada pelo desenvolvimento de

placas senis (ou amilóides), emaranhados neurofibrilares, neuritos distróficos e fios

neuropilares, associados à déficits cognitivos e comportamentais. O modelo

intracerebroventricular de Estreptozotocina constitui uma ferramenta efetiva para investigar

tal doença, e é baseada em injeções intracerebroventriculares de Estreptozotocina, que causa

a redução da captação de insulina no cérebro pela dessensibilização dos receptores de

insulina e IGFs, além de outros efeitos, induzindo características moleculares, patológicas e

comportamentais similares aos da Doença de Alzheimer. O objetivo deste estudo foi a

investigação dos possíveis efeitos neuroprotetores da cafeína sobre este modelo experimental,

medindo seus efeitos sobre a glicemia; atividade locomotora; memória de trabalho, de

reconhecimento, e aversivas de curto e longo prazo. Para tal fim, 40 camundongos Swiss

Specific Pathogen Free foram divididos igualmente em quatro grupos, onde os grupos 1 e 2

receberam injeção intracerebroventricular bilateral com Fluido Cérebro Espinhal Artificial, e

os grupos 3 e 4 com Estreptozotocina (3mg/Kg, dividido entre os dois ventrículos). Os grupos

1 e 3 foram subsequentemente tratados por via oral com Veículo (água destilada), e os

grupos 2 e 4 com Cafeína (15 mg/Kg), também por via oral. Dosagens de glicemia foram

realizadas em todos os animais um dia anteriormente às cirurgias e também à eutanásia, de

modo a confirmar que eles não estão diabéticos. Não foram evidenciadas alterações nos

níveis de glicose antes ou depois da injeção intracerebroventricular de Estreptozotocina e

com o tratamento da cafeína. Os animais não demonstraram deficiências locomotoras. A

memória de trabalho dos animais não indicou alteração significativa. Os animais submetidos

à injeção de Estreptozotocina apresentaram índice menor de reconhecimento, porém o

tratamento com cafeína promoveu uma melhora significativa perante a tais déficits. Os

animais submetidos a Estreptozotocina apresentaram déficits de memória tardia, porém os

tratados com cafeína foram protegidos do declínio na memória recente e na memória tardia.

Os diferentes grupos não apresentaram alterações significativas em relação à ansiedade e

comportamentos ansiosos. De tal forma, a cafeína é capaz de proteger camundongos de

déficits de memória induzidos pela administração intracerebroventricular de

Estreptozotocina, e sugere-se um papel neuroprotetor da cafeína na perda cognitiva, podendo,

portanto, servir como possível estratégia neuroprotetora e/ou adjuvante da Doença de

Alzheimer.
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ABSTRACT

Alzheimer’s Disease is a syndrome of neuropathological neurodegenerative

disruptions of a chronic and progressive nature, characterized by the development of senile

plaques (or amiloid plaques), neurofibrillary tangles, dystrophic neurites and neuropil strands,

associated with cognitive and behavioral deficits. The Streptozotocin model constitutes an

effective tool for the investigation of the disease, and is based upon Intracerebroventricular

injections of the drug Streptozotocin, which results in the reduction of the Insulin uptake via

the desensitization of insulin receptors and IGFs, together with other effects, inducing the

molecular, pathological and behavioral characteristics similar to those of Alzheimer’s

Disease. The aim of this study was the investigation of the possible neuroprotective effects of

Caffeine over this experimental model, measuring its effects on glycemia; locomotor activity;

working memory, recognition memory, and short- and long-term aversive memories. To that

end, 40 Swiss Specific Pathogen Free mice were equally divided into four groups, wherein

the groups 1 and 2 received Intracerebroventricular injection with Artificial Cerebrospinal

Fluid, and the groups 3 and 4 received Streptozotocin (3mg/Kg). The groups 1 and 2 were

subsequently treated orally with Vehicle (potable water), and the groups 2 and 4 with caffeine

(15 mg/Kg), also orally. Glycemia dosage was performed in every animal one day before the

surgeries and the euthanasia, so as to confirm that they were not diabetic. There was no

evidence of alterations in the glucose levels before or after the Intracerebroventricular

Streptozotocin injection or the caffeine treatment. The animals did not demonstrate locomotor

deficiencies. There was no indication of a significant alteration in their working memory. The

animals that underwent Streptozotocin injection presented a lower recognition index,

however the treatment with caffeine promoted a significant improvement. The animals

subjected to Streptozotocin displayed long-term memory deficits, however those treated with

Caffeine were protected from such a decline in the short- and long-term memories. The

different groups did not display significant alterations in regards to anxiety and anxious

behaviors. In such a way, Caffeine is capable of protecting mice from memory deficits

induced by the Intracerebroventricular administration of Streptozotocin, suggesting it to have

a neuroprotective role against cognitive losses and being capable, therefore, of serving as a

possible neuroprotective and/or adjuvant strategy against Alzheimer’s Disease.

Key-Words: Sporadic Alzheimer’s Disease. Streptozotocin. Caffeine. Glucose. Anxiety.

Memory. Locomotor Activity. Neuroprotection.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. A Doença de Alzheimer

Em 1910 foi descrita, por Emil Kraepelin, a Doença de Alzheimer (GOEDERT &

SPILLANTINI, 2006; HIPPIUS & NEUNDÖRFER, 2022). A doença recebeu o seu nome

em homenagem à Alois Alzheimer, que em 3 de Novembro de 1906 apresentou-a na 37ª

reunião da Sociedade de Psiquiatras Alemães do Sudeste, em Tübingen, os resultados de suas

análises morfológicas (Imagem 1) e histopatológicas da autópsia cerebral do caso de Auguste

D., senhora de 50 anos institucionalizada no Hospital Psiquiátrico de Comunidade de

Frankfurt am Main (FERRI et al., 2005; GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; HIPPIUS &

NEUNDÖRFER, 2022). Recebendo pouca atenção inicialmente, as descobertas de Alzheimer

somente foram amplamente reconhecidas após sua inclusão no famoso livro Psychiatrie, de

Kraepelin, publicado em 1910, introduzindo o termo diagnóstico de Doença de Alzheimer

(DA) (HIPPIUS & NEUNDÖRFER, 2022).

Imagem 1: Representação morfológica de um hemisfério de um cérebro saudável

(esquerda) e um hemisfério de um cérebro com DA (direita).

Fonte: National Institute on Aging, https://www.nia.nih.gov/, editado.

https://www.nia.nih.gov/
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1.1.1. Definição da Doença:

O termo “Doença de Alzheimer”, como definido pela Associação de Alzheimer do

Instituto Nacional do Envelhecimento dos EUA (NIA-AA), se refere a uma síndrome de

distúrbios neuropatológicos, que não deve ser definido por sintomas clínicos, e sim por

biomarcadores, em pacientes vivos, ou por examinação pós-morte (JACK JR et al., 2018).

Isso é devido à baixa confiabilidade de diagnósticos clínicos baseados no fenótipo de

demência amnésica multidomínio que foi historicamente utilizado, e o termo “Síndrome

Clínica de Alzheimer” é recomendado para diagnósticos baseados em tal (JACK JR et al.,

2018). Anormalidades de biomarcadores de deposição do peptídeo Beta Amilóide (Aβ) são

os primeiros a serem encontrados durante a patogênese de DA, e, juntamente com a

biomarcadores que indicam a presença de depósitos de filamentos pareados helicoidais de

Tau, são necessários para satisfazer os critérios neuropatológicos de DA, e, portanto, devem

ocorrer para o diagnóstico de Doença de Alzheimer’s. Caso os biomarcadores evidenciam

somente a presença de deposição de Aβ, o termo “Alteração Patológica de Alzheimer” é

indicado (JACK JR et al., 2018).

1.1.2. Epidemiologia e Impacto:

DA é a causa mais comum de demência, constituindo aproximadamente 75% de seus

casos, afetando 3,9% da população mundial com acima de 60 anos e sendo responsável por

11,2% dos anos vivenciados com desabilidade por esta mesma faixa etária (FÖRSTL &

KURZ, 1999; FERRI et al., 2005; WIRTZ et al., 2014; QIU et al., 2022). A doença é mais

prevalente na América do Norte, e o risco de desenvolvê-la aumenta quase exponencialmente

após 85 anos de idade, iniciando com por volta de 2,0% de prevalência nas idades de 65 a 69

anos e elevando-se a quase 40% nas idades de 90 a 94 anos (CASTRO et al., 2010; WIRTZ et

al., 2014; QIU et al., 2022). Esse problema é exacerbado pela tendência mundial de

envelhecimento da população, devido ao aumento da expectativa de vida, e o decréscimo da

natalidade em muitos países, especialmente países desenvolvidos (FRANCIS et al., 1999;

CASTRO et al., 2010; QIU et al., 2022); fatores que em conjunto justificam as estimativas de

que o número de idosos (pessoas com acima de 65 anos) irá aumentar de 420 milhões, em

2000, a 1 bilhão em 2030, elevando a proporção desta faixa etária em relação às outras de 7%
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a 12% (QIU et al., 2022), e a 16,2% em 2050 (CASTRO et al., 2010). Acredita-se que a

expectativa de vida média mundial continuará a aumentar, crescendo de 72,8 anos em 2019 a

77,2 anos em 2050; enquanto a fertilidade média mundial diminuirá de 2,3 nascimentos por

mulher para 2,1 em 2050; conjuntamente exacerbando esta tendência de envelhecimento

relativo da população mundial (UNITED NATIONS, 2022). É estimado que o número

mundial de pacientes de DA duplicará em 2040 em relação à 2020 (FERRI et al., 2005).

Os impactos de DA no indivíduo são severos, significativamente reduzindo a

expectativa de vida de pacientes e constituindo um dos principais motivos de deficiências

físicas, institucionalizações e qualidade de vida impactada em idosos (QIU et al., 2022).

Aproximadamente 43% de pacientes de DA necessitam de cuidados intensivos, e os custos

mundiais estimados devido à demências em geral foi estimada como sendo de 315 bilhões de

dólares em 2005 (CASTRO et al., 2010; QIU et al., 2022), sendo a terceira doença mais

custosa após somente câncer e doença cardíaca coronária nos EUA (CASTRO et al., 2010).

A expectativa de vida de pacientes de DA após seu diagnóstico era de somente 5 a 8 anos

(FÖRSTL & KURZ, 1999), sendo mais recentemente de em média 9 anos para pacientes

diagnosticados aos 65 anos (CASTRO et al., 2010), e o cuidado requerido por pacientes de

demências impõe consideráveis fardos psicológicos, práticos e econômicos nos familiares

(FERRI et al., 2005). Nos estágios leves e moderados da DA, os principais custos são

geralmente indiretos, devido ao cuidado pessoal que a doença demanda de familiares, que

varia em torno de 11 a 70 horas por semana, e que em metade dos casos constitui de mais que

uma pessoa (CASTRO et al., 2010). Os danos à saúde física e mental dos cuidadores também

é considerável, com até 30% destes sofrendo de depressão, além de maiores níveis de estresse

e ansiedade (CASTRO et al., 2010). Esses custos, porém, podem ser convertidos em custos

diretos ao contratar cuidadores ou institucionalizar o paciente, cuja ocorrência é proporcional

à severidade da DA, sendo este um dos motivos pelos quais 50% a 75% dos custos diretos

provenientes de DA ocorrerem nos seus estágios avançados, sendo elevados ao ponto de

poder consumir 66% a 75% da renda familiar (CASTRO et al., 2010).

Medicamentos impõem um custo direto considerável à família do paciente, porém

podem reduzir os custos indiretos ou mesmo diretos, bem como melhorar a qualidade de vida

do paciente em si (CASTRO et al., 2010). Considerando que estes medicamentos tendem a

ser mais custo-efetivos durante os estágios mais leves da doença, e que o adiamento da

progressão da doença naturalmente resulta em manter os custos mais baixos associados à

menor severidade, a utilização de drogas para o tratamento do paciente constitui em um

grande benefício econômicos para a sua família ao eliminar, reduzir, ou adiar a necessidade
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de gastos diretos ou indiretos com medidas como cuidado intensivo ou institucionalização do

paciente (CASTRO et al., 2010). Adicionalmente, distúrbios neuropsiquiátricos relacionados

à doença, como alucinações e apatia, são grandes contribuintes aos custos elevados de DA

(CASTRO et al., 2010), sugerindo que o aliviamento de tais sintomas a partir de

medicamentos pode ser efetivo para aliviar o impacto econômico da doença.

1.1.3. Progressão e Sintomas Clínicos:

Em relação à sua progressão, a DA é caracterizada por um declínio crônico e

progressivo de habilidades cognitivas e neurocomportamentais, em principal em relação à

memória, sendo primeiro detectado após uma longo período assintomático, que acredita ser

de 20 a 30 anos (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013;

WIRTZ et al., 2013). A fase inicial clínica é comumente denominada Comprometimento

Cognitivo Leve Amnésico (CCLA) (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; WIRTZ et al.,

2013), e alterações comportamentais não cognitivas, como isolamento social e disforia

depressiva, podem ocorrer anos antes do diagnóstico da doença (FÖRSTL & KURZ, 1999;

JACK JR et al., 2018).

Durante os primeiros estágios de DA, os principais sintomas clínicos na maioria dos

pacientes são déficits significativos na capacidade de aprendizado e memória, porém

distúrbios afásicos ou visual-construcionais podem ser maiores em alguns indivíduos

(FÖRSTL & KURZ, 1999). Memória de curto-prazo, memória implícita e memória

declarativa antiga são significativamente menos afetados do que memória declarativa recente,

que constitui o maior obstáculo para o seu funcionamento normal no dia-a-dia (FÖRSTL &

KURZ, 1999). Sintomas depressivos ou outras alterações neurocomportamentais podem ser

prevalentes nos estágios iniciais, sendo em alguns casos a queixa principal (FÖRSTL &

KURZ, 1999; JACK JR et al., 2018).

Com o progresso da doença, os distúrbios da memória, dificuldades linguísticas e

deficiências cognitivas se tornam mais severas, e ações do dia a dia que são sequências

ideomotoras de ações se tornam progressivamente mais desorganizadas, até o indivíduo não

conseguir mais realizá-las (FÖRSTL & KURZ, 1999; JACK JR et al., 2018). A sua

desorientação espacial se torna mais agravada, e agnosia visual cortical, alucinações visuais

se tornam presentes. Anosognosia e forte inquietação se tornam presentes, e há a perda de

controle emocional, que pode vir em conjunto com maior agressividade física ou verbal

(FÖRSTL & KURZ, 1999).
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Nos estágios mais graves da doença, as perdas cognitivas são tão severas e

abrangentes que é difícil distingui-las, e pode ocorrer mesmo perda de memórias

autobiográficas antigas (FÖRSTL & KURZ, 1999). A capacidade comunicativa é quase

completamente perdida, e indivíduos se tornam limitados a frases simples ou mesmo somente

palavras (FÖRSTL & KURZ, 1999). A maioria dos pacientes ainda possuem receptividade

emocional, e sinais de apatia e exaustão são comuns, enquanto inquietação e agressividade

podem ser causadas por dor ou pelas consequências de um ciclo circadiano conturbado

(FÖRSTL & KURZ, 1999). Os pacientes podem precisar de ajuda para efetuar mesmo as

funções motoras mais básicas, como mastigação, e incontinência dupla é comum (FÖRSTL

& KURZ, 1999). Pneumonia seguida por infarto no miocárdio e septicemia são as principais

causas de morte em pacientes com DA (FÖRSTL & KURZ, 1999).

O estagiamento clínico numérico para pacientes no contínuo de Alzheimer’s mais

recente foi elaborado em JACK JR et al., 2018, e divide o progresso da doença em seis

estágios, onde nenhum declínio cognitivo é observado no estágio 1; um declínio cognitivo

transitional e alterações neurocomportamentais são observados no estágio 2; evidências de

declínios cognitivos mais claros são encontrados no estágio 3, e, nos estágios 4 a 6, ocorre

demência progressivamente severa com fortes impactos no dia a dia que causam necessidade

de assistência continuamente maior (JACK JR et al., 2018).

1.1.4. Fisiopatologia:

A DA é caracterizada por uma perda progressiva de neurônios e sinapses, bem como

pela presença de emaranhados neurofibrilares (ENF), placas neuríticas (ou placas senis) (PN),

neuritos distróficos e fios neuropilares (Imagem 2) (FRANCIS et al., 1999; STEEN et al.,

2005; GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; WIRTZ et al., 2013; JACK JR et al., 2018). Os

ENFs e PNs aparentam formar-se independentemente, com os ENFs formando

primeiramente, na região transentorrinal e posteriormente no hipocampo, amígdala, e então as

áreas neocorticais (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; WIRTZ et al., 2013); enquanto a

formação de PNs começa no neocórtex e aparenta exacerbar a formação de ENFs

(GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; WIRTZ et al., 2013). Os PNs são acumulações

extracelulares constituídas de estruturas amilóides, que são filamentos protéicos de

aproximadamente 10 nm de diâmetro com uma estrutura cross-β, e ENFs possuem estrutura

de hélice pareada, e ocorrem nos corpos celulares de nervos, em neuritos de neurópilos e na

periferia de PNs. (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; JACK JR et al., 2018). O principal



20

constituinte dos PNs é a amilóide-β, e a proteína tau hiperfosforilada de comprimento

completo é o principal componente de ENFs (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; JACK JR

et al., 2018).

Imagem 2: Placas Neuríticas e Emaranhados Neurofibrilares em corte histológico de

cérebro com Doença de Alzheimer

Fonte: SCHRAMM, 2018.

Amilóide-β (Aβ) constitui um grupo de peptídeos que possuem de 37 a 49

aminoácidos, sendo os de 40 e 42 resíduos os principais, e, dentre eles, a forma de 42

resíduos a mais amiloidogênica (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; CHEN et al., 2017).

Aβ provêm da clivagem proteolítica da proteína precursora de amilóide (APP), mapeado ao

cromossomo 21 (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; CHEN et al., 2017). Aβ solúvel é

altamente neurotóxico, e precede a formação de PNs (WIRTZ et al., 2013; GODYN et al.,

2016). Estresse oxidativo e formação de radicais livres elevados precedem a formação de

PNs, porém o dano oxidativo é maior durante as primeiras fases de DA e diminui durante a
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sua progressão, sugerindo que a doença é associada com alterações compensatórias, como

aumento de isoprostanos, que são correlacionados aos níveis de Aβ e Tau no Fluido Cérebro

Espinhal, e outros fatores (WIRTZ et al., 2013). Outros estudos, porém, não indicam níveis

de estresse oxidativos maiores em fases iniciais de DA, e sugerem que Aβ indiretamente

aumenta a produção de radicais livres ao causar danos à mitocôndria e diretamente ao alterar

a atividade oxidorretudotora de vários metais, cujos distúrbios são também associados à

doença (WIRTZ et al., 2013).

A proteína Tau possui seis isoformas participa da formação e estabilização de

microtúbulos, e suas isoformas são produzidas a partir do mesmo gene por splicing

alternativo de mRNA e são igualmente divididas em dois grupos baseado na presença de três

ou quatro repetições ligantes a microtúbulos (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006). Existem

várias doenças com presença de tau hiperfosforilada, e mutações no gene de tau causam

demência frontotemporal herdável e parkinsonismo ligado ao cromossomo 17 (GOEDERT &

SPILLANTINI, 2006). A distribuição regional de ENFs possui melhor correlação com a

severidade de DA do que os acúmulos de Aβ (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006).

Outras características da DA incluem perda celular, neuroinflamação e ativação

elevada de vias e genes apoptóticos, distúrbios no metabolismo energético, atividade

colinérgica reduzida, e estresse oxidativo crônico (STEEN et al., 2005; SAPCANIN et al.,

2008; WIRTZ et al., 2013). Hipometabolismo de glicose e distúrbios na sinalização de

insulina são características de cérebros com DA, sendo o primeiro um dos sinais mais iniciais

da doença, podendo ser detectado até três décadas antes do aparecimento de sintomas clínicos

de DA familial (WIRTZ et al., 2013; GRIEB, 2016). Significativamente, o decréscimo do

consumo de glicose no cérebro com DA é muito maior do que a redução de consumo de

oxigênio, um padrão de desproporcionalidade encontrado em todas as áreas do cérebro

(GRIEB, 2016). Existem também crescentes evidências que α-Sinucleína participa da

patofisiologia da doença, sendo presente na maioria dos cérebros afetados pela doença

(imagem 3) (TWOHIG & NIELSEN, 2019).

Uma forma de classificação do progresso da doença no tecido cerebral pós-morte é

baseado nos estágios de Braak (Imagem 3), que constitui de seis estágios, com um estágio

adicional “0” usado para a ausência de alterações neurofibrilares (WIRTZ et al., 2013). Nos

estágios I e II, não é possível identificar declínio cognitivo clinicamente, constituindo

portanto a fase pré-clínica da doença, porém já há presença de Tau hiperfosforilado no córtex

transentorrinal (WIRTZ et al., 2013). Nos estágios III e IV, alterações neurofibrilares mais

elevadas são encontradas no córtex transentorrinal, porém também no hipocampo e área
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límbica, com um início também identificável no córtex prefrontal. Nestes estágios, os

pacientes possuem Comprometimento Cognitivo Leve Amnésico, prodromal à DA

(GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; WIRTZ et al., 2013). Finalmente, nos estágios V e VI,

a maioria do neocórtex é severamente afetado pelas alterações neurofibrilares, e é

normalmente onde o diagnóstico de demência ocorre (WIRTZ et al., 2013).

Imagem 3: Localização de inclusões de Tau e Alfa-Sinucleína nos estágios de Braak

Fonte: Cell Press, www.cell.com

1.2. Etiologias e Patogênese

1.2.1. Doenças de Alzheimer Esporádico e Familial

As DA é uma doença multifacetada e com múltiplas possíveis etiologias (QIU et al.,

2022). Ela é fortemente associada com a idade, que constitui o seu principal fator de risco

(GOEDERT & SPILLANTINI, 2006; QIU et al., 2022), e hipóteses etiológicas como causas

genéticas, vasculares e psicossociais são as melhor evidenciadas epidemiologicamente,
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porém fatores nutricionais e inflamatórios, dentre outros, também constituem hipóteses para

causas da doença (QIU et al., 2022).

A DA pode ser dividida entre DA Esporádico (DAE) e DA Familial (DAF),

distinguidos entre-si pela sua etiologia, onde DA Familial é associado a certas mutações

genéticas e, portanto, hereditária; enquanto DA Esporádico é proveniente de causas

ambientais e também causas genéticas (PIACERI et al., 2013). Noventa por cento dos casos

de DA são esporádicos, com essa forma predominantemente diagnosticada em indivíduos

com acima de 65 anos (DUARA et al., 1993; WIRTZ et al., 2013). A clinicopatologia dos

tipos de DA são diferentes, com sinais e sintomas atípicos mais frequentes em DA familial do

que esporádico (DUARA et al., 1993; SHINOHARA et al., 2014). Características

fisiopatológicas também diferem: DA esporádico (DAE) apresenta acumulação

desproporcionada de Aβ em áreas corticais quando comparada à DA familial (DAF), que por

sua vez possui maior acumulação em áreas subcorticais e maior patologia estriatal de Tau

(SHINOHARA et al., 2014).

1.2.2. Hipótese Genética

A hipótese genética é a qual possui maior evidências, e é a principal etiologia de

DAFs, que em conjunto compõem aproximadamente 10% dos casos de DA; porém,

estimativas variam na bibliografia (DUARA et al., 1993; PIACERI et al., 2013; GRIEB,

2016; QIU et al., 2022). Existem formas de DA familial de início tardio e início cedo,

mapeados a mutações em genes diferentes (DUARA et al., 1993; GOEDERT &

SPILLANTINI, 2006), e, em conjunto, a herdabilidade da doença aparenta ser maior por

parte da mãe do que por parte do pai (DUARA et al., 1993). Mutações do gene de APP

aumentam a produção de Aβ ou a proporção de Aβ com 42 aminoácidos, e mutações na

região específica codificante de Aβ podem não influenciar o processamento de APP, porém

somente a facilidade de Aβ coalescer e formar fibrilas (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006;

PIACERI et al., 2013; SHINOHARA et al., 2014). Duplicações do gene de APP causa

deposição de Aβ na neurópila e vasos sanguíneos (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006).

Mutações no gene de APP, porém, causam somente uma minoria de casos famílias de DA,

sendo mutações no gene de presenilina-1, no cromossomo 14, a causa mais comum, e

mutações no gene de presenilina-2 também resultam em DP (GOEDERT & SPILLANTINI,

2006; PIACERI et al., 2013; SHINOHARA et al., 2014). O gene presenilina-1 codifica

presenilinas, que são proteínas transmembranas que servem como componentes centrais de
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complexos de proteases aspartil atípicas, responsáveis pela clivagem por γ-secretase de APP;

de tal forma, mutações no seu gene que resultam em redução de sua atividade fazem com que

a clivagem resulte em mais Aβ42 em relação a Aβ40 (GOEDERT & SPILLANTINI, 2006).

Um dos principais riscos genéticos para o desenvolvimento de DA é proveniente do

alelo ε4 da Apolipoproteína E (APOE), expressada em principal no fígado e em células gliais

do cérebro, e que funciona como um ligando na endocitose de partículas de lipoproteínas

mediada por receptores (KIM et al., 2009). A APOE possui forte associação com Aβ no

cérebro e os diferentes isomorfismos de APOE são associados com uma aceleração da

deposição de Aβ em PNs (KIM et al., 2009). Existem também evidências que APOE

influencia o transporte e metabolismo de Aβ no cérebro, facilitando a ligação e internalização

de Aβ solúvel por células neuronais e facilitando a degradação celular do peptídeo, existindo

também indícios mais controversos de também possuir efeitos sobre o processamento de APP

(KIM et al., 2009). Finalmente, APOE também aparenta possuir função anti-inflamatória e

Aβ resulta no aumento de seus níveis, possivelmente servindo como um mecanismo de

feedback à neuroinflamação causada pelo peptídeo, enquanto pelo menos duas de suas

isoformas possuem capacidade anti-inflamatória reduzida ou mesmo capacidade

pró-inflamatória, o que em conjunto com o anteriormente exposto podem constituir os

mecanismos que causam estas isoformas disfuncionais de APOE elevarem o risco de

desenvolvimento de DA (KIM et al., 2009).

DAEs, porém, não são somente resultantes de tais mutações, e suas possíveis

etiologias ainda não são bem estabelecidas. Uma hipótese relacionada, porém, sugere que

danos ao DNA também participam no desenvolvimento da doença (WIRTZ et al., 2013),

podendo isto constituir um importante aspecto genético relacionado aos DAs em geral.

Indícios de sua participação no desenvolvimento de DAs já existem, onde camundongos

transgênicos com APP demonstram maior quantidade de quebras de fita-dupla de DNA e

redução de reparo de DNA em comparação a camundongos tipo-selvagem, e Aβ é capaz de

induzir danos ao DNA em culturas neuronais (WIRTZ et al., 2013).

1.2.3. Hipótese da Cascata Amilóide

A hipótese da cascata amilóide (Imagem 4), proposta por George Glenner em

GLENNER & WONG, 1984, postula que a deposição intracerebral de Aβ, juntamente com

lesões cerebrais como emaranhados neurofibrilares, neuritos distróficos, dentre outros, são

responsáveis pela patologia de DA (FRANCIS et al., 1999; GRIEB, 2016; SELKOE &
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HARDY, 2016). Modificações na sua conceptualização foram feitas com o passar do tempo,

como a recognição de que formas intracelulares fibrilares oligoméricas de Aβ possuem

neurotoxicidade, diferentemente das placas amilóides extracelulares (GRIEB, 2016), porém

evidências provenientes estudos clínicos e pré clínicos suportam essa hipótese cada vez mais

(SELKOE & HARDY, 2016). Aβ solúvel apresenta neurotoxicidade ainda maior que fibrilas,

e precede a formação de placas amilóides (WIRTZ et al., 2013; GODYN et al., 2016). Todas

as mutações genéticas que resultam em DA de início precoce aparentam possuir efeitos sobre

o metabolismo de Aβ (WIRTZ et al., 2013; SELKOE & HARDY, 2016), e os níveis de

proteínas envolvidas no metabolismo de Aβ são significativamente alteradas em ambos DA

esporádico e familial (SHINOHARA et al., 2014).

Imagem 4: Representação da hipótese amilóide.

Fonte: GHAREEB et al., 2013 apud CUMMINGS, 2004.
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1.2.4. Hipótese Colinérgica

A hipótese colinérgica explica a degeneração de neurônios colinérgicos associados à

DA são os principais contribuintes para o declínio cognitivo experienciado por pacientes com

a doença (FRANCIS et al., 1999). O início de distúrbios seletivos de neurotransmissores

inicia-se no começo da doença, com redução significativa de marcadores pré-sinápticos do

sistema colinérgico e correlacionada ao nível de declínio cognitivo encontrado nos pacientes,

tais como a redução da atividade de Colina Acetiltransferase, a enzima responsável pela

síntese de Acetilcolina, e as consequentes reduções nos níveis destes últimos, indicando que a

inervação colinérgica neocortical é perdida nas primeiras fases da doença (FRANCIS et al.,

1999). Marcadores serotonérgicos e noradrenérgicos também são afetados pela DA, porém

dopamina, GABA e somatostatina se mantêm praticamente inalterados nas fases iniciais da

doença, se tornando afetados em maior grau em estágios posteriores (FRANCIS et al., 1999).

Outro fator correlacionado ao declínio cognitivo são os marcadores químicos e

histopatológicos de neurônios piramidais corticais, que participam da função colinérgica, e

cuja hipofunção resulta em um desbalanço da neurotransmissão na doença (FRANCIS et al.,

1999). APP é regulado pela acetilcolina, e inibidores de Acetilcolinesterase, a enzima que

catalisa a degradação de Acetilcolina, são tratamentos efetivos contra sintomas cognitivos de

DA ao aumentar seus níveis no Sistema Nervoso Central, evidenciando o impacto indireto,

porém significativo, desse neurotransmissor em funções cognitivas ao interferir com o

processamento atencional normal (FRANCIS et al., 1999).

1.2.5. Hipótese Cerebrovascular

A hipótese cerebrovascular sugere que fatores como o decréscimo da densidade

vascular, aumento da curvatura de vasos sanguíneos, degeneração das células de músculo liso

nas suas paredes, alterações no endotélio, fragmentação de capilares, e distúrbios na

permeabilidade da barreira hematoencefálica e lesões vasculares, que ocorrem em maior

frequência em pacientes de DA e precedem declínios cognitivos e são exacerbados durante o

progresso da doença, podem ser responsáveis pelo seu desenvolvimento (WIRTZ et al., 2013;

QIU et al., 2022). Infartos cerebrais silenciosos, comuns em idosos saudáveis, aumentam em

mais de duas vezes o risco de desenvolvimento de demências, e, em camundongos com

sobre-expressão do gene APP humano são mais suscetíveis a infartos devido à ação da
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microglia (WIRTZ et al., 2013). Aβ acumula em células perivasculares, e em células de

músculos lisos de capilares cerebrais, podendo também ocorrer a sua produção nestes locais,

e nestes últimos são abundantemente expressos LRP1, o principal receptor de remoção de Aβ

(WIRTZ et al., 2013). Isquemia e hipóxia no córtex e hipocampo são responsáveis por

aumento na expressão de Aβ e inibição da quebra de Aβ (WIRTZ et al., 2013). Angiopatia

Amilóide Cerebral é encontrado em pacientes de DA e modelos de camundongos, e resultam

na degeneração do músculo liso vascular, redução da angiogênese e tônus vascular,

resultando em uma redução da corrente sanguíneo ao cérebro, gerando hipoperfusão, hipóxia,

isquemia cerebral e morte neuronal (WIRTZ et al., 2013). Deposição de Aβ e isquemia

hipóxica sinergisticamente deterioram a função cognitiva e levam à morte neuronal (WIRTZ

et al., 2013).

1.2.6. Hipótese de Glicodeprivação Cerebral

A hipótese de Glicodeprivação Cerebral, mais recente, postula que o declínio do

metabolismo de glicose pelos tecidos cerebrais, cuja oxidação é a principal fonte de energia

do cérebro, é o fator central relacionado à neurodegeneração associada à DA, que é

classificada como um estado cerebral resistente à insulina, sendo a formação de placas

amilóides e emaranhados neurofibrilares posterior e resultante disto (STEEN et al., 2005;

GHAREEB et al., 2013; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; WIRTZ et al., 2013; GRIEB,

2016). O metabolismo energético e de glicose é alterado pelo processo natural de

envelhecimento e é essencial para o funcionamento do cérebro (HOYER et al., 1994),

podendo parcialmente justificar o aumento de risco de DA esporádica com a idade. De fato,

anormalidades no metabolismo energético são encontradas em pacientes com CCLA e no

início de DA, como a decréscimo de enzimas mitocondriais envolvidas no metabolismo

energético (WIRTZ et al., 2013). O decréscimo de níveis de ATP pode levar à acumulação

intracelular de íons de sódio, causando excitotoxicidade (WIRTZ et al., 2013).

O nome de Diabetes Tipo 3 foi proposto e é hoje utilizado para descrever esta

inabilidade dos tecidos cerebrais de responder apropriadamente à insulina e de manter o

metabolismo de glicose adequado (STEEN et al., 2005; GRIEB, 2016), sendo isso

efetivamente a forma cerebral de Diabetes Mellitus não-insulino-dependente (Diabetes Tipo

2) (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013). A própria Diabetes Tipo 2 é comumente

acompanhada por Comprometimento Cognitivo Leve Amnésico (WIRTZ et al., 2013). Em

suporte a essa hipótese há o fato que peptídeos e receptores de insulina, IGF-1 e IGF-2 são
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expressos no cérebro, porém a expressão de seus mRNAs é fortemente reduzido em cérebros

com DA (STEEN et al., 2005; WIRTZ et al., 2013), e sua utilização de glicose foi observada

sendo reduzida de 19% a 40%, dependendo da topografia e severidade da doença (HOYER et

al., 1994; WIRTZ et al., 2013), juntamente com o aumento de insulina no plasma e redução

na insulina no Fluido Cerebrospinal (FCS) (WIRTZ et al., 2013). Mesmo fases prodromais

possuem redução na sinalização de insulina (WIRTZ et al., 2013). Hiperglicemia aumenta a

geração de radicais livres, resultando em maior estresse oxidativo, ao qual o cérebro é

extremamente vulnerável devido à sua baixa capacidade antioxidante (SAPCANIN et al.,

2008; WIRTZ et al., 2013; GRIEB, 2016), e hiperinsulinemia reduz transporte de insulina

para o cérebro, reduzindo a sinalização de insulina no cérebro (WIRTZ et al., 2013). Vários

estudos longitudinais indicam que pessoas com diabetes ou reduções no metabolismo

energético no cérebro são mais suscetíveis a desenvolver demências neurodegenerativas, e

mesmo pré-diabetes ou distúrbios na tolerância de glicose também estão relacionados a um

maior risco (WIRTZ et al., 2013 QIU et al., 2022).

Sinalização de insulina e IGF-1 são responsáveis por regular a expressão e

fosforilação da proteína Tau, e o decréscimo de suas funções resultam na hiperfosforilação de

Tau e as suas patologias decorrentes (GHAREEB et al., 2013; WIRTZ et al., 2013). Declínios

no metabolismo de glicose também são positivamente correlacionados à hiperfosforilação de

Tau e a formação de ENFs (WIRTZ et al., 2013). Insulina e IGF-1 também estimulam a

liberação de Aβ intracelular, promovem a sua remoção, e protegem neurônios de sua

citotoxicidade; sendo, de tal maneira, importantes para a homeostase da proteína (GHAREEB

et al., 2013; WIRTZ et al., 2013). Devido à redução da expressão e interferência na

autofosforilação do receptor insulina pela Aβ, o acúmulo de Aβ resulta em um feedback loop

positivo patológico (WIRTZ et al., 2013).

1.2.7. Outros Fatores Relacionados

Outras disfunções associadas ao início da doença incluem distúrbios na função

mitocondrial, no metabolismo de colesterol e fosfolipídios, e da homeostase de cálcio

(WIRTZ et al., 2013). Como todos esses processos possuem o envolvimento das Membranas

Associadas à Mitocôndrias (MAM), é suspeitado que ela está relacionada ao

desenvolvimento de DA (WIRTZ et al., 2013). Adicionalmente, estudos indicam que a

produção de Aβ ocorre no MAM, e que a sua atividade é significativamente elevada em

fibroblastos de pacientes com DA esporádico ou familial, sugerindo que a sua hiperatividade
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é responsável pela produção elevada de Aβ em DA (WIRTZ et al., 2013). Redução no

número ou função sináptica no hipocampo e neocórtex é o principal fator estrutural

correlacionado ao declínio cognitivo na DA, e possui relação com os estágios da classificação

de Braak e da quantidade de ENFs em geral (WIRTZ et al., 2013). O aumento de Aβ solúvel

também aparenta estar relacionado ao desenvolvimento de disfunções sinápticas, devido à

ação altamente sinaptotóxica desses oligômeros quando ligados à membranas sinápticas, e

superprodução de Aβ reduz plasticidade, potencialização de longo-termo, e contatos

sinápticos no hipocampo (WIRTZ et al., 2013). Existem evidências que estágios iniciais de

DA estão associados à hiperexcitabilidade neuronal, podendo alterar circuitos inibitórios

importantes para trabalhos de memória, e de fato indivíduos com DA mais comumente

sofrem de convulsões epilépticas do que indivíduos saudáveis (WIRTZ et al., 2013).

1.3. Tratamentos

O desenvolvimento de tratamentos capazes de modificar as propriedades da DA é

extremamente dificultoso e lento, e a grande maioria dos testes clínicos de novas terapias

contra DA resultam em fracasso, geralmente devido a efeitos colaterais perigosos ou poucas

evidências de efetividade terapêutica. (GODYN et al., 2016). A primeira droga para o

tratamento de DA foi Tacrina, um inibidor de Acetilcolinesterase, que foi rapidamente

retirada do mercado devido a sérios efeitos colaterais; porém existem hoje três outros

inibidores de colinesterase disponíveis (rivastigmina, donepezil e galantamina), juntamente

com memantina, um antagonista do receptor de N-metil-D-aspartato (GODYN et al., 2016).

Essas drogas são incapazes de curar a DA ou parar o seu progresso, porém aliviam a perda de

função cognitiva (GODYN et al., 2016).

Tentativas de desenvolver terapias efetivas contra o desenvolvimento de DA incluem

formas de imunização contra Aβ por imunoterapia ativa, cujos efeitos positivos até agora

demonstraram ser poucos, porém com riscos de efeitos adversos autoimunes perigosos; e por

imunização passiva, alguns dos quais tiveram péssimos resultados, enquanto outros

aparentam ser mais promissores (GODYN et al., 2016). Drogas inibidoras de secretases

relacionados a Aβ também foram desenvolvidas, com a maioria resultando em efeitos

colaterais adversos significativos observados, porém existindo algumas exceções bastante

promissoras (GODYN et al., 2016). Terapias direcionadas contra a proteína Tau aparentam

ser mais promissoras, demonstrando menores riscos em geral quando comparadas às focadas

em Aβ (GODYN et al., 2016). A maioria dos outros métodos terapêuticos sendo investigados
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não possuem resultados publicamente disponíveis ou aparentam ser pouco efetivos (GODYN

et al., 2016).

Duas drogas recentemente desenvolvidas para o tratamento de DA, “Aducanumab” e

“Lecanemab”, foram somente capazes de efetuar melhorias controversas e inconsistentes

(KNOPMAN et al., 2021; PRILLAMAN, 2022) ou moderadas (van DYCK et al., 2022;

PRILLAMAN, 2022), respectivamente, nos sintomas e desenvolvimento da doença, e a

segurança de ambas é controversa, com indícios de que as duas drogas são capazes de causar

efeitos colaterais potencialmente letais, como hemorragia cerebral (van DYCK et al., 2022;

PRILLAMAN, 2022).

1.4. Modelo Intracerebroventricular de Estreptozotocina

A Estreptozotocina (STZ) é um composto glucosamino-nitrosouréia alquilante

antineoplástico proveniente da bactéria Gram-positiva Streptomyces acromogenes (DOLAN,

1997; GRIEB, 2016), de estrutura química similar à glicose (Imagem 5) (LELOUP et al.,

1994), que não atravessa a barreira hematoencefálica e possui efeito seletivamente tóxico

para com as células produtoras e secretoras de insulina (SZKUDELSKI, 2001). A droga foi

originalmente desenvolvida para o tratamento de cânceres, porém é atualmente usada como

um dos mais importantes modelos de diabete insulina-dependente (SZKUDELSKI, 2001;

GRIEB, 2016), e, quando administrado intracerebroventricularmente, STZ reduz a captação

de insulina no cérebro ao dessensibilizar os receptores de insulina e IGFs, induzindo

características moleculares, patológicas e comportamentais de DA (Imagem 6); sendo, por tal

motivo, utilizado como modelo para a doença (HOYER et al., 1994; SAPCANIN et al.,

2008; AGRAWAL et al., 2011; GRIEB, 2016). A sua toxicidade é devido a sua ação

alquilante sobre o DNA, causando necrose celular, e a sua captação celular ocorre através do

transportador de glicose GLUT2, expressada principalmente por células Beta pancreáticas, e

células dos rins e fígado (LELOUP et al., 1994; SAPCANIN et al., 2008; GRIEB, 2016). No

cérebro, GLUT2 é maior expressada no hipotálamo e tronco cerebral, em neurônios,

astrócitos, tanicitos e células epiteliais de ventrículos cerebrais (GRIEB, 2016).
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Imagem 5:Molécula de Estreptozotocina

Fonte: PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/streptozotocin.

Por tais motivos, a administração de STZ afeta o metabolismo energético e de glicose

(SAPCANIN et al., 2008; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016), função

hipocampal colinérgica (BLOKLAND & JOLLES, 1994; SALKOVIC-PETRISIC et al.,

2013), e neurogênese na zona subventricular e giro denteado (MISHRA et al., 2018), causa

aumento de expressão de proteínas associadas às patologias de Aβ e Tau, bem como elas

próprias (SAPCANIN et al., 2008; MISHRA et al., 2018), aumento na neuroinflamação

(MISHRA et al., 2018), e redução da sinalização de insulina (AGRAWAL et al., 2011;

SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; MISHRA et al., 2018) e capacidade antioxidante do

cérebro, causando estresse oxidativo (SAPCANIN et al., 2008; SALKOVIC-PETRISIC et

al., 2013). Várias alterações metabólicas similares à DA esporádica foram encontradas no

modelo de STZ, como aumento da formação de lactato e acumulação de glicogênio, reduções

na utilização de glicose, concentração de ATP, serotonina, noradrenalina e de creatina fosfato,

além de redução de atividade enzimática na glicólise e da degradação de fosfolipídios de

membrana (HOYER et al., 1994).

Imagem 6:Mecanismo teórico de neurotoxicidade induzida por Estreptozotocina.
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Fonte: RABELO, 2019 apud KAMAT et al., 2015, editado

A administração intracerebroventricular (ICV) permite ultrapassar a barreira

hematoencefálica, e, de tal forma, injetar altas concentrações de substâncias diretamente no

cérebro (GRIEB, 2016) e ao mesmo tempo prevenindo substâncias incapazes de atravessar a

barreira hematoencefálica, como STZ, de causar comprometimento sistêmico. ICV permite

drogas betacitotóxicas como STZ causar efeitos deletérios no cérebro mesmo quando há a

inibição do transporte de glicose (SAPCANIN et al., 2008). Como consequência de tais

efeitos, a administração intracerebroventricular de STZ em animais de laboratório resulta na

deterioração crônica e progressiva de memória de longo- e curto-prazo, e é uma ferramenta

importante para o entendimento da DA pela hipótese de glicodeprivação cerebral

(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016).

1.5. Cafeína

A ingestão de bebidas ricas em cafeína para manter-se acordado e alerta é uma prática

milenar e que continua a se proliferar mundialmente (CAPPELLETTI et al., 2015). O café, a

bebida mais popular atrás somente da água, é proveniente da planta Coffea arabica, e
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diariamente 1,6 bilhões de xícaras de café são consumidas em torno do mundo, em grande

parte devido aos seus efeitos estimulantes (CAPPELLETTI et al., 2015).

Cafeína (1,3,7-trimetilxantina) é um alcalóide metilxantina (Imagem 7) proveniente

de partes de plantas nativas da América do Sul e Leste da Ásia, enquanto a planta da qual o

próprio café é feito é proveniente da Etiópia (COSTA et al., 2008; CAPPELLETTI et al.,

2015; NCBI, 2022) e é o psicoestimulante mais consumido no mundo, ingerido

primariamente a partir de bebidas e alimentos como café, chá, chocolate e refrigerantes

(COSTA et al., 2008; ARENDASH & CAO, 2010). A cafeína é estruturalmente relacionada à

adenosina, funcionando como um antagonista competitivo de seus receptores, principalmente

A1 e A2A, que possuem função down-reguladora de neurotransmissores como dopamina e

glutamato, sendo este o mecanismo da ação inibidora na atividade do Sistema Nervoso

Central por parte dos receptores de adenosina; a interação antagonista da cafeína com tais

receptores, porém, reduzem a sua função inibidora, fazendo com que a droga produza seu

efeito estimulante (COSTA et al., 2008; CAPPELLETTI et al., 2015; NCBI, 2022). A cafeína

também possui efeitos psicotrópicos e anti-inflamatórios, sendo este último devido à inibição

competitiva não-seletiva de fosfodiesterases, cuja inibição aumenta a concentração

intracelular de Adenosina Monofosfato Cíclica (cAMP), ativa a cinase A, e inibe síntese de

leucotrieno, que conjuntamente reduzem o processo inflamatório (CAPPELLETTI et al.,

2015; NCBI, 2022).

Existem uma grande variedade de indícios e evidências que sugerem que a cafeína é

capaz de servir como um tratamento efetivo para diferentes doenças, incluindo DA (MAIA &

DE MENDONÇA, 2002; COSTA et al., 2008; ARENDASH & CAO, 2010; GELBER et al.,

2011; CAPPELLETTI et al., 2015). Vários estudos demonstram que o consumo de cafeína é

associado a melhor execução cognitiva, redução de declínios cognitivos associados à idade,

incluindo uma associação epidemiológica significativa entre o decréscimo no consumo de

cafeína durante os 20 anos antes do diagnóstico e o próprio diagnóstico de DA (MAIA & DE

MENDONÇA, 2002; COSTA et al., 2008; ARENDASH & CAO, 2010; GELBER et al.,

2011), e reduzem o risco de formação de lesões cerebrais correlacionados à demência

(GELBER et al., 2011), porém existem inconsistências entre os resultados de estudos

epidemiológicos realizados sobre o assunto, e indícios de que tais efeitos cognitivos positivos

da cafeína são melhor associados ao aliviamento de sintomas de abstinência (GELBER et al.,

2011; CAPPELLETTI et al., 2015). Evidências experimentais, porém, estão em suporte ao

uso de cafeína e outros antagonistas do receptor de adenosina para o tratamento de diversos

sintomas associados a doenças neurodegenerativas, incluindo morte neuronal
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(CAPPELLETTI et al., 2015). Os efeitos neuroprotetores de cafeína sobre DA é

provavelmente devido à capacidade da substância de suprimir β- e γ-secretase, que são ambas

as enzimas necessárias para a formação de Aβ no cérebro, e de fato sua administração crônica

ou aguda reduz níveis de Aβ no plasma e no cérebro em modelos de camundongos

transgênicos, bem como reversão da sua neuropatologia (ARENDASH & CAO, 2010) e

prevenção da acumulação de Aβ dentro e em torno de vasos sanguíneos cerebrais

(CAPPELLETTI et al., 2015). Outros fatores que participam da sua atividade neuroprotetora

são as atividades anti-inflamatórias e anti-oxidantes da cafeína, além de servir como ativador

mitocondrial e estimulador de atividade neuronal e utilização de glicose, havendo estudos que

sugerem que o consumo de cafeína diminui o risco de Diabetes Tipo 2 (ARENDASH &

CAO, 2010). Adicionalmente, estes benefícios cognitivos da cafeína aparentam ocorrer

diretamente, e não pelo seu principal metabólito ativo, teofilina, que não apresenta tais efeitos

(ARENDASH & CAO, 2010). Isso sugere que tais efeitos positivos da cafeína são

independentes à sua ação sobre receptores de adenosina, a qual é inferior ao de teofilina

(ARENDASH & CAO, 2010).

Imagem 7 – Molécula de Cafeína

Fonte: PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Caffeine.
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2. RELEVÂNCIA

A doença de Alzheimer é a causa mais comum de demência e impõe enormes custos

emocionais, financeiros, e na saúde e bem-estar do paciente, sua família, e seus cuidadores

(CASTRO et al., 2010; QIU et al., 2022); custos que se tornam progressivamente severos

com o desenvolvimento da doença, que atualmente não possui cura ou tratamento capaz de

retardar o seu progresso (CASTRO et al., 2010; QIU et al., 2022). Por tais motivos, o estudo

da doença de Alzheimer é contemporaneamente de grande importância, e sua relevância

tende fortemente a se elevar com o passar do tempo, e o desenvolvimento de medicamentos e

tratamentos baratos e eficientes é essencial para o suporte dos pacientes e seus familiares,

bem como para o benefício da sociedade em geral. O desenvolvimento de novas drogas e

terapias, porém, tendem majoritariamente a resultar em fracasso ou possuir efeitos colaterais

severos (KNOPMAN et al., 2021; PRILLAMAN, 2022; van DYCK et al., 2022), e mesmo os

tratamentos e cuidados já disponíveis e capazes de somente aliviar sintomas podem impor

grandes custos financeiros diretos aos familiares (CASTRO et al., 2010).

A cafeína, porém, é uma substância barata e de fácil acessibilidade, muito bem

estudada em comparação com essas novas drogas, e cujos mecanismos de suas ações

neuroprotetoras sobre a Doença de Alzheimer são similares a vários dos métodos terapêuticos

que estão sendo clinicamente investigados (ARENDASH & CAO, 2010; GODYN et al.,

2016), demonstrando o potencial desta substância para ser usado como método terapêutico,

que deve ser experimentalmente investigado de modo a encontrar resolução para os

resultados conflitantes e controversos provenientes de estudos epidemiológicos

observacionais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar o efeito neuroprotetor da cafeína frente às alterações cognitivas em

camundongos submetidos ao modelo de Doença de Alzheimer Esporádica por Injeção

Intracerebroventricular de estreptozotocina.

3.2. Objetivos Específicos:

Em animais com DAE e tratados com a cafeína, avaliar:

● Os efeitos sobre a atividade locomotora e ansiedade;

● Os efeitos sobre a memória (de trabalho, de reconhecimento e aversiva).
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 40 camundongos Swiss "specific pathogen free" (SPF), machos,

pesando entre 25 e 35 gramas, provenientes do Biotério do Núcleo de Pesquisa e

Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os

animais foram mantidos em gaiolas micro isoladas, com ciclo claro/escuro de 12/12 h e

alimentados com ração peletizada padrão e água ad libitum. No que se refere aos cuidados

com os animais, este estudo seguiu os princípios éticos da experimentação animal,

estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). O

estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-UFC) da

Universidade Federal do Ceará (UFC) sob o número de registro 8904290319.

4.2. Drogas

Estreptozotocina (SIGMA-USA), Cafeína (SIGMA-USA), Quetamina 90 mg/Kg

(Vetanarcol®), Xilazina 10mg/Kg (Rompum®). Os reagentes usados foram de grau analítico.

4.3. Indução do Modelo pela Injeção de Estreptozotocina

O modelo de DA foi induzido pela administração intracerebroventricular de

estreptozotocina. Os procedimentos de lesão foram realizados através de cirurgia

estereotáxica. Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/Kg via intraperitoneal, i.p.)

e quetamina (90mg/Kg i.p.) e posicionados no aparelho estereotáxico (Stoelting®). Foi

realizada uma incisão sagital mediana de aproximadamente 2 cm de comprimento com um

bisturi, no alto do crânio, expondo-se as suturas ósseas cranianas, com o objetivo de localizar

o bregma. Os orifícios foram perfurados no crânio em ambos os lados sobre os ventrículos

laterais usando as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm lateral à

sutura sagital e 2,8 mm abaixo à superfície do cérebro (PAXINOS & FRANKLIN, 2004)

(Tabela 1). Esse modelo experimental de lesão foi proposto por HOYER (1998). Foram

realizadas perfurações nos crânios dos animais com uma broca de baixa rotação (Dremel),

permitindo entrada da seringa Hamilton com Estreptozotocina (STZ) (3 mg/Kg) sendo

injetada intracerebroventricular (icv) bi-lateralmente nos dias 1 e 3 do experimento, em
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ambos ventrículos, em cada lado (SHARMA & GUPTA, 2001). As micro-injeções foram

realizadas por administração de STZ ou solução de veículo- Fluido Cérebro Espinhal

artificial (aCSF), lentamente, ao longo de um período de 1 minuto e a agulha permaneceu na

posição durante mais 5 minutos para prevenir o refluxo ao longo da seringa. Após as

injeções, os cortes feitos nos animais foram suturados com fio cirúrgico de nylon (AP 0,4

15x45 cm) e desinfetados com iodo povidine. Os animais do grupo controle foram

submetidos aos mesmos procedimentos cirúrgicos, no entanto, não receberam a neurotoxina

STZ, foi introduzido somente a agulha nas mesmas coordenadas estereotáxicas, seguido de

aCSF estéril (veículo).

Tabela 1- Coordenadas descritas por Paxinos e Franklin, 2004.

Coordenadas Ponto 1 Ponto 2

Ântero-Posterior 0,5 0,5

Médio-Lateral 1,1 1,1

Ventral 2,8 2,8

4.4. Protocolo Experimental

Os testes de comportamento foram realizados nos dias 24, 25, 26 e 27 após a primeira

injeção de STZ ou de aCSF icv (Imagem 8). Foram utilizados um total de 40 animais

divididos em 4 grupos experimentais, cada um com 10 animais, de acordo com a Tabela 2. A

cafeína (15 mg/Kg, valor escolhido por ser entre os menores na bibliografia e usado para

modelos diabéticos) foi administrada 2h após o segundo dia de cirurgia por via oral (v. o.), e

uma vez por dia durante os 25 (vinte e cinco) dias que seguiram após a segunda cirurgia. Os

animais realizaram os testes de avaliação da atividade locomotora (teste do campo aberto),

aprendizagem e memória (testes do labirinto em Y, esquiva passiva, reconhecimento de

objetos) e ansiedade (teste do labirinto em cruz elevada). Após os testes, aos 30 dias após a

primeira injeção, os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/Kg i.p.) e quetamina
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(90 mg/Kg i.p.) e perfundidos com paraformaldeído a 4%, sendo seus cérebros coletados para

utilização em outro estudo.

Tabela 2 - Protocolo experimental.

Grupo Tratamento

1 - aCSF (icv) Veículo (água destilada v.o.)

2 - aCSF (icv) Cafeína (15 mg/Kg)

3 - STZ (3 mg/Kg, icv) Veículo (água destilada v.o.)

4 - STZ (3 mg/Kg, icv) Cafeína (15 mg/Kg)

Grupo Tratamento 1 aCSF (icv) Veículo (água potável v.o.) 2 aCSF (icv) Cafeína (15

mg/Kg) 3 STZ (3mg/Kg, icv) Veículo (água potável v.o.) 4 STZ (3mg/Kg, icv) Cafeína (15

mg/Kg).

Imagem 8: Desenho experimental utilizado.

4.5. Análise da glicemia

A dosagem da glicemia foi realizada em todos os animais, sendo feita sem restrição

alimentar, para confirmar que os animais não estão diabéticos. As dosagens foram feitas um

dia anterior às cirurgias e antes da eutanásia dos animais. Com o auxílio de uma lanceta

estéril, uma gota de sangue foi obtida através da perfuração da ponta da cauda dos animais.

Essa amostra de sangue foi aplicada sobre a fita teste, que foi posteriormente introduzida para

leitura no medidor de glicose, sendo os resultados obtidos em mg/dL.
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4.6. Testes Comportamentais

Todos os testes comportamentais decorreram em condições de luz de baixa

intensidade, com temperatura e umidade controladas. Os aparelhos foram limpos com etanol

20% entre cada animal. O comportamento foi captado em vídeo através de uma câmera USB

e analisado em tempo real, ou posteriormente, com o software Any-maze (Stoelting Co.,

EUA).

4.6.1. Avaliação da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto

Neste teste é possível avaliar o comportamento exploratório do animal. Foi usado o

modelo do Campo Aberto (Open Field) BROADHURST (1957) (Imagem 4). O campo

aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm). No teste, o animal foi colocado na

arena e deixado para explorar o ambiente por cinco (5) minutos, sendo registrados a distância

percorrida, velocidade média, número de cruzamentos (crossings) e o número de explorações

verticais (rearings).

Imagem 9 – Aparato de Campo Aberto

Fonte: Laboratório de Neurociências e Comportamento (LNC)

4.6.2. Avaliação da ansiedade - Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado consiste em dois braços abertos opostos e dois fechados,

também opostos, em forma de cruz. Os braços abertos (30 x 5 cm) e fechados (30 x 5 x 20
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cm) são conectados por uma plataforma central (Imagem 5). Os animais foram colocados

individualmente no centro do aparelho com a cabeça voltada para um dos braços fechados e o

seu comportamento observado por cinco minutos. O número de entradas e o tempo de

permanência nos braços abertos e fechados foram registrados durante 5 minutos. Foram

calculadas a porcentagem do tempo e do número de entradas nos braços abertos em relação

ao somatório do tempo de permanência e ao total de entradas nos braços abertos e fechados.

Uma diminuição seletiva nos parâmetros correspondentes aos braços abertos revela um efeito

ansiogênico (WALF & FRYE, 2007).

Imagem 10: Labirinto em cruz elevado

Fonte: Stoelting Co.

4.6.3. Avaliação da memória de trabalho - Teste Labirinto em Y (Y-maze)

Neste teste, avalia-se a memória operacional ou de trabalho (curto-prazo)

visuoespacial, que tem como principal área envolvida, o córtex pré-frontal (SARTER et al,

1988). O animal pode alternar espontaneamente entre os braços, quando colocado no final de

um dos braços de um labirinto em forma de Y (40 x 35 x 12 cm) (Imagem 6), permanecendo

por 8 minutos. Todas as entradas em cada braço são sequencialmente anotadas, de modo a

haver um registro do número total de entradas em cada braço, bem como a sequência de

entradas. O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância nos 3 braços, sem

repetição, indicando que os animais conseguem lembrar em qual braço eles entraram por
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último (LALONDE, 2002). Os dados são expressos como a porcentagem de alternância nos

braços sem repetição, obtido através de uma fórmula matemática: Alterações espontâneas

(%)=(Número de acertos/Número de entradas-2) x 100.

Imagem 11: Labirinto em Y

Fonte: Laboratório de Neurociências e Comportamento

4.6.4. Avaliação da memória de reconhecimento- Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendência natural dos animais

buscarem o novo (ENNACEUR & DELACOUR, 1988). O teste foi realizado na arena do

campo aberto e os animais foram ambientados na sala 24 horas antes da realização do teste.

Dois objetos idênticos, localizados em lados opostos, foram colocados nos cantos da arena

(BEVINS & BESHEER, 2006). O animal foi colocado no quadrante do meio virado para a

parede, no lado oposto aos objetos. O teste foi feito em duas sessões. Na primeira, o animal

foi permitido explorar o ambiente por 10 min. Na segunda, realizada uma hora depois, o

objeto situado à direita é substituído por um novo objeto, sendo medido o tempo de

exploração em cada objeto (antigo e novo) durante 5 minutos. O índice de reconhecimento é

calculado como o tempo de exploração do objeto novo menos o tempo de exploração no

antigo sobre o tempo total de exploração dos dois objetos. Os seguintes comportamentos são

considerados como exploração dos objetos: farejando, lambendo, ou tocando o objeto com o

nariz ou com as pernas da frente ou direcionando o nariz para o objeto a uma distância menor

que 1cm.
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4.6.5. Avaliação da Memória Aversiva- Teste da Esquiva Passiva

O teste de esquiva passiva usa a tendência natural do animal de explorar além da

plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um componente aversivo que

constitui uma resposta condicionada (Imagem 7). Este teste foi baseado no método de De

NOBLE e colaboradores (1986) e nos permite avaliar as memórias de curta e longa duração

(recente e tardia), assim como a memória com componente aversivo. Os animais foram

habituados ao aparelho de esquiva passiva (Ugo Basille® 21025). O aparelho consiste de

uma caixa de acrílico (48 x 22 x 22 cm), tendo este o piso eletrificado e uma plataforma não

eletrificada. O animal é colocado na plataforma e deixado para ambientação no aparelho

durante um 1 minuto, e depois retirado. Após 30 segundos, o animal é colocado novamente

na plataforma. O animal, ao descer da plataforma, recebe um choque de 0,5 mA, durante 1

segundo, com o tempo de latência para descer sendo registrado, até um máximo de 5 minutos

(treino). Retira-se o animal e após 15 minutos este é colocado novamente na plataforma e é

registrada a latência de descida (avaliação da memória recente). A retenção do aprendizado

(avaliação da memória tardia) foi testada após 24 h, quando o animal for colocado na

plataforma e o tempo de latência para a descida da plataforma for registrada, nesta etapa o

animal não recebe o choque.

Imagem 12: Aparato de esquiva passiva

Fonte: Insight LTDA.
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5. RESULTADOS

5.1. A injeção intracerebroventricular de STZ não induz alterações nos níveis de glicose

periférica

Os resultados obtidos dos níveis de glicose no sangue periférico demonstraram que

não houve nenhuma alteração antes e após os procedimentos de indução com STZ e com o

tratamento com a cafeína, demonstrando que os animais não estavam diabéticos (Tabela 1). A

Figura 1 mostra que os níveis de glicose não foram alterados em nenhum dos grupos

experimentais avaliados neste estudo.

Tabela 1 - Níveis de glicose no sangue periférico em camundongos antes e após 29

dias.

Grupos d0 d29

aCSF + V 115,8 ± 5,715 111,0 ± 3,765

aCSF + CAF 134,3 ± 5,580 114,1 ± 2,831

STZ + V 123,6 ± 7,755 116,6 ± 6,327

STZ + CAF 129,7 ± 6,330 113,1 ± 3,542

Gráfico 1 – Efeito do tratamento com a cafeína sobre a glicemia em camundongos

submetidos ao modelo de DAE por STZ
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Os animais foram tratados com cafeína (15 mg/Kg, v.o.) durante 26 dias. A análise dos níveis de glicose no

sangue dos camundongos (n = 10 animais/grupo) foi feita nos dias 0º e 29º, antes dos procedimentos de

indução e imediatamente antes do sacrifício dos animais utilizando fitas de glicemia. Os valores estão

representados como média ± EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada v.o.);

STZ (Estreptozotocina); CAF (cafeína).

5.2. A injeção intracerebroventricular de STZ e tratamento com cafeína não induz

alterações na atividade locomotora no teste do campo aberto

Os resultados obtidos no teste do campo aberto demonstraram que não houve

nenhuma alteração significativa entre os grupos em relação à distância percorrida (aCSF + V:

15,68 ± 1,150 m; aCSF: + CAF: 13,48 ± 1,687 m; STZ + V: 13,34 ± 1,035 m; STZ + CAF:

14,99 ± 1,218 m) (Figura 2A), velocidade média (aCSF + V: 0,0503 ± 0,003211 m/s; aCSF: +

CAF: 0,0450± 0,005625 m/s; STZ + V: 0,0444 ± 0,003410 m/s; STZ + CAF: 0,0500 ±

0,00403 m/s) (Figura 2B) e no número de crossings (aCSF + V: 184,8 ± 5,759; aCSF: + CAF:

178,8± 21,77; STZ + V: 161,2 ± 8,187; STZ + CAF: 185,5 ± 11,47) e rearings (aCSF + V:

10,30 ± 2,650; aCSF: + CAF: 8,778± 1,441; STZ + V: 10,10 ± 1,663; STZ + CAF: 4,889 ±

0,7896) (Figura 2C).
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Gráfico 2 – Efeito do Cafeína (15 mg/Kg v.o.) na atividade locomotora de

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ no teste do campo aberto.

A B

C

Os animais (n = 10 animais/grupo) foram tratados com Cafeína (15 mg/Kg v.o.) durante 26 dias, sendo a distância

percorrida (A), velocidade média (B) e o número de crossings e rearings (C) avaliados pelo software ANYmaze (Stoelting

Co., USA) por 5 minutos, 24 dias após a primeira injeção de STZ. Os valores estão representados como média ± EPM.

ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada

v.o.); STZ (Estreptozotocina); CAF (cafeína).
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5.3. A injeção intracerebroventricular de STZ e tratamento com cafeína não induz

alterações na memória de trabalho no teste do labirinto em Y

Na avaliação da memória de trabalho através do teste do labirinto em Y não houve

alteração significativa na porcentagem de alternâncias espontâneas entre os grupos (Figura 3).

Gráfico 3 – Efeito do ácido Cafeína (15 mg/Kg v.o.) sobre a memória de trabalho em

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ.

Os animais foram tratados com Cafeína (15 mg/Kg v.o.) durante 26 dias, sendo o número de

alternações espontâneas contados durante 8 minutos, 24 dias após a primeira injeção de STZ (n = 10

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste de

Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada v.o.); STZ

(Estreptozotocina); CAF (cafeína).

5.4. A cafeína protege animais do déficit de memória de reconhecimento induzido pela

injeção intracerebroventricular de STZ no teste do reconhecimento de objetos

Na avaliação do índice de reconhecimento através do teste reconhecimento de objetos,

os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na habilidade de reconhecer

um novo objeto na exposição após 1 hora (aCSF: 0,17 ± 0,05; STZ: -0,01 ± 0,04, P < 0,01) e

na exposição após 24 horas (aCSF: 0,36 ± 0,03; STZ: 0,15 ± 0,03, P < 0,01) quando
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comparados aos animais do grupo aCSF, apresentando menor índice de reconhecimento. O

tratamento com a cafeína promoveu uma melhora significativa no índice de reconhecimento

do objeto nas exposições após 1 hora (STZ CAF: 0,07 ± 0,04, P < 0,05) e 24 horas (STZ

CAF: 0,3 ± 0,06, P< 0,05) (Figura 4).

Gráfico 4– Efeito do Cafeína (15 mg/Kg v.o.) sobre a memória de reconhecimento em

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ.

Os animais foram tratados com Cafeína (15 mg/Kg v.o.) durante 26 dias, sendo o índice de reconhecimento
analisado 25 dias após a primeira injeção de STZ, 1 h e 24 h após a apresentação dos objetos (n = 10

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. Reconhecimento de objetos após 1 h, aP <

0,01 vs aCSF.. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. Reconhecimento de objetos após 24 h, aP <
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0,01 vs aCSF, bP < 0,05 vs STZ. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido

Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada v.o.); STZ (Estreptozotocina); CAF (cafeína).

5.5. A cafeína protege animais do déficit de memória aversiva induzido pela injeção

intracerebroventricular de STZ no teste da esquiva passiva

Na avaliação da memória aversiva através do teste da esquiva passiva, os animais

submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na retenção da memória tardia (MT)

(latência, aCSF: 294,5 ± 5,516; STZ: 159,4 ± 36,56, P < 0,001) quando comparados aos

animais do grupo aCSF. Este déficit foi protegido pelo tratamento com a cafeína na memória

recente (MR) (latência, STZ CAF: 290,4 ± 5,723, P < 0,0001) e na memória tardia (MT)

(latência, STZ CAF: 300,0 ± 0,00, P < 0,0001) (Figura 5).

Gráfico 5 – Efeito do Cafeína (15 mg/Kg v.o.) sobre a memória aversiva recente e

tardia em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ.

Os animais foram tratados com Cafeína (15 mg/Kg v.o.) durante 26 dias, sendo medido o tempo de latência
para o animal descer da plataforma durante sessões de 300 s, realizadas 15 min (memória recente) e 24 hs

(memória tardia) após o treino, 26 e 27 dias, respectivamente, após a primeira injeção de STZ (n = 10

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. Na memória recente: aP < 0,05 vs. aCSF.

ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. Na memória tardia: aP < 0,0001 vs. aCSF, bP < 0,01 vs

STZ. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. MR (Memória Recente); MT (Memória Tardia);
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aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada v.o.); STZ (Estreptozotocina); CAF

(cafeína).

5.6. A injeção intracerebroventricular de STZ e tratamento com cafeína não induz

comportamento do tipo ansioso no teste do labirinto em cruz elevado

Na avaliação da ansiedade através do teste do labirinto em cruz elevado não houve

alteração significativa na porcentagem de entradas nos braços abertos e na porcentagem de

tempo nos braços abertos entre os grupos (Figura 6).

Gráfico 6 – Efeito do Cafeína (15 mg/Kg v.o.) sobre o comportamento do tipo

ansioso em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ.
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Os animais foram tratados com Cafeína (15 mg/Kg v.o.) durante 26 dias, sendo medido o tempo de

permanência e o número de entradas nos braços abertos e fechados durante 5 minutos, 27 dias após a primeira

injeção de STZ (n = 10 animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. ANOVA de uma

via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinhal); V (Veículo – água destilada

v.o.); STZ (Estreptozotocina); CAF (cafeína).
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6. DISCUSSÃO

Neste estudo, foram demonstradas as alterações comportamentais induzidas pela

injeção intracerebroventricular de STZ em camundongos no modelo de DAE. O prejuízo na

memória e no aprendizado dos animais submetidos à injeção de STZ se evidenciou na piora

do desempenho cognitivo desses roedores nos testes comportamentais, de reconhecimento de

objetos e da esquiva passiva, o que é consistente com estudos anteriores utilizando de tal

método (BASSANI et al., 2017; PACHECO et al., 2018).

O consumo de compostos fenólicos está associado a uma variedade de efeitos

benéficos para a saúde tais como antioxidante, hipoglicêmico, hipolipidêmicos, anti-

inflamatório, imunoestimulante, ansiolítica, neuroprotetora, entre outras (KONO et al., 1998;

THOM, 2007; Dos SANTOS et al., 2006; BOUAYED et al., 2007; BASSOLI et al., 2008;

CAPPELLETTI et al., 2015). É conhecido que os flavonoides e seus metabólitos são capazes

de atravessar a barreira hematoencefálica (ANDRES-LACUEVA et al., 2005) e podem

exercer ações neurofarmacológicas a nível molecular, influenciando vias de sinalização e

expressão gênica (SPENCER, 2008).

O consumo crônico de cafeína em animais diminui o comprometimento da memória

ocasionada pelo envelhecimento (GELBER et al., 2011) ou DA (COSTA et al., 2008;

CAPPELLETTI et al., 2015). Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que não

houve nenhuma alteração significativa entre os grupos em relação à distância percorrida,

velocidade média e no número de crossings e rearings. Estes dados corroboram com estudos

que demonstram não haver alteração na atividade locomotora e no comportamento

exploratório dos animais que receberam injeção de STZ, excluindo a possibilidade do STZ

interferir na atividade locomotora nos testes de memória (PACHECO et al., 2018), e

demonstrando que não há déficit motor no modelo animal de DAE. O tratamento com a

cafeína também não alterou a atividade locomotora dos animais, em contraste com os

resultados de NIKODIJEVIC et al., 1993, onde a atividade locomotora de camundongos

tratados com cafeína se tornou menor do que o de controles após o primeiro dia.

O teste do labirinto em Y foi realizado no 22º dia após os procedimentos de indução,

não sendo observados déficits na memória de trabalho. Entretanto, estudos anteriores

demonstraram que camundongos que receberam STZ obtiveram uma menor porcentagem de

alternância espontânea quando comparado com o grupo controle, indicando um déficit na

memória de trabalho (QUEIROZ, 2015; SORIAL et al., 2017).
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No presente trabalho, a memória de reconhecimento foi avaliada através do teste de

reconhecimento de objetos, que se baseia na tendência natural dos animais para explorar

preferencialmente objetos novos em detrimento dos familiares em uma arena de campo

aberto (ENNACEUR, 1988). A tarefa do reconhecimento de objeto está intimamente

relacionada com o bom funcionamento do hipocampo e a codificação, consolidação e

recuperação da memória, por sua vez está relacionada com o córtex perirrinal (WINTERS et

al., 2008). Os animais que receberam as injeções de STZ apresentaram déficit na memória de

reconhecimento na exposição após 1 hora e 24 horas, que foi avaliada 23 dias após as

injeções. Estes resultados corroboram com os de estudos recentes, nos quais foram

observados déficits significativos na avaliação da memória reconhecimento a partir do teste

do reconhecimento de objeto, apresentando menor índice de reconhecimento (BASSANI et

al., 2017). A dificuldade na aquisição e retenção de memória neste modelo provavelmente

está associada com o prejuízo na sinalização cerebral da insulina induzido pela STZ

(CORREIA et al., 2012). O tratamento com a cafeína promoveu uma melhora significativa no

índice de reconhecimento de objeto após a exposição de 1 hora e 24 horas, quando

comparados com os controles. Na avaliação da memória aversiva através do teste da esquiva

passiva, os animais submetidos ao modelo de DAE apresentaram déficit na memória recente

(MR) e na memória tardia (MT), quando comparados com os controles. Este déficit foi

revertido pelo tratamento com a cafeína na memória recente (MR) e memória tardia (MT).

Neste trabalho, ambos a injeção ICV de STZ e o tratamento com a cafeína não

induziram comportamento do tipo ansioso, em contraste com os resultados obtidos por El

YACOUBI et al., 2000 e MAHDI et al, 2019. Esta discrepância é provavelmente devido à

menor dose de cafeína administrada neste estudo, que foi de 15 mg/Kg, em contraste com as

doses de 50 ou 100 mg/Kg e 20 ou 200 mg/Kg administradas nestes estudos,

respectivamente; sendo tais efeitos ansiogênicos associados à ingestão de doses maiores de

cafeína (CAPPELLETTI et al., 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a cafeína pode agir como

neuroprotetora na DAE. Os mecanismos de ação de tal ação neuroprotetora podem ser

fundamentados em diferentes fatores, como a inibição da formação de Aβ no cérebro e as

consequentes reduções dos seus níveis no plasma e cérebro, bem como a prevenção da

acumulação de Aβ dentro e em torno de vasos sanguíneos cerebrais e reversão de sua

neuropatologia (ARENDASH & CAO, 2010; CAPPELLETTI et al., 2015). A redução de

processos inflamatórios pela cafeína, baseada na inibição de fosfodiesterases e o consequente

aumento da concentração intracelular de cAMP (CAPPELLETTI et al., 2015; NCBI, 2022),
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pode contribuir para o seus efeitos neuroprotetores, sendo a neuroinflamação uma

característica de DA e fator relacionado à neurodegeneração associada (STEEN et al., 2005;

SAPCANIN et al., 2008; WIRTZ et al., 2013). A sua ação antioxidante e sua capacidade de

servir como ativador mitocondrial e estimular a utilização de glicose (ARENDASH & CAO,

2010) podem ser fatores relacionados à seus efeitos neuroprotetores, o que se alinha

perfeitamente com o esperado pela hipótese de glicodeprivação cerebral, a qual funciona

como forte explicação mecanística para o modelo intracerebroventricular de estreptozotocina

utilizado (GRIEB, 2016). O antagonismo dos receptores de adenosina pela cafeína reduz a

sua down-regulação de dopamina e glutamato, não somente explica os efeitos positivos

imediatos da cafeína sobre a capacidade cognitiva, mas também pode justificar indícios de

que o seu consumo reduz o risco de desenvolvimento de certas doenças neurodegenerativas

como Doença de Parkinson (COSTA et al., 2008; CAPPELLETTI et al., 2015; NCBI, 2022).

Este antagonismo ocorre mesmo com pequenas doses de cafeína, fator importante devido ao

risco de palpitações e arritmias associados com altas doses da substância, além de ansiedade e

agitação (CAPPELLETTI et al., 2015), o que pode limitar o seu uso terapêutico e reduzir a

sua efetividade em pessoas com tolerância a esta.

O presente estudo, porém, demonstra a capacidade de doses baixas exercerem seus

efeitos benéficos sobre a DA, sem ocasionar as consequências negativas de doses altas.
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7. CONCLUSÃO

A cafeína é capaz de proteger camundongos de déficits de memória induzidos pela

administração intracerebroventricular de STZ, sugerindo possuir um papel

neuroprotetor em perdas cognitivas, podendo ser assim uma possível estratégia

neuroprotetora e/ou adjuvante da DA.
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