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RESUMO

EFEITO DA CAFEINA SOBRE A CONSOLIDACAO TARDIA DA MEMORIA DE
MEDO EM RATOS

AUTOR: Ana Claudia Jesse
ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello

Cafeina, um antagonista ndo seletivo dos receptores de adenosina, € uma das substancias
psicoestimulantes mais consumidas no mundo. Existem relatos contraditérios a respeito do
efeito da cafeina sobre a memoria e aprendizado. Enquanto alguns estudos sugerem um efeito
de melhora pela administracdo da cafeina em modelos animais de laboratério e humanos,
outros relatam que ela ndo afeta a memaria ou mesmo prejudique. No presente estudo, nos
investigamos se a administracdo de cafeina altera a consolidacdo tardia e a persisténcia da
memdria de medo na tarefa de condicionamento ao contexto em ratos. Ratos Wistar machos
adultos receberam trés choques 1 s - 0,6 mA (separados por 40 s) em uma cadmara de
condicionamento de medo, e foram injetados com salina (0,9 % NacCl, i.p.) ou cafeina (0,3, 3
ou 30 mg/kg, i.p.) ou espermidina (10 mg/kg, i.p.), 12 horas ap0s o treino. A sessdo de teste
foi realizada 2, 7 ou 14 dias ap06s o treino e a porcentagem da resposta de freezing foi medida.
A administracao de cafeina (3 mg/kg, i.p.) 12 h apds o treino aumentou o freezing ao contexto
de ratos testados 2 dias ap0s o treino. Nenhuma dose de cafeina foi capaz de alterar o freezing
ao contexto nas sessbes de teste realizadas 7 e 14 dias ap6s o treino. A administracdo de
espermidina (10 mg/kg, i.p.) 12 h apds o treino, foi capaz de aumentar o freezing ao contexto
nas sessdes de teste realizadas 2 e 7 dias apds o treino. Nossos resultados sugerem que a
administracdo tardia de cafeina facilita a consolidacdo da memoria, mas ndo a persisténcia da
memoria em ratos.

Palavras-chave: Cafeina. Consolidacdo Tardia da Memoria. Condicionamento de Medo ao
Contexto. Ratos.



ABSTRACT

EFFECT OF CAFFEINE ON LATE CONSOLIDATION OF FEAR MEMORY IN
RATS

AUTHOR: Ana Claudia Jesse
ADVISOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello

Caffeine, an antagonist of adenosine receptors, is one of the most widely consumed
psychostimulant substance in the world. There are contradicting reports about the effect of
caffeine on learning and memory. While some studies suggest an improving effect of caffeine
administration in animal and human models, other reports that caffeine do not affect memory
or even impairs. In the present study, we investigated whether caffeine administration alters
late memory consolidation and fear memory persistence in contextual conditioning task in
rats. Male adult Wistar rats received three 1 s - 0.6 mA footshocks (40 s apart) in a fear
conditioning chamber and were injected with saline (0.9 % NacCl, i.p.) or caffeine (0.3, 3 or 30
mg/kg, i.p.) or spermidine (10 mg/kg, i.p.), 12 hours post-training. The testing session was
held at 2, 7 or 14 days post-training and the percent of freezing responses was measured.
Caffeine administration (3 mg/kg, i.p.) 12 h post-training increased freezing to context of rats
tested 2 days after training. Other dose of caffeine were not able to alter freezing to context in
the testing session at 7 and 14 days after training. Spermidine administration (10 mg/kg, i.p.)
12 h post-training was able to increase the freezing to context in the testing session carried 2
and 7 days after training. Our findings suggest that late caffeine administration facilitates
memory consolidation but not memory persistence in rats.

Keywords: Caffeine. Late Memory Consolidation. Fear Contextual Conditioning. Rats.
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APRESENTACAO

Esta dissertagdo esta organizada em topicos, a saber: Introducdo, Revisédo
Bibliogréafica, Objetivos, Resultados (Manuscrito), Discussdo, Conclusdo e Referéncias
Bibliogréaficas. No manuscrito sdo apresentadas as se¢des Introducdo, Materiais e Métodos,
Resultados, Discusséo e Referéncias.

Em relacéo aos topicos da dissertacdo, a Introducdo apresenta 0 embasamento tedrico
que permitiu a formulacdo da proposta do trabalho. Os objetivos (geral e especificos) estdo
dispostos no corpo do trabalho. E a secdo Resultados contém o manuscrito que esta sob
avaliacdo pela revista Psychopharmacology. Nos tdpicos, Discussdo e Conclusao, presentes
na dissertacdo, é apresentada uma abordagem geral do trabalho realizado. Por fim, as
Referéncias Bibliograficas referem-se apenas as citacdes dos itens Introducdo, Revisao

Bibliografica e Discussdo desta dissertacao.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ a principal fonte de cafeina, sendo consumido por popula¢ées mundiais pelo
seu efeito estimulante, nos mais variados contextos culturais. Desde a antiguidade sabe-se dos
efeitos psicoestimulantes que o café provoca naqueles que o consumem, incluindo o famoso
mito de Kaldi e suas cabras dangantes (Bennett & Bonnie, 2002), considerado o primeiro
relato do efeito estimulante do café. Dentro do género Coffea, Coffea arabica (arabica) e
Coffea canephora (robusta) sdo as espécies mais aceitas comercialmente, e responsaveis por
99 % do café consumido mundialmente (Mejia & Ramirez-Mares, 2014). De fato, a cafeina é
uma das substancias psicoativas mais consumidas no mundo (Nehlig, 1999). Sua a¢do no
sistema nervoso central (SNC) parece ser primariamente devido ao antagonismo ndo seletivo
dos receptores de adenosina do subtipo A; e Aza (Fredholm et al., 1999; Jang et al., 2013).
Quanto aos efeitos positivos da cafeina sobre o aprendizado e memoria, existem estudos
contraditérios em relacdo a essa propriedade da cafeina em diferentes tarefas
comportamentais. Enquanto alguns estudos relatam uma melhora do aprendizado e da
memoria provocada pela administracdo de cafeina (Angelucci et al., 2002; Costa et al., 2008;
Cunha & Agostinho, 2010; Glade, 2010; Kopf et al., 1999; Prediger et al., 2005a, b, c, d),
outros relatam que ela prejudica (Corodimas et al., 2000; Sanday et al., 2013) ou néo afeta a
memoria (Furusawa, 1991; Hudzik & Wegner, 1993; Smith et al., 1994). Estes resultados
controversos podem ser devido ao periodo em que a cafeina é administrada, pelo uso de
diferentes tarefas comportamentais, entre outros fatores metodolégicos.

A formacgdo da memdria é um processo que necessita inicialmente de um aprendizado,
ou seja, a aquisicdo de uma nova informacdo. ApOs esse processo, ocorre uma série de
alteracdes moleculares e celulares no cérebro, como sintese de novas proteinas, que levam a
uma estabilizagdo progressiva da memdria (McGaugh et al., 2000). Esse processo, que se
inicia imediatamente apos o aprendizado e é tempo-dependente, é chamado de consolidacéo
(Dudai, 2004; McGaugh et al., 2000). Durante a consolidacdo, a memoria é labil e suscetivel a
intervengdes, incluindo modulacdo por agentes farmacoldgicos. Apds a consolidacdo, a
memoria fica disponivel para ser recuperada ou evocada, quando necessario (lzquierdo,
2002).

Estudos recentes tém mostrado resultados controversos quanto ao efeito da cafeina
sobre a memoria. Borota e colaboradores, em 2014, mostram que a cafeina administrada
imediatamente apds o aprendizado melhora a memoria em humanos, sugerindo que a cafeina

pode facilitar a consolidacdo da memdria. Em modelos animais de laboratério também
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observa-se o0 efeito positivo da cafeina sobre a memoria quando administrada imediatamente
apos o treino (Angelucci et al., 1999; Kopf et al., 1999). Por outro lado, varios estudos
mostram que a cafeina piora a memdria quando administrada antes da aquisicao (durante o
aprendizado da tarefa) (Angelucci et al., 1999; Sanday et al., 2013). Contudo, nenhum estudo
investigou, até 0 momento, o efeito da cafeina sobre a consolidacéo tardia da memoria e sua
persisténcia. Portanto, neste estudo investigamos se a administracdo de cafeina, 12 horas ap6s
0 treino, altera a consolidacédo tardia da memoria de medo condicionado ao contexto e a sua

persisténcia em ratos testados em 2, 7 ou 14 dias apds o treino.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAFE

Conforme descrito no livro “The World of Caffeine: The Science and Culture of the
World's Most Popular Drug”, o primeiro relato do consumo de café ocorreu por volta da
metade do século 15 na Etiopia, e posteriormente difundiu-se do Iémen e dos Paises Arabes
para o resto do mundo. O mito de Kaldi e suas cabras dancantes relata a primeira vez em que
o café foi consumido, primeiramente pelas cabras e, posteriormente, pelo camponés etiope,
apos infundir em agua quente os graos de café, que foram queimados em uma fogueira no
monastério por serem considerados satanicos. Desta forma teria sido feita a primeira infuséo
de café do mundo, conforme relatado por Antoine Faustus Nairon, em 1671. Infelizmente,
para quem acredita que Kaldi possa ter sido uma pessoal real, este conto ndo aparece em
quaisquer fontes arabes e, portanto, supfe-se ter sido originado da imaginacao literaria de
Nairon e se espalhou por causa de seu apelo aos primeiros bebedores de café europeus
(Bennett & Bonnie, 2002).

O café é uma mistura quimica complexa, consistindo de aproximadamente 1.000
compostos bioativos, chamados fitoquimicos, responsaveis pelo seu sabor e aroma (Mejia &
Ramirez-Mares, 2014). Entre estes compostos estdo as metilxantinas (cafeina, teobromina,
teofilina), alcoois diterpenos (cafestol, kahweol), flavonoides (catequinas, antocianinas), entre
outros (Rodrigues and Bragagnolo, 2013). O café é a principal fonte de cafeina, sendo colhido
de arvores do género Coffea, originarias da Etidpia, onde hoje ainda fazem parte da vegetacédo
natural, tendo 103 espécies identificadas. Contudo, apenas duas, as mais aceitas
comercialmente, Coffea arabica (arabica) e Coffea canephora (robusta) sdo responsaveis por
aproximadamente 99 % do café consumido mundialmente (Mejia & Ramirez-Mares, 2014).
Na Europa, o café comecou a ser consumido por volta do seculo XVI, ainda de forma muito
restrita, pois o cha era a bebida dos nobres. A partir do século XVI1I o café encontrou melhor
aceitacdo, passando a ser consumido em varios estabelecimentos publicos, quando também
comegou a ser considerado uma bebida de intelectuais. O café chegou ao Brasil por volta de
1727, primeiramente na cidade de Belém, trazido da Guiana Francesa pelo Sargento Francisco
de Mello Palheta, a pedido do governador do Maranhéo, que o enviara as Guianas com essa
missdo (ABIC, 2016; Neves, 1974). As condic¢Bes climaticas muito favoraveis para o cultivo

do café no Brasil fez com que a cultura se espalhasse por todo o territorio nacional,
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principalmente Maranhdo, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana (ABIC,
2016; Neves, 1974).

Atualmente, o café é a substancia estimulante mais consumida no mundo (Fredholm et
al., 1999). Dados da Organizacdo Internacional do Café mostram que o consumo mundial de
café ultrapassa 150 milhdes de sacas por ano, mantendo crescimento anual significativo de 2,5
%. O Brasil é 0 segundo maior consumidor de café do mundo, atrds apenas dos EUA, que
consome anualmente 24 milhdes de sacas de café (OIC, 2015).

2.2 CAFEINA
2.2.1 Fontes

A cafeina é encontrada em mais de 60 espécies de plantas distribuidas mundialmente,
incluindo o café, cha, guarana, erva mate e o cacau como fontes mais conhecidas. Sua
concentracdo varia de acordo com o tipo de produto, pratica agricola, fatores ambientais,
processamento e armazenamento. O café é a principal fonte de cafeina na dieta de adultos,
sendo consumido por inimeros americanos que bebem diariamente mais de 400 milhdes de
copos de café (Mejia & Ramirez-Mares, 2014; NCA, 2012).

2.2.2 Estrutura e propriedades fisico-quimicas

A cafeina é uma trimetilxantina, ou xantina trimetilada, sendo classificada como um
alcaldide de ocorréncia natural, possuindo como férmula molecular CgH1oN4sO, e peso
molecular de 194,19 g/mol. A cafeina tem varios sindnimos, sendo o mais usual deles 1,3,7-

trimetilxantina. Sua estrutura molecular encontra-se na figura abaixo (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura molecular da cafeina

Q Ch
HsC N
N
A My
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Fonte: PubChem
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A temperatura ambiente a cafeina é inodora, tem gosto amargo e se apresenta como
um po branco opaco. Essa metilxantina apresenta solubilidade moderada em &gua a
temperatura ambiente (21,6 g/l a 25 °C), mas é bastante solivel em agua quente (181 g/l a 80
°C) (PubChem).

2.2.3 Farmacocinética

Por ser uma molécula lipofilica, a cafeina passa facilmente atraves de membranas, o
gue ocasiona uma rapida e completa absor¢do no estbmago e intestino, e atinge a corrente
sanguinea, que a distribui para todo o organismo. No periodo pds-absortivo, a cafeina chega
ao SNC apds atravessar a barreira hematoencefalica, provocando seu conhecido efeito
psicoestimulante (Fredholm et al., 2005).

A absorcdo da cafeina pelo trato gastrointestinal é rapida, em torno de 30-45 min ap0os
a ingestdo, e chega a 99 % em humanos (Arnaud, 1993; Bonati et al., 1982; Marks & Kelly,
1973) e também em roedores (Arnaud, 1976, 1985). A meia vida da cafeina é de 3-4 horas em
adultos saudaveis e, em ratos, cerca de 1 hora (Morgan et al., 1982). A cafeina é metabolizada
principalmente pelas enzimas do citocromo P450 do figado, especificamente a CYP1A2,
transformando a cafeina em dimetilxantinas como a paraxantina (1,7-dimetilxantina),
teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina (1,3-dimetilxantina), que apresentam atividade no
organismo e sdo eliminadas na urina ap06s sofrerem metabolizacdo pelo figado. A excrecdo da
cafeina é predominantemente renal (Arnaud, 1976).

A cafeina, como outras metilxantinas, apresenta estrutura semelhante aos nucleotideos
ciclicos e, portanto, a capacidade de atuar como inibidor das fosfodiesterases. Porém, a
afinidade da cafeina e de outras metilxantinas pelas fosfodiesterases é baixa, sendo necessario
altas concentragdes (na faixa de milimolar-mM) para ter efeito significativo (Cardinali, 1980;
Francis et al., 2010). A constante de afinidade da cafeina pela fosfodiesterase é na ordem de
250-1000 uM (Aronsen et al., 2014).

O efeito mais conhecido e desejado da cafeina é como estimulante do SNC, o qual € a
base para a popularidade de todas as bebidas que contém cafeina (Ferré, 2008). Além disso, a
ingestdo de cafeina esta associada com o aumento do estado de alerta, melhora da atencao,
desempenho psicomotor e cognitivo (Ferré, 2008; Smith et al., 2005; Takahashi et al., 2008).
Entre todas as metilxantinas, a cafeina é o estimulante mais potente do SNC, tendo sua acéo
inicial no cortex, passando para o bulbo e finalmente para a medula espinhal (Fredholm et al.,
1999).
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A cafeina também € considerada termogénica, provocando um leve aumento da taxa
metabdlica. De fato, tem sido relatado que a ingestdo de 50 mg de cafeina pode aumentar a
taxa metabdlica basal em 6 %. As mudancas maximas ocorrem em até 4 horas apds a
administracdo dessa substancia, estimulando a lipolise, glicogendlise e gliconeogénese (Belza
et al., 2009).

Estudos farmacoldgicos e epidemiol6gicos também relatam que o consumo habitual
de café tem inUmeros efeitos benéficos para a saude, incluindo menor risco para a doenca de
Alzheimer (Arendash et al., 2006; Dall’Igna et al., 2003, 2007; Ritchie et al., 2007) e doenca
de Parkinson (Chen et al., 2008, 2001), efeito favoravel sobre o funcionamento hepatico, risco
diminuido para certos tipos de cancer (endometrial e hepético, por exemplo) (Cano-Marquina
et al., 2013; O’Keefe et al., 2013) e para desenvolver diabetes do tipo 2 (Bhupathiraju et al.,
2013). Contudo, o consumo de café tem sido associado a menor densidade dssea e
consequente aumento de fraturas, bem como ao aumento da pressao arterial (Glade, 2010). O
consumo excessivo de café tem sido associado a cefaleia, ansiedade, insdnia e nauseas (Mejia
& Ramirez-Mares, 2014). A quantidade de cafeina necessaria para provocar os efeitos
adversos varia individualmente, dependendo do peso, idade, sexo e suscetibilidade (Mejia &
Ramirez-Mares, 2014).

A interrupcdo do consumo cronico de cafeina em humanos manifesta-se tipicamente
por sintomas de sindrome de retirada (‘“‘abstinéncia”) como dor de cabeca, irritabilidade,
dificuldade de concentracdo, ansiedade, entre outros (Daly et al., 1998; Juliano et al., 2004;
Shapiro, 2007). Os sintomas de retirada comegcam lentamente e tém seu pico em até 2 dias, e
desaparecem quando o consumo de café é retomado (Daly et al., 1998).

Em humanos, a dose oral letal de cafeina é estimada em torno de 10 g, sendo que a
concentracdo sanguinea alcanca até 500 mM (Dews, 1982). Em animais, doses muito altas,
préximas da dose letal de cafeina, podem produzir crises ténico-clonicas, devido ao seu efeito

estimulante central em ratos (Chu, 1981) e camundongos (Marangos et al., 1981).

2.2.4 Farmacodinamica

A cafeina exerce seus efeitos psicoestimulantes no SNC através do blogueio nao
seletivo dos receptores de adenosina do subtipo A; e Aa, sendo considerado os alvos
farmacologicos preferenciais da cafeina (Ferré, 2008; Fredholm et al., 1999). Os receptores
para adenosina sdo farmacologicamente identificados em Az, Aza, Az € As, todos acoplados a

proteina G, seja Gs ou Gi. Os receptores A; e A; estdo acoplados a proteina Gi, inibitdria,
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enquanto os receptores Aoa € Ayp estdo acoplados a proteina Gs, excitatdria (Fredholm et al.,

2001) (Figura 2).

Figura 2 - Receptores de adenosina
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Fonte: Ham & Evans, 2012

Os receptores para adenosina do subtipo A; sdo amplamente expressos no sistema
nervoso central, incluindo cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, talamo, entre outros,
enquanto os receptores do subtipo A,a estdo concentrados no estriado (Ferré, 2008; Karcz-
Kubicha et al., 2003). Os receptores A; e Aya também sdo expressos em células gliais e
contribuem para a melhora da plasticidade sinéptica, por aumentar a captacdo de glutamato e
a liberacdo de ATP e adenosina dos astrdcitos (Boison, Chen & Fredholm, 2010). Pouco se
sabe a respeito do papel dos receptores Azg € Az ha modulacdo da memdria e aprendizado,
principalmente devido a baixa expressdo desses receptores no cérebro (Chen, 2014) e menor
afinidade da cafeina pelos receptores Az (Borrmann et al., 2009; Jacobson et al., 1999).

Apesar da cafeina ser considerada um antagonista ndo seletivo dos receptores de
adenosina, o receptor preferencial para a cafeina desencadear seu efeito psicoestimulante
ainda é controverso (Ferré, 2008). Estudos mostram que a cafeina pode atuar como um
antagonista ndo seletivo A; e Aya (Ferré, 2008; Fredholm et al., 1999) ou pode atuar mais
especificamente sobre o receptor A, (Canas et al., 2009; Cunha & Agostinho, 2010). Porém,
levando em conta as constantes de afinidade (K;) da cafeina pelos receptores para adenosina
do subtipo Az e Aza, em humanos (Quadro 1) e em ratos (Quadro 2), o receptor preferencial
para acdo da cafeina € incerto. Estudo realizado por Spealman em 1988 mostrou que o
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bloqueio do receptor Aza € 0 principal responsavel pelo aumento da atividade locomotora
desencadeada pela administracdo de cafeina. Outros estudos também mostraram que
antagonistas do receptor A,a desencadeiam efeitos comportamentais e bioquimicos
semelhantes aos efeitos da cafeina (Svenningsson et al., 1977; El Yacoubi et al., 2000). Em
modelos experimentais de doenca de Parkinson, os efeitos benéficos da cafeina s&o
mimetizados pelo bloqueio dos receptores para adenosina Aza, reforcando a hipotese de que
este receptor esta envolvido nos efeitos benéficos provocados pela cafeina (Cunha, 2005;
Gomes et al., 2011). A cafeina apresenta diferentes constantes de afinidade para cada receptor

de adenosina em humanos (Quadro 1) e ratos (Quadro 2).

Quadro 1 - Acéo da cafeina sobre os receptores para adenosina em humanos

Alvo Acéo Afinidade | Constante de afinidade Referéncia
(PK) (Ki)
Receptor A; Antagonista 4,3-5,0 4,49x10® - 1,07x10° M | Deckert et al.,
1993
Receptor A,a | Antagonista 4,6-5,6 - Kull et al., 1999
Receptor A,g | Antagonista 4,5-5,0 3,38x107° - 1,04x10° M | Bertarelli et al.,
2006
Receptor A3 Antagonista 4,9 1,33x10° M Jacobson et al.,
1999
Fonte: luphar Database
Quadro 2 - Acéo da cafeina sobre os receptores para adenosina em ratos
Alvo Acdo Afinidade | Constante de afinidade Referéncia
(PK) (K3)
Receptor A; | Antagonista| 4,4 4,4x10” - 4,1x10° M Daly et al., 1991
Receptor | Antagonista | 4,3-4,5 4,8x10™ - 3,25x10° M | Jacobson et al., 1999
Aoa
Receptor | Antagonista 4,5 3x10° M Brackett et al., 1994
Azp
Receptor A3 | Antagonista <4,0 1x10™* M Borrmann et al.,

2009

Fonte: luphar Database
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O bloqueio dos receptores de adenosina pela administracdo de cafeina pode levar a
efeitos secundarios importantes sobre o sistema colinérgico (Acquas et al., 2002), sobre o
metabolismo da serotonina e das catecolaminas (Abrams et al., 2005; Khaliq et al., 2012; Li et
al., 2012), sobre o sistema glutamatérgico (Quiroz et al., 2006), gabaérgico, via GABAAa
(Mukhopadhyay & Poddar, 1995) e dopaminérgico (Ferré, 2010; Ferré et al., 2009).

O sistema dopaminérgico parece ser essencial para os efeitos psicoestimulantes da
cafeina, pois sabe-se que antagonistas adenosinérgicos modulam a atividade dos receptores
dopaminérgicos (Cunha, 2005; Ferré et al., 1992) devido a possibilidade de heterodimerizagédo
entre ambos os receptores, exclusivamente Ai/D; e Aya/D,. Os receptores Az e Aga, em
particular, podem heterodimerizar com os receptores de dopamina D; e D, (Fuxe et al., 2007;
Kim & Palmiter, 2008; Kudlacek et al., 2003) e receptores metabotropicos glutamatérgicos do
grupo 1 e grupo 2 (Di Lorio et al., 1996; Ferré et al., 1999).

2.3 MEMORIA

A memobria € o processo de aquisicdo, formacdo ou consolidacdo e evocacdo de
informac@es adquiridas (lzquierdo, 2011; Izquierdo, 2002). Para a formacgdo de uma memdria
é necessario que ocorra um aprendizado, e estas novas informacdes podem, ou ndo, ser
armazenadas de forma permanente para serem recuperadas ou evocadas quando necessario
(Baddley & Navarro, 1999; Izquierdo, 2002) (Figura 3).

Figura 3 - Fases da formacgdo da memoria. Aquisicdo, consolidacao e evocacao
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Fonte: Quillfeldt, 2006

As memorias podem ser classificadas levando em conta diferentes critérios, como:
funcdo, conteldo, duragdo, natureza ou motivagdo (Quillfeldt, 2006). As classificacbes mais
usadas sdo, por exemplo: de acordo com o seu conteudo, na qual a memoria pode ser
classificada em: memoria declarativa (explicita) e memoria ndo declarativa (implicita). A
memoria declarativa é aquela associada a eventos e conhecimentos, aquela que conseguimos

verbalizar e é evocada pelo consciente. A memdria ndo declarativa é aquela evocada pelo
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inconsciente e que ndo conseguimos verbalizar, manifestada por meio de comportamentos
motores ou sensoriais (Bear et al., 2008; lzquierdo, 2002; Muller & Shumann, 2011,
Stickgold, 2005), de acordo com o seu tempo de duracéo, ou seja, o tempo que fica disponivel
para a evocacdo depois de adquirida, em: memdria de trabalho (as informacgdes que estdo
disponiveis por periodos muito curtos de tempo, de segundos a minutos); memoria de curta
duracdo (que dura de minutos a poucas horas apds ser adquirida); e, memoria de longa
duracdo (que pode durar dias, meses ou anos) (Squire et al., 2004), que necessita de uma
progressiva estabilizacdo, também chamada de consolidacédo, para se tornar uma memoria de
longa duragdo (Dudai, 2004; McGaugh et al., 2000; Nadel et al., 2012). A memodria de longa
duracdo apresenta como caracteristica a persisténcia ao longo tempo. A formacdo destas
memorias, segundo alguns autores, dependem de uma consolidacdo precoce gque ocorre em
torno de 6 horas ap06s o treino, e inclui ativacdo da expressdo génica, sintese proteica e
formacdo de novas sinapses (Alberini & Kandel, 2014; Bekinschtein et al., 2007; lzquierdo,
2004). Contudo, outros estudos sugerem que a persisténcia da memoria de longa duracéo
depende de sintese proteica que ocorre em torno de 12 horas ap0s a aquisicdo, na qual ocorre
ativacdo de receptores do tipo NMDA na area tegmental ventral (VTA) seguida da ativacdo
de receptores dopaminérgicos no hipocampo (Rossato et al., 2009) e aumento da expressédo do
BDNF na &rea CA1 do hipocampo (Bekinschtein et al., 2008). Portanto, existem duas janelas
temporais importantes no processo de consolidacdo da memdria que leva a persisténcia da
memoria de longa duracéo.

De acordo com a sequéncia de eventos necessarios para a formacdo de uma memoria,
qualquer intervencdo experimental que tem consequéncias sobre o processamento da
memoria, depende do momento em que é aplicada. Intervengdes farmacoldgicas realizadas
pré-treino afetam tanto a aquisicdo como a consolidacdo, além do estado motivacional do
animal submetido a determinada tarefa. Contudo, se a intervencdo for feita apds o treino a
consolidacdo pode ser afetada, sendo que diferentes tempos apos o treino podem ter acesso a
diferentes estagios dos processos neuroquimicos/fisiologicos envolvidos na consolidacdo. E,
finalmente, se a intervencdo for realizada pré-teste, a mesma afeta evocacdo da memoria

adquirida e consolidada e também a motivagdo do animal (Quillfeldt, 2006).

2.4 EFEITOS DA CAFEINA SOBRE A MEMORIA

H& varios estudos contraditorios a respeito do efeito da cafeina sobre a memoria.

Enquanto alguns estudos mostram que a cafeina melhora a memaria tanto em animais (Botton
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et al., 2010; Costa et al., 2008; Prediger et al., 20054, b, ¢, d) como humanos (Haskell et al.,
2008; Lieberman et al., 2002; Riedel et al., 1995; Borota et al., 2014), outros relatam que ela
ndo interfere ou ainda prejudique a memdria (Corodimas et al., 2000; Furusawa, 1991;
Hudzik & Wegner, 1993; Sanday et al., 2013; Smith et al., 1994).

A divergéncia de efeitos da cafeina sobre a memoria, pode ser devida, em grande
parte, pelo uso de diferentes tarefas e modelos comportamentais, regime de administragéo
(agudo ou crénico), periodo de administracdo (pré-treino, pos-treino ou pré-teste), dose,
espécie e idade dos animais usados em cada estudo (Angelucci et al., 1999). Evidéncias
farmacoldgicas sugerem que a administracdo de cafeina pré-treino prejudica a memoria em
animais (Angelucci et al., 1999; Dubroqua et al., 2015; Sanday et al., 2013). Por outro lado,
ha estudos que mostram que quando a cafeina é administrada imediatamente ap6s o treino
ocorre uma melhora da memdria em animais (Angelucci et al., 1999, 2002; Botton et al.,
2010; Cestari et al., 1996; Costa et al., 2008; Kopf et al., 1999; Yonkov, 1984) em diferentes
tarefas comportamentais, como condicionamento de medo ao contexto (Corodimas et al.,
2000; Dubroqua et al., 2015; Poole et al., 2016; ), esquiva inibitéria (Angelucci et al., 1999;
Dall’Olio et al., 1978; Sanday et al., 2013), reconhecimento de objeto (Botton et al., 2010;
Costa et al., 2008), labirinto aquatico de Morris (Angelucci et al., 2002) e esquiva ativa
(Bakshi et al., 1995; Yonkov, 1984).

Além do efeito de melhora da memoria, provocada pela administracdo de cafeina,
outros estudos mostram que a consumo de cafeina cronico previne os déficits cognitivos e a
neurodegeneracdo em modelos de doenca de Alzheimer em humanos (Lindsay et al., 2002;
Gelber et al., 2011; Maia & de Mendonga, 2002; Ritchie et al., 2007) e animais (Arendash et
al., 2006), e doenga de Parkinson (Dall’lgna et al., 2003; Gevaerd et al., 2001). Além disso, a
administracdo de cafeina pode diminuir o risco para a doenca de Parkinson (Ascherio et al.,
2001). Outro estudo epidemioldgico mostra também a prevengdo da morte neuronal induzida
pela administracdo do peptideo beta amiloide (Ap) (Arendash et al., 2006; Dall’lgna et al.,
2003). Portanto, evidéncias genéticas, farmacoldgicas e epidemioldgicas sugerem uma relacao
inversa entre o consumo de café e a doenga de Parkinson e doenca de Alzheimer. Contudo,
com base nos estudos realizados até o presente momento pouco se sabe sobre o efeito agudo
da cafeina sobre a consolidagdo tardia da memoria e sua persisténcia, 0 que motivou o

presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da cafeina sobre a consolidacéo tardia e persisténcia da memoria de

medo contextual em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da cafeina administrada 12 horas apds o treino sobre a consolidagéo

tardia da meméria de medo.

e Verificar o efeito da cafeina administrada 12 horas ap6s o treino sobre a persisténcia

da memoria de medo.
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4 RESULTADOS
Os resultados obtidos na presente Dissertagdo estdo apresentados sob a forma de
Artigo Cientifico (Manuscrito), composto pelas seguintes sec¢des: Introducdo, Materiais e

Métodos, Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas. O manuscrito estd sob

avaliacdo pela revista Psychopharmacology.

4.1 MANUSCRITO

DELAYED CAFFEINE IMPROVES MEMORY CONSOLIDATION BUT NOT
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Abstract

Rationale Caffeine, an antagonist at the adenosine receptors, is the most widely used
psychoactive substance in the world, and it is generally believed to improve learning and
memory. However, such a memory improving effect seems to depend on the dose used the
timing of caffeine administration. While caffeine seems to improve early consolidation of
memory, no study has examined whether the delayed post-training injection of caffeine alters
memory consolidation and memory persistence in rats.

Objective The aim of this study was to investigate the effect of caffeine on late memory
consolidation and memory persistence of contextual fear conditioning in rats.

Methods Male adult Wistar rats received three 1 s - 0.6 mA footshocks (40 s apart) in a fear
conditioning chamber and were injected with saline (0.9 % NacCl, i.p.) or caffeine (0.3, 3 or 30
mg/kg, i.p.) or spermidine (10 mg/kg, i.p.) 12 h post-training. The testing session was held at
2, 7 or 14 days post-training and the percent of freezing responses was measured.

Results Caffeine (3 mg/kg, i.p., 12 h post-training) increased the percent freezing of rats
tested 2 days after training, but had no effect if the testing session was carried 7 or 14 days
post-training. Spermidine (10 mg/kg, i.p., 12 h post-training) increased the percent freezing of
rats tested 2 and 7 days post-training.

Conclusion Our findings suggest that late caffeine administration facilitates memory

consolidation but not memory persistence in rats.

Keywords Caffeine, Late Memory Consolidation, Fear Conditioning, Memory Persistence,
Rat
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Introduction

Caffeine, the most widely used psychoactive substance in the world (Nehlig 1999),
seems to cause its behavioral effects, including on learning and memory, by antagonizing A;
and A,a adenosine receptors (Fredholm et al. 2005; Jang et al. 2013). However, caffeine
actions on other molecular targets have also been proposed to mediate the behavioral effects
of this compound such as phosphodiesterase inhibition, sensitization of ryanodine-sensitive
channels, and antagonism of GABAAa receptor activity (Daly 2007; Nehlig et al. 1992;
Porciuncula et al. 2013; Stone et al. 2009).

Although several lines of evidence support anxiogenic and pro-arousal roles for
caffeine (Huang et al. 2005; Lader and Bruce 1986; Lister 1987; Nardi et al. 2009), there are
contradicting reports regarding the effect of this methylxanthine on learning and memory in
experimental animals, since both learning and memory improvement and impairment, and no
effect as well, have been reported.

The contradicting effects of caffeine on learning and memory may be due to
methodological issues that include dose, time window of administration and regimen (chronic
or acute), task, age and species used to assess it (Angelucci et al. 1999). A closer examination
of the studies that have investigated the effect of caffeine on shock-motivated tasks (Table 1),
particularly on inhibitory avoidance and fear conditioning, reveals that five out of six
independent studies showed that pre-training administration of caffeine (10-100 mg/kg)
impairs the performance of mice and rats in these tasks (Angelucci et al. 1999; Corodimas et
al. 2000; Dubroqua et al. 2015; Sanday et al. 2013; Zarrindast and Shafaghi 1994). The study
that found a facilitatory effect of pre-training caffeine on inhibitory avoidance performance
used rats (Prediger et al. 2008) and this fact may have contributed for their findings. In
addition, the two studies that have investigated the effect of pre-training caffeine on the
performance of mice and rats (1 and 10 mg/kg) in the two-way avoidance task also revealed a
significant deleterious effect of the methylxanthine (Gevaerd et al. 2001; Sansone et al. 1994).
It is worth pointing out that when an animal is given a treatment before being trained in a
memory task, any resulting alteration in behavioral performance at test might be due to the
treatment’s effects on sensory and motor functioning in place of or in addition to effects on
learning and memory (Jensen & Smith 1982; McGaugh 2015; Roesler and McGaugh 2010).
Therefore, since in all these studies caffeine was injected before training, one might question
whether they really affected learning/memory (acquisition or early consolidation), motivation
(drive), anxiety or sensory/motor functioning, instead. The same applies to the studies that
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have investigated the effect of caffeine on memory retrieval, for which impairment (Dubroqua
et al. 2015), improvement (Angelucci et al. 1999) and no effect (Sanday et al. 2013) of
caffeine have been reported. Therefore, though current experimental evidence suggests that
pre-training caffeine impairs the acquisition of shock-motivated tasks, due to the
methodological issues pointed out by McGaugh and colleagues and the known anxyogenic
effect of caffeine in the dose range of 10-60 mg/kg (Balwin et al. 1989; Bhattacharya et al.
1997; Graeff et al. 1998; Lister 1987), it is difficult to ascertain whether caffeine has a
specific effect on the acquisition and memory retrieval in mice and rats. On the other hand, a
large body of evidence indicates that post-training caffeine improves the early steps of
memory consolidation of shock-motivated tasks in both mice and rats (Table 1). Accordingly,
four studies have shown that caffeine administration immediately post-training improves
memory consolidation (Angelucci et al. 1999; Cestari et al. 1996; Kopf et al. 1999; Yonkov
1984). Interestingly, the only experiment that showed no effect of caffeine on memory
consolidation used a protocol of late administration (180 min after training) of the compound
(Kopf et al. 1999). Therefore, the timing of caffeine administration seems be a determinant of
the effect of caffeine on the performance of the animals in these tasks.

A number of studies carried out in the last decade have shown that late administration
of drugs (around 12 hours post-training) alters memory persistence (Bethus et al. 2010;
Izquierdo et al. 2008; Parfitt et al. 2012; Porto et al. 2015; Rossato et al. 2009; Slipczuk et al.
2013; Signor et al. 2014). Accordingly, Rossato and colleagues (2009) have shown that D1
receptor and CAMP/PKA/CREB signaling pathway activation facilitate memory persistence,
as suggested by the facilitatory effect of the 12 h post-training administration of SKF38393
and 8-Br-cAMP. Considering that caffeine increases CAMP levels by different mechanisms
(Beavo et al. 1990; Butcher et al. 1962; Fredholm et al. 1999; Stefanovich 1979;
Svenningsson et al. 2005; Yoshimura 2005) one might reason that caffeine could improve
memory persistence if injected 12 hours after training. In fact, no study has addressed whether
late caffeine injection (more than three hours after training) alters memory. Therefore, in this
study we investigated whether caffeine administration 12 h post-training alters late memory
consolidation and memory persistence of the fear contextual conditioning task in rats tested 2,

7 or 14 days post-training.
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Materials and Methods

Animals Male adult Wistar rats (180-220 g) from the Animal House of the Federal University
of Santa Maria were used. The animals were housed four to a cage and maintained on a 12 h
light/dark cycle (lights on at 7:00 A.M.) at a temperature of 21 °C with water and standard
laboratory chow (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil) ad libitum. All experimental
procedures were conducted in accordance with the policies on the use of animals and humans
in neuroscience research, revised and approved by the Society for Neuroscience Research in
January 1995 and with the institutional and national regulations for animal research (process
8322180216).

Drugs Animals were injected with saline (0.9 % NaCl), anhydrous caffeine (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) or N-(3-aminopropyl)-1.4-butanediamine trihydrochloride (spermidine;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). All drugs solution were prepared before each
experiment in saline and injections were performed intraperitoneally (i.p.) in a 1 ml/kg

injection volume.

Apparatus Fear conditioning was conducted in a conditioning chamber (30 x 25 x 25 cm)
located in a well-lit room. The front and ceiling walls of the chamber were made of clear
acrylic plastic, whereas the lateral and rear walls were made of opaque plastic. The floor of
the chamber consisted of 32 stainless steel rods (3 mm diameter), spaced 1 cm apart and
connected to a shock generator. The chamber was cleaned and dried before each rat occupied

it with a 30 % ethanol solution to minimize olfatory cues.

Experimental protocol In the fear conditioning training session, the animals were placed in
the conditioning chamber (conditioned stimulus, CS) and after a 3 min adaptation period,
received three footshocks (0.6 mA and 1 s each one) (unconditioned stimulus, US) that were
40 s apart. After the last CS / US pairing, rats were allowed to stay in the chamber for 60 s to
observe the immediate freezing by instantaneous observations every 4 s before returning to
their home cages. Twelve hours post-training animals were injected with saline (0.9 % NacCl,
I.p.), caffeine (0.3, 3 or 30 mg/kg, i.p.) or spermidine (10 mg/kg, i.p., used as a positive
control; Signor et al. 2014). Testing session was held at 2, 7 or 14 days post-training. Animals
were tested only once. On the test day no electric shock was applied. Freezing, defined as the

absence of all movement except respiration was measured for 8 min by instantaneous
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observations every 4 s. The percentage of observations scored as freezing was then calculated

and taken as a contextual fear conditioning measure.

Statistical analysis Freezing scores were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Bonferroni’s post hoc test, when appropriate. Partitioning the total
sum of quares into trend components (linear, quadratic and cubic) was used to assess the best
fit for the dose-effect curve of caffeine. Data were subjected to arcsin transformation before

analysis in order to meet the assumptions for ANOVA. A p<0.05 was considered significant.

Results

Fig. 1, Fig. 2 and Fig. 3 show the effect of caffeine (0.3, 3 or 30 mg/kg, i.p.) and
spermidine (10 mg/kg, i.p.) 12 h post-training on freezing to context when testing session was
performed 2, 7 or 14 days after training, respectively. Statistical analysis of freezing scores at
the testing performed 2 days after training revealed a significant effect of pharmacological
treatment [F(4,35)=12.17; p<0.0001, Fig. 1]. Post hoc analysis (Bonferroni’s test) showed
that caffeine, only at the dose of 3 mg/kg, and spermidine (used as a positive control)
increased freezing responses at 2 days post-training. Partitioning of the total sum of squares
into trend components revealed only a significant quadratic component [F(1,31)= 6.72;
p=0.015], which explained 70% of the total variability due to caffeine, supporting an inverted
U-shaped dose-response model for caffeine. Statistical analysis of freezing scores obtained at
day 7 after training, also revealed a significant effect of pharmacological treatment
[F(4,59)=2.6; p=0.045, Fig. 2]. Post hoc analysis (Bonferroni’s test) showed that only
spermidine (used as a positive control) increased freezing responses at 7 days post-training.
Caffeine injection 12 h post-training also did not alter freezing scores of animals tested 14
days after training [F(3,40)=0.07; p=0.974, Fig. 3]. The statistical analysis of immediate
freezing, carried out as control for the acquisition of fear memory, revealed no difference

between groups in any of the three experiments (data not shown).

Discussion

In the current study, we showed that delayed caffeine administration (3 mg/kg, i.p., 12
h post-training) increased freezing scores in animals tested 2 days after training (Fig. 1).

However, no effect of caffeine were found if animals were tested 7 or 14 days after training
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(Fig. 2 and Fig. 3, respectively), suggesting that delayed caffeine administration did not alter
memory persistence.

The current results not only constitute additional evidence that caffeine may improve
memory consolidation, but that this facilitatory effect may occur several hours after
acquisition has occurred. In this regard, it is interesting that only one study has previously
evaluated the effect of delayed caffeine injection on memory consolidation in a shock-
motivated task. In that study Kopf and colleagues (1999) have shown that while immediately
post-training caffeine improves memory consolidation of the step-through inhibitory
avoidance, the injection of caffeine 180 min after training did not alter step through latencies
at testing, which was carried out 24 hours after training. Therefore, our study supports that
there is at least a second time window for the effects of caffeine on memory consolidation,
which is around 12 h after training. In fact, this is not the first study to show that late
pharmacological manipulation may alter the consolidation of long-term memory. For
instance, Signor and colleagues (2014) have shown that 12 h post-training systemic injection
of spermidine and arcaine, respectively improves and impairs the memory of fear two days
after training. Interestingly, the intrahippocampal injection of spermidine 6 h after training has
no effect on memory, also configuring two time windows for the effect of polyamines on the
consolidation of long-term memory (Berlese et al. 2005). It is also remarkable that an inverted
U-shaped dose-response curve was observed with the doses of caffeine tested in this study, as
far as the quadratic component explained most of the variability due to the treatment (see
results). This finding is, to some extent, similar to the biphasic effect of immediate post-
training caffeine on the memory consolidation of mice (Angelucci et al. 1999; Kopf et al.
1999) and humans (Borota et al. 2014). Such a biphasic effect of caffeine on memory
consolidation may be due to the interaction of caffeine with distinct molecular targets, as far
caffeine is known to interact with phosphodiesterases, A;, Aoa and GABAAa receptors and
ryanodine-sensitive channels (Nehlig 1992; Porcitncula et al. 2013). Therefore, future
experiments should be carried out to unveil the mechanisms by which delayed caffeine
administration improves long-term memory consolidation.

One of the main aims of this study was to evaluate whether caffeine facilitated
memory persistence, and this was the reason why we used the 12 h post-training injection
protocol. Current neurochemical and pharmacological evidence supports that persistence of
long-term memory depends on late consolidation, which occurs around 12 h after acquisition,
or even later. Accordingly, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Homer 1la, Akt,

CamKIl, and ERK2 synthesis increase in the hippocampus (Bekinschtein et al. 2010, 2007)
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12-24 h after training. Moreover, pharmacological treatments that increase mitogen activated
kinases (MAPKSs) and extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation, as well as
synthesis of the transcription factors Zif268 and c-Fos within this time window also facilitate
memory persistence (Bekinschtein et al. 2010, 2008, 2007). More recent studies have shown
that increased activity of muscarinic and nicotinic receptors at the CALl region 12 h post-
training is needed for memory persistence (Parfitt et al. 2012), as well as the activation of
dopamine and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and of cAMP-dependent protein
kinase (PKA) (Rossato et al. 2009; Signor et al. 2014) and CPEB3-mediated protein synthesis
(Fioriti et al. 2015). On the other hand, the activation of opioid and glucocorticoid receptors
during this time window decreases the persistence of long-term fear memory (Porto et al.
2015; Yang et al. 2013). However, since recent studies have shown that early protein
synthesis and phosporylation that occur 30 min after training in the retrosplenial cortex and
hippocampus may account for inhibitory avoidance and fear memory persistence (Fioriti et al.
2015; Katche and Medina 2015), it is not possible to rule out an effect of caffeine on memory

persistence in other experimental conditions.
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Fig. 1 Effect of caffeine (0.3, 3 or 30 mg/kg, i.p.) and spermidine (Spd - 10 mg/kg, i.p.)
injection 12 h post-training on freezing to context. Testing session was performed 2 days post-

training. *p<0.05 compared with saline (0.9 % NacCl, i.p.) control by the Bonferroni’s test.
Data are means + SEM (n = 8 animals in each group)
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Fig. 2 Effect of caffeine (0.3, 3 or 30 mg/kg, i.p.) and spermidine (Spd - 10 mg/kg, i.p.)
injection 12 h post-training on freezing to context. Testing session was performed 7 days post-

training. *p<0.05 compared with saline (0.9 % NaCl, i.p.) control by the Bonferroni’s test.
Data are means £ SEM (n = 8-14 animals in each group)
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Fig. 3 Effect of caffeine (0.3, 3 or 30 mg/kg, i.p.) injection 12 h post-training on freezing to

context. Testing session was performed 14 days post-training. *p<0.05 compared with saline

(0.9 % NacCl, i.p.) control by the Bonferroni’s test. Data are means = SEM (n = 11 animals in
each group)
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Author Year Task Caffeine dose Animal used | mA Method Result
Angeluccietal | 1999 passive/inhibitory 10, 30,100 Mice 0.15 30 min pre-training impairs
avoidance mg/kg
1,3,10, 30 mg/kg immediately pos-training improves
3, 10 mg/kg 30 min pre-test improves
3,10,30,100 30 min pre-training and pre-test impairs
mg/kg
Sanday et al 2013 passive/inhibitory 20 mg/kg Mice 0.4 30 min pre-training impairs
avoidance
30 min pre-test no effect
30 min pre-training and pre-test state-dependency
Dall'Olio et al 1978 passive/inhibitory 1 and 2 mg/kg Rat 2 45 min pre-training no effect
avoidance
20 mg/k 45 min pre-trainin impairs
20 mg/k 45 min pre-training and pre-test impairs
Kopf et al. 1999 passive/inhibitory 0.3 mg/kg Mice 0.4 immediately after training improves
avoidance
180 min after training no effect
Zarrindast and 1994 passive/inhibitory 50 and 100 Mice 60 min pre-training impairs
Shafaghi avoidance mg/kg
Cestari et al 1996 passive/inhibitory 0.25,0.5and 1 Mice immediately post-training improves
avoidance mg/kg
de Oliveiraetal | 2005 passive/inhibitory 19/l Mice 0.2 prevents the decifit by MK-801; 7 days in drinking improves
avoidance water
Sallaberry etal | 2013 passive/inhibitory 19/ Rat 0.5 90 min post-training in middle-aged rats; 30 days in improves
avoidance drinking water
Botton et al 2010 passive/inhibitory 10 mg/kg i.p. Mice 0.5 | Prevents the deficit by scopolamine (pre-training) in a improves
avoidance short time; 4 consecutive days
Prevents the deficit of short and long term by improves
scopolamine (post-training)
Prediger et al 2008 passive/inhibitory 10 mg/kg Rat 0.4 used was positive control; 30 min pre-training improves short-

avoidance

memory
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(conclusion)

Dall'lgnaetal | 2007 passive/inhibitory 80 mg/kg Mice 0.2 30 min before AB administration improves
avoidance
30 mg/kg 30 min before AB administration no effect
30 mg/kg subchronic treatment (4 days) improves
1g/1 prolonged treatment (12 days in drinking water) no effect
1 g/l + 30 mg/kg combination (12 days in drinking water + 30 mg/kg) 30 improves
before AB administration
Corodimas et al | 2000 fear conditioned 20 and 30 Rat 1 15 min pre-test impairs
freezing mg/kg
pellet subcutaneous pellet by 7 days no effect
subcutaneous
Dubroqua etal | 2015 fear conditioned 30 mg/kg Mice 0.3 10 min pre-training impairs
freezing
10 min pre-test impairs
Poole et al 2016 fear conditioned 19/l Mice 0.62 | chronic treatment in adolescent and pre-adolescent; 14 improves
freezing days in drinking water
withdrawal in the 12 day, training on 13 day and testing impairs
session in 14 day - pre adolescent
withdrawal in the 12 day, training on 13 day and testing no effect
session in 14 day - adolescent and adult
Gevaerd et al 2001 two-way avoidance 0.1 mg/kg Rat 0.4 45 min pre-training no effect
1 mg/kg 45 min pre-training impairs
Petkov and 1984 two-way avoidance 40 mg/kg Rat 60 min before training improves the
Rousseva acquisition
Sansone et al 1994 two-way avoidance 10 mg/kg Mice 0.2 pre-training impairs
Shen et al 1990 two-way avoidance 120 and 75 Rat 15 min pre-test no effect
mg/kg
Yonkov 1984 active avoidance 20 mg/kg Rat immediately post-training improves
Bakshi et al 1995 active avoidance 10 mg/kg Rat 1 5 min pre-training no effect
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5 DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que a administracdo de cafeina 12 horas apds o treino
aumenta os escores de freezing avaliado 2 dias apds o treino. Contudo, a administracdo de
cafeina 12 horas ap0s o treino ndo tem efeito sobre os escores de freezing de testes realizados
7 ou 14 dias ap06s o treino. N6s também mostramos que a administragdo da poliamina
espermidina aumenta os escores de freezing 2 e 7 dias ap0s o treino.

Estudos prévios descrevem o efeito facilitador da espermidina sobre a memdria em
diferentes tarefas comportamentais (Camera et al., 2007; Guerra et al., 2012, 2011, 2006;
Signor et al., 2014). Portanto, neste estudo, a espermidina foi utilizada como controle positivo
da melhora da memoria, avaliada atraves dos escores de freezing, em animais testados 2 e 7
dias apos o treino. O efeito de melhora da memdria pela administracdo sistémica de
espermidina, observado em animais testados 7 dias ap6s o treino, € também geralmente
observado em 14 dias, relacionado a memoria de longa duragdo, que tem como caracteristica
a persisténcia ao longo do tempo.

Inicialmente foi proposto que a persisténcia da memoria de longo prazo depende de
uma consolidacdo tardia, em torno de 12 horas ap0s a aquisi¢cdo, ou até mesmo mais tarde
(Rossato et al., 2009; Bekinschtein et al., 2008). Contudo, outros estudos mostraram que a
persisténcia da memoria também depende de uma consolidagdo mais precoce, a qual ocorre
em torno de 6 horas ap6s a aquisicdo (Alberini & Kandel, 2014; Bekinschtein et al., 2007;
Izquierdo, 2004), ou até mesmo de eventos que ocorram imediatamente apds o treino. Kopf e
colegas, em 1999, mostraram que a administracdo de cafeina imediatamente apG6s o treino
melhora a memoria, porém quando a cafeina foi administrada tardiamente, 180 min apds o
treino, ndo foi observado nenhum efeito da cafeina sobre a consolidacdo da memoria. Assim,
0 periodo em que a cafeina é administrada parece ser muito importante para o desempenho
dos animais em determinada tarefa.

Portanto, um dos principais objetivos deste estudo foi avaliar se a administracéo tardia
de cafeina facilitaria a persisténcia da memoria de medo, justificando o emprego do protocolo
de administragdo 12 horas ap0s treino. Nossos resultados mostram que a administracdo tardia
de cafeina facilita a consolidacdo da memoria, mas ndo altera a persisténcia da memoria de
medo em ratos. Os resultados do presente estudo ndo sdo apenas evidéncias adicionais que a
cafeina pode melhorar a consolidacdo da memoria, mas que o efeito facilitador da cafeina
pode ocorrer algumas horas ap6s a aquisi¢ao, suportando a hipotese de que os eventos que

ocorrem 12 horas apds o treino sdo importantes para a consolidagdo da memoria.
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Neste estudo, sugere-se que o efeito de melhora da memaoria em animais testados 2
dias, com a administracdo de cafeina 12 horas ap6s o treino, esteja relacionado & memoria
propriamente dita e consequentemente aos eventos bioquimicos que ocorrem em torno de 12
horas apds o treino. Quanto ao mecanismo de acdo da cafeina e envolvimento dos receptores
para adenosina do subtipo A, e A,,, ou 0 envolvimento apenas do receptor A,., na melhora da
memdria observada neste estudo, ndo se pode afirmar nenhum alvo especifico, pois ndo foram
utilizados antagonistas ou agonistas para os receptores de adenosina, para comprovacao do
efeito, e também devido as constantes de afinidade (K| da cafeina para os receptores de
adenosina serem muito semelhantes entre si, em humanos (Quadro 1) e ratos (Quadro 2).
Outro possivel alvo para a agdo da cafeina sdo as fosfodiesterases, porém a cafeina e outras
metilxantinas apresentam baixa afinidade, sendo necessario altas concentracdes para serem
observados efeitos significativos.

Conforme protocolo utilizado neste estudo, é pouco provavel que a cafeina interfira no
estado motivacional do animal submetido a tarefa (pois a administracdo de cafeina é realizada
apos o treino, e ndo pré-treino), ou interfira na evocacdo da memoria (devido a curta meia-
vida da cafeina, em torno de 1 hora em ratos) realizada 36 horas ap6s a administracdo de
cafeina.

Portanto, com o presente estudo mostramos que a administracdo de cafeina, 12 horas
apos o treino, melhora a consolidacdo tardia da memdria de medo, e ndo tem efeito sobre a

persisténcia desta memoria.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a administracdo de cafeina de forma tardia, 12 horas apds o treino,
aumentou os escores de freezing ao contexto de ratos testados 2 dias ap0s o treino, mas nédo
alterou de forma significativa os escores de freezing ao contexto de ratos testados 7 ou 14 dias
apos o treino. Estes dados sugerem que a cafeina interfere na consolidacdo da memoria de
medo contextual de forma tardia, mas ndo sobre a persisténcia da memdoria de medo em ratos.
Mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acdo pela qual a cafeina provoca

os efeitos encontrados neste trabalho.
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