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RESUMO

A cafeina é uma metilxantina muito consumida pela populacdo por suas
propriedades psicoestimulantes. Sua ingestdo diaria nos chama a atencdo por
seus efeitos na reducdo de estresse, melhora do humor e memodria,
possivelmente mediada pelos receptores adenosinérgicos. Estes receptores, por
sua vez, parecem estar envolvidos com o processo de infeccdo. Esta pesquisa,
portanto, procurou investigar os efeitos da cafeina nas alteracbes
comportamentais e déficits cognitivos de ratos com sequelas decorrentes de um
guadro infeccioso sistémico. Para tal, foram usados ratos Wistar machos (n=80),
anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), seguidos dos
procedimentos cirtrgicos de inducéo de sepse ou operacao ficticia (OF). Solucdo
salina ou cafeina (10 mg/kg) foi administrada por gavagem durante uma semana
antes e/ou uma semana apoOs 0s procedimentos cirdrgicos. Os animais foram
divididos em: Grupo 1 (OF+Salina), Grupo 2 (OF+Cafeina); Grupo 3
(Sepse+Salina) e Grupo 4 (Sepse+Cafeina). Apds uma hora da Udltima
administracdo das substéncias, os animais foram avaliados nos testes
experimentais do Campo aberto, Labirinto em cruz elevado (LCE), Nado for¢ado,
Esquiva inibitéria e Reconhecimento social. Foi observado que os animais que
sobreviveram a sepse reduziram seu percentual de entradas (%EBA) e tempo de
permanéncia nos bracos abertos (%TBA) do LCE. Nenhuma diferenca
significativa foi detectada no nimero de ambulacdes no teste do Campo aberto e
na frequéncia de entradas nos bracos fechados (EBF) do LCE. Além disso, esses
animais aumentaram o tempo de imobilidade no teste do Nado for¢cado, sugestivo
de comportamento depressivo. Houve também prejuizo tanto na aquisicdo quanto
na retencdo de memoria demonstradas pela diminuigcdo no tempo de permanéncia
dos animais na plataforma, sem alteracdo no Teste do Reconhecimento Social.
Quando a cafeina foi administrada aos animais sobreviventes a sepse, em um
regime de tratamento subcrénico (pré e pos-procedimentos cirargicos), aumentou
o0 %TBA no LCE, resposta sugestiva de atividade ansiolitica, visto que os
parametros de locomocéo e EBF ndo foram afetados. O tempo de imobilidade
também foi reduzido no teste do Nado forcado, comportamento sugestivo de
resposta antidepressiva. Além disso, observou-se um aumento no tempo de
permanéncia dos animais que sobreviveram a sepse na plataforma da Esquiva
inibitéria, sem alteracdo no Teste do Reconhecimento social. Resultados similares
foram observados quando os animais foram administrados com a cafeina
somente durante uma semana poOs-procedimentos cirdrgicos, com excecao
daqueles observados no LCE, onde ndo se observou diferenca estatistica entre
0S animais que sobreviveram a sepse e o0s controles. Em um contexto geral,
esses resultados mostram que os efeitos da cafeina, provavelmente vias
receptores adenosinérgicos, tém um papel importante nas alteracdes
comportamentais e déficits cognitivos produzidos pela sepse induzida
experimentalmente em ratos.

Palavras-chave: Ansiedade, Cafeina, Depressao, Locomocdo, Memodria, Sepse.



ABSTRACT

Caffeine is a methylxanthine very consumed by the population for its
psychostimulant properties. Your daily intake draws our attention to its effect on
stress reduction, improved mood and memory, possibly mediated by
adenosinergic receptors. In turn, these receptors seem to be involved in the
infection process. Therefore, this study sought to investigate the effects of caffeine
on behavioral changes and cognitive deficits in rats with sequelae resulting from a
systemic infection. To this end, male Wistar rats were used (n= 80) were
anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) followed by
surgical procedures for induction of sepsis or sham operation (Sham). Caffeine or
saline (10 mg/kg) solution was administered by gavage during one week prior
and/or one week after surgical procedures. The animals were divided into Group 1
(Sham + Saline), Group 2 (Sham + Caffeine), Group 3 (Sepsis + Saline) and
Group 4 (Sepsis + Caffeine). After an hour of the last administration of the
substances, the animals were evaluated in open field, elevated plus maze (EPM),
forced swimming, inhibitory avoidance and social recognition tests. It was
observed that the animals that survived sepsis reduced their percentage of open
arm entries and time spent in these arms of the EPM. No significant difference was
detected in the number of ambulations in the open field test and the frequency of
enclosed arms entries of the EPM. Moreover, these animals increased the
immobility time in the forced swimming test, suggesting a depressive behavior.
There was also damage both in acquisition and retention of memory as
demonstrated by the decrease in latency of the animals on the platform of the
inhibitory avoidance test without changings in the social recognition test. When
caffeine was administered to sepsis survivors animals, in a subchronic treatment
(pre-and post-surgical procedures), increased the percentage of open arm time in
the EPM, suggestive of anxiolytic-like activity, as the parameters of locomotion and
frequency in enclosed arms were not affected. Such behavior did not occur when
caffeine was administered on a regimen of acute treatment. This psychostimulant
also decreased the immobility time in the forced swimming test, behavior
suggestive of antidepressive effect. Caffeine also increased the latency of the
sepsis survivors animals in the platform of inhibitory avoidance test without
changings in the social recognition test. In a general context, these results show
that the effect of caffeine, probably by adenosinergic receptors, plays an important
role in behavioral changes and cognitive deficits produced by experimental sepsis
in rats.

Keywords: Anxiety, Caffeine, Depression, Locomotion, Memory, Sepsis.
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Tive uma experiéncia com ente proximo decorrente de internacao
hospitalar vitimado por um quadro infeccioso, me levando a pensar em sua
melhoria, bem como alternativas terapéuticas contemporaneas, aliadas aos
produtos farmacologicos conhecidos e usados clinicamente e/ou terapias
medicinais tradicionais. Assim ocorreu em minha vida profissional, pois sou
Fisioterapeuta de formacao profissional e escolha pessoal, onde meu foco
principal sempre foi a busca na reabilitacdo e/ou recuperagcédo de pacientes. Meu
parente préximo, depois de 45 dias em coma profundo e superacdo ao quadro

infeccioso adquirido em leito hospitalar, teve uma sequela de confusao mental.

Passados os dias de agonia, quando retornei minha rotina diaria em meio
familiar, comecei meu despertar de que este ente querido tinha sido acometido
por um déficit cognitivo. O diagndstico médico ndo me tinha sido animador,
comegando ali o aprofundamento e conhecimento sobre o que seria essa
confusdo mental, classificada pela médica acompanhante, de encefalopatia

séptica.

Comecei a buscar em minha formacdo académica especializagbes voltadas
aos tratamentos humanizados, realizei cursos de formagéo livre e manual,
acupuntura, shiatsu, tai chi chuan, yoga e meditacdo para auxiliar nas sequelas
gue o ente préoximo sempre relatava. Foi quando surgiu, em paralelo as minhas
formacdes pessoais, diversas buscas literarias acerca do assunto, com base em
centenas de artigos cientificos, livros digitais, videos, livros tradicionais e anexos

de revistas eletrbnicas.

Paralelamente a esse grande infortinio pessoal, recebi a proposta de
mudanca de cidade, saindo de Campina Grande para morar em Brasilia, na
possibilidade de galgar em um futuro mestrado. Assim foi feito, resolvi encarar
grande desafio e realizei a mudanca. Chegando em Brasilia, tive acesso a
Universidade de Brasilia para cursar disciplinas como aluna especial, me
possibilitando o conhecimento de pessoas diferentes, principalmente via e-mail.

No dia 03 de marco de 2011 tive o primeiro contato com quem viria a ser
minha futura orientadora, a Profa. Vania Ferreira, sempre gentil e prestativa,

abragcando-me ja em primeiro momento. Os contatos pessoais iniciais foram feitos
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e varias disciplinas foram cursadas, até a aprovacao no processo de selecdo, com
o0 desempenho e total dedicagéo para a conclusdo dessa Dissertagcéo, ao qual me
foi motivada, a priori, pela situacdo do ente querido.

Chegando a esta etapa final, apresento a Dissertacdo de Mestrado assim
disposta, contendo 8 partes: onde no primeiro capitulo encontra-se a Introducéao
com resumos da relevancia ao titulo e tema, com os subitens: Sepse e seus
aspectos gerais, 0 papel do sistema adenosinérgico nas condices fisiolégicas
normais e alteradas. Interferéncia da cafeina no sistema adenosinérgico e a
participacdo do sistema adenosinérgico no comportamento e cognicao. Os
Objetivos (geral e especifico) serviram de alvos para nossas investigacdes
laboratoriais.

Nos Materiais e métodos foram descritos os procedimentos laboratoriais
gue geraram os resultados de nossa pesquisa, incluindo os animais, drogas e
solucbes, os procedimentos cirlrgicos, 0s testes experimentais: campo aberto
(locomocéao), labirinto em cruz elevado (ansiedade), nado for¢cado (depresséao),

esquiva inibitéria do tipo step-down e o reconhecimento social (memaria).

Na sequéncia, os Resultados foram descritos e avaliados estatisticamente
para, posteriormente, serem discorridos na Discusséo. Nesta se¢éo, os achados
cientificos foram respaldados cientificamente pelas literaturas pesquisadas,
reunidas nas Referéncias bibliograficas, num total de 119 artigos cientificos.

Foram destacados nas Conclusdes e Consideracdes finais os efeitos da
cafeina nas alteracbes comportamentais e cognitivas decorrentes da sepse
experimental, chamando atencdo para o possivel envolvimento dos receptores
adenosinérgicos como sua via de interferéncia, constituindo um possivel alvo de

investigacao para o quadro infeccao sistémica que caracteriza a sepse.



1.1 NTRODUCAO
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A sepse é definida como uma sindrome de resposta inflamatéria sistémica
(SIRS, do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome) abrangendo varios
sinais e sintomas que emanam da resposta do organismo frente aos
microorganismos invasores (BALK, 2014). Seu termo deriva da palavra grega
"cepo”, que significa a deterioracdo e/ou decomposicdo do animal, do vegetal ou
matéria organica na presenca de infeccdo bacteriana grave nos tecidos do corpo
(MAYER et al., 2013).

As alteracBes nos multiplos sistemas organicos sdo tao graves, que podem
evoluir rapidamente com perda de suas fun¢cdes (BOOMER et al., 2014; RONCO,
2014). Em decorréncia disso, essa infec¢ao se traduz numa das principais causas
de morte em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), com taxa de mortalidade
superior a 50%, competindo com o trauma complicado com sindrome de
disfungdo mudltipla dos 6rgdos (SURBATOVIC et al., 2013). Assim, apresentando
uma complexidade biolégica alarmante, esse quadro de resposta inflamatoria
sistémica quando ativado infecciosamente e n&o infecciosamente (trauma, por
exemplo) pode causar danos irreversiveis bem como permitir sobrevivéncia com

alteragcbes em diversos estados biopsicossociais (MARSHALL, 2014).

A sepse tem alta incidéncia, morbidade e mortalidade, fazendo com que os
custos financeiros substanciais, especialmente devido a complicagbes como
choque séptico e disfuncdo de mdultiplos érgados direcionem estudos para reduzir
seus gastos. A sua incidéncia foi estimada em 9% ao ano nos Estados Unidos da
América (EUA), com um custo anual de 17 bilhdes de délares (CORDIOLI et al.,
2013; MARTIN et al., 2003).

Como as suas taxas de mortalidade ndo melhoraram, de forma significativa
na dltima década, as diretrizes lancadas pela campanha promovida pelo Surviving
Sepsis Campaign (SSC), em 2012, enfatizaram o reconhecimento precoce e seu
tratamento, em um esfor¢co para reduzir a sua alta taxa de mortes em todo o
mundo (MAYER et al., 2013). Embora as campanhas tenham divulgado varias
estratégias para conter estes as infeccfes, uma desregulacdo da resposta do
organismo pode conduzir a resultados alarmantes como uma resisténcia a

exposicdo subsequente normalmente letal para 0s microorganismos que,
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normalmente, proliferam diante da contaminacdo hospitalar (BLOOS e
REINHART, 2014; MUSIE et al., 2014).

Estudos sobre a sepse em humanos, portanto, sdo sempre de grande
relevancia na busca de amortizar suas consequéncias deletérias graves. Contudo,
sdo de dificil acesso devido a sua gravidade, a qual limita os estudos clinicos
(WIERSINGA, 2011). Dessa forma, varios sdo os fatores que podem neles
estarem implicados: aumento da expectativa de vida, um maior nimero de
comorbidade associadas, procedimentos invasivos, transplantados e/ou
individuos imunodeprimidos, e um aumento da prevaléncia de resisténcia
bacteriana (ANGUS et al., 2001; ANGUS e WAX, 2001).

Portanto, muito progresso foi feito nas Ultimas duas décadas na
compreensao dos mecanismos envolvidos na sepse, mas o0s dados ainda
merecem especial atencdo com esse quadro nos ambientes hospitalares
intensivos, por ter sérias sequelas aos seus sobreviventes, demanda altos gastos
publicos (MAYER et al., 2013).

Em virtude de sua gravidade e do impacto econémico e social que é
gerado no mundo, a sepse e suas repercussodes clinicas merecem ser estudadas
e 0 conhecimento sobre esse tema merece ser aprofundado. Assim sendo, a
gravidade da sindrome séptica tem recebido muita atencdo nas pesquisas
multiprofissionais, que n&o visam somente atender a demanda dos hospitais
publicos, no que concerne a diminuicdo de gastos, mas buscam também
encontrar solucbes ou estabelecer condutas frente as diversas alteracbes e/ou
sequelas das respostas do organismo as infec¢des sistémicas (O'CONNOR e
SPAGNOLA, 2009).

Marshall (2014) em uma revisdo atual com mais de 100 ensaios clinicos
randomizados testou a hipotese de que a intervencdo na resposta a infeccéo
séptica pode melhorar a sobrevida do paciente. Entretanto, os ensaios
apresentados chamaram a atencado pela importancia da intervencéo precoce, mas
nao sinalizou possibilidade em novos tratamentos. Chamou-se a atencdo para a
importancia de se investir em grandes estudos de epidemiologia clinica e
bioquimica para compreender o curso da doenca, melhor integracdo da ciéncia
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basica e clinica, a criacdo de sistemas de estratificacdo para direcionar o
tratamento para com aqueles que precisam de intervencdes precoces, e
possibilidades de reversdes nas condicdes de ordens comportamentais e

cognitivas.

Se as condicbes advindas da sepse, que interrompem a homeostasia
celular, estiverem associadas aos fatores que alteram a defesa do individuo,
desse modo, em seus estagios mais avancados, comprometem a imunidade e os
sistemas do corpo, envolvendo 0s mecanismos inflamatorios e a cascata de
coagulacao (BOOMER et al., 2014). Além disso, essa resposta inflamatéria pode
levar ao comprometimento do Sistema Nervoso Central (SNC), o que pode
desencadear alteragcbes comportamentais graves e perda de concentracdo e/ou
funcdo cognitiva, alteracdes na memoéria e atencdo (SURBARTOVIC et al., 2013).

Tendo em vista as graves alteracbes que esse tipo de infeccdo pode
desencadear, um dos principais focos das pesquisas atuais visa descobrir
alternativas terapéuticas para trata-la, em especial contra as sequelas
decorrentes da encefalopatia séptica, uma das manifestacbes mais sérias
observadas em pacientes sobreviventes a sepse (FANG et al, 2014; PYTEL e
ALEXANDER, 2009).

Atualmente, as pesquisas tém avancado com o intuito de entender a
fisiopatologia da sepse, jA que para se estabelecer um tratamento adequado e
melhorar a sobrevida dos pacientes é necessario saber a sua base molecular. Tais
estudos tém representado um avanco na terapia de suporte ao paciente séptico e
no desenvolvimento de novas alternativas farmacolégicas (KUMAR, 2013;
ROMAY e FERRER, 2014; RONCO, 2014).

Os estudos realizados nessa area sdo bastante abrangentes e envolvem
diversas vias conhecidas do sistema imunologico e da resposta inflamatoria.
Destaque tem sido dado ao sistema adenosinérgico, considerando que este atua
como uma espécie de regulador homeostatico de rede energética, em que a
adenosina tem um papel importante na modulacéo das fun¢gdes imunes, incluindo
processos inflamatoérios envolvendo citocinas no encéfalo. As lesBes encefélicas

sdo conhecidas por gerar, grande parte das vezes, niveis excessivos de
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adenosina, uma vez que cursam com deficiéncia no seu clearence metabdlico
(ASCHERIO et al., 2011).

A adenosina é produzida principalmente a partir do metabolismo de
adenosina trifosfato (ATP) e exerce varias funcdes em todo o corpo, sendo peca
importante no SNC, na modulacdo da liberacdo de neurotransmissores,
plasticidade sinaptica e neuroprotecdo em eventos isquémicos, hipdxia e estresse
oxidativo. Além disso, desempenha func@es diferentes numa grande variedade de
tecidos (SHETH et al., 2014).

Sabendo-se que a cafeina tem uma participacdo direta nos receptores de
adenosina, essa substancia atua em diferentes sistemas biolégicos, com
destaque ao SNC, devido ao seu poder excitatério. E uma das substancias
psicoativas mais consumidas no mundo, apresentada nas diversas fontes de
bebidas (exemplos: guarana, cha, café, chocolate, outros) como consumos

primarios diarios, e também em formas de alimentos (ARAB et al., 2013).

Apesar de varios trabalhos na literatura pontuarem as propriedades
estimulantes da cafeina nas alteracbes comportamentais e cognitivas, henhum
relato, até entdo, mostrou a sua participacdo em eventos infecciosos in vivo. No
entanto, como essa substancia interfere nos receptores adenosinérgicos, onde
varios trabalhos mostraram suas participacdes nos referidos eventos, é possivel
gue este psicoestimulante, possa mediar, de alguma forma as sequelas centrais
decorrentes da sepse. Coube aqui nosso interesse nessa investigacdo acerca

desses possiveis efeitos.
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1.1 Sepse: aspectos gerais

A sepse é uma sindrome complexa multifatorial deflagrada apods a
liberacdo de lipopolissacarideos bacterianos ou outras substancias microbianas
nos sistemas circulatério, linfatico, pulmonar, cardiovascular, renal e disfuncdo
gastrointestinal. Quando a cascata séptica €é ativada, uma importante
desregulagéo se inicia, de modo a progredir rapidamente para uma caracterizacéo
clinica resultante em faléncia de multiplos 6rgdos (STRECK et al., 2008),

conforme demonstrada na Figura 1.
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Figura 1 - Principais mediadores inflamatérios relacionados com a sepse mostrando a cascata da acéo das
substancias envolvidas no processo de instalagdo da sepse (Modificada de PINHEIRO DA SILVA et al.,
2013).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a sepse € um dos
maiores problemas de saude publica no Brasil, sendo considerada com alto indice
de prevaléncia entre pacientes hospitalizados, surgindo como uma das principais
causas de mortalidade hospitalar tardia, superando o infarto agudo do miocardio e
a neoplasia maligna. Sua alta mortalidade chega a 65% dos casos, representando
200.000 mortes por ano, enquanto a média mundial estd em torno de 30-40%,
com 150.000 casos de Obitos. Com base nesses resultados, um levantamento
feito pelo estudo Progress mostrou que a mortalidade por sepse em nosso Pais é
maior do que a de outros, como a india e a Argentina (WHO, 2010). A detecgdo
precoce desse tipo de infeccdo continua sendo um grande desafio para os
clinicos, sendo que os diagndsticos tardios frequentemente prejudicam os seus
esforgos de tratamento, contribuindo para a alta mortalidade (LIU et al., 2014).

Portanto, dada a sua gravidade, frente o carater sistémico e rapidamente
progressivo, pode-se compreender a razdo da sepse ser uma das mais
importantes complicacdes infecciosas da medicina contemporanea, ja que
apresenta alta incidéncia e grande potencial de evolucao para o 6bito (SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2012). A compreensédo dos mecanismos de acao de novos alvos
terapéuticos pode favorecer a reducédo dessa patogenia e fisiologia alterada, com
base nos estudos celulares e moleculares de disfuncdo de mudltiplos 6rgaos
(YAMADA, 2008).

Alteragbes nas funcdes fagocitérias, linfociticas nas células endoteliais e
regulacdo imune sdo evidenciadas nesse quadro, levando a uma
heterogeneidade na resposta do hospedeiro. O equilibrio homeostatico normal
desloca-se para um estado pré-coagulante por meio de alteracbes no fator
tecidual, antitrombina, proteina C e a inibicao da fibrindlise, o que pode resultar na
formacdo de trombos e insuficiéncia hemostatica paradoxal (KING et al., 2014).
Além disso, muitos mecanismos sdo responsaveis pela imuno-supressao induzida
por sepse, incluindo esgotamento apoptético de células do sistema imunoldégico,
aumento de células supressoras reguladoras e derivadas de mieléide T, exaustédo

celular, proliferacéo e producéo de citocinas (BALK, 2014; SHETH et al., 2014).



23

Na sepse, um mediador bastante estudado é o interferon-gama que € um
importante regulador da infec¢do e inflamacéo, o qual é liberado em pequenas
guantidades durante o periodo inicial da inflamacédo beneficiando o hospedeiro e
impedindo a saida das bactérias. Em um periodo mais tardio observa-se um
aumento nos seus niveis 0 que pode ser benéfico por estimular o sistema de
defesa do corpo (WANG et al., 2014).

Em um esforco para diagnosticar sepse e prever seus resultados, a
necessidade da investigacdo dos biomarcadores, como a proteina C reativa, proé-
calcitonina, citocinas pr6 e anti-inflamatorias. Assim, as alteracdes
imunopatol6gicas e coagulopéaticas que ocorrem nesse tipo de infeccdo estdo
correlacionadas aos mediadores inflamatérios como potenciais biomarcadores de
diagnéstico e prognéstico e manejo clinico do paciente séptico (KING et al.,
2014).

Inicialmente, foi presumido que esses mediadores apenas interferem com a
replicacdo viral, mas estudos experimentais subsequentes mostraram que ele
protege também o individuo contra infec¢des bacterianas, e fungos patogénicos.
Sua funcdo mais importante é a de ativacdo de macrofagos, que auto-regula a
expressdo dos complexos principais de histocompatibilidade | e Il, sendo entédo
envolvidos nas vias de processamento e apresentacdo de antigenos, também
mediando funcdes como atracdo de leucdcitos, maturacdo e diferenciacdo da
atividade das células e producdo de imunoglobulina (WANG et al., 2014).

Com a necessidade do conceito definido da patogénese da sepse, em
relacdo as suas complicacdes multiplas infecciosas, ela continua a ser uma séria
ameaca aos pacientes. Quanto mais tempo o quadro séptico persiste, maiores
sdo as chances de um paciente desenvolver um profundo aumento na
imunossupressédo, 0 que explica o fato dos pacientes sofrerem uma alta taxa de
infeccédo hospitalar (BOOMER et al., 2014; JUNG et al., 2013).

Apesar de uma série de ensaios clinicos realizados na é&rea, varios
protocolos de tratamento ou de gestdo tém sido mostrados ser eficazes no
combate a sepse e septicemia (MAYER et al., 2013). Embora questdes criticas

permanecam sem respostas, esses novos conhecimentos na compreensédo da
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resposta imune sobre o0s seus mecanismos sdo susceptiveis de conduzir a
abordagens terapéuticas eficazes, que podem melhorar a evolucdo clinica dos
pacientes (BALK, 2014; STECKERT et al., 2014).

A encefalopatia séptica se destaca como uma das mais sérias sequelas
neuroldgicas, sendo considerada uma complicacao frequente que ocorre no SNC
em decorréncia da desregulacdo dinamica de uma rede complexa de sistemas.
Muitas vezes, ela se manifesta antes mesmo do comprometimento de outros
6rgdos e sistemas (PYTEL e ALEXANDER, 2009). E importante entender a sua
patogénese que, por sua vez, permitird investigar drogas para evitar a sua

influéncia negativa na sobrevivéncia dos pacientes (SALES-JUNIOR et al., 2006).

Considerando os conhecimentos relacionados a esse tipo de encefalopatia,
varias caracteristicas podem ser observadas como, por exemplo, falha da
microcirculacdo que precede alteracdes nas respostas de potenciais evocados,
alteracdo na barreira hematoencefélica, afetando a expressdo de moléculas
intercelulares levando a disfungdo mitocondrial (PYTEL e ALEXANDER, 2009).

Se pode ser considerada uma sequela comum em UTIs e a sua gravidade
esta correlacionada com a mortalidade que € induzida pela resposta inflamatéria
sistémica (STRECK et al., 2008), uma melhor compreensdo desse quadro nos
permitird definir estratégias terapéuticas mais eficazes que irdo melhorar as
funcdes neuroldgicas e sobrevida dos pacientes. As mais recentes descobertas
envolvendo a participacdo dos receptores adenosinérgicos podem,
provavelmente, ser alvos importantes para futuros investimentos farmacéuticos na

abordagem aqui apresentada.
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1.2 Papel do sistema adenosinérgico nas condi¢des fisiolégicas

A adenosina € um nucleosideo de purina que compreende uma molécula
de adenina ligada a uma porcao de acUcar ribose, por meio de ligacdes
glicosidicas, sendo um importante regulador em todo o corpo (JOHN et al., 2012).
Estando presentes no meio extracelular, este mediador desempenha um papel em
muitos processos bioquimicos, além de proteger as células e tecidos, quando eles
passam por danos imunolégicos (GETTYS et al., 2013; LONGHI et al., 2013).

Sob condicbes fisioldgicas normais, 0s niveis de adenosina
no microambiente do tecido sdo baixos e certamente inferiores ao limiar de
sensibilidade das células do sistema imunolégico. No entanto, durante a hipéxia,
isquemia, inflamacédo, infeccdo, estresse metabdlico e transformacéo tecidual
tumoral, esses niveis podem aumentar rapidamente, alterando os tecidos. Diante
disso, sinais de dupla funcdo de sinalizacdo de lesdo tecidual em uma forma
autocrina e paracrina sdo observados, provocando uma série de respostas

teciduais que podem ajudar na protecéo dos 6rgaos (LONGHI et al., 2013).

Dessa forma, a adenosina desempenha duas fun¢des importantes: como
mensageiro intracelular homeostatico em todas as células, e como um
neuromodulador controlando a liberagéo de neurotransmissores e a excitabilidade
neuronal (SHEN et al., 2009). Portanto, os mecanismos envolvidos na geracgéo de
adenosina, sdo de consideravel interesse terapéutico bem como as suas vias de
sinalizagédo (KUMAR, 2013).

Acredita-se que a adenosina desempenha um papel importante em varias
doencas, por meio de dois processos, um com a enzima fosfatase alcalina e com
0 seu duplo modo de acao, no qual o maior destaque foi gerado para a fosfatase
alcalina, que é capaz de reduzir consequentemente a inflamacédo, por meio da
desfosforilacdo da endotoxina lipopolissacarideo (LPS), que é um importante
mediador da septicemia (ESTHER et al., 2014).

O ATP liberado durante o estresse celular causado pela inflamacgéo e
hipéxia também tem efeitos prejudiciais, mas pode ser convertido pela fosfatase
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alcalina para adenosina com efeitos anti-inflamatérios e teciduais protetores
(ESTHER et al., 2014). Enquanto as pesquisas iniciais apontam para o papel da
adenosina como um metabodlito do ATP e de adenosina monofosfatociclico
(AMPc), a sua importancia € agora amplamente reconhecida como um modulador

da neurotransmisséo e comportamentos complexos (LONGHI et al., 2013).

Todos os efeitos de adenosina compreendem um grupo de receptores
acoplados a proteina G que medeiam suas acdes fisiologicas e bioldgicas.
Atualmente, quatro subtipos foram clonados e identificados em diferentes tecidos:
A1, Aza, Azs € Asa. Suas caracteristicas bioguimicas e cascatas de sinalizacdes
estdo associadas a cada receptor ao qual se ligam, fornecendo informacdes sobre
como eles sédo regulados em resposta a acdes agonistas, exercendo grande
afinidade (A;, Aza) e pequena afinidade (Azs, Asa) pela adenosina, com
distribuicdo diferencial no cérebro, localizacdes distintas, vias de transducao de
sinal e diferentes meios de regulacéo apds a exposicdo aos agonistas (ARAB et
al., 2013; SHETH et al., 2014).

Ocorrendo uma interacdo cada vez mais complexa entre os membros da
familia de receptores de adenosina e sua ampla distribuicao e funcées com outros
grupos de receptores, a adenosina produz geralmente efeitos favoraveis nas suas
atividades, como, por exemplo, melhoria do equilibrio entre a utilizacéo da energia
e da oferta do miocérdio, limitando a lesdo e remodelacdo adversa, suprimindo a
inflamagéo (JOHN et al., 2012).

Estes receptores acoplados a proteina G mediam respostas variadas no
corpo como modulagdo de fluxo coronario, frequéncia cardiaca e contracao,
cardioprotecdo, regulacdo inflamatéria e controle do crescimento celular e
remodelacdo do tecido (JOHN et al., 2012). Embora esteja constitutivamente
presente no sistema biolégico extracelular em concentrac6es muito baixas (<1M),
ela aumenta sob condicdes estressantes (inflamacdo, por exemplo), no qual o
nivel de adenosina no plasma sobe para 4-10M (RIBEIRO e SEBASTIAO, 2010).

O potencial da farmacoterapia adenosinérgica pode ser plenamente
realizada com base na maior compreensao dos papéis dos receptores de
adenosina em condic¢@es fisiologicas e patoldgicas, com foco na capacidade do
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seu sistema receptor para regular a funcédo celular, interferindo nos alvos
estressores, e mediando respostas adaptativas de longo prazo (JOHN et al.,
2012).

ao Proteina
U guinase A

Figura 2 — Esquema da regulacdo dos receptores adenosinérgicos Az acoplados a proteina Gs, estimulando
a enzima adenilato ciclase na producdo de AMPc e ativacdo da proteina quinase A. Os receptores A; sdo
acoplados a proteina Gi, que inibem a sinalizacdo dependente de AMPc (Adaptado de BOISON, 2011).

Quando os niveis de adenosina aumentam diante do estresse, seus alvos
apresentam interacdes com varios outros receptores e segundos mensageiros
intracelulares, cujas respostas podem variar conforme os subtipos de receptores
adenosinérgicos que, tradicionalmente, sdo classificados de acordo com o seu
acoplamento diferencial na adenilato ciclase para regular os niveis de AMPc
(SHETH et al., 2014).

Os receptores A; e Aspn sdo acoplados a proteinas G;, enquanto 0s
receptores adenosinérgicos Aa € Ay sao acoplados a proteinas Gs. Os
receptores A; sao amplamente distribuidos por todo o cérebro e tém niveis
elevados no hipocampo, coOrtex cerebral, cerebelo, nucleos hipotalamicos,
astrocitos, oligodendrdcitos e microglia, estimulando a liberacdo de diversos
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neurotransmissores em regides sinapticas, tais como o glutamato, dopamina,
acetilcolina e serotonina, resultando em aumento da excitacdo, vigilia e atencéo
(SHETH et al., 2014).

Os receptores Ayp com localizagdo mais restritiva no estriado estdo
presentes em bulbo olfatério, neurbnios, microglia, oligodendrécitos,
possivelmente astrécitos, espinhas dendriticas, regifes pos-sindpticas dos
ganglios basais e em regides pré-sindpticas no hipocampo, onde modulam a
liberagdo de neurotransmissores, tais como o glutamato, a acetilcolina e
noradrenalina. Em niveis moleculares, os receptores A,x mostraram por interagir
com outros tipos de receptores, incluindo os de dopamina D,, de adenosina A;, de
canabindides CB;, de glutamato metabotropico subtipo-5 e nicotinico de
acetilcolina, ampliando o leque de possibilidades utilizadas pela adenosina para
interferir com a comunicacao da funcao neuronal (SHETH et al., 2014).

Com isso, a ativacdo desses receptores também modula a excitabilidade
neuronal e plasticidade sinaptica, estando no centro de uma rede
neuromoduladora que afeta uma gama de funcfes neuropsiquiatricas por interagir
com varios sistemas de neurotransmissores e integra-los, especialmente aos
sistemas de via de neurotransmissdo dopaminérgica e a glutamatérgica, as quais
suas integracbes ocorrerm em varios niveis afetando diversos tipos de
comportamentos, como a atividade locomotora, o ciclo vigilia-sono, ansiedade,
depresséo, aprendizagem e memoéria (CHEN e CHERN, 2011; SHEN et al., 2009).

Os receptores de adenosina Azz exibem uma baixa afinidade para o
agonista enddégeno em comparacdo com 0s subtipos Ai;, Aa € Asa. Estes
receptores sdo expressos no trato gastrintestinal, bexiga, pulmao, mastocitos,
olho, tecido adiposo, cérebro, rins, figado e outros tecidos, sendo encontrados em
niveis baixos em células neuronais e gliais, tais como microglia e astrécitos
(SHETH et al., 2014; TRINCAVELLI et al., 2014).

Os receptores de adenosina Az, por sua vez estdo presentes em niveis
baixos no hipocampo, cortex, cerebelo, estriado, astrécitos e microglia, sendo
alvos promissores de drogas para uma série de doencas e, atualmente, varias

pesquisas tém procurado desenvolver agonistas e antagonistas seletivos desses
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receptores, porém seu papel fisiolégico merece ser mais investigado (DAL-BEN et
al., 2014).

A sincronizagdo neuronal anormal é um dos aspectos centrais da
fisiopatologia de doencas neurolégicas. A adenosina parece estar envolvida na
homeostasia cerebral e tem um papel ainda néo totalmente esclarecido em varias
doencas psiquiatricas (CHEN e CHERN, 2011; FERRE, 2009). Apesar disso,
muitas terapias a base desse neurotransmissor, estdo evoluindo rapidamente em
estudos pré-clinicos e clinicos para o tratamento de doencas neurolégicas (ARAB
et al., 2013).

Nos ultimos anos, a cafeina, um antagonista dos receptores de adenosina,
que faz parte da familia das metilxantinas (1,3,7- trimetilxantinas), passou a ser
um alvo para muitas investigacfes em varios campos da ciéncia, isto porque é
uma das substancias psicoativas mais ingeridas no mundo, encontrada em mais
60 espécies vegetais, (FISONE et al., 2004; VERMA et al.,, 2013). A sua
popularidade é atribuida aos seus beneficios perceptiveis pela forte atuacéo
estimulatdria no organismo, interferindo no humor e nos desempenhos cognitivo,
psicomotor e fisiologico (HECKMAN et al., 2013). Dessa forma, é importante se
considerar maiores informacdes sobre os alvos de acdo dessa substancia e

possiveis contribuicbes que podera exercer na pesquisa em questao.
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1.3 Interferéncia da cafeina no sistema adenosinérgico

A cafeina € uma das drogas psicoestimulantes mais consumida no mundo.
Sua aplicabilidade é conhecida pela associacdo de sua ingestao em afetar alguns
dos processos humanos basicos e fundamentais no organismo, como 0 sono,
estados de excitacdo, aprendizagem e memoria. Funciona como um bloqueador
nao seletivo dos receptores de adenosina (A1, Aza, Az € Asp) € tem sido
relacionada com regulacdo da frequéncia cardiaca, a contracao/relaxamento dos
musculos cardiacos e lisos, e sinalizacdo neural (FISONE et al., 2004; RIVERA-
OLIVER e DIAZ-RIOS, 2014).

Desde o final da década de 1990, estudos que utilizam os antagonistas dos
receptores de adenosina, como a cafeina, para bloquear seus receptores,
voltados para os subtipos A; e Aza tém mostrado sinalizacdo para reduzir os
danos fisicos, celulares e moleculares causadas por uma lesdo medular bem
como um acidente vascular cerebral (infarto cerebral) e outras doencas
neurodegenerativas, tais como as doencas de Parkinson e Alzheimer, por
exemplo. Outros estudos utilizando agonistas do receptor de adenosina, também
tém demonstrado proporcionar um efeito neuroprotetor em diferentes modelos de
doencas neurodegenerativas por meio da reducdo da liberacdo de
neurotransmissor excitatorio, apoptose e respostas inflamatorias, entre outros
(RIVERA-OLIVER e DIAZ-RIOS, 2014).

Este psicoestimulante tem perfil farmacocinético e farmacodinamico bem
compreendidos (HECKMAN et al.,, 2013). As suas formas de administragéo
podem ser realizadas por vias oral, intraperitoneal, subcutanea ou intramuscular.
Apés o consumo oral, a cafeina é rapidamente, e quase que completamente,
absorvida pelo trato gastrointestinal, atingindo niveis de picos plasmaticos em
cerca de 30 minutos ap6s o consumo, com um tempo de Y de eliminacéo
variando de 2,5 a 10 horas (MAGKOS e KAVOURAS, 2005). E rapidamente
distribuido no corpo e encéfalo, sendo metabolizado no figado, enquanto que uma
pequena fracdo (menos de 5% da dose ingerida) é excretada de forma nédo
alterada na urina (KUMAR, 2013).
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Uma substancia psicoativa, cuja presenca estd em diversos componentes
de alimentos, com a grande maioria das contribuicbes alimentares provenientes
do consumo de bebidas, traz o café como um dos principais contribuintes para a
ingestdo de cafeina em quase todas as faixas etérias. Refrigerantes e cha
proporcionaram uma maior porcentagem de cafeina nas faixas etérias mais
jovens (<18 anos) (MITCHELL et al., 2014). O Brasil € o segundo maior
consumidor global de café, atras apenas dos EUA. No consumo por habitante, os
lideres mundiais séo Finlandia, Noruega e Dinamarca (HECKMAN et al., 2013).

Os brasileiros estdo consumindo mais xicaras de café por dia e
diversificando as formas da bebida durante o dia, adicionando ao café filtrado
consumido nos lares também os cafés expressos, cappuccinos e outras
combinacdes com leite. O consumo de café no Pais, segundo a Associacdo
Brasileira da Industria de Café (ABIC), devera crescer até 3% em 2013, o que
elevaria o consumo interno para cerca de 21 milhdes de sacas (BEZERRA et al.,
2013).

Dentre as formas comercializadas de cafeina, h4 o consumo diario na
ingestdo do café (ASCHERIO et al.,, 2011), que é um complexo quimico
constituido de mais de 1.000 diferentes compostos, incluindo a cafeina. Devido a
presenca desses compostos fitoquimicos, o café possui alta atividade como
antioxidante medido pelos ensaios de capacidade de observancia dos radicais de
oxigénio, com alto poder no combate aos radicais livres (CHU et al., 2009).

Mitchell et al. (2014) mostraram que 85% da populacdo dos EUA consome
por dia pelo menos uma bebida com cafeina. Os maiores consumidores estédo
entre as faixas etarias variando entre 50-64 anos (226 + 2 mg/dia). A ingestao de
90% dessa substancia foi de 380 mg/dia para todas as idades. Sua atuacgao
também acontece nos componentes de muitas combina¢cfes de medicamentos
comercializados para o alivio dos sintomas algicos (dores de cabeca, por
exemplo) e relaxantes musculares (MARIN et al., 2011).

Apesar de alguns estudos relatarem que a cafeina seja considerada uma
substancia que pode produzir dependéncia (OGAWA e UEKI, 2010), quando

administrada aguda e cronicamente, parece ter apenas pequenas consequéncias
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negativas a saude. Por esta razdo, e porque poucos usuarios relatam perda do
controle sobre o seu consumo, as agéncias governamentais ndo impuseram

restricdes na sua ingestao diaria (KILLER et al., 2014).

Outra observacdo que reforca o efeito da cafeina, além de sua atuacao
como antagonista dos receptores da adenosina A; e Aza no SNC, é a inibicdo da
enzima fosfodiesterase, responsavel pela destruicdo do mediador quimico
intracelular denominado AMPc, levando ao seu aumento, fazendo com que seus
efeitos melhorem o desempenho e resisténcia no ser humano, no entanto, seria
necessaria uma concentracdo 20 vezes maior para alcancar os seus efeitos
(FRIEDMAN et al.,1998; WAKE et al., 2000). Para bloquear os receptores do
acido gama-amino-butirico A (GABA,), a concentracdo deve ser 40 vezes maior;
e para mobilizar o calcio dos depésitos intracelulares sdo necessérias

concentragdes 100 vezes maiores (FREDHOLM et al., 2012).

A utilizacdo aparentemente paradoxal de agonistas adenosina e
antagonistas dos receptores de adenosina como agentes neuroprotetores foi
atribuida a diferencas nos niveis de dosagem, o método de administracdo de
farmaco, concentracdo extracelular de neurotransmissores excitatorios e estagio
de progressdo da doenca (RIVERA-OLIVER e DIAZ-RIOS, 2014). Os efeitos da
cafeina normalmente sdo dependentes da dose, mas tipicamente bifasico, isto &,
baixas doses s&o percebidas como prazerosas e estimulantes, enquanto que o
efeito contrario é observado com altas doses (ARENDASH e CAO, 2010).

O uso agudo de cafeina tem atividade como neuroprotetor endégeno do
cérebro apos a infec¢éo, assim evitando a morbidade (CLARK et al., 2010). Ela
afeta a liberacdo de dopamina e varios outros neurotransmissores, incluindo a
noradrenalina, acetilcolina, serotonina e glutamato (LONGHI et al., 2013). Pelo
fato desses neurotransmissores estarem amplamente distribuidos por todo o
cérebro, provavelmente eles sejam responsaveis pelo efeito estimulante da
cafeina (FRARY et al., 2005).

Muitos individuos se adaptam ao consumo de cafeina em decorréncia de
sua proépria tolerancia, de tal forma que o habitual estd em uma faixa entre os

efeitos reforgadores e aversivos (FREDHOLM et al., 2012). Este psicoestimulante
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afeta as funcbes do encéfalo, principalmente por conta de suas afinidades pelos
receptores Aza €, como consequéncia, exerce um papel na modulacdo
dopaminérgica. O seu efeito antagonista dos receptores de adenosina pode
também implicar em um mecanismo de acdo dopaminérgico, tais como a
liberacdo dos neurotransmissores como a serotonina e acetilcolina (FERRE,
2008; FERRE et al., 2008).

Os efeitos do café e da cafeina parece também proteger contra doencas
neurodegenerativas, incluindo os seus alvos moleculares, modificagcdes e
adaptacdes neurofisioldgicas, bem como potenciais mecanismos que determinam
as acOes neuroprotetoras e comportamentais. A cafeina preveniu a perda da
coordenacdo motora bem como o surgimento do processo decorrente de quadro
infeccioso associado a doenca (TAN et al., 2013)

Outras conclusdes apresentadas indicaram multiplos efeitos benéficos
dessa metilxantina para normalizar as fungbes cerebrais e prevenir sua
neurodegeneracdo como, por exemplo, o modelo para o tratamento de Doenca de
Alzheimer (FERRE, 2010). O impacto positivo da cafeina na cognicao identificou
0s receptores Aza da adenosina como o0s principais alvos moleculares no processo
de neuroprotegéo no tratamento dessa doenca promovido diante do seu consumo
(FERRE, 2010; TAN et al., 2013).

Dessa forma, considerando a abrangéncia de informac¢des que medeiam as
acOes da cafeina no organismo, cabe melhor discorrer sobre os efeitos dela no

SNC, com enfoque voltado mais para ansiedade, depressdo e memodria.
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1.4  Efeitos do sistema adenosinérgico e cafeina no SNC

A adenosina esta presente em todos os tecidos do organismo, modulando
processos fisiolégicos importantes e efeitos no SNC (POPOLI e PEPPONI, 2013).
Vérios trabalhos indicam que ela pode ser um agente neuroprotetor endégeno
central, uma vez que previne o dano causado por isquemia e excitotoxicidade,
advindo de influéncia dos receptores de adenosina A; € A;a NOS mecanismos
neuroprotetores (MITCHELL et al., 2014; NELSON et al., 2014).

Esse mediador quimico esta envolvido nos processos de comportamento,
tais como funcdo motora, ansiedade, depressao, recompensa e dependéncia de
drogas ilicitas, também em doencas humanas como, por exemplo, outras doencas
neurodegenerativas: Parkinson, a esquizofrenia e a deméncia, desempenhando
um papel importante em perturbacdes afetivas (MUSTARD, 2013). As evidéncias
clinicas e experimentais mostraram que a atividade adenosinérgica também esta
envolvida na mania bipolar, distarbios de panico e comportamento agressivo
(CASTRO et al., 2012).

Doencgas neurodegenerativas sao algumas das mais temidas enfermidades
na sociedade moderna, sem tratamentos eficazes para retardar ou parar esta
neurodegeneracao. Varias décadas, apds a primeira tentativa de tratar a doenca
de Parkinson usando cafeina, trouxe enorme quantidade de informac¢des sobre o
seu potencial efeito benéfico, bem como medicamentos de adenosina sobre as
principais doencas neurodegenerativas (CHEN e CHERN, 2011).

Assim, no que diz respeito a doencas neurodegenerativas, esses
potenciais beneficios das metilxantinas, como a cafeina por exemplo, contrapoem
alguns médicos que desencorajam o consumo regular de cafeina na populacéo
com idades mais avancadas. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos
moleculares pelos quais a cafeina esta fornecendo esta neuroprotecdo (CHEN e
CHERN, 2011; MUSTARD, 2013).

As investigacdes clinicas, farmacoldgicas e modelos de roedores também
tém avaliado os receptores de adenosina em varios tipos de ansiedade, cujas
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respostas tém sido parcialmente atribuidas aos receptores A; ou A;
(BERRENDERO et al., 2003; BILBAO et al., 2006; MUSTARD, 2013). Escudeiro
et al. (2013), por exemplo, realizaram um estudo em camundongos em que
compararam o efeito da adenosina com o da cafeina, teofiina e as suas
combinacgdes. Os animais foram avaliados nos testes de labirinto zero e labirinto
em cruz elevado (LCE) para comparar diferentes parametros a ansiedade. A
adenosina mostrou efeito ansiolitico em todas as doses administradas (10, 25, 50
e 100 mg/kg), ao passo que a cafeina (8, 15, 30 e 60 mg/kg) e a teofilina (30 e 60
mg/kg) mostraram acgdo psicoestimulatorias em doses mais baixas e efeitos
ansiogénicos em doses altas. O estudo sugeriu o envolvimento do receptor

adenosinérgico em comportamentos relacionados a ansiedade.

Além dos aspectos relacionados a ansiedade, a depressdao também
merece atencéo, segundo a OMS, 121 milhdes de pessoas sofrem de depresséo
em todo o mundo, de tal forma que o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking da
prevaléncia da doenca entre os paises em desenvolvimento, ndo deixando
marcas aparentes, pois é impossivel de ser diagnosticada por exames de imagem
e, além de ser confundida como uma tristeza normal, os seus sintomas podem
passar despercebidos. Diante desse panorama, a depressao é a quarta principal
causa de incapacitacdo em todo o mundo e, de acordo com projecbes da OMS,
em 2030 ela sera o mal mais prevalente do planeta, a frente da neoplasia maligna
e de algumas doencgas infecciosas (WHO, 2013).

A depressao também parece ser influenciada pelos mesmos sistemas de
receptores (CASTRO et al.,, 2012). Esta € uma doenca séria e recorrente que
afeta cerca de 17-20% da populacdo mundial, podendo também resultar em morte
prematura, com maiores consequéncias econdmicas e sociais (KESSLER et al.,
1994). O teste do Nado forcado € um modelo experimental usado para avaliar
comportamento sugestivo de depressédo em roedores de pequeno porte, podendo
ser caracterizado pela anedonia (perda de interesse ou prazer), mudangas nos
eixos hipotalamo-hipéfise-suprarenal, alteracdes no peso do corpo e glandulas
adrenais (HARRO et al., 2011). Todos estes sintomas sdo consistentes com a
depressdo humana e podem ser tratados com antidepressivos (PERRY et al.,
2014).
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Além disso, varios estudos tém demonstrado que os sobreviventes a sepse
apresentam comprometimento cognitivo a longos prazos, incluindo alteracdes na
memoria, atencdo, concentracdo e/ou perda global de funcdo cognitiva. No
entanto, a patogénese e historia natural da encefalopatia séptica e disfuncéo
cognitiva sdo ainda pouco conhecidas e melhor compreensédo destes processos é
necessario para o desenvolvimento de intervencdes preventivas e terapéuticas
eficazes (STRECK et al., 2008).

Os sistemas pelos quais a cafeina modula a atividade do cérebro via os
receptores de adenosina podem, provavelmente, se constituir em alvos
promissores de investimentos envolvendo novas terapias farmacoldgicas que
possibilitardo uma melhor qualidade de vida dos pacientes sépticos. Diante disso,
nossa proposta é avaliar os efeitos dessa metilxantina nas sequelas

comportamentais e cognitivas decorrentes de uma provavel encefalopatia séptica.



2 OsieTIvOs
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2.1 Geral

Avaliar os efeitos comportamentais e cognitivos da cafeina em ratos

sobreviventes a sepse experimental.

2.2 Especificos:

— Observar 0s parametros comportamentais relacionados a locomocgéo,
ansiedade e depressdo de ratos que passaram por procedimentos cirdrgicos

com e sem processo inflamatorio sistémico;

— Avaliar as alteragcbes cognitivas dos ratos nas mesmas condi¢cdes

experimentais;

— Investigar as propriedades da cafeina nas alteracdes de comportamentais e
déficits cognitivos decorrentes das condicdes cirirgicas com e sem processos

inflamatoérios sistémicos.



3. MAaTerIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Para a realizacdo dos testes experimentais foram utilizados ratos Wistar
machos (n=80), com 2,5 meses, média de 300g, provenientes do Biotério da
Faculdade Sena Aires (Valparaiso de Goias-GO) e mantidos durante o periodo de
uma semana para habituacdo no Laboratério de Patologia, da Faculdade de
Medicina/UnB. Os animais foram alojados em grupos de dez por caixa, mantidos
em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente, com agua e ragao ad

libitum.

Todos os critérios da pesquisa estiveram de acordo com as normas
estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Brasilia (protocolo 33880/2009), conforme

comprovante anexado na pagina 86.

3.2 Drogas e solugdes

A cafeina - CAF (Sigma), foi administrada na dose de 10 mg/kg por via oral
(v.0.) diluida em solucéo fisiologica (0,9%). O anestésico ketamina (80 mg/kg) e o
relaxante muscular xilazina (10 mg/kg), usados para a sedacdo dos animais,
foram provenientes da Syntec, administrados por via intraperitoneal (i.p.) em
associacao, sem qualquer diluicdo prévia. Os antibiéticos clindamicina (25 mg/kg)
e gentamicina (3 mg/Kg) foram obtidos do Laboratério EMS, sendo diluidos em
solucdo fisiologica (0,9%) e administrados também por via i.p. durante uma

semana pos procedimentos cirdrgicos.

As doses consideradas no presente estudo estdo de acordo com pesquisas
prévias realizadas por nosso grupo de trabalho (LEITE et al., 2013) e informacfes
literarias provenientes de artigos cientificos indexados internacionalmente
(BARICHELLO et al., 2005, 2007; COMIM et al., 2011a, 2011b).
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3.3 Cirurgiade Ligadura e Perfuracéo Cecal (CLPC)

Apés serem anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
via i.p., 0s animais passaram pelos procedimentos demonstrados na Figura 3. Foi
feita a tricotomia na parte ventral dos animais, seguida da incisdo central de
aproximadamente 2 cm, para a exposi¢cao do ceco e obstrucao (ligadura parcial)
no segmento distal préximo da valvula ileocecal. O ceco foi perfurado com agulha
14G na borda antimesentérica. Ap6s a verificacdo da saida de fezes do ceco,
essa estrutura foi retornada a cavidade abdominal. A incisdo cirargica foi fechada
em 2 planos de sutura fascia e musculos abdominais com poliéster 4 (0) em
pontos continuos. No final dos procedimentos, foi administrado um volume de 3
mL de solucdo salina, via subcutanea (s.c.), como liquido de reanimacao. Os
animais controles (Operagcdo Ficticia-OF) passaram por todas as etapas
cirdrgicas, porém sem perfuracao do ceco e ligadura (LEITE et al., 2013).

Figura 3 - Cirurgia de ligadura e perfuracdo cecal (CLPC). A= Incisdo central no ventre do rato e exposi¢do
do ceco, B= A seta representa o local de ligadura com posterior perfuracéo do ceco e liberacdo das fezes. C=
Insercdo do orgdo perfurado na cavidade abdominal, seguida de sutura interna e externa, D= Incisdo
cirlrgica suturada, E= animais em recuperacao cirdrgica. OF= Operacdo ficticia.
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Foram realizados dois regimes de tratamento: 1) subcrénico: uma semana
antes e uma semana apoés os procedimentos cirargicos, e 2) agudo: uma semana
poés-procedimentos cirdrgicos. Os animais foram divididos em grupos, conforme
demonstrado abaixo. Ap6s uma hora da ultima administragdo da CAF, os animais
foram avaliados em diferentes modelos experimentais, conforme o tipo de

avaliacdo comportamental ou cognitiva.

Quadro 1 - Especificacdo dos grupos dos animais usados no
procedimento experimental por cada regime de tratamento

Grupos Tratamentos n*
1 OF SAL 10
2 OF CAF 10
3 Sepse SAL 10
4 Sepse CAF 10

* n total=80 (considerando 2 regimes de tratamentos)

3.4 Modelos experimentais
3.4.1 Teste do Campo Aberto

Aparato: Arena em madeira (60x60x35cm), com o chdo dividido em nove

guadrantes de 20x20 cm (Figura 4).

Fundamento: A avaliacdo neste teste € um procedimento que tem a finalidade de
se observar a locomocédo de animais de pequeno porte. Em um primeiro
momento, sabe-se que ratos, assim como os seres humanos, podem reagir ao
ambiente considerado “novo” e apresentar uma resposta aversiva, caracteristica
de congelamento (do inglés freezing), que € um comportamento tipico que, muitas
vezes, 0s animais usam como forma de diminuir as detecc¢des auditivas por parte
dos predadores. No entanto, em um segundo momento, ele tende a explorar o
ambiente onde se encontra (LUCENA et al., 2010).
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Figura 4 — Teste do Campo aberto dividido em 9 quadrantes para avaliar a atividade locomotora dos ratos.
Inicialmente, o animal é posicionado no centro da arena para, posteriormente, explorar o equipamento
durante 5 min.

Procedimento experimental: Antes do inicio dos experimentos, os animais foram
levados ao laboratdrio por um periodo de, no minimo, uma hora, para aclimatacéo
e habituagcdo ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi considerada
guando o animal atravessava um dos quadrantes do campo aberto com as quatro
patas. Cada animal foi testado por um periodo de 5 min. Todos 0s experimentos
foram conduzidos entre 08:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar a influéncia de

variagcdes circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais.

3.4.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

Aparato: Equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chéo,
com dois bragos fechados (50x10x40cm) e dois abertos (50x10cm), opostos entre
si (HANDLEY e MITHANI, 1984). Uma protecao de acrilico transparente de 1 cm
de altura circundava os bragos abertos com o objetivo de impedir a queda dos
animais do LCE (Figura 5).

Fundamento: O LCE é baseado na aversédo natural que roedores apresentam
pelos bracos abertos do labirinto (CRUZ et al., 1994, MONTGOMERY, 1955).
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Quando sao forcados a permanecerem nesses bracos mostram manifestacdes
fisiologicas e comportamentais de medo, tais como congelamento, defecacdo e
aumento nos niveis de corticosteréides plasmaticos (PELLOW et al., 1985).

Como consequéncia, eles permanecem um tempo maior nos bragos fechados.

Estudos de Treit et al. (1993) indicaram que o fator de maior contribuicéo
para esta “reacdo de medo” era a falta das paredes altas nos bragos abertos, que
impedia a tigmotaxia. A proporcdo da exploracdo total nos bracos abertos
determinava uma medida de ansiedade, de tal modo que o0 aumento nas
porcentagens de tempo e de entradas nos bracos abertos era considerado como
indicativo de a¢éo ansiolitica de drogas (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELLOW et
al., 1985).

Figura 5 - Teste do Labirinto em cruz elevado utilizado para se avaliar a resposta ansiolitica ou ansiogénica
das substancias administradas nos ratos. O animal € sempre colocado no centro do labirinto para ter a
escolha de explorar os bracos abertos ou fechados durante um periodo de 5 min.

Procedimento experimental: Cada rato foi posicionado no centro do LCE, com a
face voltada para um dos bracos fechados e colocado para explorar o
equipamento por 5 min. O pesquisador fez as anotacées do numero de entradas e
do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos (EBA e TBA,
respectivamente) e o nimero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais
nos bragos fechados (EBF e TBF, respectivamente). As porcentagens de EBA

(%EBA) foram calculadas em relagdo ao numero total de entradas nos dois
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bracos e ao tempo de exploracdo nesses bracos em relacdo ao tempo total do
experimento. Essas porcentagens (%) da EBA e TBA foram calculadas de acordo
com as férmulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e (TBA/TBA+TBF)x100, respectivamente
(PELLOW et al., 1985). O efeito ansiolitico ou ansiogénico foi definido pelo
aumento ou diminuicdo, respectivamente, na propor¢cdo das EBA, relativo ao
namero total de entradas em ambos os bracos, e no tempo de exploracdo
naqgueles bragos, relativo ao tempo total experimental.

3.4.3. Teste do Nado forcado

Aparato: Neste teste, os animais foram colocados em um cilindro Plexiglass (30
cm de diametro e 50 cm de altura), contendo 40 cm de volume de agua a uma
temperatura de 23 £ 1°C por 5 min (PORSOLT et al., 1977) (Figura 6).

Procedimentos experimentais: Os ratos exibiram dois tipos de comportamentos
em um tempo de 5 min: fuga, que foi observada nos primeiros dois minutos; e
imobilidade continua nos trés dltimos minutos (permanecer flutuando, mantendo
somente 0S movimentos minimos necessarios para manter a cabeca fora da
agua). Os dois minutos iniciais (fuga) foram considerados para habituacdo ao
teste. O tempo da imobilidade foi definido como indicativo de comportamento
sugestivo de depressédo (CRYAN et al., 2002; KIRBY e LUCKI, 1998).

| = &

Figura 6: Aparato utilizado para o Teste do Nado forgado, realizado em um tempo total de 5 min, onde 0s 2
primeiros minutos séo considerados para habituacao.
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3.4.4 Esquivainibitéria do tipo step-down

Aparato: O aparelho de esquiva (EP-104 INSIGHT) consiste em uma caixa de
vidro e metal medindo 50 x 25 x 25 cm com uma plataforma de 5 cm de altura, 8
cm de largura e 25 cm comprimento. No canto esquerdo apresenta uma série de
barras de aluminio, distribuidas com uma distancia de 1 cm entre si, que constitui

o0 assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 7).

Fundamento: A medida da laténcia avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo
step-down tem sido um dos modelos experimentais usado por muitos laboratérios
na avaliacdo dos estudos envolvendo aprendizagem e meméria (CASTRO et al.,
2012; MAIA et al., 2009). Para tal, os parametros de avaliacdo envolvem uma
fase de treino e pés-treino e um choque de baixa intensidade, que serve de
estimulo aversivo para que o animal deixe de executar uma determinada tarefa
qgue foi a ele apresentada. Esse procedimento deve ser lembrado quando da

realizacdo de um teste proposto, como mecanismo de retencdo da memoria.

Figura 7 — Esquiva inibitdria do tipo step-down usada para avaliar a meméria de curta e longa duracao em
rato durante um periodo de 3 min.

Procedimento experimental: As etapas apresentadas a seguir sdo padronizadas
na area de investigacdo de memoria para este teste especifico.

- No primeiro dia da andlise, os animais foram habituados ao aparato,

permanecendo no interior do mesmo por 3 min.
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- No segundo dia, os animais foram cuidadosamente colocados na plataforma
em frente ao canto esquerdo da caixa de treino, com a face virada para o lado
oposto ao do observador. Assim que o animal desceu da plataforma e colocou
as quatro patas na grade recebeu um choque de 0,4 mA por 1 seg, sendo
retirado imediatamente da caixa de treino. A memoria de curta duracdo (MCD)
foi investigada 1 h apés o treino. No teste, o tempo (laténcia) maximo de 3 min
(180 seg) em que os animais levaram para descer com as quatro patas da

plataforma foi utilizado como indicativo de retencdo de memoria.

- No terceiro dia, os animais foram novamente colocados cuidadosamente na
plataforma em frente ao canto esquerdo da caixa de treino. A memodria de
longa duragéo (MLD) foi avaliada 24h ap0s o treino. Da mesma forma que na
MCD, o tempo (laténcia) maximo de 3 min (180 seg) em que 0s animais
levaram para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como

indicativo de retencdo de memodria.

Apbs observar cada animal nos testes, os aparatos foram limpos com alcool 10%
(v/v) para evitar que o odor do rato recém-testado interferisse no comportamento

dos demais que seriam avaliados.

3.4.5 Teste de Reconhecimento social

Aparato: Caixas plasticas de acondicionamento de ratos, onde os mesmos foram
habituados (Figura 8).

Fundamento: O teste de Reconhecimento social foi padronizado por Dantzer et
al. (1987) para avaliar memoria social de curto prazo, consistindo de duas
apresentacdes sucessivas (5 min cada), separadas por um curto periodo de
tempo onde o rato jovem (25-30 dias de nascimento), é colocado na caixa de um
rato adulto, ambos do mesmo sexo. Para se avaliar um possivel efeito facilitador
da memdria, na primeira exposicao o rato jovem é exposto ao rato adulto 1 hora
depois da administracéo das substancias. Durante as exposic¢des, é cronometrado

0 tempo em que o rato adulto leva para explorar/investigar o rato jovem (cheirar,
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lamber ou comportamento decorrente de qualquer tipo de aproximacgao). No final
da primeira exposicdo, o rato jovem € recolocado na sua caixa especifica e
reexposto ao mesmo animal, 2 horas depois.

O intervalo de 2 horas é usado como uma espécie de janela temporal para
testar substancias que melhoram a memdria. O que geralmente € aceito nesse
tipo de teste é que se o periodo no qual o animal foi avaliado for menor do que 40
min, o rato adulto exibird reconhecimento do rato jovem, o que sera indicado por
uma reducao significante no tempo de investigacdo social, durante a segunda
avaliacdo (DANTZER et al., 1987; PREDIGER et al., 2005). Entretanto, quando o
mesmo animal jovem for reexposto por um periodo mais longo (mais que 1 hora)
apos a primeira apresentacdo, o rato adulto demorarda muito mais tempo para
reconhecer o rato jovem, isto €, o tempo de investigacdo social na segunda
apresentacao sera similar aquele observado na primeira avaliacao.

ry

Figura 8 — Caixa de acondicionamento para avaliagdo da meméria de curto prazo de ratos no Teste de
Reconhecimento social por um periodo de 5 min.

Procedimentos experimentais: Para essa avaliacdo foram utilizados ratos
operados (adultos), e ratos com 25-30 dias (jovens), sendo que esses Ultimos
serviram somente de estimulo social para os primeiros. Os animais adultos foram
mantidos isolados em caixas plasticas durante 24 horas (42x34x17cm). Os ratos
jovens foram isolados somente 20 minutos antes de comecar 0s experimentos.
Apbs esse periodo de tempo, cada rato jovem foi colocado na caixa de um rato
adulto, em um intervalo de 5 min, quando foi cronometrado o tempo em que o rato

adulto levou para explorarfinvestigar o rato jovem, sendo que apds esse
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procedimento 0 jovem retornou a sua caixa e aguardou a préxima reexposicao

(ap0s 2 horas da primeira exposi¢ao).

3.4.6 Resumo do Desenho experimental
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Figura 9 — Delineamento dos procedimentos experimentais. A) Administracdo da cafeina (10 mg/kg, v.0.)
durante uma semana ap6s o0s procedimentos cirdrgicos (tratamento agudo); B) A cafeina foi administrada
durante uma semana antes dos procedimentos cirdrgicos e continuado por mais uma semana poés-
procedimentos cirdrgicos (tratamento subcrdnico); C) Os testes experimentais foram realizados, de forma
sequenciada: memoria (Teste da Esquiva inibitoria step-down- MCD), locomocdo (Teste do Campo Aberto),
ansiedade (Teste do Labirinto em cruz elevado),depressdo (Teste do Nado forcado), memoéria (Teste da
Esquiva inibitéria step-down- MLD) e Teste do Reconhecimento social. As avaliagbes forma realizadas no
dltimo dia de tratamento, 1h apds a ultima administracdo da cafeina.
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3.5 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média (e.p.m.)
de 10 animais por grupo. As comparacfes estatisticas foram realizadas pela
Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via e 0s grupos comparados entre si pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade indicativa de diferenca
estatisticamente significante foi de p<0,05. Para os dados do tempo de laténcia no
teste de esquiva inibitéria foi realizada uma analise ndo paramétrica utilizando as
medianas (e seus intervalos interquartis), analisadas pelo Kruskal-Walis seguido
do post hoc de Dunn. Para tal, foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 5.01®,
2010 (San Diego, CA).



4. REesuLtApOS
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4.1 Teste do campo aberto

Neste teste, a locomoc¢ao dos animais foi avaliada considerando o nimero
total de quadrantes percorridos em um periodo de 5 minutos. A cafeina néo
apresentou qualquer diferenca estatistica em relacdo aos controles tanto
administrada com duas semanas [F39=1,406; p=0,2568] quanto com uma
semana [F,39=2,735; p=0,0578], conforme demonstrado na Figura 10.

801
80+ B
A
o 60- [ —_1
1] I _l_
On
(@]
£ 40-
o
(&)
o
—1 204
0 . .
OF+SAL OF+CAF S+SAL S+CAF OF+SAL OF+CAF S+SAL S+CAF

Figura 10: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos: A) Durante uma semana pré e uma semana
pds-procedimentos cirlirgicos ou B) Uma semana p6s-procedimentos cirdrgicos. O nimero de ambulacoes foi
avaliado no teste do campo aberto por 5 min. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por
grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls). OF+SAL= Opera¢do ficticiat+Salina, OF+CAF= Operacao
ficticia+Cafeina, S+SAL= Sepse+Salina, S+CAF= Sepse+Cafeina.

4.2 Testedo LCE

No teste do LCE, os animais que sobreviveram a sepse apresentaram
diferencas significantes em relacdo aos controles, tanto quando a cafeina foi
administrada com duas semanas (% EBA [F339=9,728; p<0,0001]; %TBA
[F3.39=9,680; p<0,0001]); ou com uma semana (% EBA [F(s,39=5,805; p<0,0024];
%TBA [F(339=3,481; p=0,0256]). Nenhuma alteracdo foi observada com duas
([F@339=1,778; p<0,1689]) ou uma semana ([F@s39=2,181; p=0,1071]) de

administracdo da cafeina, conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) no comportamento de ansiedade de ratos avaliados no teste do
Labirinto em cruz elevado (LCE). Painéis a esquerda representam os resultados da cafeina administrada
durante uma semana pré e uma semana pos-procedimentos cirlrgicos. Painéis a direita representam os
resultados da cafeina administrada durante uma semana pds-procedimentos cirrgicos. (A e B) representam
a % de entradas dos animais nos bragos abertos do LCE; (B e C) representam a % de tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos do LCE; (E e F) representam a frequéncia dos animais nos
bracos fechados. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo. *p<0,05 representa
diferenca estatistica em relagdo aos animais controles OF. #p<0,05 representa diferenca estatistica em
relacdo aos animais que sobreviveram a sepse (ANOVA, Teste de Newman Keuls). OF+SAL= Operacao
ficticia+Salina, OF+CAF= Operagdo ficticia+Cafeina, S+SAL= Sepse+Salina, S+CAF= Sepse+Cafeina.
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4.3 Teste do nado forcado

Os animais foram avaliados quanto a sua capacidade de realizar os
movimentos minimos necessarios para se manterem imoveis na agua (Figura 12).
A ANOVA de uma via detectou diferenca estatistica entre os grupos com duas
([F@z9= 4,321; p=0,0106]) e uma semana ([Fsz9= 9,410; p<0,0001]) de

administracdo da cafeina.
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Figura 12: Efeitos da Cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos: A) Durante uma semana pré e uma semana
pos-procedimentos cirdrgicos ou B) Uma semana pos-procedimentos cirurgicos. O tempo de imobilidade dos
animais foi avaliado no teste do nado for¢ado por 3 min (180 seg). Cada barra representa a média + e.p.m de
10 animais por grupo. *p<0,05 representa diferenga estatistica em relacdo aos animais controles OF.
#p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo aos animais que sobreviveram a sepse (ANOVA, Teste
de Newman Keuls). OF+SAL= Operacéo ficticia+Salina, OF+CAF= Operagdo ficticia+Cafeina, S+SAL=
Sepse+Salina, S+CAF= Sepse+Cafeina.

4.4 Teste da Esquivainibitéria

Os animais que sobreviveram a sepse experimental apresentaram um
prejuizo tanto da aquisicdo quanto da retencdo de memdria, demonstrados pela
diminuicdo do tempo de permanéncia dos animais na plataforma. A cafeina, por
sua vez, aumentou o tempo de permanéncia dos animais que sobreviveram a
sepse, na plataforma com resposta parecida pelos animais controles do grupo
OF+CAF (p=<0,05), independente do tempo de tratamento (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos durante uma semana pré e uma semana
pds-procedimentos cirdrgicos. A avaliacédo foi feita no teste da esquiva inibitéria por 3 min (180 seg), para a
avaliacdo da aquisicdo (A e B) e retencdo (C e D) da memoéria de curta duracdo (MCD — A e C) e longa
duracdo (MLD - B e D). Os dados s@o representados com as medianas (intervalos interquartis) da laténcia
na plataforma. *p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo aos respectivos animais controles
SAL+OF; #p=<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo de ratos que sobreviveram a sepse

SAL+S. Kruskal-Wallis,

teste de Mann-Whitney. SAL+OF=Salina+Operacdo

Cafeina+Operagcao ficticia, SAL+S= Salina+Sepse, CAF+S= Cafeina+Sepse

ficticia, CAF+OF=
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Figura 14: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos durante uma semana pés 0s procedimentos
cirdrgicos de indugdo de sepse. A avaliagdo foi feita no teste da esquiva inibitéria por um periodo maximo de
3 min (180 seg), para a avaliagdo da aquisicdo (A e B) e retencdo (C e D) da meméria de curta duracdo
(MCD - A e C) e longa duragdo (MLD — B e D). Dados sdo representados com as medianas (intervalos
interquartis) da laténcia na plataforma. *p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo aos respectivos
animais controles OF+SAL; #p=<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo de ratos que
sobreviveram a sepse S+SAL. Kruskal-Wallis, teste de Mann-Whitney. SAL+OF= Operacdo ficticia+Salina,
OF+CAF= Operacdo ficticia+Cafeina, S+Sal= Sepse+Salina, S+CAF= Sepse+Cafeina.

45 Teste do Reconhecimento social

A cafeina administrada durante uma [F339=1,406; p=0,2568] e duas
semanas [F39=1,406; p=0,2568] reduziu o tempo de investiga¢cdo dos animais
controles OF, sem nenhuma observacao relevante nos demais grupos , conforme

demonstrado nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos durante uma semana pré e uma semana
pos-procedimentos cirdrgicos. A avaliacdo foi feita no teste de Reconhecimento social por um periodo
maximo de 3 min (180 seg). As barras claras representam a primeira exposi¢édo, enquanto as barras escuras
representam a segunda exposi¢do no teste de Reconhecimento social. Dados sdo representados como a
média £ e.p.m de 10 animais por grupo. *p<0,05 em comparagdo aos respectivos animais controles do
mesmo grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls). SAL+OF= Salina +Operacdo ficticia, CAF+OF=
Cafeina+Operagcdo ficticia, SAL+S= Salina+Sepse, CAF+S= Cafeina+Sepse.
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Figura 16: Efeitos da cafeina (10 mg/kg) administrada em ratos durante uma semana pds- procedimentos
cirirgicos de inducdo de sepse. A avaliagdo foi feita no teste de Reconhecimento social por um periodo
maximo de 3 min (180 seg). As barras claras representam a primeira exposi¢do, enquanto as barras escuras
representam a segunda exposi¢do no teste de Reconhecimento social. Dados sdo representados como a
média £ e.p.m de 10 animais por grupo. *p<0,05 em comparagdo aos respectivos animais controles do
mesmo grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls). SAL+OF= Salina +Operacdo ficticia, CAF+OF=
Cafeina+Operagcdo ficticia, SAL+S= Salina+Sepse, CAF+S= Cafeina+Sepse.
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Os resultados mostraram que o efeito psicoestimulante da cafeina pode
reduzir os niveis de ansiedade, depressdo e os prejuizos de MCD e MLD dos
animais que sobreviveram a sepse experimental, sem qualquer interferéncia na
atividade locomotora, sugerindo que provavelmente 0s receptores

adenosinérgicos devem contribuir, de alguma forma, para os resultados obtidos.

A hipétese da participacdo dos receptores adenosinérgicos nas respostas
aqui observadas deve-se ao fato de que esse sistema produz efeito de elevado
grau de complexidade e possui propriedades multifacetadas no SNC, exercendo a
sua influéncia na comunicacdo neuronal, de tal forma que seus ligantes
funcionam como um modulador universal, sendo a principal molécula envolvida na
coordenacdo, controle e sincronizacdo da liberacdo de muitos mediadores
sinapticos (ARAB et al., 2013).

Em estudos envolvendo os seres humanos foi demonstrado que o0s
pacientes sobreviventes a sepse em unidades de tratamentos apresentam
sintomas afetivos, tais como ansiedade e depressdao (JONES e GRIFFITHS,
2013). A prevaléncia e a severidade dessas desordens afetivas, nesses tipos de
sobreviventes, foi de <10 a 58% (JACKSON, 2003). Nossos resultados com
animais experimentais, que foram submetidos a condigbes semelhantes aos de
pacientes criticos, também apresentaram sintomas sugestivos dos referidos
guadros psicocomportamentais e cognitivos, apresentando uma taxa de

mortalidade de cerca de 40-50%.

Dessa forma, os resultados da presente pesquisa mostraram que ratos
sobreviventes a sepse apresentaram comportamento do tipo ansiogénico, que
foram caracterizados pela reducdo do %EBA e %TBA. A cafeina, por sua vez,
guando administrada durante duas semanas (uma semana pré e uma semana
pés-procedimentos cirlrgicos), reverteu essas respostas. Esses resultados
pareceram ser especificos da propriedade ansiolitica, visto que os animais que
sobreviveram a sepse elevaram o percentual de %EBA e %TBA, sem
interferéncias na locomocdo avaliada no Teste do Campo aberto e nem na

frequéncia de EBF do LCE. Esses efeitos, entretanto, ndo foram observados
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guando a cafeina foi administrada somente durante uma semana pos-

procedimentos cirirgicos.

Registros cientificos mostram que o tratamento agudo com moderadas
doses de cafeina estimula a atividade locomotora em roedores (FREDHOLM et
al., 1999), enquanto o crénico causa uma diminuicdo nesse comportamento. Altas
doses, por sua vez, também diminuem essa atividade (BUTT e SULTAN, 2011).
Em nossas avaliagbes experimentais, nenhuma alteracdo na locomocéo foi
observada quando os animais foram submetidos ao teste do campo aberto e no
LCE. Dessa forma, sugere-se que os efeitos observados da cafeina ndo sdo
decorrentes de possiveis efeitos estimulatérios que possam ter interferido nos

demais comportamentais observados.

Em decorréncia desses fatores, 0s comportamentos sugestivos de
depressé@o dos animais também foram avaliados no teste do Nado forcado. Foi
observado que 0s sobreviventes a sepse aumentaram o tempo de imobilidade no
referido teste, enquanto que a cafeina impediu a resposta tanto quando
administrada em regime de tratamento agudo quanto em regime de tratamento
subcronico. Esses resultados corroboram aqueles observados por Tuon et al.
(2007; 2008) que mostraram resultados similares em seus animais com 10 dias
apos as CLPC.

Comim et al. (2011a) também avaliaram os parametros sugestivos de
depressdo em ratos sobreviventes a sepse. Apds o terceiro dia do procedimento
cirdrgico os animais foram tratados com Imipramina (10 mg/kg) durante 14 dias.
No 17° dia os animais foram anestesiados e 0 sangue foi retirado para analise dos
hormdénios corticosterona e ACTH. A glandula adrenal e o hipocampo foram
isolados e pesados, sendo que essa Ultima estrutura foi utilizada para determinar
os niveis de fatores neurotréficos derivados do cérebro (BDNF). Foi observado
que os ratos seépticos aumentaram os niveis de corticosterona e ACTH e
diminuiram os niveis de BDNF no hipocampo. O tratamento com imipramina
reverteu todos os parametros avaliados, sugerindo que os referidos animais

apresentaram comportamentos sugestivos de depressdo, com consequente
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alteracdo no eixo hipotadlamo-hipoéfise suprarenal e nos niveis de BDNF no
hipocampo.

De acordo com a teoria de monoamina de depressao, disturbios
depressivos podem ser resultados de baixas concentracbes de monoaminas, tais
como norepinefrina, dopamina e serotonina em areas do encéfalo. Esses diversos
neurotransmissores estdo envolvidos em uma variedade de alteragbes
comportamentais e fisiolégicas, como a ansiedade, amnésia, incoordenacao
motora, depressdao, humor e convulsdo (BUTT e SULTAN, 2011). Nossos
resultados levam a crer que a cafeina provavelmente possa ter elevado o nivel de
monoaminas, o que favoreceu a reversado das respostas sugestivas de depresséao.
Cabe, entretanto, maiores investigacdes nos mecanismos moleculares que

possam justificar essa nossa hipotese.

Nas ultimas cinco décadas, a psicofarmacologia da depressao evoluiu
rapidamente. Evidéncias tém mostrado o envolvimento dos antidepressivos
triciclicos, tais como nortriptilina e desipramina, se ligando aos receptores da
adenosina e reduzindo a atividade do terminal nervoso cortical (DECKERT et al.,
1989). Cabe destacar também que uma série de estudos mostrou que a
administracdo da adenosina em animais experimentais, seja periférica ou
intracerebroventricular, apresentou efeito sugestivo de depresséao, o qual envolveu
o recrutamento de receptores adenosinérgicos, o sistema 6xido-nitrico-GMPc e o
sistema opidide (KASTER et al., 2004; 2005; 2007).

Quanto aos aspectos cognitivos, a acdo da cafeina altera, de maneira
positiva, as suas respostas, ao reforcar o aprendizado e a memoria. A sua
interferéncia no sistema adenosinérgico, principalmente no hipocampo, regido
altamente enriquecida em receptores da adenosina do tipo A;, provavelmente
justifica 0 aumento da potenciacdo de certos tipos de memorias decorrentes
dessa substancia (BOROTA et al., 2014). Além do hipocampo, varias outras
regides também podem ter um papel na consolidacdo da memdria, incluindo o
coértex cingulado anterior, o cortex pré-frontal medial, a amigdala basolateral e

areas mesolimbicas dopaminérgicas (HECKMAN et al., 2013).
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Existem diversas formas de classificacdo para a memoria, sendo que elas
apresentam pontos em comum como, por exemplo, a conservagao do passado
através de imagens ou representacdes que podem ser evocadas, mas nao
realidades. Quando se diz a palavra memoéria, a primeira que salta a evocacao
ndo é a das experiéncias individuais dos homens e dos animais, mas sim aquela
que, de alguma maneira se armazena no cérebro. Desde um ponto de vista
pratico, sua conceituacdo traz como sendo 0 armazenamento e evocacdo de
informacdo adquirida através de experiéncias, onde sua aquisicdo denomina-
se aprendizado. Ndo h4 memdria sem aprendizado, nem ha aprendizado sem
experiéncias (MARSHALL, 1988).

Baseado nessas informacg0es teve-se interesse em avaliar a aquisicao e a
retencdo de memdria nos ratos que passaram por procedimentos cirdrgicos. Os
ratos sobreviventes a sepse apresentaram prejuizos tanto na aquisicdo quanto na
retencdo de MCD e MLD, que foram caracterizados pela redugcédo do tempo de
laténcia na plataforma do teste de esquiva inibitéria, quando os animais foram
avaliados no tempo maximo de 3 min (180 seg). A cafeina impediu as respostas
deletérias dos déficits cognitivos decorrentes da sepse induzida
experimentalmente. Independente do tempo de administracdo desse psicoativo,
0os animais controles OF permaneceram mais tempo na plataforma que os

animais controles que receberam SAL.

Complementando esses achados, os animais também foram avaliados no
teste do Reconhecimento Social. Observou-se que o0s animais do grupo OF,
guando administrados com cafeina, houve uma reducdo no tempo de
reconhecimento dos animais juvenis, caracteristicas sugestivas de MCD. Em
contrapartida, a cafeina ndo interferiu na memaoria dos animais que sobreviveram
a sepse. Esses resultados ndo reproduziram aqueles observados no teste da
esquiva inibitéria, provavelmente em decorréncia das peculiaridades de cada
modelo experimental ou da reducdo do tempo de % vida da cafeina tendo em

vista ser a uUltima etapa na qual os animais foram avaliados.

Vérios outros estudos mostraram também efeitos positivos da cafeina em

animais saudaveis. No entanto, Angelucci et al. (2002) verificaram que a
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administracdo aguda de baixa dose dessa substancia melhorou somente a
memoéria de retencdo, mas ndo a de aquisicdo ou de trabalho, pelo menos na
tarefa de labirinto aquético de Morris, sugerindo seu efeito benéfico em situacbes
espaciais, ou seja, em memorias dependentes do hipocampo (GUILLET et al.,
1997).

O consumo de longa duracdo do café, uma das principais fontes de
cafeina, ndo tem sido amplamente examinado por seus efeitos protetores nos
comportamentos cognitivos e motores. Em uma série de estudos usando
camundongos transgénicos a cafeina protegeu e reverteu a perda de memdria e
suas patologias na Doenca de Alzheimer (ARENDASH e CAO, 2010). Além disso,
a cafeina e o café cafeinado (mas ndo o descafeinado) afetaram os niveis
plasmaticos de proteinas beta-amildides em camundongos e em humanos com a
referida doenca (CAO et al., 2009). Estes trabalhos concluiram que a triagem
clinica é deficiente para testar o uso da cafeina e do café cafeinado, mas seus
consumos séo considerados seguros, de custo baixo e na terapia efetiva contra a
Doenca de Alzheimer (ARENDASH e CAO, 2010).

Além disso, cabe destacar que o tratamento intraperitoneal agudo com café
cafeinado, mas ndo com café descafeinado ou cafeina sozinha, aumentou os
niveis plasmaticos de fatores estimulantes de colénia de granuldcitos (FECG),
interleucinas 6 e 10 (IL 6 e IL 10). Somente o aumento do FECG no plasma foi
correlacionado com o aumentado desempenho cognitivo seguido do tratamento
de longa duracdo com café descafeinado. Foi sugerido que outro componente do
café potencia a cafeina para aumentar os niveis plasmaticos do FECG, resultando
em multiplas acdes terapéuticas do café contra a Doenca de Alzheimer (CAO et
al., 2011).

Ao contréario dos resultados observados nesta pesquisa, outros autores tém
demonstrado que a cafeina parece ndo ser a responsavel pelos efeitos
neuroprotetores que justifiguem o0s comportamentos cognitivos, uma vez que
estes podem ser atribuidos a outros componentes bioativos como, por exemplo,
polifendis presentes no café, que provavelmente podem complementar ou

potenciar os efeitos da cafeina na producéo de suas acdes benéficas (CAO et al.,
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2011). Essas observacdes foram baseadas em um trabalho em que uma dieta que
continha café 0,165% (3 xicaras) e 0,55% (10 xicaras) foi administrada a ratos,
melhorando as tarefas de memoria de trabalho no labirinto aquéatico de Morris
comparados com aquelas realizadas por ratos alimentados com dietas controles
(SHUKITT-HALE et al., 2013).

A cafeina pode melhorar o desempenho de seus consumidores em tarefas
simples, mas néo esta claro se ela pode afetar as tarefas complexas ou possa
interferir no estado de alerta e orientacdo. Tendo em vista esse consenso, um
estudo controlado duplo cego com placebos verificou a influéncia desse psicoativo
em adultos sadios. Foi observado que a cafeina melhorou o desempenho tanto de
tarefas simples quanto complexas. Além disso, ndo houve evidéncias conclusivas
de que os efeitos da cafeina estivessem relacionados a dose, ou se a influéncia
no consumo habitual da mesma estivesse envolvida no desempenho (EINOTHER
e GIESBRECHT, 2013).

Considerando esses achados relacionados ao consumo da cafeina,
associados aos resultados observados em nossas pesquisas, ndo podemos
afirmar que os receptores adenosinérgicos possam estar diretamente envolvidos
com as respostas comportamentais e cognitivas observadas nos animais que
sobreviveram a sepse. No entanto, visto que muitos dados recentes tém mostrado
gue esses receptores tém uma participacao ativa em varios processos infecciosos
fica aqui uma lacuna a ser avaliada que possa justificar os resultados aqui

observados.

Coopersmith et al. (2006) por exemplo, realizaram um estudo animal a fim
de investigar a modulagédo da fase imunossupressora da sepse. Para tal, usaram
o modelo de CLPC, seguido pela inducdo de Pseudomonas aeruginosa
causadora de pneumonia. A apoptose se constituiu em um dos mecanismos-
chave na patogenicidade da sepse levando a morte de linfocitos e células
dendriticas, contribuindo, assim, para a imunossupressao, 0 que caracterizou o
distarbio séptico. Para reversdo dessa patogenicidade séptica, os pesquisadores
avaliaram a participacao dos receptores adenosinérgicos nas respostas celulares.

Observaram que estes tipos de receptores eram alvos importantes na reversao



65

das caracteristicas apresentadas diante da apoptose.

Portanto, considerando os achados aqui apresentados, corroborados pelos
dados obtidos por varios outros pesquisadores, o consumo de cafeina pode se
constituir em um alvo promissor para futuras investigacdes cientificas no que
concerne as suas acdes sobre o0s seus receptores, principalmente, o0s
adenosinérgicos, nos déficits comportamentais e cognitivos associados as

sequelas decorrentes de um provavel quadro de encefalopatia séptica.



6.ConcLusoEs
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O conhecimento reunido sobre o impacto do consumo de cafeina nas
doencas infecciosas sistémicas conduz a conclusdo de que o consumo agudo ou
subcrénico de dose moderada de cafeina (10 mg/Kg) parece ter beneficios

profilaticos e/ou paliativos. Dessa forma os resultados observados foram:

1. Os animais que sobreviveram a sepse apresentaram diminui¢cdo nas %EBA e
%TBA do LCE. Essa resposta pareceu ser sugestiva de ansiedade
(ansiogénica), visto que tanto a locomocédo quanto EBF no LCE nao foram
afetadas.

2. Os animais previamente mencionados apresentaram comportamento
sugestivo de depressédo, que foi caracterizado pelo aumento no tempo de

imobilidade no teste do Nado forgado.

3. A sepse induzida experimentalmente induziu déficits cognitivos relacionados a
MCD e MLD no teste da Esquiva inibitéria, observados pela reducéo no tempo
de laténcia na plataforma do aparato.

4. A MCD avaliada no mesmo grupo experimental, ndo foi afetada no teste de
Reconhecimento social, visto que quando os ratos juvenis foram expostos
pela segunda vez aos ratos adultos, estes nao foram capazes de reconhecé-
los.

5. Nos animais controles OF, a cafeina apresentou um aumento nas %EBA e
%TBA do LCE. Essa resposta pareceu ser sugestiva de efeito ansiolitico,
visto que tanto a locomoc¢ao no teste do Campo aberto, quanto as EBF no
LCE nao foram afetadas.

6. A cafeina impediu a resposta ansiogénica decorrente da sepse induzida
experimentalmente, produzindo uma resposta similar aos animais controles
OF tratados com CAF. Essa resposta pareceu ser dependente do tempo de
tratamento, visto que nos animais tratados pdés-procedimentos cirlrgicos

estas respostas nao foram observadas.
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7. O efeito sugestivo de depressdo dos ratos sobreviventes a sepse,
caracterizado pelo aumento do tempo de imobilidade, foi bloqueado pela CAF
independente do tempo de tratamento (agudo e subcronico).

8. O efeito psicoestimulante da CAF melhorou as respostas cognitivas dos ratos
sobreviventes a sepse, tanto na aquisicao quanto na retencao, independente
do tempo de tratamento, cujos resultados foram observados pelo aumento no

tempo de laténcia na plataforma no teste da Esquiva inibitéria.

9. A cafeina néo foi eficaz na MCD no teste de Reconhecimento social, visto que
guando os ratos juvenis foram expostos pela segunda vez aos ratos adultos,

estes ndo foram capazes de reconhecé-los.



7.CONSIDERA(;(~)ES FINAIS
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O potencial neuroprotetor da cafeina e os seus possiveis efeitos adversos,
parecem contrariar muitos profissionais de saude, quando recomendam aos seus
pacientes diminuirem o consumo de café como medida integrada nos habitos e
estilos de vida. Nado havendo contraindicacdes, o consumo dessa substancia

parece ter uma relacdo risco beneficio favoravel.

As pesquisas envolvendo os receptores adenosinérgicos tém demonstrado
ser uma ferramenta farmacoldgica Util para investigar as doencas do cérebro. O
atual estado da arte no campo da investigacdo de nosso estudo reside na
compreensao dos alvos responsaveis pelas consequéncias deletérias da sepse,
especificamente a encefalopatia séptica. Como tal, ainda existe espaco para
investigagdo futura, principalmente nos processos celulares e moleculares

inerentes a disfuncao cerebral.

O conhecimento do sistema neuromodulador adenosinérgico e seus
respectivos antagonistas, como a cafeina, por exemplo, abre caminhos para
futuras investigacfes na area das doencas infecciosas sistémicas. Embora ainda
existam muitas lacunas em aberto, parece haver um grande potencial para
explorar o papel dos receptores adenosinérgicos nas sequelas
comportamentais/cognitivas decorrentes da sepse, de forma a desenvolver
estratégias para sua prevencao e/ou tratamento. Isso se baseia no fato de que
neste tipo de infeccdo percebe-se que 0s niveis extracelulares de adenosina

estdo em quantidades elevadas.

Ha, entretanto, uma necessidade urgente em desenvolver medidas
terapéuticas que tenham custos beneficios de cuidados médicos, sociais e
estratégias de prevencao baseadas na evidéncia. Os esforcos para melhorar a
gualidade e disponibilidade de cuidados, assim como para procurar tratamentos
mais eficazes para a sepse, devem ser realizados em conjunto com um
investimento em medidas de prevencédo primaria. E necessaria mais investigacio

de forma a identificar fatores protetores e/ou de risco.
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