
Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

Departamento de Bioquímica 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

 

 

O IMPACTO DA ADMINISTRAÇÃO DE CAFEÍNA SOBRE O 
COMPORTAMENTO E PROTEÍNAS SINÁPTICAS EM DIFERENTES 

FASES DO DESENVOLVIMENTO ENCEFÁLICO DE RATOS 

 

 

 

 

 

Ana Paula Ardais 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2015 



	 II	

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

Departamento de Bioquímica 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica 

 

 

 

O IMPACTO DA ADMINISTRAÇÃO DE CAFEÍNA SOBRE O 
COMPORTAMENTO E PROTEÍNAS SINÁPTICAS EM DIFERENTES 

FASES DO DESENVOLVIMENTO ENCEFÁLICO DE RATOS 

 

 

 

Doutorando  

Ana Paula Ardais 

 

 

 

Orientadora 

 Lisiane de Oliveira Porciúncula 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: 
Bioquímica, como requisito parcial à obtenção do título de Doutor em Bioquímica. 

 

 

 

 

  

Porto Alegre 

2015 



	 III	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O homem lúcido sabe que a vida é uma carga tamanha 
de acontecimentos e emoções que nunca se entusiasma com 

ela, assim como não teme a morte. O homem lúcido sabe que 
viver e morrer são o mesmo em matéria de valor, posto que a 
Vida contém tantos sofrimentos que a sua cessação não pode 

ser considerada um mal. 

O homem lúcido sabe que é o equilibrista na corda bamba 
da existência. Sabe que, por opção ou acidente, é possível cair 

no abismo, a qualquer momento, interrompendo a sessão do 
circo. 

Pode também o homem lúcido optar pela Vida. Aí então, 
ele esgotará todas as suas possibilidades. Passeará por seu 

campo aberto e por suas vielas floridas. Saberá ver a beleza 
em tudo. Terá amantes, amigos, ideais. Urdirá planos e os 
realizará. Resistirá aos infortúnios e até às doenças. E, se 

atingido por algum desses emissários, saberá suportá-los com 
coragem e mansidão. 

Morrerá o homem lúcido de causas naturais e em idade 
avançada, cercado por filhos e netos que seguirão sua 

magnífica aventura. Pairará então, sobre sua memória uma 
aura de bondade. Dir-se-á: aquele amou muito e fez bem às 

pessoas. 

A justa lei máxima da natureza obriga que a quantidade 
de acontecimentos maus na vida de um homem iguale-se 

sempre à quantidade de acontecimentos favoráveis. O homem 
lúcido que optou pela Vida, com o consentimento dos Deuses, 

tem o poder magno de alterar esta lei. Na sua vida, os 
acontecimentos favoráveis estarão sempre em maioria. 

Esta é uma cortesia que a Natureza faz com os homens 
lúcidos.” 

Texto Caldáico século VI a.C. 
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APRESENTAÇÃO 

Conforme as normas do programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas-

Bioquímica, esta tese de doutorado está organizada em 3 partes e os resultados estão 

apresentando sob a forma de artigos científicos:  

• PARTE I contém os Resumos, a Lista de Abreviaturas, a Introdução e 

os Objetivos do trabalho;  

• PARTE II composta pelos Capítulos 1 e 2 que contém os artigos 

científicos; 

• PARTE III contém os tópicos: Discussão, Conclusões, Perspectivas, 

Referências Bibliográficas e Anexos.  

A Introdução apresenta uma revisão bibliográfica geral dos conteúdos 

científicos necessários para definir a proposta da tese, compreender e esclarecer seus 

objetivos. 

 Os resultados são apresentados sob a forma de artigos científicos e 

encontram-se nos capítulos 1 e 2 da parte II do corpo da tese. Cada artigo científico 

apresenta suas respectivas seções de Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências Bibliográficas. Assim, detalhes técnicos sobre a metodologia empregada 

podem ser encontrados nos artigos científicos correspondentes.  

Sob forma de interpretações, análises e comentários, os tópicos Discussão e 

Conclusões englobam aos artigos científicos contidos na tese. As referências 

bibliográficas referem-se unicamente as citações feitas nos tópicos Introdução e 

Discussão desta tese.  
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RESUMO 
 
A cafeína é a substância psicoestimulante mais consumida no mundo. Em doses 
moderadas, ela proporciona efeitos benéficos sobre as funções cognitivas na vida 
adulta e no decorrer do envelhecimento. No entanto, a ingestão crescente de bebidas 
contendo cafeína por adolescentes tem causado preocupação, pois os efeitos desta 
substância sobre as funções cognitivas e a maturação do encéfalo durante a 
adolescência são pouco conhecidos. A cafeína atravessa a placenta e a barreira 
hemato-encefálica e o seu consumo tem sido associado ao maior risco de aborto 
espontâneo e baixo peso ao nascer. Portanto, nos estágios iniciais do desenvolvimento 
encefálico o consumo de cafeína também carece de maiores eslcarecimentos. Nesta 
tese, o impacto do consumo de cafeína durante diferentes fases de desenvolvimento 
do encéfalo foi investigado sobre o comportamento e proteínas sinápticas em ratos. 
No primeiro capítulo, ratos adolescentes machos consumiram cafeína na água de 
beber nas doses de 0,1; 0,3 e 1,0 g/L (correspondendo ao consumo baixo, moderado e 
elevado, respectivamente) somente durante o seu período ativo (das 19 às 7 horas). 
Nenhuma das doses testadas teve efeito sobre a atividade locomotora, porém todas 
desencadearam efeitos ansiogênicos. A cafeína (0,3 e 1,0 g/L) melhorou o 
desempenho na tarefa de reconhecimento ao objeto, enquanto na dose mais elevada 
(1,0 g/L) os animais não habituaram ao campo aberto, uma forma de avaliar o 
aprendizado não-associativo. Todas as doses testadas reduziram a densidade de 
proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e proteína associada ao sinaptossoma (SNAP-25) 
sem causar alterações na imunorreatividade da proteína nuclear específica para 
neurônios (NeuN) no hipocampo e no córtex cerebral. No hipocampo, a cafeína (em 
todas as doses testadas) aumentou a densidade de receptor de adenosina A1 e reduziu 
a do factor neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) e sua forma precursora 
(proBDNF) (1,0 g/L). No córtex cerebral, a cafeína (1,0 g/L) reduziu a densidade do 
receptor A1 e aumentou a do BDNF e do proBDNF (0,3 e 1,0 g/L). Estes resultados 
revelam que o consumo de cafeína por ratos adolescentes exacerba a ansiedade, mas 
provoca diferentes efeitos sobre a memória, melhorando a de reconhecimento e 
prejudicando o aprendizado não associativo. Parte destes efeitos foi associada às 
mudanças nos níveis de BDNF, GFAP e SNAP-25, porém sem perda da viabilidade 
neuronal aparente no hipocampo e no córtex cerebral. No segundo capítulo, o impacto 
do consumo de cafeína (0,1; 0,3 e 1,0 g/L na água de beber, das 19 às 7 horas) foi 
investigado sobre o comportamento e proteínas sinápticas na vida adulta dos animais 
que consumiram cafeína no decorrer do desenvolvimento encefálico. O consumo de 
três diferentes doses de cafeína iniciou 15 dias antes do acasalamento e permaneceu 
durante a prenhez e lactação. A partir do desmame os animais foram divididos em 
dois grupos: os que consumiram cafeína até a vida adulta (ao longo da vida) e os que 
interromperam o consumo (desenvolvimento). Esses dois grupos também foram 
subdivididos e analisados de acordo com o sexo. Foram comparados os efeitos destes 
protocolos sobre o comportamento e a densidade de proteínas sinápticas do 
hipocampo e córtex de fêmeas e machos adultos. A memória de reconhecimento foi 
prejudicada nas fêmeas que receberam cafeína (0,3 e 1,0 g/L) durante o 
desenvolvimento, o que coincidiu com o aumento do proBDNF e níveis inalterados de 
BDNF no hipocampo. Ambos os protocolos de exposição causaram hiperlocomoção 
nos machos, enquanto que nas fêmeas somente a exposição ao longo da vida 
aumentou a atividade locomotora de forma significativa. Já no comportamento 
relacionado à ansiedade, ambos os sexos apresentaram um perfil ansiolítico ao 
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consumir cafeína (1,0 g/L) ao longo da vida. Ambos os regimes de administração 
diminuíram os níveis de GFAP e SNAP-25 no hipocampo dos ratos machos. A 
densidade do receptor de TrkB foi reduzida no hipocampo em ambos os sexos e 
protocolos de exposição. No córtex cerebral BDNF e proBDNF aumentaram com o 
consumo de cafeína ao longo da vida nos machos. Nas fêmeas houve aumento no 
BDNF, mas não no proBDNF, em ambos regimes de administração. O receptor TrkB 
diminuiu no córtex dos ratos machos que receberam cafeína somente durante o 
desenvolvimento. Ambas proteínas – GFAP e SNAP-25 – aumentaram suas 
densidades nos machos que receberam ambos regimes de administração. Estes 
resultados revelaram que o consumo de cafeína ao longo da vida pode recuperar o 
prejuízo na memória de reconhecimento das fêmeas que consumiram a substância 
durante o desenvolvimento e indicam que a exposição durante um período específico 
do desenvolvimento do encéfalo promove alterações comportamentais dependentes 
do sexo, as quais nós relacionamos com modificações na sinalização BDNF. Os 
resultados desta tese destacam a importância de controlar o consumo de cafeína em 
períodos críticos para o desenvolvimento encefálico de ratos, e aponta para um efeito 
dependente do sexo. No entanto, mais estudos são necessários para ampliar nosso 
conhecimento sobre as possíveis vias de sinalização envolvidas nestes processos. 
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ABSTRACT 

Caffeine is the most consumed psychostimulant substance worldwide, with benefits   
for cognitive functioning. Caffeine intake at moderate doses also prevents age-related 
cognitive decline. However, health experts have raised concerns about the growing 
intake of caffeine-containing drinks by adolescent population. In fact, the effects of 
caffeine on cognitive functions and neurochemical aspects of late brain maturation 
during adolescence are poorly understood. In addition, caffeine consumption in the 
early stages of fetal development has been associated with miscarriage and low birth 
weight, since it penetrates placenta and blood-brain barrier during pregnancy. 
Therefore, the impact of caffeine intake was investigated during different stages of 
brain development. In the first chapter of this thesis, adolescent male rats consumed 
caffeine in the drinking water (0.1; 0.3 and 1.0 g/L corresponding to low, moderate 
and high doses, respectively) only during their active period (from 7:00 p.m. to 7:00 
a.m.). None of the doses tested had effect on locomotor activity, whereas all triggered 
anxiogenic effects. Caffeine (0.3 and 1.0 g/L) improved the performance in the object 
recognition task, but the higher dose of caffeine (1.0 g/L) decreased habituation in 
open field arena, suggesting a non-associative learning impariment. All tested doses 
reduced glial fibrillary acidic protein density (GFAP) and synaptosome-associated 
protein (SNAP-25) without causing any changes in immunoreactivity for neuron-
specific nuclear protein (NeuN) in the hippocampus and cerebral cortex. In the 
hippocampus, caffeine (all doses tested) increased adenosine A1 receptor density and 
reduced brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and proBDNF (1.0 g/L). In the 
cerebral cortex, caffeine (1.0 g/L) reduced adenosine A1 receptor and increased 
BDNF and proBDNF density (0.3 and 1.0 g/L). These findings document the effects 
of caffeine consumption in adolescent rats with a dual impact on anxiety and 
recognition memory, associated with changes in BDNF, GFAP and SNAP-25 levels 
without apparent neuronal loss in hippocampus and cerebral cortex. In the second 
chapter, it was tested whether caffeine consumption (0.1; 0.3 and 1.0 g/L in drinking 
water, from 7:00 p.m. to 7:00 a.m) throughout life may reverse the negative effects 
caused by the consumption of caffeine in the early stages of development. For this, 
we used exposure protocols with the end in postnatal days (PND) 21 (development) or 
90 (throughout life); both protocols starting 15 days before mating. The effects of 
these protocols on the behavior and hippocampal synaptic proteins density of adult 
female and male rats were compared. Recognition memory was impaired in females 
receiving caffeine (0.3 and 1.0 g/L) during development, which coincided with 
increased proBDNF levels and unchanged BDNF in the hippocampus. Both exposure 
protocols caused hyperlocomotion in males, whereas in females only the exposure 
throughout life significantly increased locomotor activity. Considering the anxiety 
related behavior, both sexes presented an anxiolytic profile when consuming caffeine 
(1.0 g/L) throughout life. Both exposure regimens decreased hippocampal GFAP and 
SNAP-25 of male rats. The hipocampal TrkB receptor was reduced in both sexes and 
protocols of exposure. In the cortex, both proBDNF and BDNF increased in males 
receiving caffeine throughout life as well as GFAP and SNAP-25 increased in both 
treatments regimen. The results revealed that caffeine consumption throughout life 
can recover the impairment in recognition memory of females that consumed caffeine 
during development and indicate that exposure for a specific period of brain 
development promotes sex-dependent behavioral changes, which we relate to 
alterations in BDNF signaling. The results of this thesis emphasize the importance of 
controlling caffeine intake during critical periods of brain development of rats and 
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points to a sex dependent effect. However, more studies are needed to expand our 
knowledge about the possible signaling pathways involved in these processes. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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A2A: Receptor de adenosina do tipo 2A 
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AMPc: AMP cíclico 

APP: Proteína precursora de amilóide (do inglês amyloid precursor protein) 

 BDNF: Fator neurotrófico derivado do encéfalo (do inglês Brain-Derived 
Neurotrophic Factor)  

BMP: Proteína morfogenética do osso (do inglês bone morphogenetic protein) 

CAMKII: Ca2+/calmodulina cinase II (do inglês Ca2+/calmodulin-dependent protein 
kinase II)  
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GABAA: Receptor do ácido γ-aminobutírico do tipo A (do inglês gamma-
aminobutiric acid receptor type A) 
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GFAP: Proteína ácida fibrilar glial (do inglês glial fibrilar acid protein) 

hAPP: Proteína precursora de amilóide humano (do inglês human amyloid precursor 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1. 1. Desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC): da formação das 

sinapses aos padrões comportamentais. 

O evento que marca o início do desenvolvimento do SNC é a formação da 

placa neural, na região dorsal média. Suas bordas laterais se elevam para formar as 

pregas neurais que após fundirem-se, originam o tubo neural. Em humanos, este 

evento inicia-se na 3ª e 4ª semana de gestação, período equivalente para ratos, aos 

dias 10,5 e 11,0 do estágio embrionário (DE10,5 e DE11) (revisado por DeSesso et al, 

1999; Rice & Barone, 2000). A extremidade cefálica do tubo neural apresenta três 

vesículas encefálicas primárias que irão constituir o prosencéfalo (encéfalo anterior), 

mesencéfalo (encéfalo médio) e rombencéfalo (encéfalo posterior) (Lent, 2008; 2010; 

Moore & Persaud, 2003; Nolte, 2008). A seguir, o prosencéfalo passa a ser 

constituído pelo telencéfalo e diencéfalo. O primeiro, dará origem aos hemisférios 

cerebrais, constituídos pelo córtex cerebral e pelos núcleos da base. O segundo, ao 

pedúnculo cerebral e a cápsula interna, estruturas importantes constituídas por 

numerosos feixes de fibras e núcleos. O rombencéfalo também passa a ser constituído 

por duas formações distintas denominadas metencéfalo e mielencéfalo. O metencéfalo 

dará origem ao cerebelo e a ponte e o mielencéfalo ao bulbo. Por fim, posicionado na 

parte posterior do mielencéfalo, o tubo neural transforma-se gradativamente na 

medula espinhal (Lent, 2008; 2010; Moore & Persaud, 2003; Nolte, 2008).  

Do ponto de vista celular, o desenvolvimento do SNC pode ser organizado nas 

seguintes etapas: gênese das células nervosas, migração, maturação, estabelecimento 

de conexões e eventos regressivos. Do ponto de vista biológico, é de crucial 
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importância ressaltar que estas etapas não ocorrem dissociadamente, e sim são 

processos celulares dinâmicos que se sobrepõem uns aos outros.   

A diferenciação das células ectodérmicas em células neuroectodérmicas marca 

o início do desenvolvimento do SNC. Este processo é possível pela existência de um 

complexo programa que direciona a expressão de genes específicos em determinadas 

subpopulações celulares. As células do ectoderma produzem e reconhecem proteínas 

denominadas proteínas morfogenéticas do osso (BMPs, do inglês bone morphogenetic 

proteins), as quais determinam a permanência das células ectodêrmicas e a 

diferenciação em epiderme. O bloqueio do receptor das BMPs altera o futuro destas 

células que ao invés de diferenciarem-se em células da epiderme, passarão a constituir 

o neuroectorma (Lent, 2008; 2010). 

Após a fundição completa do tubo neural, as células neuroectodérmicas 

diferenciam-se em dois tipos de células nervosas: células precursoras neuronais e 

gliais. As precursoras neuronais proliferam neurônios a partir da divisão celular. A 

glia radial, como também é conhecida a célula precursora glial, pode sofrer dois tipos 

de divisão celular: um simétrico, gerando duas novas glias radiais e outro assimétrico 

diferenciando-se em células precursoras intermediárias (CPIs) ou neurônios pós-

mitóticos. As CPIs podem formar novas CPIs ou diferenciarem-se em novos 

neurônios, processo conhecido como neurogênese. Já os neurônios pós-mitóticos, os 

quais tem o seu ciclo celular interrompido, entrelaçam-se em prolongamentos da glia 

radial iniciando um processo de deslocamento até alcançarem uma região específica 

onde finalmente se estabelecerão: é a migração neuronal. A gliogênese, como é 

conhecido o processo de geração das células gliais, ocorre de maneira semelhante à 

neuronal, porém em um período posterior. As células neurogliais originam-se a partir 

da glia radial após o fim da neurogênese quando esta perde seus prolongamentos 
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radiais e diferencia-se em astrócitos ou em precursores intermediários que irão 

originar os oligondrócitos (Lent, 2008; 2010; revisado por Kriegstein & Alvarez-

Buylla, 2009). 

Durante a migração e potencialmente depois de os neurônios juvenis se 

estabelecerem em um determinado local, inicia-se o processo de maturação que 

engloba alterações morfológicas, bioquímicas e funcionais (Lent, 2008; 2010; Moore 

& Persaud, 2003). A maturação neuronal é caracterizada pela emissão de 

prolongações dendríticas e axonais, aumento no volume do corpo celular e início da 

síntese de moléculas que irão garantir maturidade funcional ao neurônio. O processo 

de maturação dos neurônios consiste em um refinamento na forma e tamanho dos 

dendritos e axônios e representa uma preparação morfológica para a realização da 

sinapse. É de crucial importância lembrar que dendritos e axônios de uma mesma 

célula não só diferem morfológica e funcionalmente, eles também apresentam 

regulações diferentes em seu crescimento (revisado por Craig & Banker, 1994; Jan & 

Jan, 2010).  

A expansão dendrítica é determinada pelo balanço entre os custos metabólicos 

a serem gastos para a expansão destas novas ramificações, e a real necessidade de 

cobrir um determinado campo (Shepherd et al, 2005; Wen & Chklovskii, 2008; 

revisado por Jan & Jan, 2010). Estudos recentes têm demostrado que esta regulação 

pode ser feita por fatores neurotróficos, que são proteínas essenciais para o 

crescimento sobrevivência celular (Luikart et al, 2008; McAllister et al, 1995). Por 

outro lado, o que determina o crescimento axonal são os cones de crescimento. 

Ramón e Cajal foi pioneiro em observar estas estruturas em seus preparos 

histológicos e as descreve como dotadas de sensibilidade química refinada, rápidos 

movimentos amebóides e relativa força impulsiva, tornando-as capaz de superar 
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muitos obstáculos até alcançar seu destino final. Esta descrição de Ramón y Cajal 

serve como base para formular uma das hipóteses mais aceitas sobre como se 

estabelecem as conexões nervosas durante o desenvolvimento: a hipótese 

quimiotrópica. Ela sugere que os cones de crescimento axonal contém moléculas 

capazes de reconhecer sinais químicos atrativos e repulsivos, determinando o trajeto 

da célula para novas conexões (Ramón y Cajal, 1893; 1995; revisado por Tessier-

Lavigne & Goodman, 1996).   

Quando se estabelece uma conexão entre duas células neuronais forma-se uma 

sinapse, processo conhecido como sinaptogênese. Em humanos, a sinaptogênese ou 

proliferação sináptica inicia por volta da 20ª semana de gestação, aumentando 

consideravelmente após o nascimento. A exemplo da sinaptogênese pós-natal em 

humanos, destacam-se o córtex visual primário com picos entre os 8º e 12º primeiros 

meses de vida e o córtex pré-frontal com picos dos 2 aos 4 anos de idade 

(Huttenlocher, 1979; Huttenlocher et al, 1982). Em ratos, o pico de densidade 

sináptica ocorre durante as três primeiras semanas pós-natal, quando os níveis chegam 

a mais de 50 % dos níveis encontrados em adultos (Micheva & Beaulieu, 1996). No 

entanto, em algumas regiões cerebrais a sinaptogênese se estende até o início da 

adolescência. Na camada molecular do giro denteado do hipocampo e no córtex 

somatossensorial de ratos, por exemplo, o número de sinapses atinge a equivalência 

de um animal adulto nos dias pós-natal 25 e 30 (DPN 25 e 30), respectivamente 

(Crain et al, 1973; Micheva & Beaulieu, 1996; revisado por Rice & Barone, 2000). 

O aumento expressivo de neurônios e sinapses que ocorre durante as primeiras 

semanas pós-natal, resultaria em um encéfalo infantil com muito mais neurônios e 

conexões sinápticas do que seria realmente necessário. Assim, a existência de eventos 

celulares regressivos como a poda sináptica e a morte celular programada ou apoptose 
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(MCP), os quais se iniciam após o nascimento e permanecem ativos até o fim da 

adolescência, são essenciais para controlar e lapidar esse significativo aumento 

(Andersen et al, 2000; Andersen & Teisher, 2004; Cunningham et al, 2002; revisado 

por Semple et al, 2013). Durante o desenvolvimento, a MCP exerce a função de 

regular as populações de progenitores durante a neurogênese, corrige erros e promove 

a otimização das conexões sinápticas (revisado por Kim & Sun, 2011). Já no período 

da adolescência, podemos observar a atividade destes processos pela maturação 

estrutural do córtex pré-frontal, redução da densidade sináptica e reorganização dos 

sistemas de neurotransmissão tais como os glutamatérgico (Kasanetz & Manzoni, 

2009), serotoninérgico (revisado por Sodhi & Sanders-Bush, 2004) e GABAérgico 

(Ben-Ari et al, 2012; Shen et al, 2010). Estudos recentes têm revelado que a MCP é o 

resultado de uma disputa por fatores tróficos essenciais à sobrevivência celular, os 

quais são fornecidos de forma limitada pelos neurônios-alvo (revisado por 

Oppenheim, 1996; Oppenheim et al, 2001). Diferentemente da MCP, a poda sináptica 

não promove a morte do neurônio, mas uma retração ou degeneração axonal que 

impede conexões funcionalmente defeituosas (revisado por Hua & Smith, 2004). 

Assim, a importância dos processos regressivos durante o desenvolvimento está na 

capacidade de remover sistemas redundantes, conter o desperdício energético com 

conexões não essenciais (revisado por Buss et al, 2006; Kim & Sun, 2011) e 

promover o refinamento e maturação de circuitos neuronais e sistemas de 

neurotransmissão (Huttenlocher, 1979; Petanjek et al, 2011; Uylings & van Eden, 

1990).  

Os processos celulares, funcionais e comportamentais que acompanham o 

desenvolvimento cerebral do período embrionário até o fim da adolescência são 

sensíveis à injurias como trauma isquêmico (Ajao et al, 2012; Pullela et al, 2006; van 
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der Kooij et al, 2010) a modificações ambientais (Tang, 2001) ou exposição a fatores 

estressores (revisado por McCormick & Green, 2013). Tais perturbações podem 

modificar o curso normal do desenvolvimento do encéfalo e culminar em alterações 

comportamentais permanentes nos animais (Ajao et al, 2012; Pullela et al, 2006; Tang, 

2001; van der Kooij et al, 2010).  

Durante as fases iniciais da vida ocorrem abundantes adaptações morfológicas 

e funcionais no encéfalo. Porém, é no período da adolescência que marcadamente 

inicia-se uma fase de transição, na qual as habilidades e padrões comportamentais do 

animal adulto, por exemplo, são adquiridas e lapidadas. Este conceito pode ser 

elaborado a partir da comparação temporal do desenvolvimento morfológico e 

funcional de diferentes regiões cerebrais com as mudanças comportamentais sofridas 

pelos animais durante este período. 

Do ponto de vista comportamental, a adolescência compreende o período mais 

importante do desenvolvimento pós-natal. Em roedores, esta fase começa logo após o 

desmame ainda antes do início da puberdade e deve terminar após o final da 

maturação sexual, o que implicaria em uma janela de tempo para ratos de DPN 22 a 

57 para fêmeas e DPN 28 a 72 para machos (revisado por Schneider, 2013). A figura 

a seguir mostra um quadro comparativo do desenvolvimento de ratos e humanos 

(Figura 1). 
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Figura 1. Linha do tempo comparativa entre o desenvolvimento de ratos e humanos (Adaptada de 
Clancy et al, 2001; de Marco et al, 2011; Tchekalarova et al, 2005; Williams, 2008). 

É durante a infância e adolescência que se observam os primeiros sinais do 

comportamento social e do desenvolvimento cognitivo. Após atingirem a maturidade 

sexual (DPN 35-56) (Lambert, 2009; revisado por Semple, 2013), por exemplo, os 

roedores começam a exibir comportamentos tipicamente adolescentes, tornando-se 

mais impulsivos, com comportamento de risco acentuado e orientados para o 

acasalamento (revisado por Spear, 2000; Sturman & Muoghaddam 2011; Semple, 

2013). É interessante lembrar que estas alterações acontecem paralelamente ao 

refinamento e maturação do circuito neural em regiões como o córtex cingular 

anterior, amigdala, insula anterior, córtex pré-frontal medial (revisado por Blakemore, 

2008) e dorsolateral (Raznahan et al, 2011; revisado por Laviola et al, 2003). 

Um grande número de substâncias disponíveis no ambiente é capaz de 

ultrapassar a barreira hematoencefálica e a placenta. Dessa forma, estudos em 

roedores tem demonstrado que a exposição a algumas substâncias tóxicas durante o 

desenvolvimento, como metais e pesticidas prejudica a locomoção (Betharia & Maher, 

2012; Eriksson et al, 1992) e o aprendizado, além de levar os animais a 

desenvolverem comportamento ansiogênico na vida adulta (Betharia & Maher, 2012) 

e afetar os sistemas de neurotransmissão serotoninérgico, dopaminérgico, 
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noradrenérgico (Mohammad & St. Omer, 1985; 1986; St. Omer & Mohammad, 1987) 

e colinérgico (Ahlbom et al, 1994; 1995; Ricceri et al, 2006; Schneider et al, 2012). 

Além disso, substâncias aditivas como a nicotina (Adriani et al, 2003; 2004; Eriksson 

et al, 2000; Mychasiuk et al, 2014), a canabis (Schneider et al, 2008; revisado por 

Schneider, 2009), o álcool (Coleman et al, 2011; Morris et al, 2010), a cocaína (Salas-

Ramirez et al, 2010; García-Cabrerizo et al, 2015) e as anfetaminas (Lloyd et al, 

2013) também afetam o desenvolvimento do encéfalo quando consumidas na 

adolescência e durante a gestação e/ou lactação, podendo provocar alterações 

comportamentais, neuroquímicas e funcionais permanentes na vida adulta dos animais. 

1. 2. Cafeína 

1. 2. 1. Breve histórico 

A história da cafeína, contada por Weinberg & Bealer no livro “O mundo da 

Cafeína”, descreve especulações antropológicas a respeito do seu consumo e 

apreciação, datados de 700 mil anos a. C durante a era paleolítica (Weinberg & Bealer, 

2001). Atualmente, a cafeína é considerada a substância psicoestimulante mais 

consumida no mundo (revisado por Fredholm et al, 1999), sendo o consumo de café 

sua principal fonte na dieta. Porém, ela também pode ser encontrada em chás, frutos 

de cacau e consequentemente, nos chocolates, bem como em bebidas energéticas ou a 

base de cola.  

Apesar de ser uma planta orginária da Etiópia, as primeiras plantações 

surgiram no século XIV na Península Arábica, principal responsável pela propagação 

da cultura cafeeira (Weinberg & Bealer, 2001). Uma lenda popular atribui a 

descoberta do café a um pastor da Etiópia que teria percebido a agitação do seu 

rebanho após comer os frutos de um arbusto. Curioso, o pastor provou as frutinhas e 
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foi acometido por um estado de euforia capaz de perturbar-lhe o sono daquela noite 

(Weinberg & Bealer, 2001).   

A seguir, nos séculos XVI e XVIII, o consumo de café foi amplamente 

difundido e popularizado nos continentes europeu e latino-americano, 

respectivamente (Weinberg & Bealer, 2001). Especificamente no Brasil, as primeiras 

sementes de café chegaram no ano de 1727 e devido as excelentes condições 

climáticas encontradas aqui, o seu cultivo propagou-se rapidamente (Carvalho et al, 

1993). Em meados do século XVIII, a produção de café revolucionou a sociedade e a 

economia do Brasil que se tornou o maior produtor mundial de café (Taunay, 1939). 

1. 2. 2. Metabolismo da cafeína 

 A cafeína, quimicamente conhecida como 1,3,7-trimetilxantina, é totalmente 

absorvida pelo trato gastrointestinal (Arnaud 1976, 1985, 1993). Suas propriedades 

hidrofóbicas permitem passagem através das membranas biológicas, ignorando a 

existência da barreira placentária e hematoencefálica (Lachance et al, 1983; Tanaka et 

al, 1984; Ikeda et al, 1982; Kimmel et al, 1984). Em humanos, a cafeína é desmetilada 

a dimetilxantinas, sendo que mais de 80 % é metabolizada em paraxantina (1,7-

dimetilxantina), e cerca de 16 % é convertida em teobromina (3,7-dimetilxantina) e 

teofilina (1,3-dimetilxantina) (Lelo et al, 1986). Em roedores, o principal metabólito 

encontrado no plasma é a paraxantina, embora os níveis de teofilina também sejam 

elevados (Fuhr et al, 1996; revisado por Miners & Birkett, 1996) (Figura 2). Para 

doses menores do que 10 mg/kg, a meia vida da cafeína em roedores adultos gira em 

torno de 0,7-1,2 horas e em humanos de 2,5-4,5 horas (Bonati et al, 1984; revisado 

por Arnaud, 1987), o que implica em uma correção na concentração pela massa 

corporal, na qual a dose de 3,5 mg/kg para humanos representa 10 mg/kg para ratos 

(revisado por Fredholm et al, 1999). A cafeína é metabolizada no fígado pelo 
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complexo enzimático citocromo P450 (CYP450), sendo isoenzima CYP1A2, a 

principal responsável por este processo (Aranda et al, 1979). Não existe diferença na 

meia vida intraespécie entre jovens e idosos (Blanchard & Sawers, 1983). Porém, em 

neonatos a cafeína tem uma meia-vida mais longa, considerando que a CYP1A2 tem 

sua maturação, expressão e atividade dependente do desenvolvimento (revisado por 

Leeder, 2001). Em humanos, a metabolização da cafeína diminui gradualmente no 

recém-nascido (Aranda et al, 1979; Le Guennec & Billon, 1987) e aumenta 

exponencialmente no primeiro ano de vida (Aldridge et al, 1979; Parsons & Neims, 

1981; Pearlman et al, 1989). Dessa forma, embora ainda não exista um consenso se o 

consumo de cafeína durante a gestação e lactação representa um perigo ao 

desenvolvimento do feto, o seu uso deve permanecer cauteloso considerando a sua 

meia-vida prolongada durante esses períodos. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Metabólitos da cafeína e principais diferenças entre humanos e roedores no metabolismo da 
cafeína (Adaptada de Porciúncula et al, 2013). 
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1. 2. 3. Mecanismo de ação: bloqueio dos receptores de adenosina A1 e A2A  

 A ação farmacológica da cafeína acontece pelo bloqueio dos receptores de 

adenosina, um nucleosídeo que no SNC atua como um neuromodulador controlando a 

liberação de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e o ritmo circadiano por 

meio de seus receptores metabotrópicos A1, A2A, A2B e A3 (revisado por Cunha, 2001; 

Fredholm et al, 2005). A ativação dos receptores de adenosina A1 e A2A (A1R e A2AR) 

exercem, respectivamente, ações inibitórias e facilitatórias sobre a transmissão 

sináptica (revisado por Cunha et al, 2001). Estes receptores de adenosina são os mais 

expressos no SNC e são os principais alvos farmacológicos da cafeína (revisado por 

Fredholm et al, 1999; Nehlig et al, 1992). Em humanos, doses moderadas de cafeína 

alcançam níveis séricos na faixa de µM bloqueando os A1R e A2AR em humanos com 

KD próximo a 12 e 2,4 µM, respectivamente (revisado por Fredholm et al, 1999) 

(Tabela 1). Em doses elevadas, a cafeína inibe fosfodiesterases, aumenta a liberação 

de cálcio intracelular e bloqueia os receptores GABAA (revisado por Fredholm et al, 

1999).  

Tabela 1. Tabela comparativa entre o KD de ratos e humanos para a ação inibitória da cafeína sobre os 
receptores de adenosina (Adaptada de Fredholm et al, 1999).  
 

 Seu efeito farmacológico mais conhecido consiste em aumentar o estado de 
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alerta, diminuir o sono e a sensação de fadiga (Rogers et al, 2005). Um indivíduo 

adulto pesando 70 kg que consuma apenas uma xícara de café contendo de 30-175 mg 

de cafeína, em pouco mais de 30 minutos terá concentrações séricas de cafeína (1-10 

µM) suficientes para bloquear os A1R e A2AR e diminuir o tônus inibitório da 

adenosina, resultando em uma ação psicoestimulante (revisado por Fredholm et al, 

1999).  

1. 2. 4. Alterações promovidas pela cafeína durante desenvolvimento cerebral  

Atualmente, a cafeína é reconhecida como a substância psicoestimulante mais 

utilizada no mundo e o seu consumo é considerado seguro para a população adulta. 

Por ser uma substância hidrofóbica que atravessa a barreira placentária e 

hematoencefálica, a cafeína exerce influência sobre o SNC imaturo (Ikeda et al, 1982; 

Kimmel et al, 1984; Tanaka et al, 1984; revisado por Fredholm et al, 1999) e adulto 

(Lachance et al, 1983; revisado por Fredholm et al, 1999). Em neonatos, a cafeína tem 

uma meia vida mais longa devido a baixa atividade do citocromo P450, um dos 

principais complexos enzimáticos responsáveis pela metabolização de xenobióticos 

(revisado por Leeder, 2001). Dessa forma, os indivíduos recém-nascidos são mais 

vulneráveis à possíveis ações tóxicas desta substância (Aranda et al, 1979; revisado 

por Fredholm et al, 1999; Porciúncula et al, 2013). 

Uma série de estudos epidemiológicos apresentaram evidências de que o 

consumo de altas doses de cafeína durante a gestação estaria associado a baixos 

índices de concepção, problemas de fertilidade (Christianson et al, 1989; Jensen et al, 

1998; Stanton & Gray, 1995; Williams et al, 1990), aumento no número de abortos 

espontâneos (Cnattingius et al, 2000; Dlugosz et al, 1996; Fernandes et al, 1998; 

Srisuphan & Bracken, 1986), malformações congênitas (de Marco et al, 2011; 
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Schmidt et al, 2009), prejuízos no crescimento fetal e risco aumentado de baixo peso 

ao nascer (Bakker et al, 2010; Bracken et al, 2003; Vlajinac et al, 1997).  

Do ponto de vista neuroquímico, alguns estudos já reportaram efeitos 

promovidos pela cafeína nas fases pré e pós-natal (revisado por Tchekalarova et al, 

2014). As concentrações de cafeína a partir de 105 µM (equivalente a dose de 25 

mg/kg, in vivo), comprometem o fechamento do tudo neural e aumentam a 

proliferação de células neuroepiteliais em culturas embrionárias de camundongos 

(Marret et al, 1997). Uma aceleração na evaginação neuroepitelial foi observada nas 

vesículas teloencefálicas de embriões cujas mães receberam 12,5, 25 e 50 mg/kg pela 

via i.p (intraperitoneal), e em culturas embrionárias de camundongos a partir de 105 

µM (Marret et al, 1997; Sahir et al, 2000). Além disso, a administração neonatal de 50 

mg/kg pela via s.c (subcutânea) por 12 dias modificou a morfologia dendrítica de 

neurônios piramidais do córtex pré-frontal dos ratos na adolescência e na vida adulta 

(Juárez-Méndez et al, 2006). A mesma dose administrada pela via i.p, causou morte 

neuronal em diversas regiões cerebrais de ratos 24 horas após a administração (Kang 

et al, 2002). Em culturas de astrócitos e neurônios, a cafeína na concentração de 1 

mM causou um aumento na expressão do gene para a Sonic Hedgehog (shh), um 

hormônio peptídico que é expresso no SNC em desenvolvimento e tem como uma de 

suas principais funções a diferenciação dos neurônios motores da medula espinhal 

(Sahir et al, 2004). Além disso, o consumo de 1 g/L de cafeína por ratas gestantes 

causou um aumento no imunocontúdo da shh no hipocampo e no córtex de embriões 

de dezoito dias. Já em embriões de vinte dias, o aumento foi observado somente no 

hipocampo para as doses 0,3 e 1 g/L (Mioranzza et al, 2014). León e colaboradores 

demonstraram  ainda, que o consumo de 1 g/L de cafeína por ratas gestantes causou 

um aumento na expressão dos A1R dos fetos (León et al, 2002). Resultado este, que 
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foi contrastante ao encontrado por Lorenzo e colaboradores onde uma redução 

significativa na expressão deste receptor foi observada nas gestantes e nos filhotes 

machos em DPN 15 (Lorenzo et al, 2010). Além de exercer influência sobre o sistema 

de neurotransmissão adenosinérgico (León et al, 2002; Lorenzo et al, 2010), o 

consumo de cafeína por ratas gestantes promoveu também alterações nos sistemas 

glutamatérgico e colinérgico, uma vez que, caracterizou-se uma redução no 

imunoconteúdo do mGluR1a (do inglês metabotropic glutamate receptor 1a) nas mães 

e nos fetos (León et al, 2005) e um aumento a atividade da acetilcolinesterase no 

hipocampo de filhotes com 21 dias de idade (da Silva et al, 2008). A cafeína 

administrada durante os primeiros dias pós-natal promoveu um atraso na migração de 

neurônios GABAérgicos e prejuízos no disparo de circuitos cerebrais, aumentando a 

susceptibilidade a convulsões (Silva et al, 2013). 

Alguns padrões comportamentais foram alterados em ratos que consumiram 

cafeína durante a gestação e lactação, tais como a redução na atividade locomotora e a 

exacerbação de comportamentos do tipo ansioso na vida adulta (revisado por 

Tchekalarova et al, 2014; Hughes & Beveridge, 1991). Os prejuízos na memória 

espacial e de reconhecimento foram observados na vida adulta de camundongos que 

foram expostos a 0,3 g/L de cafeína durante os períodos gestacional e lactacional 

(Silva et al, 2013). Resultados semelhantes também foram encontrados quando a 

exposição à cafeína ocorreu somente no período pré- ou pós-natal. O consumo de 

0,075 g/L de cafeína por ratas gestantes prejudicou as memórias de trabalho, 

referência e reconhecimento ao objeto dos filhotes na vida adulta (Soellner et al, 

2009). Da mesma forma, ratos expostos à 15-20 mg/kg de cafeína pela via oral entre 

os dias pós-natal 2 e 6 apresentaram hiperalgesia, comportamento ansiolítico e 
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prejuízo na memória aversiva quando avaliados no período da adolescência (Pan & 

Chen, 2007).  

Ao longo das últimas décadas o uso de cafeína vem sendo popularizado na 

população juvenil e adolescente por promover a manutenção do estado de alerta e a 

diminuição do sono. A fase da adolescência é classicamente definida em roedores e 

humanos como crucial para a maturação cerebral. De fato, é durante este período que 

o encéfalo passa por intensa remodelação sináptica (revisado por Arain et al, 2013; 

Christensen et al, 2013), e por isso aumenta a sua vulnerabilidade à ação de 

substâncias psicoestimulantes. Nos últimos anos houve um aumento considerável no 

consumo de bebidas energéticas que contém concentrações elevadas de cafeína 

(Heckman et al, 2010; revisado por Temple, 2009), fato que tem tem despertado o 

interesse e a preocupação da comunidade científica (Harnack et al, 1999; revisado por 

Fredholm et al, 1999; Temple, 2009). O consumo exagerado de bebidas energéticas 

pode provocar a intoxicação do indivíduo causando alucinações, convulsões, arritmia 

cardíaca e até a morte (Seifert et al, 2011). Os valores plasmáticos exatos necessários 

para que esses efeitos possam ser desencadeados ainda são desconhecidos, mas há 

relatos de casos sugerindo que as concentrações plasmáticas maiores ou iguais a 15 

mg/L podem ser altamente tóxicas, e as maiores que 80 mg/L podem ser letais (um 

consumo excedente à 3000 mg de cafeína) (Clausson et al, 2008; Holmgren et al, 

2004; Kerrigan & Lindsey, 2005; Riesselmann et al, 1999; revisado por Fredholm et 

al, 1999). É importante ainda citar que para ratos a DL50 (dose letal que mata 50% dos 

animais testados) da cafeína está em torno de 200 mg/kg (revisado por Fredholm et al, 

1999). 

Algumas alterações comportamentais já foram observadas após exposição de 

ratos adolescentes à cafeína. As administrações agudas promovem resposta 
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locomotora bifásica, aumentando a atividade em doses moderadas (10-30 mg/kg) 

(Marin et al, 2011; Rhoads et al, 2011) e reduzindo em doses elevadas (60-120 mg/kg 

(Marin et al, 2011). A exposição crônica causou uma redução da atividade locomotora, 

o que foi relacionado a um aumento da reatividade emocional, em que machos 

pareceram ser mais responsivos do que fêmeas (Anderson & Hughes 2008). A cafeína 

administrada no período da adolescência potencializa os efeitos de outras substâncias, 

por exemplo, o efeito do álcool sobre a ansiedade (Hughes, 2011). Ainda são escassos 

os estudos que buscam correlacionar o perfil comportamental dos animais com 

parâmetros bioquímicos e aspectos funcionais ainda ativos neste período do 

desenvolvimento. Dessa forma, a utilização de marcadores biológicos que apontem os 

meios pelos quais a cafeína causa interferências no desenvolvimento do SNC se faz 

necessário. Todas essas evidências de que o consumo de cafeína pode alterar padrões 

do desenvolvimento do SNC, reforça que o consumo de cafeína por gestantes e 

lactantes deve ser feito com parcimônia. Dessa forma, mais investigações são 

necessárias com o objetivo de determinar se há uma dose segura que não afete o 

desenvolvimento normal do indivíduo. 

1. 2. 5. Influência do gênero 

Os estudos experimentais recentes têm demonstrado consumo crônico de 

doses moderadas de cafeína previne o comprometimento cognitivo decorrente da 

idade (Costa et al, 2008a; Prediger et al, 2005; Sallaberry et al, 2013), em modelos 

experimentais de doença neurodegenerativa como a Doença de Alzheimer (DA) 

(Arendash et al, 2006; Dall’Igna et al, 2007; Espinosa et al, 2013), induzidos por 

estresse (Alzoubi et al, 2013; Kaster et al, 2015) ou em modelos de transtornos 

neuropsiquiátricos (Pandolfo et al, 2013).  
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Inicialmente os estudos epidemiológicos correlacionaram o consumo de 

cafeína (Ascherio et al, 2001; 2004; Benedetti et al, 2000; Ross et al, 2000) ou café 

(Benedetti et al, 2000) como um fator de redução para o risco de desenvolvimento da 

Doença de Parkinson (DP), uma doença neurodegenerativa caracterizada pelo 

comprometimento da transmissão dopaminérgica (revisado por Picconi et al, 2012) e 

perda neuronal na região nigroestriatal (Bernheimer et al, 1973) que culmina em 

prejuízos na atividade motora (Rodriguez-Oroz et al, 2009). Do ponto de vista 

molecular, esse efeito neuroprotetor da cafeína parece estar relacionado ao fato de os 

A2AR e os receptores de dopamina D2 (D2R) estarem colocalizados em neurônios do 

estriado e formarem heterodímeros, apresentando uma interatividade funcional (Fink 

et al, 1992; Ferré et al, 1991). A ativação dos A2AR diminui a afinidade da dopamina 

pelos D2R e, consequentemente, o bloqueio dos A2AR pela cafeína aumenta a 

afinidade da dopamina pelos D2R, potencializando essa neurotransmissão que se 

encontra deficiente na DP (Ferré et al, 1991; Schwarzschild et al, 2003). A relação 

entre o consumo de cafeína e o risco reduzido de desenvolver DP tem sido observada 

em homens. Interessantemente, em mulheres, esta associação está presente somente 

naquelas que não realizaram reposição de estrógeno após a menopausa, sugerindo 

uma interação entre as influências do estrógeno e da cafeína sobre o risco de 

desenvolvevimento da doença (Ascherio et al, 2001; 2003; 2004). Em um importante 

estudo com modelo animal para DP, observou-se que o tratamento com cafeína 

atenuou a neurodegeneração dopaminérgica induzida por 1-metil-4-fenil-

tetrahidroxipiridina (MPTP). Contudo, doses consideralvelmente mais baixas foram 

mais eficazes para camundongos machos quando comparado à fêmeas, tanto nos 

jovens quanto nos animais envelhecidos que se encontravam fora do período 

reprodutivo (Xu et al, 2006). Ao analizar a interação estrógeno-cafeína 
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especificamente em fêmeas, o estudo comparou jovens sham e ovariectomizadas 

(OVX) ou fêmeas envelhecidas OVX com reposição de estrógeno ou placebo. Os 

resultados apontaram para uma menor eficácia da cafeína em prevenir a depleção de 

dopamina naquelas fêmeas que mantiveram níveis de estrógeno, ou seja, nas jovens 

sham e nas ovariecomizadas com reposição (Xu et al, 2006). Nesse mesmo estudo nos 

machos que receberam o estrógeno a cafeína também foi menos eficaz em prevenir a 

redução nos níveis de dopamina induzida pelo MPTP (Xu et al, 2006). 

Estudos epidemiológicos apresentaram evidências de que o consumo de 

cafeína ou café está associado à um risco reduzido de desenvolver demência e retardo 

no progresso dos prejuízos cognitivos leves (Cao et al, 2012; Eskelinen et al, 2009). 

Além disso, os efeitos da cafeína em retardar a demência parecem ser prevalentes em 

mulheres acima de 65 anos que consumiram altas doses (Ritchie et al, 2007). 

Especula-se que esta diferença com relação ao gênero pode indicar que as mulheres 

são mais suscetíveis aos efeitos da cafeína do que os homens e a análise de uma 

relação positiva entre o consumo de cafeína e a produção de estrógeno ou tratamento 

de reposição hormonal tem sido considerada (Ferrini & Barrett-Connor, 1996). Em 

modelos experimentais com camundongos transgênicos machos para DA, a 

administração crônica de 0.3 g/L de cafeína reduziu os níveis do peptídeo β-Amilóide 

no hipocampo (Arendash et al, 2006; 2009), reverteu o prejuízo na memória de 

trabalho (Arendash et al, 2009) e melhorou o desempenho dos animais em tarefas que 

requerem a memória espacial (Arendash et al, 2006; Laurent et al, 2014) e o 

reconhecimento (Arendash et al, 2006). Da mesma forma, a administração de cafeína 

ou SCH 58261 (antagonista seletivo dos A2AR), impediu o déficit cognitivo induzido 

pela administração intracerebroventricular (i.c.v) do peptídeo β-Amilóide (25-35), o 

que sugere a participação dos A2AR no mecanismo protetor da cafeína em relação os 
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prejuízos cognitivos apresentados pelos camundongos machos (Dall’Igna et al, 2007). 

Em modelo de demência induzido por estreptozotocina (STZ), a administração 

crônica de 1 g/L de cafeína na água de beber impediu o prejuízo mnemônico de ratos 

machos na tarefa de reconhecimento ao objeto (Espinosa et al, 2013).  Esses estudos 

permitem destacar a importância da cafeína e de antagonistas dos A2AR como 

estratégia profilática, mas também como potenciais fármacos para o tratamento da 

DA. Porém, poucos são os avanços nos estudos experimentais com animais que 

elucidem os mecanismos pelos quais a cafeína parece retardar o processo de demência 

de forma dependente do gênero. 

Noschang e colaboradores investigaram o impacto do consumo de cafeína 

sobre parâmetros bioquímicos e comportamentais de ratos machos e fêmeas 

submetidos à estresse crônico. Os níveis de corticosterona (hormônio de roedores que 

aumenta em situações de estresse), foram reduzidos pelo consumo de 1 g/L de cafeína 

tanto nas fêmeas submetidas ao estresse e nos controles, enquanto nos machos 

nenhuma alteração foi encontrada. Nesse mesmo estudo, o consumo de cafeína (0,3 e 

1 g/L) promoveu ansiedade em machos e este efeito foi potencializado pelo estresse, 

enquanto as fêmeas foram mais resistentes aos efeitos da cafeína e do estresse 

(Noschang et al, 2009).  

Alguns trabalhos em roedores demonstram que o consumo de cafeína durante 

as fases iniciais da vida provoca alterações comportamentais dependentes do sexo. 

Por exemplo, a exposição pré-natal à cafeína reduziu a atividade locomotora e 

exacerbou o comportamento do tipo ansioso somente em ratos machos adultos 

(Hughes & Beveridge, 1991). Além disso, 15-20 mg/kg de cafeína pela via oral entre 

DPN 2-6 melhorou o desempenho na retenção da memória 24 e 72 horas após treino 

de fêmeas testadas na vida adulta (Fisher & Guillet, 1997). Da mesma forma, o 
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tratamento com cafeína (60 mg/kg entre DE13-19) melhorou a retenção da memória 

25 dias após o treino em fêmeas adultas (Swenson et al, 1990). Dessa forma, há 

indícios de que diferentes resultados podem ser obtidos pela exposição à cafeína 

considerando-se o sexo. Portanto, é necessário observar atentamente o envolvimento 

dos gêneros e hormônios sexuais nos efeitos da cafeína sobre o desenvolvimento dos 

animais, bem como as alterações bioquímicas e comportamentais que podem 

influenciar na vida adulta. 

1. 3. Proteínas essenciais para o desenvolvimento do SNC 

1. 3. 1. O fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF, do inglês brain-derived 

neurotrophic fator) 

As neurotrofinas são uma família de proteínas essenciais para o 

desenvolvimento e manutenção do sistema nervoso. Em mamíferos, foram 

identificados os seguintes tipos de fatores tróficos neuronais: fator de crescimento 

neural (NGF, do inglês nerve growth factor), fator neurotrófico derivado do encéfalo 

(BDNF, do inglês brain-derived neurotrophic factor), neurotrofina-3 (NT-3) e 

neurotrofina-4 (NT-4) (revisado por Lu et al, 2005).  

O BDNF é um dos fatores neurotróficos mais investigados devido ao seu papel 

central nos eventos celulares e funcionais do encéfalo imaturo e adulto. Ele é 

sintetizado como uma proteína precursora (pré-proBDNF) no retículo endoplasmático. 

Esta proteína precursora é clivada em proBDNF e transportada para o complexo de 

Golgi onde é armazenada em vesículas secretoras da via constitutiva ou regulada 

(Mowla et al, 1999). O proBDNF pode ser: i) clivado em mBDNF (BDNF maduro) 

intracelularmente seguido de secreção, ii) secretado e clivado extracelularmente ou 

iii) secretado sem subsequente clivagem (revisado por Cunha et al, 2010), embora 
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ainda haja controvérsias quanto a secreção neuronal do proBDNF (Matsumoto et al, 

2008; Yang et al, 2009). Algumas evidências demostram que quando o proBDNF é 

secretado para o meio extracelular e não sofre clivagem, ele liga-se ao receptor p75NTR, 

aumenta a depressão de longa duração (LTD, do inglês long-term depression) (Woo 

et al, 2005), enfraquece as sinapses (Woo et al, 2005; revisado por Lu et al, 2005) e 

promove a apoptose (Teng et al, 2005). Porém a liberação do mBDNF e consequente 

ligação ao receptor tirosina cinase B (TrkB), aumenta a potenciação de longa duração 

(LTP, do inglês long-term potentiation) (Pang et al, 2004), fortalece as sinapses 

(Tyler & Pozzo-Miller 2001; revisado por McAllister et al, 1999; Lu et al, 2005) e 

contribui para a sobrevivência celular (Pang, 2004; revisado por Lu et al, 2005). 

Assim, caracteriza-se uma das principais funções do BDNF: o equilíbrio entre a morte 

e a sobrevivência neuronal (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A imagem representa os processos de síntese, armazenamento e secreção do BDNF 
destacando o seu papel no equilíbrio entre a morte e a sobrevivência neuronal. O BDNF é sintetizado 
como uma proteína pré-proBDNF que é clivada no retículo endoplasmático (RE). O proBDNF 
resultante desta clivagem é armazenado no Complexo de Golgi em dois tipos de vesículas secretoras: 
vesículas da via constitutiva e vesículas da via regulada. O proBDNF armazenado nestas vesículas 
sofre clivagem proteolítica e é secretado como mBDNF (BDNF maduro) ou é secretado como 
proBDNF e sofre clivagem extracelular (os processos finais de clivagem estão representados na figura 
pelo símbolo ✕). Uma vez liberado o proBDNF se liga, preferencialmente no receptor p75 e o mBDNF 
ao receptor TrkB pré e pós-sináptico ativando diferentes cascatas de segundos mensageiros e 
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desencadeando respostas celulares distintas. LTD (do inglês long-term depression); LTP (do inglês 
long-term potentiation) (Adaptada de Cunha et al, 2010). 	

Durante o desenvolvimento do SNC dos mamíferos, a expressão das 

neurotrofinas e seus receptores é marcadamente elevada e destaca-se seletivamente de 

acordo com a região cerebral e o estágio do desenvolvimento em que o indivíduo se 

encontra (Fryer et al, 1996; Knüsel et al, 1994; Tang et al, 2010). Especificamente em 

hipocampo de ratos, por exemplo, a imunoreatividade ao BDNF e ao TrkB são 

inicialmente detectáveis em DE 18 (Ernfors et al, 1992) e DE 13-18 (Ernfors et al, 

1992; Fryer et al, 1996), respectivamente.  

Como descrito anteriormente, a via de sinalização do BDNF exerce um papel 

fundamental no equilíbrio entre a morte e a sobrevivência neuronal (Teng et al, 2005; 

Pang et al 2004; revisado por Lu et al, 2005). Contudo, esta importante neurotrofina 

participa de muitos outros eventos celulares envolvidos na regulação do 

desenvolvimento dos circuitos neurais do encéfalo imaturo e adulto incluindo sua 

participação na diferenciação e sobrevivência de células-tronco neurais (Ahmed et al; 

1995; Lachyankar et al, 1997; Shetty & Turner, 1998, revisado por Park & Poo, 2013), 

na diferenciação, crescimento e direcionamento axo-dendrítico (Shelly et al, 2007; 

Horch & Katz, 2002; Cohen-Cory & Fraser, 1995; McAllister et al, 1997; Wirth et al, 

2003), no estímulo ao desenvolvimento das espinhas dendríticas (Tyler & Pozzo-

Miller, 2003; Ji et al, 2010) e no crescimento dos neuritos (Ji et al, 2010). Além disso, 

o BDNF desempenha um papel crucial na formação (Vicario-Abejon et al, 1998) e 

maturação (Wang et al, 1995; Sallert et al, 2009) das sinapses por potencializar a 

neurotransmissão (Kang & Schuman, 1995; Tyler & Pozzo-Miller, 2001) e facilitar a 

plasticidade sináptica (Tartaglia et al, 2001; Tyler et al, 2002; Ji et al, 2010; revisado 

por Lu et al, 2008; Park & Poo, 2013). É interessante destacar que esta função 

exercida pelo BDNF, sugere a sua participação ativa sobre a formação e manutenção 
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dos processos cognitivos que começam na adolescência e continuam na vida adulta. 

De fato, estudos recentes têm demonstrado o envolvimento do BDNF na LTP o que o 

torna essencial para a cognição, uma vez que o bloqueio de sua sinalização 

compromete a persistência da memória (Alonso et al, 2002a, 2005; Bekinschtein et al, 

2007). 

Atualmente, há um grande número de evidências sugerindo que a disfunção ou 

perda sináptica é um dos principais fatores patofisiológicos envolvidos no 

desencadeamento de doenças neurodegenerativas, como a DA (Terry et al, 1991; 

revisado por Selkoe, 2002). Modelos para DA utilizando camundongos transgênicos 

que expressam APP (do inglês amyloid precursor protein) tem revelado que a perda 

sináptica e o declínio cognitivo apresentado pelos animais foram revertidos pela 

infusão de BDNF no córtex entorhinal (Nagahara et al, 2009) e que o prejuízo na 

sinalização do receptor TrkB contribuiu para os déficits mnemônicos observados nos 

animais (Kemppainen et al, 2012). Além disso, esta neurotrofina recuperou o prejuízo 

na plasticidade sináptica hipocampal induzida pelo peptídeo β-amilóide em 

camundongos (Zeng et al, 2010) e sua sinalização parece estar envolvida com baixos 

desempenhos de camundongos na tarefa de reconhecimento ao objeto em decorrência 

da idade (Costa et al, 2008a). Por estes motivos, a via de sinalização do BDNF tem 

sido alvo direto de investigações científicas em modelos de doenças 

neurodegenerativas. 

Nos últimos anos, uma série de estudos tem associado prejuízos cognitivos 

decorrentes da idade (Costa et al, 2012; Sallaberry et al, 2013; Calabrese et al, 2013), 

induzidos por modelos experimentais da DA (Nagahara et al, 2009; Kemppainen et al, 

2012; Rantamäki et al, 2013), dietas hipercalóricas (Tozuka et al, 2010; Moy & 
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McNay 2013; Noble et al, 2014), privação de sono (Zhang et al, 2013) ou estresse 

(Andero et al, 2012; Kwon et al, 2013) a disfunções na via de sinalização do BDNF. 

Curiosamente, Lee & Chao demonstraram que a exposição de cultura de neurônios 

hipocampais à adenosina ou a um agonista seletivo para os A2ARs (CGS 21680) 

promoveu a ativação dos receptores TrkB. Este evento de transativação foi 

neutralizado na presença de um antagonista seletivo para A2ARs (ZM 241385) 

indicando o envolvimento destes receptores no processo (Lee & Chao, 2001). Nos 

últimos anos, um número crescente de trabalhos tem evidenciado a relação existente 

entre a via de sinalização do BDNF e os A2ARs. Em 2004, Diógenes e colaboradores 

demonstraram que a ativação dos A2ARs facilitou a modulação da transmissão 

sináptica exercida pelo BDNF em fatias de hipocampo (Diógenes et al, 2004). Além 

disso, o envolvimento dos A2AR nas ações positivas do BDNF sobre a plasticidade 

sinpática pode ser demonstrado diante da descoberta de que aumento na LTP 

promovido por esta neurotrofina em fatias hipocampais é dependente da ativação dos 

A2AR pela adenosina endógena (Fontinha et al, 2008) e que o bloqueio destes 

receptores impede a facilitação da LTP mediada pelo BDNF (Diógenes et al, 2011; 

Jerónimo-Santos et al, 2014). A integração funcional entre A2ARs e o BDNF também 

pode ser observada em culturas corticais primárias de ratos, onde a ativação destes 

receptores regula a expressão e a liberação do BDNF (Jeon et al, 2011).  

Embora a cafeína atue como um antagonista dos receptores de adenosina 

(revisado por Fredholm et al, 1999), e antagonistas seletivos dos A2ARs impeçam a 

ação facilitatória do BDNF sobre a transmissão sináptica e a LTP (Diógenes et al, 

2004; 2011; Jerónimo-Santos et al, 2014), uma pesquisa recente demostrou que o 

BDNF exerce ação neuroprotetora contra a toxicidade induzida pelo peptídeo β-

amilóide em cultura de neurônios por um mecanismo independente da ativação ou 
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inibição dos A2ARs (Jerónimo-Santos et al, 2015). Dessa forma, os mecanismos de 

ação que envolvem a participação do BDNF nos efeitos neuroprotetores da cafeína 

sobre os prejuízos cognitivos decorrentes da idade (Costa et al, 2012; Sallaberry et al, 

2013), induzidos por estresse (Alzoubi et al, 2013), ou modelos experimentais para 

DA (Han et al, 2013) permanecem pouco esclarecidos. Porém, algumas evidências 

indicam a participação de diversas moléculas de sinalização como a Ca2+/calmodulina 

cinase II (CaMKII, do inglês Ca2+/calmodulin-dependent protein) (Alzoubi et al, 

2013) e a proteína de ligação ao AMPc (CREB, do inglês cAMP-response elemento-

binding protein) (Alhaider et al, 2011; Connolly & Kingsbury, 2010), ambas esseciais 

aos processos de aprendizado e memória e plasticidade sináptica.  

No que diz respeito ao desenvolvimento do SNC, a administração de cafeína 

durante o período gestacional também provocou alterações na via de sinalização do 

BDNF. Embriões de ratos cujas mães foram expostas a 1 g/L de cafeína apresentaram 

redução nos níveis de BDNF corticais e TrkB hipocampais em DE 18 e aumento no 

imunoconteúdo do BDNF cortical em DE 20 (Mioranzza et al, 2014). Porém, estudos 

buscando observar o envolvimento desta via de sinalização com possíveis alterações 

comportamentais de animais adolescentes ou adultos expostos a cafeína durante as 

fases iniciais do desenvolvimento ainda são incipientes.  

1. 3. 2. Proteína ácida fibrilar glial (GFAP, do inglês glial fibrilar acid protein) 

A proteína ácida fibrilar glial (GFAP) é a principal proteína de filamentos 

intermediários (FI) de 8-9 nm e é encontrada especificamente em astrócitos e glias 

radiais (Bignami & Dahl, 1974). Foi descrita pela primeira vez em 1971 por Eng e 

colaboradores e observada mais tarde em casos clínicos de doenças 
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neurodegenerativas e desmielinizantes, como o DA e a Esclerose Múltipla (EM), 

respectivamente (Eng et al, 1971; revisado por Eng et al, 2000).  

Por muito tempo a principal função da GFAP ficou restrita a estabilização 

estrutural dos processos astrocíticos, devido a regulação exercida sobre a motilidade e 

forma dos astrócitos. Porém, estudos mais recentes caracterizaram a sua utilização 

como um marcador de injuria do SNC e identificaram o seu envolvimento nos 

processos gliais associados à LTP e a formação sináptica (Emirandetti, 2006; McCall 

et al, 1996; revisado por Sofroniew, 2009). Quando o tecido cerebral sofre algum 

dano por trauma, infecção, insulto químico, isquemia ou doença neurodegenerativa, 

os astrócitos tornam-se reativos e respondem a esses insultos por um processo 

denominado astrogliose (revisado por Eng et al, 2000). A astrogliose é caracterizada 

pelo aumento dos filamentos intermediários e proliferação e/ou hipertrofia celular. 

Classicamente, o grau de severidade da astrogliose pode ser determinado 

proporcionalmente pelos níveis de GFAP que, quando muito elevados, resultam na 

formação de cicatrizes gliais (revisado por Pekny & Pekna 2004; Sofroniew, 2009). 

As pesquisas que vem sendo realizadas ao longo das últimas décadas tem 

apresentado um papel dualístico para os astrócitos. Inicialmente a astrogliose foi 

relatada como um processo prejudicial visto que, a formação das cicatrizes gliais foi 

descrita por impedir a regeneração axonal (Fidler et al, 1999; McKeon et al, 1991; 

Smith-Thomas et al, 1994). Porém, novas pesquisas tem indicado que a própria 

formação das cicatrizes resulta na reorganização da arquitetura tecidual podendo 

isolar fisicamente a região que sofreu o insulto ou trauma (revisado por Pekny & 

Nilsson 2005; Silver & Miller, 2004; Sofroniew, 2009). Este papel dualístico também 

pode ser observado em relação ao estresse oxidativo, podendo os astrócitos reativos 

desempenharem um papel tanto neuroprotetor pela produção de glutationa (Chen et al, 
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2001), quanto neurotóxico pelo excesso de produção de espécies reativas de oxigênio 

em resposta a presença de citocinas (Hamby et al, 2006). Diante dessas considerações, 

pesquisas científicas mais recentes têm apresentado os astrócitos como futuros alvos 

potenciais na modulação terapêutica de deenças cerebrais como trauma e doenças 

neurodegenerativas (Myer et al, 2006; Wharton et al, 2009; revisado por Pekny et al, 

2014;). Porém, os avanços têm sido lentos frente a necessidade primária de 

compreender mais profundamente os mecanismos funcionais associados ao papel dos 

astrócitos em situações fisiológicas e patológicas.  

Durante o desenvolvimento, as células gliais desempenham um papel 

fundamental na diferenciação das células neurais, participam ativamente do processo 

de migração neuronal (revisado por Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009) e auxiliam no 

direcionamento dos cones de crescimento (Hung & Colicos, 2008). Além disso, tanto 

no encéfalo imaturo quanto no adulto exercem um papel essencial na organização, 

poda (revisado por Burry, 1986) e plasticidade sináptica (Kang et al, 1998; Fellin et al, 

2004; Henneberger et al, 2010; Fossat et al, 2012), liberam gliotransmissores 

(Bonasco et al, 2011; Zorec et al, 2012), fatores de crescimento (Rudge et al, 1992), 

respondem a liberação pré-sináptica de neurotransmissores (Porter & McCarthy, 

1996) e na ausência de excitabilidade elétrica apresentam excitabilidade celular 

intrínseca baseada em flutuações de Ca2+ intracelular (Charles et al, 1991; Parri et al, 

2001; Nett et al, 2002). Diante destas considerações importantes acerca do papel 

astroglial na manutenção e desenvolvimento cerebral, torna-se interessante a 

caracterização astrocitária identificando alterações morfológico-funcionais como, por 

exemplo, a astrogliose frente a presença de agentes modificadores sejam eles internos 

ou externos durante este período. 
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1. 3. 3. Proteína associada a sinaptossoma-25 (SNAP-25, do inglês synaptosomal-

associated protein-25)  

A formação das sinapses no SNC requer a participação de um grande número 

de proteínas complexas que organizadas em domínios de membranas especializados, 

promovem a liberação de neurotransmissores inibitórios e excitatórios (Tafoya et al, 

2008). As vesículas carregadas com neurotransmissores fundem-se com a membrana 

plasmática pré-sináptica e liberam seu conteúdo na fenda. Este processo de liberação 

de neurotransmissores por meio da exocitose vesicular é repetido diversas vezes de 

forma muito acelerada e é mantido durante todo o tempo de vida da sinapse. 

Um conjunto de proteínas denominadas SNARE (do inglês Soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) são determinantes para a 

transmissão sináptica por serem responsáveis pelo funcionamento da maquinaria de 

fusão vesicular que secreta os neurotransmissores (revisado por Sudhof, 2004). De 

acordo com sua localização, as SNAREs são classificadas como proteínas vesiculares 

ou de membrana plasmática (V-SNARE e T-SNARE, respectivamente) as primeiras 

exemplificadas pela sinaptofisina e sinaptobrevina e as segundas pela sintaxina e 

SNAP-25 (Figura 4). 

Figura 4. Localização sináptica das proteínas do complexo SNARE (V-SNARE e T-SNARE) 
envolvidas na fusão vesicular e liberação de neurotransmissores (Adaptada de Dulubova et al, 2007). 
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Nas últimas décadas, foram identificadas duas isoformas da SNAP-25: SNAP-

25a e SNAP-25b. No encéfalo adulto, a expressão prevalente da SNAP-25b 

caracteriza a participação desta isoforma na transmissão sináptica. Por outro lado, a 

expressão predominante da SNAP-25a durante o período embrionário, sugere o 

envolvimento desta isoforma no crescimento axonal e na sinaptogênese (Boschert et al, 

1996). Além disso, em um estudo com camundongos mutantes heterozigotos com 

baixos níveis de expressão da SNAP-25, observou-se que esta proteína não é 

necessária para a liberação do neurotransmissor independente do estímulo, mas é 

essencial para a transmissão sináptica evocada (Washbourne et al, 2002).  

Os prejuízos cognitivos obsevados em modelos experimentais de convulsão 

(Cognato et al, 2010), diabetes (Duarte et al, 2012), DA (Canas et al, 2009) Transtorno 

de Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) (Barr et al, 2000, Brophy et al, 2002; 

Kustanovich et al, 2003; Mill et al, 2002), esquizofrenia (Young et al, 1998) e estresse 

crônico (Kaster et al, 2015) tem sido, frequentemente, acompanhados da perda de 

terminais nervosos e alterações na densidade da SNAP-25 (Cognato, et al 2010; 

Duarte et al, 2012; Canas et al, 2009). Além disso, animais mutantes para a SNAP-25 

têm apresentado uma série de alterações comportamentais. A super expressão desta 

proteína em ratos, por exemplo, causou atraso na aquisição da memória espacial e 

redução no tempo de freezing no teste de medo condicionado (McKee et al, 2010). Já a 

substituição de um único aminoácido na SNAP-25 (utilizando a tecnologia Knock-in) 

em camundongos causou convulsões e promoveu fortes tendências ansiogênicas 

(Kataoka et al, 2011). A inibição da SNAP-25 através da infusão de um 

oligonucleotídeo antisense na região CA1 e CA3 prejudicou a consolidação e a 

formação da memória de ratos, respectivamente (Hou et al, 2004; 2006). 

Camundongos mutantes homozigotos apresentaram fenótipo embriogênico letal. Já os 
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heterozigotos com baixos níveis de expressão da SNAP-25 apresentaram 

hiperatividade moderada e prejuízo na memória associativa (Corradini et al, 2014). 

Assim, a utilização desta proteína como marcador de terminais nervosos, apontando 

possíveis disfunções sinápticas em diferentes estágios do desenvolvimento cerebral, 

pode facilitar a compreensão dos mecanismos que levam a danos ao SNC e colaborar 

para o desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas contra a 

sinaptotoxicidade. 
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2. OBJETIVOS 

2. 1. Objetivo geral 

Avaliar o impacto do consumo de cafeína durante fases distintas do 

desenvolvimento de ratos sobre o comportamento e a densidade de proteínas 

essenciais para a maturação do SNC. 

2. 2. Objetivos específicos 

Avaliar por meio de testes comportamentais a atividade locomotora, a memória de   

reconhecimento e a ansiedade em: 

- ratos machos adolescentes de 53 dias de vida expostos à 0,1, 0,3 ou 1,0 g/ L de 

cafeína durante a adolescência (DPN 28-52);  

- ratos machos e fêmeas de 90 dias expostos à 0,1, 0,3 ou 1,0 g/ L de cafeína 

durante o período gestacional e lactacional; 

 

- ratos machos e fêmeas de 90 dias expostos à 0,1, 0,3 ou 1,0 g/ L de cafeína 

durante toda a vida.  

 

Quantificar e analisar por western blot o imunoconteúdo hipocampal e cortical de 

proteínas sinápticas (receptores de adenosina A1, BDNF, proBDNF, TrkB, SNAP-25 

e GFAP) e por imunohistoquímica a reatividade para GFAP e NeuN nas idades e 

administrações de cafeína referidas acima.  
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CAFFEINE TRIGGERS BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL  

ALTERATIONS IN ADOLESCENT RATS 

Artigo publicado no periódico Neuroscience 270: 27-39, 2014 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

CAFFEINE EXPOSURE DURING RAT BRAIN DEVELOPMENT CAUSES 

MEMORY IMPAIRMENT IN A SEX SELECTIVE MANNER THAT IS 

OFFSET BY CAFFEINE CONSUMPTION THROUGHOUT LIFE 

Artigo publicado no periódico Behavioral Brain Research 303: 76-84, 2016 
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Legends to the supplementary figures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. S1. Analysis of the locomotor activity between adult male and female rats in the 

open field. (A) total traveled distance in meters (m); (B) traveled distance in the 

peripheral zone in meters (m). *P < 0.05 - differences between sexes (Unpaired-t-test). 
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Fig. S2. Analysis of the time spent in the closed arms between adult male and female 

rats in the elevated plus maze. *P < 0.05 - differences between sexes (Unpaired-t-test). 
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Fig. S3. Analysis of the number of the total entries in both arms of the elevated plus 

maze between adult male and female rats. Male and female rats received caffeine 

(0.1-1 mg/mL) during development or throughout life. (A) Male and (B) Female rats. 

Bars represent the total number of entries in open (white) and closed arms (black). No 

statistic difference. 
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3. DISCUSSÃO 

Em toda a sua complexidade, o desenvolvimento do sitema nervoso central 

(SNC) é um processo que envolve a organização espaço-temporal de diversos eventos 

celulares, tais como: proliferação, migração, diferenciação, sinaptogênese e morte 

celular programada. É durante os estágios do desenvolvimento encefálico que se 

observa uma maior vulnerabilidade frente ao consumo de substâncias que causam 

dependência (Adriani et al, 2003; Coleman et al, 2011; García-Cabrerizo et al, 2015; 

Schneider et al, 2008), situações ambientais adversas ou alterações na dieta 

(Georgieff, 2007). A cafeína é a única substância psicoestimulante que faz parte da 

dieta de todas as populações do mundo (revisado por Fredholm et al, 1999), e, 

portanto, faz-se necessário investigar o seu impacto quando consumida durante as 

diferentes fases do desenvolvimento do encéfalo. 

O primeiro trabalho desta tese teve como objetivo avaliar o comportamento, o 

imunoconteúdo e a imunoreatividade de proteínas sinápticas em amostras de córtex e 

hipocampo de ratos adolescentes após o consumo crônico de três doses diferentes de 

cafeína mimetizando o consumo baixo, moderado e moderado/alto em humanos (0,1, 

0,3 ou 1,0 g/L, respectivamente). Uma das respostas proeminentes da administração 

aguda de cafeína em roedores é a modificação da locomoção, que é aumentada e 

diminuída por baixas e elevadas doses de cafeína, respectivamente (Snyder et al, 

1981). Porém, após o consumo crônico de cafeína, roedores adultos apresentam 

taquifilaxia para os efeitos locomotores observados (Finn & Holtzman, 1986). Rhoads 

e colaboradores observaram que ratos adolescentes machos submetidos à exposição 

crônica de cafeína, seguida por 24-48 horas de abstinência, reduziram de forma 

significativa a locomoção espontânea no campo aberto, assim como reduziram a 
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ativação motora quando receberam uma dose aguda de 30 mg/kg de cafeína, o que foi 

interpretado como tolerância a esta substância (Rhoads et al, 2011). Dessa forma, 

considerando que as tarefas comportamentais sempre foram realizadas durante as 

cinco horas posteriores a troca da solução cafeinada (fase escura) pela água (fase 

clara), parece improvável que o efeito da cafeína sobre os comportamentos tenha 

ocorrido devido ao desenvolvimento de uma síndrome de abstinência, visto que em 

ratos adultos requer pelo menos 24 horas para se manifestar (Holtzman, 1983). Além 

disso, o fato de a exposição crônica de ratos adolescentes à cafeína não ter resultado 

em nenhuma alteração na distância percorrida durante a primeira exposição ao campo 

aberto, e tampouco no número de entradas nos braços fechados no teste do labirinto 

em cruz elevado, medida que pode ser utilizada como um índice de atividade 

locomotora, ajudam a suportar esta ideia. Estas observações também são importantes 

para se desconsiderar alterações locomotoras como uma base para outras mudanças 

comportamentais apresentadas pelos ratos adolescentes expostos à cafeína.  

Na avaliação no labirinto em cruz elevado, os ratos adolescentes que 

consumiram cafeína em qualquer uma das doses testadas desenvolveram um perfil 

ansioso, representado pelo maior tempo de permanência dos animais nos braços 

fechados do aparato. Em humanos, o consumo de cafeína desencadeia ansiedade 

(Greden, 1974) e, em animais adultos o consumo crônico de doses altas de cafeína 

(50-100 mg/kg, duas vezes por dia) também promove efeitos ansiogênicos (El 

Yacoubi et al, 2000). Contudo, a susceptibilidade dos ratos adolescentes aos efeitos 

ansiogênicos da cafeína foi um resultado surpreendente, pois animais nessa fase são 

descritos por serem relativamente resistentes às mudanças comportamentais 

provocadas por fatores exógenos no labirinto em cruz elevado (Doremus et al, 2004). 

Diferentemente dos ratos adultos (Bhattacharya et al, 1997), os ratos adolescentes 
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parecem ser mais resistentes ao desenvolvimento de tolerância aos efeitos 

ansiogênicos da cafeína. Foi também observado que o consumo crônico de cafeína 

nas doses de 0.3 e 1.0 g/L melhorou o desempenho dos animais na tarefa de 

reconhecimento ao objeto novo. Notavelmente, os ratos adolescentes que beberam 

água obtiveram um desempenho inferior no teste do reconhecimento ao objeto, pois 

ratos adolescentes são descritos por serem mais resposivos a estímulos novos e se 

habituam mais rápido a ambientes novos do que os ratos adultos (Douglas et al, 2003; 

Stansfield & Kirstein, 2006). Considerando que o protocolo foi adaptado de acordo 

com recomendações para proporcionar um bom desempenho em ratos jovens 

(Ennaceur & Delaceur, 1988; Reger et al, 2009), o desempenho inferior dos animais 

adolescentes pode ser uma característica particular ratos Wistar, visto que estes 

animais já foram descritos por apresentar desempenho inferior quando comparados 

aos ratos de outras estirpes (Andrews et al, 1995; Ennaceur et al, 2005). Entretanto, 

esse comportamento foi considerado vantajoso, pois reforçou os efeitos da cafeína em 

afetar a memória, seja pelo controle direto dos processos cognitivos, seja por manter o 

estado de atenção (revisado por Takahashi et al, 2008; Cunha & Agostinho, 2010). 

Dentro desse contexto, o tratamento crônico com cafeína melhorou a memória 

(avaliada pelos testes do labirinto em Y e do reconhecimento ao objeto) e o 

comprometimento da atenção (avaliada pelo teste do set-shifting) em ratos 

adolescentes do tipo SHR (do inglês spontaneously hipertensive rats), considerado 

um modelo experimental de Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade 

(TDAH) (Pires et al, 2010; Pandolfo et al, 2013). Foi também observado que somente 

os animais que receberam a maior dose de cafeína não reduziram sua atividade 

locomotora na segunda exposição ao campo aberto. Esse resultado revela uma falta de 
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habituação e caracteriza um prejuízo em uma forma simples de aprendizado não-

associativo (revisado por Leussis & Bolivar, 2006).  

Uma vez que no momento em que as tarefas comportamentais foram 

realizadas a cafeína ainda estava presente no encéfalo dos ratos adolescentes, a 

ausência da habituação dos animais pela dose mais alta de cafeína poderia ser também 

um reflexo do seu efeito estimulante motor pelo bloqueio dos receptores de adenosina 

A1 e A2A no SNC. De fato, uma relação direta tem sido observada entre as 

concentrações plasmáticas de cafeína e a magnitude da ativação motora de ratos 

adultos (Lau & Falk, 1994). Além disso, estudos farmacocinéticos revelaram que após 

a administração de uma única dose oral de 10 mg/kg de cafeína em ratos Sprague–

Dawley machos com 40 dias de vida, a cafeína tem uma meia-vida media de 120 e 

132 minutos no plasma e no encéfalo, respectivamente (Latini et al, 1980). Este 

parâmetro farmacocinético permanence inalterado em ratos machos com dois meses, 

nos quais a meia-vida de uma única dose oral de cafeína (4 mg/kg) é de 127 minutos 

(Bienvenu et al, 1990). Em ratos adultos, quanto maior a dose de cafeína administrada 

maior será a sua meia-vida no encéfalo e no plasma (Latini et al, 1978). Esta 

informação permite considerar que isto possa estar ocorrendo também em ratos mais 

jovens, especialmente após os animais beberem soluções de doses moderadas e altas 

de cafeína (0,3 e 1,0 g/L, respectivamente).  

A cafeína é um antagonista não seletivo dos receptores de adenosina e tem 

afinidades similares para os receptores A1 e A2A in vitro (revisado por Fredholm et al, 

1999), os quais estão bem documentados pelo envolvimento na normalização da 

memória (revisado por Cunha & Agostinho, 2010), na ativação motora e na 

manutenção do estado de alerta (Ferré, 2008). Nesse trabalho todas as doses de 
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cafeína aumentaram o imunoconteúdo do receptor A1 no hipocampo dos ratos 

adolescentes. Johansson e colaboradores (1993) já haviam documentado o mesmo 

aumento nos níveis do receptor A1 pela cafeína em diferentes regiões cerebrais de 

animais adultos (Johansson et al, 1993). Como a manipulação dos receptores A1 tem 

um impacto considerável sobre a ansiedade (El Yacoubi et al, 2000; Johansson et al, 

2001; Prediger et al, 2004), este aumento aqui observado no hipocampo poderia estar 

associado aos efeitos ansiogênicos da cafeína observados nos ratos adolescentes. 

Paralelamente, a maior dose de cafeína testada causou uma redução dos níveis do 

receptor A1 no córtex, o que poderia ser associado com os |prejuízos no aprendizado 

não-associativo provocado pela cafeína. Embora o bloqueio dos receptores A1 e A2A 

tenha melhorado o desempenho de ratos em testes que avaliaram a memória espacial 

(Hauber & Bareiss, 2001), outros estudos estão de acordo com nossos resultados, 

indicando que o bloqueio contínuo dos receptores A1 prejudicou o desempenho nas 

tarefas que avaliam aprendizado e memória em roedores adultos (von Lubitz et al, 

1993; Vollert et al, 2013). Contudo, estas observações não excluem a possibilidade de 

que o bloqueio dos receptores A2A pela cafeína também esteja envolvido nas 

alterações comportamentais (revisado por Cunha et al, 2008; Cunha & Agostinho, 

2010). 

O consumo de cafeína e também a manipulação farmacológica seletiva dos 

receptores de adenosina modifica o sistema de neuromodulação operado pelo fator 

neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) (Costa et al, 2008a; 2008b; Han et al, 

2013; Sallaberry et al, 2013; Diógenes et al, 2004; 2011), o qual está intimamente 

associado ao controle do comportamento emocional (Siuciak et al, 1997; Chen et al, 

2006; Shirayama et al, 2002; Deltheil et al, 2008; 2009; Taliaz et al, 2010), bem como 

o aprendizado e memória (Kesslak et al, 1998; Mizuno et al, 2000; Alonso et al, 
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2002a; 2002b; Ma et al, 1998). A sinalização do BDNF participa ativamente desses 

processos, uma vez que o equilíbrio entre as ligações BDNF-TrkB e proBDNF-

p75NTR exercem influência sobre a plasticidade sináptica por estimular a LTP e LTD, 

respectivamente (Pang et al, 2004; Woo et al, 2005). Os resultados obtidos revelaram 

também que o consumo de cafeína por ratos adolescentes levou a um aumento dos 

níveis de BDNF no córtex cerebral, coincidente com a melhora da memória de 

reconhecimento e exacerbação da ansiedade. Se comparados a outros resultados onde 

houve normalização nos níveis do BDNF e melhora da memória de reconhecimento 

em roedores adultos e idosos (Costa et al, 2008a; 2008b; Sallaberry et al, 2013), isto 

pode ser caracterizado como um efeito normalizador da cafeína. Em outro estudo com 

o modelo transgênico para Doença de Alzheimer (DA), a cafeína também reverteu o 

prejuízo na memória espacial e normalizou a expressão do BDNF e do seu receptor 

TrkB (Han et al, 2013). Em outro modelo, a cafeína normalizou os níveis de BDNF e 

o comportamento emocional de camundongos transgênicos sem os receptores de 

adenosina do tipo A2A (Wei et al, 2014), os quais são um importante alvo do consumo 

crônico de cafeína (revisado por Cunha & Agostinho, 2010). Visto que a maior dose 

de cafeína reduziu o imunoconteúdo do BDNF e do proBDNF no hipocampo dos 

ratos adolescentes, estas alterações podem estar associadas aos efeitos prejuidicais da 

maior dose de cafeína sobre o aprendizado não-associativo cuja participação do 

hipocampo já foi documentada (Vianna et al, 2000). O envolvimento primário dos 

córtex perirhinal e entorhinal na discriminação da familiaridade são contrastantes, 

uma vez que o hipocampo é essencial para a memória de reconhecimento ao objeto 

(Balderas et al, 2008; Song et al, 2011). No SNC de mamíferos como ratos, macacos e 

humanos, o desenvolvimento e reorganização dessas regiões corticais inicia-se 

substancialmente no período pós-natal (Bachevalier and Beauregard, 1993; revisado 
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por Brown and Aggleton, 2001); isso sobrepõe-se a um aumento gradual de BDNF 

cortical que ocorre no espaço entre a 3ª e 12ª semanas pós-natal sem alterações 

significativas no hipocampo (Hill et al, 2012). De maneira geral, nossos resultados 

incitam a hipótese de que o impacto positivo da cafeína sobre a memória de 

reconhecimento em ratos adolescentes pode estar associado ao aumento nos níveis de 

BDNF cortical, ao passo que o prejuízo causado pela dose mais alta de cafeína sobre 

o aprendizado não-associativo possa envolver a redução nos níveis de BDNF no 

hipocampo, uma hipótese que requer posteriores confirmações experimentais diretas. 

Uma das modificações mais evidentes observadas nos ratos adolescentes que 

consumiram cafeína de forma crônica foi uma redução na densidade hippocampal e 

cortical da GFAP e da SNAP-25 (marcadores astrocitário e de terminais nervosos, 

respectivamente). A perda de terminais nervosos em regiões corticais límbicas tem 

sido indentificada como um evento precoce associado a um comprometimento da 

memória decorrente da idade ou em modelos experimentais da DA (revisado por 

Cunha & Agostinho, 2010). Os animais jovens com diminuição na SNAP-25 

desenvolvem comprometimento severo na memória (Hou et al, 2006), mas a sua 

expressão exacerbada em ratos adultos também prejudica a plasticidade sináptica 

associada a memória (McKee et al, 2010), o que pode ser uma das disfunções 

relacionadas à distúrbios cerebrais como o TDAH (Barr et al, 2000). Considerando a 

complexidade e magnitude dos processos mnemônicos, ainda que o consumo de doses 

altas e moderadas de cafeína tenham melhorado a memória de reconhecimento dos 

ratos adolescentes, a diminuição encontrada na densidade da SNAP-25 poderia ser um 

reflexo de alterações na conectividade neuronal no hipocampo com implicações em 

outros aspectos do aprendizado e memória (Hou et al, 2004; Delgado-Martínez et al, 

2007). Dessa forma, levando em conta que a dose mais alta de cafeína comprometeu o 
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aprendizado não-associativo de ratos adolescentes, podemos sugerir que doses mais 

altas dessa substância poderiam ter um impacto negativo também no aprendizado de 

adolescentes humanos. 

O comportamento ansioso apresentado pelos ratos adolescentes após o 

consumo crônico de cafeína também pode estar associado à redução na densidade da 

SNAP-25, pois esse tipo de comportamento foi observado em camundongos mutantes 

que apresentam diminuição da expressão da SNAP-25 (Kataoka et al, 2011). 

Contudo, é importante considerar que a perda desse marcador de terminais nervosos 

observada nos grupos que ingeriram cafeína pode indicar um sinal precoce de 

sinaptotoxicidade, sugerindo uma eventual suceptibilidade a insultos cerebrais, 

mesmo sem perda neuronal evidente. De fato, embora nenhuma diferença na 

imunoreatividade para NeuN entre os grupos controle e tratados tenha sido 

encontrada, a redução observada na densidade da GFAP nos ratos adolescentes que 

consumiram cafeína pode ser reflexo de alterações adaptativas nos astrócitos 

(revisado por Middeldorp & Hol, 2011). Estudos recentes enfatizam que alterações na 

função astrocitária controlam o comportamento emocional (Rajkowska & Stockmeier, 

2013) e o desempenho mnemônico em roedores adultos (Suzuki et al, 2011), assim 

como, que os receptores A2A (que são alvos da cafeína) (revisado por Cunha & 

Agostinho, 2010) participam da modulação da captação de glutamato em cultura de 

astrócitos (Matos et al, 2012) por exercerem o controle do seu principal sistema 

energético, a Na+-K+-ATPase (Matos et al, 2013). A partir dessas informações, é 

plausível considerar a possível importância central dos astrócitos nas alterações 

comportamentais causadas pelo consumo crônico de cafeína por ratos adolescentes. 
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No segundo capítulo desta tese, o objetivo foi verificar se o consumo de 

cafeína ao longo da vida seria capaz de compensar os efeitos prejudiciais causados 

por esta substância quando ela é consumida durante o desenvolvimento do encéfalo. 

Adicionalmente, uma vez que as diferenças de sexo foram previamente relatadas 

como um fator importante no desempenho do papel neuroprotetor exercido pela 

cafeína (Palacios et al, 2010; Ritchie et al, 2007; Xu et al, 2006), foi também 

investigado se o sexo tem impacto sobre os efeitos da cafeína quando consumida 

durante o desenvolvimento do encéfalo ou até a fase adulta. Os ratos machos e fêmeas 

receberam três doses diferentes de cafeína (0.1, 0.3 ou 1.0 g/L, respectivamente) na 

água de beber até o desmame ou até atingirem a fase adulta. Na fase adulta foram 

avaliados os comportamentos e as análises das proteínas sinápticas nas amostras 

encefálicas.  

Os resultados encontrados permitiram identificar uma diferença de sexo nos 

efeitos exercidos pela cafeína sobre a memória de reconhecimento e a atividade 

locomotora. Foi possível observar uma diferença entre os protocolos de administração, 

pois o consumo de cafeína ao longo da vida foi capaz de reverter o prejuízo na 

memória causado pela exposição a cafeína até o desmame, o que foi associado a um 

aumento dos níveis de BDNF no hipocampo. 

Uma comparação inicial entre os sexos dos grupos controle revelou que as 

fêmeas percorreram distâncias maiores no campo aberto do que os machos, o que 

corrobora resultados já descritos anteriormente (Cauli et al, 2013; Hughes & 

Beveridge, 1990, 1991; Lynn & Brown, 2010). Essa diferença entre os sexos também 

pode ser explicada pelas observações de que as fêmeas são menos ansiosas e 

assustadas do que os machos em resposta a ambientes e aparatos novos (Zimmerberg 
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& Farley, 1993; Aguilar et al, 2003). As fêmeas  também apresentam mais motivação 

para a investigação ou fuga na presença de elementos novos (Brown & Nemes, 2008). 

Conforme previamente observado (Hughes & Beveridge, 1990, 1991; Glavin & 

Krueger, 1985) a exposição à cafeína durante o desenvolvimento do encéfalo 

provocou o aparecimento de um perfil hiperlocomotor em machos. As fêmeas 

apresentaram apenas uma tendência a hiperlocomoção pela cafeína, provavelmente 

porque seus os índices locomotores basais já são mais altos do que os machos. Ambos 

os protocolos de administração de cafeína causaram hiperlocomoção nos machos, 

enquanto que nas fêmeas a hiperlocomoção foi significativa somente quando 

administrada durante toda a vida.  

Ao analisar o comportamento relacionado a ansiedade, foi observado que o 

consumo de cafeína durante o desenvolvimento não alterou a atividade dos animais 

no labirinto em cruz elevado (Pan & Chen, 2007), embora as fêmeas tenham passado 

mais tempo nos braços abertos, conforme relatado anteriormente (Aguilar et al, 2003; 

Johnston & File, 1991; Zimmerberg & Farley, 1993). Já os animais que consumiram a 

maior dose de cafeína durante toda a vida, passaram mais tempo nos braços abertos, 

independentemente do sexo. A diferença mais marcante da exposição à cafeína 

associada ao sexo foi no desempenho dos animais na tarefa de reconhecimento de 

objetos. As fêmeas que receberam cafeína durante o desenvolvimento exibiram um 

desempenho inferior na realização da tarefa, enquanto os machos apresentaram o 

desempenho normal. Estes resultados são contrastantes se comparados aos 

encontrados por Soellner e colaboradores, onde a exposição contínua à cafeína 

durante a gestação prejudicou as memórias de reconhecimento e de trabalho de 

fêmeas e machos adultos (Soellner et al, 2009), ou ainda aos encontrados por Silva e 

colaboradores onde a exposição contínua à cafeína durante a gestação até DPN 15 
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prejudicou as memórias de reconhecimento e espacial de ratos machos adultos (Silva 

et al, 2013). Conjuntamente com os nossos resultados, essas observações prévias 

confirmam que a exposição à cafeína durante o desenvolvimento do encéfalo pode 

provocar efeitos negativos a longo prazo sobre o desempenho em tarefas que avaliam 

a memória, mas a susceptibilidade das fêmeas pode depender do protocolo de 

exposição à cafeína.  Evidências de estudos clínicos e com animais tem apontado para 

uma maior suceptibilidade de fêmeas à ação de outros psicosestimulantes quando a 

comparado aos machos (Becker, 1999; Bisagno et al, 2003; Carroll et al, 2004; Sell et 

al, 2010). Além disso, em humanos, alguns estudos tem demonstrado respostas 

distintas à cafeína de acordo com o sexo (Temple et al, 2010; 2014; Temple & 

Ziegler, 2011). 

O consumo de cafeína durante toda a vida causou hiperlocomoção em ambos 

os sexos, mas reverteu seletivamente o prejuízo na memória de reconhecimento que 

foi observado nas fêmeas que receberam cafeína durante o desenvolvimento. Esta 

diferença observada entre os protocolos de exposição nas fêmeas pode estar 

relacionada aos níveis de BDNF que foram aumentados no hipocampo dos grupos que 

consumiram cafeína ao longo da vida, principalmente considerando-se a importância 

desta neurotrofina para os processos de aprendizado e memória (Callaghan & Kelly, 

2012; revisado por Bekinschtein et al, 2014). Nos machos, ambos os protocolos de 

tratamento aumentaram o imunoconteudo do proBDNF cortical, mas somente a 

cafeína ao longo da vida aumentou os níveis de BDNF nesta região. Isto poderia estar 

associado à hiperlocomoção causada pela cafeína nos machos. Resultados similares 

foram encontrados no córtex de ratos machos adolescentes que receberam as mesmas 

doses de cafeína entre DPN 28-52 (Ardais et al, 2014). Ao comparar a cafeína a 

outros psicoestimulantes como a cocaína e o metilfenidato administrados nas fases 
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iniciais da vida, também observa-se modificações na expressão da proteína e do gene 

do BDNF de uma forma dependente do gênero e restrita a algumas áreas encefálicas 

(Banerjee et al, 2009) sendo que em alguns casos a hperlocomoção foi o resultado 

comportamental encontrado (Simchon-Tenenbaum et al, 2015a; 2015b). 

Embora a influência dos hormônios sexuais não tenha sido diretamente 

investigada, estudos prévios têm relatado que o BDNF pode ser regulado de maneira 

dependente do sexo e com implicações sobre a plasticidade sináptica hipocampal 

(Kramár et al, 2012; revisado por Scharfman & MacLusky, 2014). Notavelmente, 

houve uma associação entre os níveis do BDNF e a preservação da memória, o que 

está de acordo com resultados anteriores, que mostram que o consumo de cafeína 

pode reforçar os níveis de BDNF para recuperar disfunções na memória de ratos 

adolescentes (Ardais et al, 2014) causadas pelo envelhecimento (Costa et al, 2008a; 

Sallaberry et al, 2013), em modelos experimentais para DA (Han et al, 2013) ou após 

a privação de sono (Alhaider et al, 2010; Sahu et al, 2013). Estes efeitos benéficos da 

cafeína parecem estar mais associados aos níveis de BDNF do que de proBDNF ou do 

receptor TrkB.  Isto está de acordo com resultados anteriores do nosso grupo de 

pesquisa, onde o consumo crônico de cafeína não alterou o desempenho da memória 

de reconhecimento de ratos adultos ainda que a densidade hipocampal do TrkB tenha 

sido reduzida (Sallaberry et al, 2013).  

Os resultados encontrados neste trabalho não apontam para nenhuma relação 

direta entre os efeitos da cafeína sobre o desempenho mnemônico dos animais e o 

imunoconteúdo da SNAP-25 e GFAP. Isto pode ser observado sob dois aspectos: a) 

nenhum dos protocolos de exposição à cafeína causou qualquer comprometimento de 

memória nos machos. No entanto, a densidade das proteínas  SNAP-25 e GFAP deste 
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animais foram reduzidas nos ratos expostos à cafeína por toda vida e em ambos os 

protocolos de exposição, respectivamente; b) nem o prejuízo na memória de 

reconhecimento apresentado pelas fêmeas que consumiram cafeína durante o 

desenvolvimento cerebral, tampouco a melhora promovida pelo consumo contínuo até 

a vida adulta foram acompanhadas de modificações na densidade da GFAP e SNAP-

25.  

A capacidade da cafeína e de antagonistas seletivos para os receptores de 

adenosina A2A em preservar a função mnemônica em animais adultos submetidos a 

insultos cerebrais, tem sido fortemente relacionada com uma recuperação da 

densidade de uma série de outras proteínas sinápticas (Canas et al, 2009;. Cognato et 

al, 2010; Duarte et al, 2012; Espinosa et al, 2013; Gonçalves et al, 2013) além do 

envolvimento na preservação da função sináptica (Batalha et al, 2014; Kaster et al, 

2015).  Dessa forma, nossos resultados são surpreendentes, uma vez que estudos 

recentes tem apresentado resultados bastante relevantes, no que diz respeito a forma 

pela qual alterações sinápticas podem afetar as funções cognitivas. À exemplo, 

Sampero-Piquero e colaboradores, demonstraram que, sob condições ambientais 

enriquecidas, o aumento no número de astrócitos reativos para GFAP foi 

acompanhado de uma melhora na performance mnemônica espacial de ratos idosos 

(Sampero-Piquero et al, 2014). Além disso, outros estudos observaram que, 

perturbações na expressão dos transportadores astrocitários para lactato causaram 

amnésia e comprometimento da LTP (Suzuki et al, 2011), camundongos idosos 

expressando hAPP (do inglês human amyloid precursor protein) apresentaram níveis 

mais elevados de receptores de adenosina astrocitários do tipo A2A e que a remoção 

genética destes receptores melhorou a memória de longa duração destes camundongos 

(Orr et al, 2015). Além disso, outro estudo observou que a deleção dos receptores de 
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adenosina astrocitários do tipo A2A causou prejuízos cognitivos e psicomotores 

devido a desequilíbrios na homeostase do glutamato em camundongos (Matos et al, 

2015). Em ratos machos adolescentes, o consumo crônico de cafeína também 

prejudicou o aprendizado não-associativo. Resultado este, que foi acompanhado de 

uma diminuição da imunoreatividade para GFAP (Ardais et al, 2014).  

De maneira geral, os resultados apresentados nos dois trabalhos que compõe 

esta tese, apontam para a necessidade de um consumo de cafeína parcimonioso 

durante o desenvolvimento. Apesar de melhorar a memória de reconhecimento, o 

consumo  de cafeína durante a adolescência promove também um aumento no estado 

ansioso dos animais, prejudica o aprendizado não-associativo e altera diversas 

proteínas importantes para o desenvolvimento. Além disso, o consumo de cafeína até 

o desmame prejudica a memória de reconhecimento de fêmeas adultas ainda que o 

seu consumo estendido durante toda a vida recupere este prejuízo. Este trabalho 

limita-se a avaliações bioquímicas e testes comportamentais específicos que nos 

permitem observar os efeitos desta substância sobre o desenvolvimento de maneira 

parcial. É necessário ampliar o conhecimento sobre o tema, variando parâmetros 

comportamentais e bioquímicos, assim como, os protocolos de exposição com o 

objetivo de buscar uma dose segura  para o consumo durante os períodos observados. 
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4. CONCLUSÃO 

Acafeína é uma substância psicoestimulante que faz parte da dieta de 

consumidores em todo o mundo e, portanto, faz-se necessário investigar o seu 

impacto quando consumida durante diferentes fases do desenvolvimento do encéfalo. 

Os resultados apresentados nesta tese documentam que o consumo regular de doses 

moderadas de cafeína promove efeitos ansiogênicos, prejudica o aprendizado não-

associativo mas melhora a memória de reconhecimento em ratos adolescentes. Dada a 

exacerbação da ansiedade observada nos animais como um potencial efeito adverso 

da cafeína, é importante considerar esses efeitos quando traduzidos para o seu 

consumo por adolescentes humanos, pois estes atualmente consomem bebidas 

energéticas que possuem alto teor desta substância. As análises neuroquímicas 

sugerem que os efeitos ansiogênicos da cafeína possam envolver um aumento da 

regulação dos receptores de adenosina A1 do hipocampo e uma sub-regulação de 

SNAP-25, juntamente com uma função astrocitária modificada caracterizada por uma 

diminuição da densidade de GFAP no hipocampo e no córtex cerebral. A melhora na 

memória de reconhecimento parece envolver um aumento da densidade de BDNF nas 

áreas corticais e o comprometimento do aprendizado não associativo provocado pela 

dose de cafeína mais elevada parece estar associado com uma diminuição da 

densidade de receptores de adenosina A1 do córtex cerebral e de BDNF do 

hipocampo. A redução da densidade do marcador de terminais e astrocítico no 

hipocampo por todas as doses de cafeína testadas em ratos adolescentes, sugere uma 

maior susceptibilidade a insultos cerebrais. Esta hipótese, sustenta as preocupações 

em relação ao consumo de cafeína durante a adolescência e deveria ser confirmada 

experimentalmente em estudos futuros, considerando que o consumo de cafeína está 

crescendo neste grupo populacional. 
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Nossos resultados mostraram também que a exposição à cafeína durante os 

períodos gestacional e lactacional desencadeou um prejuízo na memória de 

reconhecimento de ratas adultas, que pode ser revertido pela exposição continua à 

cafeína, reforçando o papel neuroprotetor exercido pela cafeína em animais adultos. 

Além disso, a análise neuroquímica sugere que os efeitos benéficos do consumo de 

cafeína durante toda a vida parecem estar associados com um aumento dos níveis de 

BDNF no hipocampo sem envolvimento aparente do seu precursor (proBDNF), ou 

receptor (TrkB). Os benefícios também parecem não estar relacionados com o 

controle da densidade de marcadores sinápticos ou astrocíticos. 

De maneira geral, os resultados apresentados nesta tese foram referentes ao 

impacto da administração de cafeína sobre o comportamento e a densidade de 

proteínas sinápticas em diferentes estágios do desenvolvimento do encéfalo de ratos. 

Podemos concluir que os efeitos exercidos pela cafeína foram dependentes do 

protocolo de exposição utilizado. Contudo, a diversidade dos dados mantém a unidade 

ao alertar sobre o consumo abusivo desta substância psicoestimulante durante os 

estágios cruciais para o desenvolvimento encefálico dos indivíduos.   
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5. PERSPECTIVAS 

- Fazer um estudo comparativo dos padrões comportamentais apresentados por 

ratos wistar adolescentes e adultos consumidores crônicos de cafeína; 

- Avaliar o impacto do gênero sobre os efeitos comportamentais e 

neuroquímicos exercidos pela cafeína em ratos adolescentes machos e fêmeas; 

- Observar o impacto da ovariectomia ou orquiectomia nos efeitos 

comportamentais e neuroquímicos exercidos pela cafeína consumida durante 

diferentes estágios do desenvolvimento; 
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ANEXOS 

Em anexo apresentamos artigos de co-autoria publicados no decorrer da tese, 

mas que não fazem parte do corpo da tese. O anexo I refere-se ao artigo intitulado 

“Caffeine acts through neuronal adenosine A2A receptors to prevent mood and 

memory dysfunction triggered by chronic stress”, um dos resultados do doutorado 

sanduíche realizado no Laboratório de Eletrofisiologia da Universidade de Coimbra 

sob a supervisão do Professor Rodrigo Cunha. No anexo II encontra-se uma lista de 

todos os artigos científicos  de autoria e co-autoria publicados durante o 

desenvolvimento desta tese. 
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Caffeine acts through neuronal adenosine A2A receptors to prevent mood 

and memory dysfunction triggered by chronic stress 

Artigo publicado no periódico Procedings of the National Academy of Sciences 

of the United States of America 112: 7833-7838, 2015 
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