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EPIGRAFE

“Assim diz o Senhor: pois eu bem sei 0s
planos que estou projetando para vos;
planos de paz, e ndo de mal, para vos dar
um futuro e uma esperanca.”
(Jeremias 29:11)
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RESUMO

AVALIACAO DO EFEITO NEUROPROTETOR DA CAFEINA EM RATAS
INTOXICADAS POR ETANOL NO PADRAO BINGE

O alcool etilico € uma substancia consumida desde os primérdios da humanidade,
se estendendo até os dias atuais. Nesse contexto, os adolescentes estdo atraindo a
atencéo pelo fato do consumo neste grupo estar em constante elevacgéo, principalmente
na forma de Binge Drinking. Esse modelo de consumo acarreta em prejuizos funcionais,
tais como sintomas associados a ansiedade e depressdo. Por esse motivo, tem-se
buscado compostos bioativos para prevenir tais danos causados, dentre elas podemos
destacar a cafeina, substancia amplamente consumida no mundo. Diante disto, este
trabalha se propds a investigar o efeito neuroprotetor da cafeina em “self administration”
sobre os danos provocadas pela intoxicacao por Etanol (EtOH) no padrao binge, visando
uma alternativa para minimizar os danos neurotdxicos promovidos pelo alcool com o
simples habito de tomar café. Para isso, foram utilizados ratos Wistar, fémeas, idade 35
dias (n=40). No tratamento, os animais receberam repetidamente, cafeina a partir do 35°
até 72° dia pés-natal (DPN). A cafeina foi administrada na forma de solucdo cafeinada
na dose de 0,3g/L em “self-administration” no periodo ativo, iniciando 14 dias antes do
primeiro dia da intoxicagdo com EtOH e persistindo durante as 4 semanas de BD. Para a
intoxicacado por EtOH no padrédo binge, foi administrada por gavagem na dose de 3
g/kg/dia (20 p/v) durante trés dias consecutivos semanalmente nos animais do 49° ao 72°
DPN. Para os testes comportamentais, 0s animais foram expostos aos ensaios de Campo
Aberto, Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Splash e Nado Forcado. Em relagdo ao
comportamento tipo ansioso, o Grupo Cafeina + EtOH apresentou aumento significativo
na distancia e tempo percorrido na area central no Teste do Campo Aberto quando
comparado ao grupo EtOH. No Teste do LCE, o grupo EtOH mostrou reducéo na %EBA
e %TBA quando comparado ao grupo controle. Porém o grupo cafeina mostrou reversao
ao aumentar ambos o0s parametros quando comparado ao grupo EtOH. No
comportamento tipo depressivo, o grupo EtOH-intoxicado apresentou reducao do tempo
de lambida e aumento do tempo de imobilidade, nos testes Splash e Nado Forgado,
respectivamente. O grupo EtOH + Cafeina conseguiu aumentar o tempo de lambida no
primeiro teste e reduzir o tempo de imobilidade no segundo. Desta forma, podemos
concluir que o consumo cronico de cafeina, promoveu neuroprotecdo ao reverter 0s
sintomas semelhantes a ansiedade e depressao.

Palavras chave: binge drinking; cafeina; emocionalidade; etanol; neuroprotecao.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF CAFFEINE IN
ETHANOL INTOXICATED RATS IN THE BINGE PATTERN

Ethyl alcohol is a substance consumed since the dawn of mankind, extending
to the present day. In this context, adolescents are attracting attention because
consumption in this group is constantly rising, especially in the Binge Drinking pattern.
This model of consumption leads to functional impairments, such as symptoms
associated with anxiety and depression. For this reason, has been sought bioactive
compound to prevent such damages, among them we can highlight the caffeine,
substance widely consumed in the world. In view of this, this paper aims to investigate
the neuroprotective effect of caffeine in self administration on the damages caused by
EtOH intoxication in the binge pattern, aiming at an alternative to minimize the
neurotoxic damages promoted by alcohol with the simple habit of drinking coffee. For
this, Wistar rats, females, age 35 days (n = 40) were used. At treatment, animals
received caffeine repeatedly from the 35th to the 72nd postnatal day (PND). Caffeine
was administered as a 0.3g / L caffeinated solution in self-administration in the active
period, starting 14 days before the first day of ethanol intoxication and persisting during
the 4 weeks of BD. For ethanol intoxication in the binge pattern, it was administered
by gavage at a dose of 3 g / kg / day (20 w / v) for three consecutive days weekly in
the animals from the 49th to the 72nd PND. For behavioral tests, the animals were
exposed to Open Field, Elevated-plus-maze, Splash and Forced swimming test. In
relation to the anxious type behavior, the Caffeine + EtOH Group showed a significant
increase in the distance and time traveled in the central area in the Open Field Test
when compared to the EtOH group. In the LCE Test, the EtOH group showed reduction
in %EBA and %TBA when compared to the control group. However, the caffeine group
showed reversion when increasing both parameters when compared to the EtOH
group. In the depressive-type behavior, the EtOH-intoxicated group presented
reduction of the grooming time and increased immobility time, in the Splash and Forced
Swim tests, respectively. The EtOH + Caffeine group was able to increase grooming
time in the first test and reduce immobility time in the second. Thus, we can conclude
that chronic consumption of caffeine promoted neuroprotection by reversing symptoms
similar to anxiety and depression

Key words: binge drinking; caffeine; ethanol; emotionality; neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

1.1 EtOH: consideracgdes gerais

Pelo consumo licito, legal e de baixo custo, o &lcool tornou-se uma das
substancias mais consumidas em nivel mundial, além de ser uma das mais antigas
JOHNSTON et al., 2014; OMS, 2014). Gigliotti e Bessa (2004) relatam o primeiro
registro do uso dessa substancia hd mais de 6.000 anos, no Egito e Babildnia, ainda
fermentada. Com o passar do tempo, na Idade Média, os arabes introduziram uma
nova técnica a fim de aumentar o teor alcodlico das bebidas: a destilacdo (WOUDA et
al., 2010). A partir do século XVIIl, o consumo de EtOH apresentou crescente
crescimento com a maior producdo e comercializacdo de bebidas alcodlicas
(GIGLIOTTI e BESSA, 2004), perpetuando até os dias atuais.

Modificacdes fisiologicas e sociais tornam os adolescentes mais susceptiveis
ao consumo de alcool (TAPIA-ROJAS, 2017). Nesse contexto, os adolescentes estédo
atraindo a atencao pelo fato do consumo neste grupo estar em constante elevacao,
sendo essa substancia uma das primeiras drogas de escolha entre os jovens.
Segundo Pilatti e colaboradores (2018), o consumo ocorre principalmente em
estudantes universitarios, 3 vezes na semana, particularmente quinta—feira, sexta—
feira e sabado. O consumo intenso tem se tornado cada vez mais frequente em
diversos paises, principalmente de forma intermitente (GUERRI e PASCUAL, 2010).

O modelo de ingesta de forma intermitente e episddica, principalmente em
estudantes universitarios esta se tornando uma pratica comum. Este modelo, também
chamado de BD é caracterizado pelo consumo de EtOH em um curto periodo de
tempo seguido por um periodo de abstinéncia (CREGO et al., 2009). De acordo com
o Instituto Nacional de Abuso do Alcool e Alcoolismo (NIAAA, 2004), o padrdo de
consumo esta em torno de 5 doses para homens e 4 doses para mulheres dentro de
2 horas seguido por um periodo de abstinéncia, alcancando concentracdes em torno
de 0,08g/dL.

Segundo dados da Administracdo de Servicos de Saude Mental e Substancias
de Abuso (2007), o consumo de alcool na adolescéncia estd aumentando
substancialmente, alcancando 51,6% entre individuos entre 18 e 20 anos de idade. A

ingestdo de EtOH neste periodo da vida gera preocupacao pelo fato do cérebro de
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adolescentes sofrer modificacdes substancias pelo fato de ainda estar em processo
de maturacgéo nesta fase da vida (TAPIA-ROJAS, 2017; BRIONES e WOODS, 2013).
Um estudo de Squeglia (2013) sugere ainda, que as mulheres jovens sdo mais
susceptiveis aos danos quando comparadas aos homens.

O consumo de EtOH em binge drinking na adolescéncia pode estar relacionado
a consequéncias negativas como acidentes automobilisticos, violéncia sexual, déficits
cognitivos, prejuizos escolares e aumento do risco de desenvolver alcoolismo na vida
adulta. No Brasil, as leis proibem a venda de bebida alc6olica para menores de 18
anos, porém em um estudo de Romano et al (2007), 83,8% dos adolescentes menores
de idade conseguiram comprar bebidas alcéolicas em estabelecimentos de 2 cidades
de Séo Paulo (Figura 1).

Cidade
Variavel Paulinia Diadema
(N=108) ( N=426)

Idade questionada

Sim 30,5% 30,5%
Solicitacdao de documento

Sim 0% 14,3%
Resultado do teste

Compra efetuada 85,2% 82,4%

Figura 1: Perfis comparativos das cidades e os respectivos resultados do teste de compra de bebidas
alcéolicas por adolescentes em Paulinia e Diadema, Sao Paulo (Fonte: Adaptado de Romano et al.,
2007).

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009) divulgou um
estudo onde mostra que 71,4% dos adolescentes do Udltimo ano do ensino
fundamental ja experimentaram bebida alc6olica, com um indice maior em mulheres
(73,1%) do que em homens (69,5%). O estudo revela ainda maior elevacdo dos
indices em adolescentes de escolas privadas do que em escolas publicas (75,7% e
70,3%, respectivamente). Esses dados corroboram com o levantamento do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Politicas Publicas do Alcool e Outras Drogas
(INPAD, 2013), ao descrever que o género feminino revelou o maior aumento (36%)

do consumo de EtOH em relagdo ao ano de 2006, comparado com 0 género
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masculino. Sanchez (2011) também contribui ao relatar que estudantes brasileiros de
maior nivel econébmico apresentam maior risco de consumo de EtOH em binge
drinking pela facilidade de acesso e frequentes idas a festas e bares, considerando o

modelo de desenvolvimento social o principal fator associado a essa prética.

2.2 Farmacocinética do EtOH

O EtOH apresenta-se na forma soluvel em agua, dessa forma ele atravessa
livremente as barreiras e chega a corrente sanguinea para ser distribuido para
diversos orgaos, como coracao, musculos, figado e cérebro. A absorcéo acontece de
forma mais rapida pelo intestino e mais lenta pelo estdtmago (CISA, 2016). O
metabolismo principal € hepatico (Figura 2), onde a enzima alcool desidrogenase
(ADH), presente no citosol, metaboliza o EtOH em acetaldeido e a enzima aldeido
desidrogenase (ALDH), por sua vez, converte 0 acetaldeido em acetato, onde este
produto € distribuido na circulagéo sistémica. Outras duas vias também contribuem
para o metabolismo oxidativo do alcool: Catalase, localizada nos peroxissomos, e
Citocromo P450 pela acdo da CYP2ELl, presente nas células microssomais
(ZAKHARI, 2006). A principal via de excrecao € através da oxidacao acima citada e
em menor proporcdo pela respiracdo, urina e suor (90% e 10%, respectivamente)
(CEDERBAUM, 2012; SCHUCKIT, 2009).

Alcool
desidrogenase

| ¥

Etanol Acetaldeido Acetato
H,C-CH,-OH 0 [[—/—]— Co0"
: 2 Catalase H,C-CH=0 Aldeido aedo

(peroxissomos) r» 4 desidrogenase
(mitocdndria)

P4502E1
(microssomos)

Figura 2: Metabolismo do Alcool. (Fonte: Adaptado por Centro de Informagdes sobre Salde e Alcool -
CISA, 20186).
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O EtOH, durante seu metabolismo oxidativo atua como precursor para elevacao
dos niveis de adenosina, através do seu produto, acetato. O metabolismo do acetato
da origem a Acetil-CoA através da Acetil-CoA sintetase e adenosina trifosfato (ATP).
O ATP, durante a reacao, perde 2 moléculas de fosfato e se transforma em 5
adenosina-monofosfato, que por sua vez, através da 5-nucleotidase ira dar origem a
maiores niveis de adenosina (Figura 3). Portanto, estudos indicam o papel do EtOH
na elevacao dos niveis de adenosina, que podem ocorrer através do aumento da
liberacdo de adenosina e reducéo da captacdo. (LOPEZ-CRUZ et al., 2013 ; CORREA
E FONT, 2008).

eTaNOL 2! AceTaLDEIDO AL2Y | AcETATO

CYP-2E1/ CAT-H,0,
ATP

ACETIL-CoA
sintetase

5’AMP

5-nuc/eotidase[

ADENOSINA

Figura 3: Formagé&o da adenosina através do metabolismo oxidativo do EtOH (Fonte: Adaptado de
Correa e Font, 2008).
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2.3 Mecanismo neurotéxico do EtOH

Diversos sistemas de neurotransmissores sao afetados pelo EtOH em altas
doses, porém os principais sdo o gabaérgico e glutamatérgico (KUMAR et al., 2013).
O EtOH, ao se ligar ao receptor gabaérgico, promove uma facilitacdo da inibicao
resultando em maior efeito inibitério, fato observado pelo comportamento relaxante e
sedativo apés a ingestao da droga (CISA, 2016). A exposicdo crdnica pode resultar
em efeitos sedativos, prejuizo na coordenacdo motora e cogni¢ao pelo aumento da
sensibilidade de respostas do receptor gabaérgico (SILVERS et al., 2003).

No caso do receptor glutamatérgico, mais especificamente o receptor
ionotropico N-metil-D-aspartato (NMDA), o EtOH age bloqueando esse receptor
excitatorio impactando em prejuizos cognitivos, motor e no comportamento de
emocionalidade (MILLER, 2006 e CASILLAS-ESPINOSA et al., 2012). No periodo de
abstinéncia desta droga, ocorre o processo de regulacao negativa (do inglés “down-
regulation”) da via gabaérgica, caracterizada pelo excesso de glutamato em relagéo
ao sistema gabaérgico com consequente comportamento relacionado a ansiedade,
insdnia e tremores (SCHUCKIT, 2009; VENGELINE et al., 2008).

Considerando a teoria monoaminérgica da depresséo, esta doenca pode ser
explicada pela reducdo dos niveis de monoaminas: dopamina, serotonina e
norepinefrina no SNC (Figura 4). (ESCUDEIRO et al., 2013). Achados deste mesmo
grupo sugerem que uma unica dose de EtOH via gavagem na dose de 2g/kg resultou
em efeito do tipo do tipo depressivo em ratos, expresso pelo aumento do tempo de
imobilidade no teste do nado forcado e teste de suspensdo da cauda, além de
diminuicdo dos niveis de noradrenalina e dopamina no coértex pré-frontal. Estudos
demonstraram prejuizo na transmissao serotoninérgica com baixo teor cerebral deste
neurotransmissor em roedores expostos ao EtOH (WONG et al., 1990; ZHOU et al.,
1994). Também ha relatados de baixo teor de acido 5-hidroxiindoleacetico, o principal
metabdlito da serotonina, no liquido cefalorraquidiano em pacientes alcoolistas (FILS-
AIME et al., 1996).
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Figura 4: Hipétese monoaminérgica da depresséo (Fonte: Adaptado de Chavez-Castillo et al., 2019.

Briones e Woods (2014) relataram sintomas semelhantes a depressdo com
comportamento tipo anedonia em roedores com concentragdo de alcool no sangue
maior que 80mg/dL. Corroborando com este achado, nosso grupo de pesquisa vem
demonstrando que 4 episodios de BD na dose de 3g/kg/dia (20%p/v) séo suficientes
para causarem danos motores, cognitivos e aumento do comportamento semelhante
a ansiedade e depressdo em roedores fémeas (BELEM-FILHO et al., 2018;
FERNANDES et al., 2018). Por esse motivo, tem-se buscado compostos bioativos
para prevenir tais danos causados pelo consumo intermitente e episédico de EtOH,

dentre elas pode-se destacar a cafeina.
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2.4 Cafeina: consideracfes gerais

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um alcaloide pertencente a classe das
metilxantinas (Figura 4). Foi descoberta em 1820, no chd de Camellia sinensis e no
café obtido da espécie Coffea ardbica (KIHLMAN, 1977). Essa substancia esta
associada a alteracdes de funcdes cognitivas, como sensacédo de alerta, melhora do
humor, memoaria e atividade psicomotora (SMITH, 2002; RIEDEL et al., 1995) e esta
presente em um elevado numero de produtos alimenticios como café, cha, barras de
chocolate, refrigerantes e energéticos, sendo considerada a substancia ativa mais
amplamente consumida no mundo (FREDHOLM et al.,, 1999; BURDAN, 2015).
Segundo Barone e Roberts (1996), o café esta entre as bebidas néo alcodlicas mais
consumidas em nivel global. A cafeina estd presente diariamente na dieta da
populacdo, sua concentracédo varia de acordo com o tipo de bebida consumida, de
acordo com o postulado por Heckman, Weil, & Mejia (2010) em 250 mL de: café

instantaneo (133mg), cha (53mg), cha mate (78mg), refrigerantes (23mg) e
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energéticos (76mg).

Figura 5: Estrutura quimica da cafeina (Fonte: ACD/Labs, 2013).



23

2.5 Farmacocinética e Farmacodinamica da Cafeina

A cafeina apresenta rapida e quase completa (99%) absor¢cdo pelo trato
gastrointestinal, sendo 20% absorvido pelo estdbmago e 80% pelo intestino delgado,
tanto para humanos quando para roedores (FREDHOLM et al., 1999; BURDAN,
2015). Por ndo apresentar efeito significativo de primeira passagem, a absorcao
independe da via de administracdo, assim como estado de saude, idade e sexo
(BURDAN, 2015). A sua caracteristica hidrofébica e baixa ligacdo as proteinas
plasmaticas permite a sua passagem pelas membranas biol6gicas e corrente
sanguinea, respectivamente (FREDHOLM et al, 1999). As concentracdes
plasmaticas maximas sao atingidas entre 15 a 120 minutos apos ingestao oral e 0
tempo de meia vida plasmatica varia entre 2,5 a 4,5 horas. Contudo, em roedores, a
meia-vida das metilxantinas € mais curta, em torno de 0,7 a 1,2h (FREDHOLM et al.,
1999). Fredholm (1999) estipula que, de modo geral, assume-se que em ratos,
10mg/kg representa cerca de 250mg de cafeina (2 a 3 xicaras de café) em humanos
de 70kg (3,5mg/kg).

A cafeina € rapidamente distribuida para a maioria dos tecidos e 6rgaos
(BURDAN, 2015), atravessa barreira hematoencefalica e placentaria (LORIST E
TOPS, 2003). E metabolizada em maior parte no figado pela enzima Citocromo P450
1A2, que por desmetilacdo (remocédo dos grupos metila 1 e 7), forma 3 metabdlitos
considerados biologicamente ativos: paraxantina (81,5%), teobromina (10,8%) e
teofilina (5,4%) (BURDAN, 2015; SINCLAIR E GEIGER, 2000; Figura 5). Embora a
maior parcela da substancia apresente metabolismo hepatico, o cérebro e rins
também desempenham essa funcao (FERREIRA, 2006). A excrecao € principalmente

renal, mas também pode ocorrer pela saliva, suor e fezes (BURDAN, 2015).
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Figura 6: Metabdlitos resultantes da desmetilacdo da Cafeina (Adaptado de Heckman, Weil, & Mejia,
2010).

A acao da cafeina pode ser mediada por diferentes mecanismos: antagonismo
dos receptores de adenosina Al e A2A, inibicdo das fosfodiesterases, liberacdo do
calcio intracelular e bloqueio dos receptores GABAA., sendo o primeiro o principal nas
doses usualmente utilizadas (Figura 6). Este antagonismo adenosinérgico € o
mecanismo pelo qual a cafeina promove seus efeitos estimulantes no SNC
(FREDHOLM et al., 1999). Os receptores da adenosina sdo do tipo metabotropicos e
encontrados principalmente no SNC e coracdo, mais precisamente o receptor Al se
encontra nas regifes cerebrais como cortex e sistema limbico e A2A no nucleo
accumbens e estriado, e em menor proporcdo no coértex, hipocampo, hipotalamo e
cerebelo (YAMADA et al., 2014; GAO e JACOBSON, 2011; REBOLA et al., 2003).
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Figura 7: Efeitos da cafeina em diferentes alvos bioquimicos em relacdo a concentracao (Fredholm et
al., 1999. Adaptado por Teixeira, 2015).

Os receptores Al exercem efeitos inibitérios da atividade da adenilato ciclase,
dessa forma resultando em reducdo do AMPc, ativando os canais de potassio e
blogueando os canais de célcio, sendo associado ao controle da atividade neuronal
pelo bloqueio da liberacdo de neurotransmissores, tais como dopamina, glutamato,
serotonina e acetilcolina (WEI et al., 2011; CHEN et al., 2013). Ribeiro et al. (2003)
relatam que efeitos de neuropotecao, regulacdo do sono e maturacao neuronal estao
relacionados a ativacao destes receptores Al.

Os receptores A2A promovem efeitos excitatorios, elevando os niveis do AMPc.
Assim, a adenosina assume multiplas propriedades no SNC, além de ser responsavel
pela modulacdo de outros neurotransmissores. As interacfes com sistemas
neurotransmissores glutamatérgicos e dopaminérgicos fazem da adenosina um
neuromodulador capaz de influenciar o funcionamento de sistemas com funcdes
neuroldgicas vitais. Inibidores desses receptores, como a cafeina, apresentam

funcdes protetoras e previnem a apoptose (BOISON, 2008).



26

2.6 Cafeina e sua agdo neuroprotetora

Prediger (2010), Kolahdouzan e Hamadeh (2017), Madeira et al., (2017) e
Gongalves et al.,, (2013) sugerem em seus estudos, que a cafeina pode estar
associada a neuroprotecdo contra a degeneracdo de neurbnios, Além de estar
associada a prevencdo de doencas cognitivas (GELBER et al., 2011). Esta
substancia, em doses baixas a moderadas produzem efeitos positivos relacionados
ao aumento do animo, porém, em doses elevadas esses efeitos positivos podem ser
revertidos (MIKALSEN et al., 2001). O efeito neuroprotetor dos antagonistas
adenosinérgicos sao ressaltados por Soliman et al., (2016) ao sugerir que nas doses
habitualmente utilizadas, a cafeina reduz a morte de neurdnios na substancia negra.

Os receptores de adenosina Al reduzem a liberacdo de glutamato e
hiperpolarizam neurbnios, dessa forma, estando positivamente envolvidos na
neuroprotecao (CUNHA, 2005). Por outro lado, ha mais evidéncias demonstrando que
a neuroprotecdo esta mais envolvida com o blogueio dos receptores de adenosina
A2a (HIGGNS et al., 2007; SILVA et al.,, 2007; CUNHA e AGOSTINHO, 2010).
Diversas areas cerebrais estdo associadas a neuroprotecao provocada pelo bloqueio
deste receptor, como: cortex, hipocampo, estriado e substancia negra (PREDIGER,
2010). Um estudo de Laurent e colaboradores (2014) demonstrou que a administracao
oral de antagonistas A2a provocou protecdo na memodria, com promocdo de
plasticidade do hipocampo de camundongos.

Ha diversos estudos na literatura sobre as alteracdes de locomocéo, ansiedade
e depressao provocadas pela cafeina. Kaster et al., (2015), sugere em seu estudo que
o receptor A2a apresenta papel fundamental no controle dos transtornos de humor,
confirmando as afirmacfGes de relacdo inversa entre incidéncia de depressdo e
consumo de cafeina (LUCAS et al., 2011; LUCAS et al., 2014). O antagonismo deste
receptor também esta envolvido no aumento da atividade locomotora em baixas doses
e reducdo em altas doses de cafeina, mostrando um efeito bifasico (YACOUBI et al.,
2000 ; NIKODIJEVIC e JACOBSON, 1993). Uma reviséo de literatura demonstra que
h& diversos estudos demonstrando ainda a neuroprotecdo da cafeina em doencas

neurodegenerativas ao reduzir apoptose e neuroinflamacéo (RIVERA-OLIVER e
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DIAS-RIOZ, 2014). Porém este estudo é pioneiro ao investigar a neuroprotecdo da
cafeina através do antagonismo dos receptores de adenosina neste protocolo de BD
com EtOH.

Diante disto, este trabalho se propds a investigar o efeito neuroprotetor da
cafeina em consumo voluntario sobre os danos provocadas pela intoxicagéo por EtOH
no padrao binge em ratos fémeas, visando uma alternativa para prevenir os danos
neurotdxicos promovidos pelo &alcool com o simples habito de tomar café. Vale
ressaltar que pelo fato do alcool ser um problema de saude publica, este trabalho visa

contribuir com os impactos socioeconémicos provocados por essa substancia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito neuroprotetor da cafeina em ratas intoxicadas por EtOH no
padréo binge.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito neuroprotetor da cafeina em ratas intoxicadas por EtOH em
padrao binge sobre:
e Alocomocao espontanea;
e As alteracdes de comportamento tipo ansiedade;
e O comportamento do tipo anedonia;

e O comportamento do tipo depressivo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais e Grupos Experimentais

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo (CEPAE), obedecendo-se aos critérios, de acordo com as normas
estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais (COMMITTEE
FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY
ANIMALS, 2011) e aceito sob parecer CEUA n° 8289260417 .

Foram utilizadas ratas Wistar, idade 35 dias (n=40), provenientes do Biotério
do Instituto Evandro Chagas (IEC). Estes foram mantidos no biotério de Faculdade de
Farmacia, em condi¢des padronizadas de temperatura (22°+ 2°C), exaustéo, ciclo de
luz claro/escuro de 12 horas (luz acesa as 07:00), agua e comida ad libitum, separadas
em caixas, medindo 41x34x17 cm, em grupos de 2 animais para evitar estresse por
isolamento.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia da
Inflamacé&o e do Comportamento, da Faculdade de Farmacia, do Instituto de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Para e nas salas onde ocorreram os testes
comportamentais foram utilizadas lampadas fluorescentes para iluminacao (12 lux).
Os animais foram levados para as salas de testes para aclimatacdo e ambientacéo
uma hora antes dos testes. Apos a realizacéo dos testes comportamentais, os animais
foram sacrificados com deslocamento tronco-cervical. Os animais foram divididos em

4 grupos experimentais:



Quadro 1: Grupos experimentais.

GRUPO

DESCRICAO
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NUMERO

CONTROLE/H0O

CAFEINA/H,O

H,O/EtOH

CAFEINA/EtOH

Os animais receberam
H2Ogest. (€M self-
administration) no periodo

ativo por 37 dias e gavagem

por 3 dias consecutivos em
4 binges.

Os animais receberam
solugéo cafeinada (0,3g/L)
(em self-administration) no
periodo ativo por 37 dias e
H2Odest. Via gavagem por 3
dias consecutivos em 4
binges.

Os animais receberam
H2Odest. (em self-
administration) no periodo
ativo por 37 dias e EtOH
(3g/kg/dia 20% p/v) via
gavagem por 3 dias
consecutivos em 4 binges.
Os animais receberam
solucao cafeinada (0,3g/L)
(em self-administration) no
periodo ativo por 37 dias e
EtOH (3g/kg/dia 20% p/v)
via gavagem por 3 dias
consecutivos em 4 binges.

10

10

10

10
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3.2 Tratamento

O estudo consistiu na investigacdo do efeito neuroprotetor da cafeina
administrado de forma crénica em ratos fémeas anteriormente a intoxicacéo por EtOH
em padréo binge. Para o tratamento, os animais receberam repetidamente, cafeina a
partir do 35° até 72° dia pos-natal (DPN). A cafeina foi administrada em forma de
solucdo cafeinada (em mamadeiras) na dose de 0,3g/L em “self-administration” no
periodo ativo (19:00 as 07:00). Esta forma de ingesta iniciou 14 dias antes do primeiro
dia da intoxicagdo com EtOH e persistiu durante as 4 semanas de BD para preservar
seu efeito neuroprotetor a longo prazo (MACHADO et al., 2017; DUARTE et al., 2009).

Para a intoxicagéo por EtOH no padrdo binge, foi administrada por gavagem,
através de canula orograstrica (Insight, Brasil) EtOH (Nuclear, Brasil) na dose de 3
g/kg/dia (20 p/v) (LAUING et al., 2008) durante trés dias consecutivos semanalmente,
do 49° ao 72° DPN, o que corresponde o periodo de adolescéncia a fase adulta neste
modelo animal (SPEAR, 2000). O grupo controle/H20qest recebeu volumes
equivalentes de H2Ogest. por administragéo via gavagem (Figura 7) (Adaptado de
Fernandes et al., 2018).

Linha do tempo para o tratamento com Cafeina e intoxicacdo por Etanol

EtOH 3 g/kg/dia (v.0) 1BD 2BD 3BD  4BD

Solucdo Cafeinada 0,3g/L

Figura 8: Esquema de tratamento com Cafeina e Intoxica¢do por EtOH.
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3.3. Ensaios Comportamentais

3.3.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

Para este teste, com o intuito de avaliar a atividade locomotora bem como
comportamento semelhante & ansiedade (DEFRIES et al., 1966), foi utilizada uma
arena em acrilico preta (100x100x40cm, INSIGHT, Séo Paulo, Brasil), divididos
virtualmente em 25 quadrantes iguais (20x20cm) separados em duas zonas: uma
central (9 quadrantes centrais) e periférica (16 quadrantes periféricos).

Inicialmente, os animais foram colocados individualmente no quadrante central
do campo aberto e permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5 minutos.
Em seguida, foram mensuradas as variaveis de distancia total percorrida (em metros),
guadrantes centrais e periféricos cruzados, tempo na area central e periférica, nUmero
de autolimpezas (grooming) e bolos fecais, conforme protocolos previamente
descritos por Walsh e Cummins (1976) e Fernandes et al. (2018). O primeiro
parametro foi utilizado como medida da atividade locomotora espontanea e os ultimos
foram relacionados com o estado emocional, indicando um comportamento
semelhante a ansiedade (BAHI, 2013; MARRONI et al., 2007).

Apés a exposicao de cada animal, o aparato foi higienizado com papel toalha e
alcool 10%. Apés o teste da atividade locomotora, os animais foram submetidos ao

teste do Labirinto em Cruz Elevado.

3.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este teste é fundamentado na aversao natural de roedores a espacos abertos,
sendo um teste simples validado em ratos para medicdo de ansiedade (PELLOW et
al., 1985; TREIT et al., 1993). O LCE é um aparato em forma de cruz, elevado do
chéo, conta com dois bracos opostos fechados por paredes laterais, e dois bracos
opostos abertos. Neste teste, o animal foi colocado no centro do LCE com a face

voltada para um dos bragos fechados, sendo permitida a exploragéo do labirinto por 5
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minutos. Apesar do comportamento normal de ratos preferirem locais escuros e
fechados a locais iluminados e abertos, 0os bra¢os do aparato geram comportamento
exploratério, dessa forma é possivel avaliar o comportamento semelhante a
ansiedade ao fato dos animais evitarem os bragos abertos (ACEVEDO et al.,2014;
KARL et al., 2003; HOGG, 1996).

Foram contabilizados os parametros de: nuimero de entradas nos bragos
abertos (EBA) e fechados (EBF) e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TBA)
através do sistema de monitoramento de video ANY-maze® versdo 4.99 (STOELTING
CO., USA) e posteriormente calculadas as porcentagens através das férmulas: (EBA
/ EBA + EBF) x 100 para porcentagem de EBA (%EBA) e (TBA / 300) x 100 para
porcentagem de TBA (%TBA) (BAHI, 2013; PELLOW e FILE, 1986).

Apobs a exposicao de cada animal, o labirinto foi higienizado com papel toalha
e alcool 10%. ApoOs o teste, os animais foram submetidos ao teste Splash.

3.3.3. Teste Splash

O teste foi realizado de acordo com o protocolo de Isingrini et al. (2010), com
modificacdes (FREITAS et al., 2013) e avalia o comportamento motivacional do
animal, associando a autolimpeza como um indicio de autocuidado, bem como a
reducao indica sintomas paralelos a depressao, como a anedonia (WILLNER, 2005).

Para avaliacdo, esguichou-se solucéo de sacarose a 10% o dorso do animal,
em seguida eles foram, individualmente, colocados em caixas de acrilico (9x7x11cm)
e imediatamente iniciou-se a contagem do tempo de autolimpeza por um periodo de
5 minutos (FREITAS et al., 2013).

Apbs a exposicao de cada animal, o aparato foi higienizado com papel toalha e

alcool 10%. Apos o teste, os animais foram submetidos ao teste do Nado Forcado.
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3.3.4. Teste do Nado Forgcado

Conhecido como modelo de “desespero comportamental”, este teste avalia o
comportamento semelhante a depressao através de 3 parametros: escalada (do inglés
climbing), onde o animal apresenta movimento vertical na parede do aparato como
tentativa de fuga, nado, representado por movimentos circulatérios no aparato e
imobilidade, quando o animal realiza simples movimentos para manté-lo flutuando.
Em animais com comportamento do tipo depressivo, o tempo de imobilidade tende a
ser maior (CRYAN et al., 2002; PORSOLT et al., 1977).

O teste do nado forgado foi executado segundo o protocolo proposto por Porsolt
et al. (1977). Para isso, animais foram colocados, individualmente, no cilindro de vidro
medindo 50 cm de altura com 30 cm de diametro e com uma coluna de agua de 40
cm. ApoOs 2 minutos de habituacdo no aparato, foram contabilizados, do 3° ao 5°
minuto, os parametros de tempo de imobilidade, tempo de nado e numeros de
escaladas.

Apoés serem retirados do equipamento, os animais foram imediatamente secos
com papel toalha e alocados em gaiolas com maravalha seca.

A sequéncia de ensaios comportamentais foi realizada 19h apds a Ultima

gavagem de EtOH e esté ilustrada na figura abaixo (Figura 9):
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Figura 9: Delineamento experimental do estudo. Apos 37 dias de tratamento com cafeina e intoxicagao
por EtOH, os animais foram submetidos aos testes comportamentais, sequencialmente: Teste do
Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado, Splash e por fim o Teste do Nado Forgado.

3.5. Anélise Estatistica

Foi realizado o teste de distribuicdo gaussiana, normalidade, para cada grupo
experimental pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. ApO0s a observacdo da
homogeneidade dos dados, utilizou-se ANOVA 2 vias, seguido de teste de Tukey para
comparacdes post hoc. Os dados de cada grupo foram expressos como a média +
erro padrdo da média (e.p.m.), em que a probabilidade utilizada como existéncia de

diferenca significativa foi p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Comportamento tipo ansiedade

A figura 10 ilustra os efeitos da administracdo de cafeina de forma crénica
anteriormente a intoxicacdo com EtOH no padrédo binge sobre o comportamento tipo
ansiedade nos testes do Campo Aberto. Em relacdo a distancia percorrida na area
central (Figura 10A), o grupo Cafeina + EtOH mostrou aumento deste parametro
guando comparado com o Grupo EtOH (p<0,001). O Grupo Cafeina mostrou aumento
do tempo percorrido na area central quando comparado ao Grupo Controle (p<0,001).
O parametro de tempo percorrido na area central (Figura 10B) também mostrou
resultados equivalentes aos da Figura 10A, aléem do aumento deste parametro no

Grupo Cafeina comparado ao Grupo Cafeina + EtOH (p=0,007).

=]
[@]

w
)
n
g

##

[ CONTROLE T 3 CONTROLE
B ETANOL B ETANOL
2 ™ Em ETANOL + CAFEINA 1 trs L EE ETANOL + CAFEINA
T~ 3 CAFEINA 3 CAFEINA

o
1

Tempo na area central (s)
=5

>

Distancia percorrida na area central (m)

Figura 10: Efeitos da exposi¢do cronica ao EtOH e pré-tratamento com Cafeina em ratas da
adolescéncia a fase adulta no A: Distancia percorrida na &rea central no Teste do Campo Aberto; B:
Tempo percorrido na area central. Os erros estdo expressos como a média + e e.p.m do tempo e
distancia percorrida na area central no tempo méaximo de 5 minutos, com 10 animais por grupo. Teste
ANOVA de duas vias com pés-teste de Tukey. *** Diferenca significativa em relacéo ao controle (p <
0,001; ); +++ Diferenca significativa em relagdo ao grupo EtOH (p < 0,001); ## Diferenca significativa
em relacdo ao grupo EtOH + Cafeina (p < 0,01).
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No teste do LCE, o grupo etanol apresentou reducédo significativa na %EBA
(Figura 11A) e %TBA (Figura 11B) em relagdo ao grupo controle (p<0,001). Porém,
nos dois parametros o grupo Cafeina + EtOH mostrou capacidade de reversao ao
aumentar significativamente a %EBA e %EBA em relagao ao grupo EtOH (p<0,001 e
p= 0,006, respectivamente. Ainda, o grupo cafeina mostrou reducéo na %EBA quando
comparada ao grupo Cafeina + EtOH (p=0,01). Em ambos os parametros, o grupo
cafeina ndo mostrou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p=0,2 e

p=0,3, respectivamente).
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Figura 11: Efeitos da exposi¢do cronica ao EtOH e pré-tratamento com Cafeina em ratas da
adolescéncia a fase adulta no A: %EBA; B: %TBA no Teste do LCE. Os erros estdo expressos como a
média + e.p.m da %EBA e %TBA no tempo maximo de 5 minutos, com 10 animais por grupo. Teste
ANOVA de duas vias com pés-teste de Tukey. *** Diferenca significativa em relagéo ao controle (p <
0,001; ); +++ Diferenca significativa em relacdo ao grupo EtOH (p < 0,001); ++ Diferenca significativa
em relagdo ao grupo EtOH (p < 0,01); ## Diferenca significativa em relagcao ao grupo EtOH + Cafeina
(p < 0,01).
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4.2. Comportamento tipo anedonia e tipo depressivo

Para avaliacdo destes dois parametros utilizou-se os testes Splash e Nado
Forcado. No primeiro (Figura 12), observou-se que o EtOH reduziu o tempo de
autolimpeza em relacéo ao grupo controle (p=0,03) porém a associacdo com Cafeina
conseguiu reverter este quadro [Grupo EtOH comparado com Grupo Cafeina + EtOH
(p=0,003)]. Apoiando esta hipétese, é notado que este Ultimo grupo ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo Cafeina (p=0,361).
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Figura 12: Efeitos da exposi¢do cronica ao EtOH e pré-tratamento com Cafeina em ratas da
adolescéncia a fase adulta no Tempo de Auto-limpeza do teste Splash. Os erros estdo expressos como
a média + e.p.m do tempo de auto-limpeza no tempo maximo de 5 minutos, com 10 animais por grupo.
Teste ANOVA de duas vias com pés-teste de Tukey. * Diferenca significativa em relag@o ao controle (p
< 0,05) e ++ Diferenca significativa em relacéo ao grupo EtOH (p < 0,01).

Em relacédo ao Teste do Nado Forcado (Figura 13), houve aumento do tempo
de imobilidade do Grupo EtOH comparado com o Grupo Controle (p=0,01) porém a

associacdo com Cafeina reverteu este quadro [Grupo EtOH comparado com Grupo
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Cafeina + EtOH (p<0,001)]. Observa-se, ainda, que o Grupo Cafeina mostrou reducao
neste parametro quando comparado ao Grupo Controle (p<0,005). Grupos EtOH +
Cafeina e Grupo Cafeina ndo demonstraram diferenca significativa entre si (p=0,344).
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Figura 13: Efeitos da exposicdo crdnica ao EtOH e pré-tratamento com Cafeina em ratas da
adolescéncia a fase adulta no Tempo de Imobilidade do teste Nado Forcado. Os erros estao expressos
como a média + e.p.m do tempo de imobilidade no tempo méaximo de 5 minutos, com 10 animais por
grupo. Teste ANOVA de duas vias com pés-teste de Tukey. * Diferenca significativa em relacdo ao
controle (p < 0,05; )** Diferenca significativa em relagcdo ao controle (p < 0,01); +++ Diferenca
significativa em relacdo ao grupo EtOH (p < 0,001).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a administracéo intermitente e episddica de
EtOH na dose de 3g/kg/dia, da adolescéncia a fase adulta, provoca comportamento
tipo ansioso e tipo depressivo, observados pela reducao de entradas na area central
no teste do Campo Aberto, reducdo de %EBA e %TBA no teste do LCE, reducéo no
tempo de autolimpeza no teste Splash, caracteristica da anedonia, e aumento no
tempo de imobilidade no teste do Nado Forcado (WILLNER, 2005; PORSOLT, LE
PICHON, JALFRE, 1977). Tais resultados ja tinham sido anteriormente descritos em
nosso grupo de pesquisa (BELEM-FILHO et al., 2018; FERNANDES et al., 2018).
Porém, este estudo € inovador ao demonstrar que a cafeina (solugcéo de cafeina na
dose de 0,3g/L) administrada de forma crénica anteriormente a intoxicacao pelo EtOH
€ capaz de provocar neuroprotecdo, fato observado pelo aumento do numero de
entradas e tempo na area central, aumento de %EBA e %TBA, aumento do tempo de
autolimpeza e reducao no tempo de imobilidade no grupo Cafeina + EtOH comparado
ao grupo EtOH.

O modelo de intoxicagcédo por EtOH em BD em ratas adolescentes foi escolhido
a fim de mimetizar a realidade mundial atual. Esta forma de consumo, chamada de
binge drinking, € caracterizada pela ingesta de altas doses de EtOH de forma
intermitente e episddica, seguida por periodos de abstinéncia, alcancando
concentragfes acima de 80mg/dL de EtOH na corrente sanguinea (NIAAA, 2004;
CREGO et al., 2009; CREGO et al., 2010). Nosso grupo de estudo ao realizar este
protocolo de 4 sessdes de BD mensurou a alcoolemia 1 hora apdés a ultima dose de
EtOH administrada e o resultado foi de 297,3m * 34,49mg/dL, confirmando a
ocorréncia de BD (FERNANDES et al., 2018).

Um estudo realizado por Livy e colaboradores (2003) demonstrou que o pico
de concentracdo de EtOH apds administracao por via oral é em torno de 60 minutos
ap6s a sua administracdo. Apos 450 minutos, a concentracdo chega a zero. Um
estudo do nosso grupo apresentou niveis de EtOH na corrente sanguinea de 0,75 +
0,48mg/dL ap6s 450 minutos da ultima dose de EtOH (FERNANDES et al., 2018).
Segundo Schulteis e Liu (2006), niveis inferiores a 10mg/dL de EtOH séo
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consideraveis como niveis ndo detectaveis de alcoolemia. Portanto, podemos afirmar
gue nossos achados demonstram os efeitos pds-uso desta substancia.

Segundo Spear (2000; 2015), o consumo de alcool durante a adolescéncia é
preocupante devido ao fato de o cérebro ainda estar em maturacéo nesse periodo da
vida. Esta maturagdo tardia de areas do sistema limbico esta relacionada com o
comportamento de impulsividade, ansiedade e desatencdo (FERNANDES et al., 2018;
GUERRI e PASCUAL, 2010). Tal fato predispde o adolescente a uma maior
vulnerabilidade ao abuso de drogas, com consequente alteracdo comportamental e
neuroquimica, além de predispor ao etilismo cronico na vida adulta (ANTONIETTE,
2010; BAVA et al., 2010; SPEAR, 2000).

Além disso, Bonthius e West (1990) enfatizam que o consumo de EtOH em BD
provoca maiores prejuizos cerebrais em comparagdo com O consumo continuo.
Prejuizos estes, que podem ser encontrados em demais estudos publicados na
literatura como neurotoxicidade associada a aprendizagem e memoéria (CIPITELLI et
al., 2010), prejuizo na coordenacédo motora (FORBES et al., 2013), comportamento
semelhante a ansiedade (FERNANDES et al., 2018) e depressido (BELEM-FILHO et
al., 2018).

A depressao maior é uma das doencas psiquiatricas mais comuns e esta
associada ao transtorno de humor que ocorre de forma crénica e recorrente (WHO,
2012), além de estar em constante crescimento com o passar dos anos (YAMADA et
al., 2014), principalmente em mulheres, que constituem o grupo de maior impacto na
depressdo (WHO, 2008). A causa € multifatorial, variando entre fatores genéticos e
ambientais (BERTON E NESTLER, 2006). O diagndstico é baseado nos sintomas
descritos no Manual de Diagnéstico e Estatistico dos Distirbios Mentais da
Associacdo Americana de Psiquiatria (2000), cujos sintomas de humor deprimido,
perda de prazer (anedonia), perda ou ganho de peso, insbnia, perda de energia,
pensamentos de morte, dentre outros, persistindo por, no minimo, duas semanas. A
hipétese de mecanismo neurobiolégico € a diminuicdo dos neurotransmissores
serotonina, noradrenalina e dopamina (ESCUDEIRO et al., 2013; WONG e LICINIO,
2011; HASHIMOTO, 2011).

A exposicdo ao EtOH na adolescéncia provoca aumento da liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens. No entanto, na retirada desta droga, ocorre a
reducdo do fator de liberacdo de corticotrofina (CRF), levando a reducdo deste

neurotransmissor. Desta forma, no BD, a retirada abrupta do EtOH esta
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consequentemente envolvida no comportamento tipo anedonia e tipo depressivo
apresentado pelo grupo EtOH no teste Splash e Nado Forcado, respectivamente
(BELEM-FILHO et al., 2018; VALDEZ et al., 2002; BADANICH et al., 2007; PASCUAL
et al., 2009; HEINZ et al., 2005).

Diversos achados na literatura relatam haver forte ligacdo entre o efeito
antidepressivo e as modulagdes que ocorrem nos receptores de adenosina no sistema
nervoso central, mais precisamente os antagonistas do receptor de adenosina A2a.
Escudeiro e colaboradores (2013) relatam que ratos knockout para antagonistas dos
receptores de adenosina A2a apresentaram reducdo do tempo de imobilidade nos
testes do nado forcado e suspensdo da cauda. Corroborando com estes estudos,
nossos achados demonstram a neuroprotecdo contra o efeito do tipo depressivo
promovida pela cafeina nos testes Splash e Nado Forcado (YAMADA et al., 2014; EL
YACOUBI et al., 2001).

Na literatura postula-se que a cafeina em baixas doses esta associada ao
menor risco de depressao em comparacao com individuos que néo fizeram uso desta
substancia (SMITH, 2009). Yamada et al. (2014) sugerem que o efeito da cafeina na
depressao e suicidio acontece de forma dose-dependente, enquanto doses baixas a
moderadas (2-6 xicaras de café/dia) estdo associadas inversamente ao risco de
suicidio, doses elevadas (>8 xicaras de café/dia) aumentam o risco. Assim como 0s
achados do presente estudo, o autor afirma que a cafeina reduziu o tempo de
imobilidade no teste do Nado Forcado, sugerindo que este efeito antidepressivo
acontece por meio da inibicdo farmacologica ndo seletiva dos receptores
adenosinérgicos. Todavia, os antagonistas de receptores A2a fornecem um inicio de
acao antidepressivo rapido, sugerido pela reducao na laténcia de escape no teste do
desamparo aprendido, quando comparado com os antagonistas de receptores Al. Por
esses motivos, sugere-se que 0s antagonistas de receptores A2a apresentam efeito
antidepressivo mais amplo.

Ratos submetidos a estresse crénico durante 40 dias mostraram aumento na
ligacdo do receptor A2a no estriado, dessa forma, sugere-se que 0s antagonistas
deste receptor promovam a normalizacdo desta regulacdo, resultando no efeito
antidepressivo (CREMA et al., 2013).

A ansiedade, por sua vez, pode ser considerada normal ou patoldgica, sendo
diferenciada pela intensidade como acontece. A ansiedade normal é dita como aquela

gue acompanha o crescimento do individuo em situacdes como primeiro dia em um
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novo emprego ou antes de realizar uma prova importante. Em contrapartida, a
ansiedade patolégica é considerada uma reagdo emocional desagradavel frente a
motivos néo aparentes (REMES et al., 2016; SIMPSON et al., 2010).

A relacdo entre cafeina e ansiedade € dose-dependente, enquanto altas doses
de cafeina podem ser ansiogénicas, baixas doses sdo consideradas ansioliticas
(YAMADA, 2014). Um estudo realizado por Koran, Aboujaoud e Gamel (2009) mostrou
gue a cafeina reduziu em 55% os sintomas de pacientes que sofriam de transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC) refratario ao tratamento. Alsene, Deckert, Sand, & de
Wit, 2003 sugerem uma associacao entre os niveis de ansiedade e o polimorfismo
ligado ao gene do receptor A2A.

Na literatura encontra-se que a administracdo de antagonista de receptor
adenosinérgico Al e A2A nao seletivo produziu efeitos ansiogénicos em modelos de
ansiedade como LCE e caixa claro/escuro (PREDIGER, BATISTA E TAKAHASHI,
2004; YAMADA, 2014). Em contrapartida, nossos achados sugerem que a
administracdo de cafeina provocou efeito ansiolitico ao reduzir significativamente os
parametros no teste do LCE, corroborando com os resultados encontrados por
Caravan et al (2016).
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6. CONCLUSAO

Neste paradigma podemos concluir que o consumo cronico de cafeina,
consumida de forma e na dose habitual, conseguiu promover neuroprotecédo a nivel
comportamental ao reverter os sintomas semelhante a ansiedade e falta de prazer,
caracteristico da depressao, em ratos fémeas adolescentes que receberam EtOH na
dose de 3g/kg/dia em BD durante 4 semanas. Vale ressaltar a importancia deste
estudo ao salientar que o consumo de cafeina mimetiza uma média de padrdo da

populacdo, ao ingerir diariamente cerca 250mg de cafeina (de 2 a 3 xicaras de café).
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ANEXO A - Parecer do CEPAE

- UFPA Comissao de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intkulada *Avakagso do efeito newroprotetor da cafeina em ratos fémeas intoxkados por etanol no
padrio binge.", protocolada sob o CEUA n? 2239260417 pooaiw, sob 2 responsatilidade de Cristiane do Socorro Ferraz Mala ¢
eguipe; Mayara Arouck Barros; Cristiane 8o Socorro Ferraz Maia « que envolve a produgho, mantengdo efou utilizagdo de animals
pertencentes 20 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa centifica ou ensino « esta de acordo com
05 preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nadonal de Controle ca Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissao de £2ica no Uso
de Animats da Universidade Federal do Pard (CEUANIFPA) na reunido de 20007/2017.

We certify that the proposal "Evaluation of the newroprotective effect of cafieine In female rats intoxicated by ethaneol In the binge
pattern.”, wtilizing 40 ksogenic rats {40 females), protocol number CEUA 8289260417 g0 34w, under the responsitility of
Cristiane do Socorro Ferraz Mala and team; Mayava Arouck Barros; Cristiane do Socovro Ferraz Mals « mhich involves the
prochuction, maintenance andjor use of animals belonging to the pivylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching « is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of Juby 15, 2009, a5
well a5 with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Commitee on Animal Use of the Federal Universiy of Para (CELAJUFPA) in the meeting of 07/20/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 032017 a 0372019 Arex: Farmaca

Origem:  Bilotério Central SCB/UFPA

Especie: Rates isogénicos sexo: Fémeas Mdade: 18221 dlas N 40
Unhagem: Wistar Peso: B0a250g

Lecal do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratéeio de Farmacoiogla da Inflamagso e do Comportamento, da
Faculdade de Farmicia, do Instkuto de Ciénclas da SaGde da Universidade Federal do Pard.
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