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Introducéo

E de consenso comum que os efeitos benéficos do consumo da cafeina sdo
predominantemente devidos a agdo sobre os receptores de adenosina (RAs) % sendo
uma droga antagonista competitiva e ndo seletiva dos RAs Bl. A cafeina, por apresentar
uma natureza hidrofébica, se distribui rapidamente por todo o corpo, podendo atravessar
todas as membranas bioldgicas incluindo a Barreira Hematoencefalica (BHE) *7l. No
Sistema Nervoso Central (SNC) seus efeitos farmacologicos estdo relacionados a
neuromodulagdo inibitéria da adenosina (8. Adicionalmente, aos efeitos inibitério, inimeros
estudos tém demonstrado seu potencial como agente modulador epigenético por aumentar
a expressdo génica das enzimas implicadas na metilacdo do DNA, como as DNA
metiltransferases (DNMTSs), enzimas que regulam os niveis de metilacdo do DNA genbmico.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da neuroinflamacéo e do pré-

tratamento da cafeina na expressao dos genes codificadores das enzimas DNMTSs.

Método

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos (3 a 5 meses), os quais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, Florian6polis/SC, Brasil (protocolo CEUA N° PP00760). Apds um periodo
de 7 dias para aclimatacdo dos animais, foram divididos em 4 grupos. A neuroinflamacao
foi induzida no Laboratério de Estresse Oxidativo (LABOX) pela administracdo de injecéo
Unica de lipopolissacarideo (LPS) (0,33mg/kg), e anteriormente passaram por um pré
tratamento com uma administracdo Unica via intraperitoneal de cafeina (6 mg/kg). Apos 24

horas, as estruturas cerebrais foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido,
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armazenadas em freezer -80°C e encaminhadas para o Laboratério da CEPEO no
Departamento de Odontologia da Universidade de Taubaté para analises moleculares
posteriores. Apés o isolamento do RNA total pelo método TRIzol/Cloroférmio e a sintese do
DNA complementar (cDNA), a expresséo génica das enzimas DNMTSs foram avaliadas pela
técnica de qPCR.

Resultados e Discusséo

A cafeina € o componente psicoestimulante mais consumido no mundo e evidéncias
epidemioldgicas sugerem que seu consumo pode reduzir o risco de véarias doengas
neuroldgicas e neurodegenerativas ), por reduzir de forma indireta a ativagdo da resposta
inflamatéria no Sistema Nervoso Central 9. Na dltima década cresceu significativamente
0 numero de trabalhos publicados a respeito do envolvimento dos mecanismos
epigenéticos principalmente no que diz respeito a funcio do SNC em adultos %, E certo
gue a contribuicdo destes estudos para o entendimento da fisiologia neuronal tem revelado
importantes associacdes entre as alteracOes epigenéticas e o desenvolvimento de
distarbios neuroldgicos 2, relacionando principalmente a neuroinflamacdo como um
importante fator de risco. '3 Neste sentido, se faz de grande relevancia os resultados aqui
apresentados referente a caracterizacdo do impacto do LPS e do pré-tratamento da cafeina
no controle transcricional das enzimas modificadoras do DNA. Nossos resultados revelaram
gue no estriado a expressao génica das enzimas Dnmtl (Fig. 1a) e Dnmt3b (Fig. 1c)
apresentaram o mesmo perfil transcricional, com aumento significativo apenas no grupo
LPS+Cafeina. Por outro lado, para a Dnmt3a foi observado reducéo significativa de sua
expressdo apenas no grupo Cafeina, quando comparada ao grupo Veiculo. Mesmo néo
sendo observado diferenca significativa entre os grupos LPS e LPS+Cafeina em relacdo ao
Veiculo, a diferenca foi observada para o grupo LPS em relacdo a Cafeina, com aumento
significativo da sua expressao génica. Também foi possivel observar que o pré tratamento
com cafeina inibiu a acdo do LPS (Fig. 1b). Por outro, no hipocampo as respostas aos
tratamentos foram diferentes, a cafeina promoveu o aumento da expressao dos genes
Dnmtl e Dnmt3b e modulou a expressao génica da Dnmt3a, quando comprado ao grupo
Veiculo. Em relacéo aos grupos LPS e LPS+Cafeina foi observado regulacao negativa da
expressao génica da enzima Dnmtl e relacdo aos grupos Veiculo e Cafeina (Fig. 1d) e

regulacdo negativa da expressao génica da enzima Dnmt3b em relacdo ao grupo Cafeina
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(Fig. 1f). Para a Dnmt3a, a administragéo i.p. do LPS promoveu aumento significativo da
expressao génica e o pré-tratamento da cafeina inibiu o efeito do LPS (Fig. 1e).

A caracterizagdo transcricional dos genes das enzimas modificadoras do DNA
realizado neste estudo revelou que as estruturas encefélicas respondem de forma diferente
aos tratamentos para a maioria das enzimas avaliadas. Dados da literatura nos fazem
acreditar que o aumento das enzimas Dnmts estejam relacionadas principalmente com sua
capacidade de metilacdo de novo, necessaria para a rapida regulacdo transcricional dos

genes neuronais durante a maturagdo neuronal e plasticidade sinaptica 4.

Figura 1: Efeito da neuroinflamagdo e do pré tratamento da cafeina no perfil transcricional das enzimas DNA
metiltransferases no Sistema Nervoso Central. Apds extragdo de RNA total pelo método
TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol o perfil transcricional dos genes Dnmt1, Dnmt3a e Dnmt3b no Estriado (a, b, ¢) e no
Hipocampo (d, e, f) foi avaliado por reagdes de gPCR. Os genes Gapdh e [B-actina foram utilizados como
normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2- act) e representam a média + desvio padrdo de 5
animais independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes * p<0,05; ** p<0,001 e
*** p<0,0001 em relagdo ao Veiculo; # p<0,05; ## p<0,001 e #i## p<0,0001 em relagdo a Cafeina e & p<0,05; &&
p<0,001 e &&& p<0,0001 em relagdo ao LPS.
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A andlise conjunta dos resultados nos permite concluir que o pré tratamento i.p. da
cafeina na dose de 6mg/kg modulou a expressédo dos genes codificadores das enzimas
Dmts.
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