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“De nada adianta querer apressar as coisas; tudo 

vem ao seu tempo, dentro do prazo que lhe foi 

previsto. Temos pressa em tudo, aí acontecem os 

atropelos do destino, aquela situação que você 

mesmo provoca por pura ansiedade de não 

aguardar o tempo certo”. 
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Resumo 

 

 

Estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a geração de radicais livres e a 

capacidade de defesa do sistema antioxidante endógeno. Sabe-se também que o 

acúmulo extracelular de aminoácidos excitatórios leva a uma exacerbada 

estimulação de seus receptores, provocando insultos oxidativos no cérebro e pode 

levar a uma série de eventos que podem ser os causadores de diversas patologias 

como isquemia e doenças neurodegenerativas. A adenosina, ao ligar-se aos seus 

receptores, age como neuromoduladora da liberação desses neurotransmissores, 

protegendo as células contra o estresse oxidativo. Alem disso, sabe-se que a 

ativação de receptores de adenosina promove um aumento da atividade de 

enzimas antioxidantes.  

A Cafeína tem sua principal ação farmacológica através do antagonismo 

não seletivo dos receptores de adenosina, causando o bloqueio dos mesmos, e 

neste caso leva ao acúmulo de neurotransmissores no meio extracelular. 

Entretanto em altas concentrações, ela pode, por si só, ter ação antioxidante, 

“seqüestrando” radicais livres e, desta maneira, protegendo a célula do dano 

oxidativo. Por outro lado, alguns estudos demonstram que ela também pode ter 

ação pró-oxidante, quando em presença de altas concentrações de íons cobre e 

pode ter ação pró-apoptótica, via ativação da caspase 3. 

O objetivo deste trabalho foi a caracterização do efeito da ingestão crônica 

de cafeína (1g/L) por 7dias, sobre a atividade de enzimas de defesa antioxidantes 

(CAT, GSH-Px, SOD) em homogenato de hipocampo, cerebelo e estriado de ratos 

Wistar adultos. Nós também medimos a produção de radicais livres e a 

peroxidação de lipídeos.  

Os resultados obtidos demonstraram que cafeína, administrada 

cronicamente, causa um aumento na peroxidação dos lipídeos de membranas e 

uma diminuição nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px, nas 

três estruturas analisadas quando comparadas ao controle, porém não foi 
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observada alteração na atividade da catalase. Além disso, não encontramos 

alteração nos níveis de produção de radicais livres. Portanto, embora alguns 

trabalhos demonstrem que a ingestão crônica de cafeína pode ter uma ação 

neuroprotetora, em nosso trabalho nós demonstramos que cafeína pode 

potencialmente provocar dano celular em estruturas cerebrais através da 

diminuição das enzimas antioxidantes. Provavelmente, esse efeito seja devido a 

uma diminuição da expressão e/ou número de receptores de adenosina (A1 ou A2) 

ou a cafeína está agindo somente como antagonista competitivo, bloqueando a 

ação da adenosina endógena. Outros experimentos são necessários para 

comprovar esta hipótese.  
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I.INTRODUÇÃO 
 

 

I.1 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigênio 
 

I.1.1 Definição 
 

Radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) estão continuamente 

sendo produzidas como parte de processos metabólicos (URSO & CLARKSON, 

2003). 
Radical livre compreende toda estrutura química capaz de apresentar 

orbitais contendo um ou mais elétrons desemparelhados (CASTAGNE et al., 1999; 

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; EVANS, 2000), os quais conferem ao radical 

livre uma grande capacidade de reagir com moléculas alvo. 

Espécies reativas de oxigênio é um termo coletivo que engloba radicais 

livres e “não radicais” (que não possuem número ímpar de elétrons ou elétrons 

desemparelhados) derivados de oxigênio. Entretanto, esses não radicais também 

são capazes de reagir com moléculas alvo, portanto sua ação pode ser tão 

prejudicial quanto à ação dos próprios radicais livres (MENEGHINI, 1987; 

CASTAGNE et al., 1999; MATÉS, 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).  

As ERO incluem radicais livres oxigenados e compostos “não radicais” de 

alta reatividade contendo átomos de oxigênio (Tab. 1). 
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Radicais Não Radicais 

Ânion superóxido (O2•−) Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

Radical hidroxila (OH•) Ac. Hipocloroso (HOCl) 

Radical Peroxil (RO2•) Ozônio (O3) 

Radical Alcoxil (RO•) Oxigênio Singlet 

Hidroperoxil (HO2•) Peroxinitrito (ONOO−) 

 
TABELA 1: Espécies reativas de oxigênio 

 

I.1.2 Efeitos fisiológicos 
 

O envolvimento das espécies reativas de oxigênio nas causas de dano e 

morte celular é cada vez mais reconhecido. Os radicais superóxido e hidroxila, 

quando associados com o aumento de processos peroxidativos e ligados a baixas 

concentrações de antioxidantes, estão envolvidos em um grande número de 

doenças degenerativas. (MATÉS, 2000). 

Por serem espécies em constante estado de transição, devido a sua alta 

reatividade química, as ERO podem reagir com molécula biológicas como lipídeos 

de membrana, ácidos graxos e fosfolipídeos, transformando este em um radical 

secundário, podendo iniciar assim um processo vicioso muito nocivo para a célula 

(CASTAGNE et al., 1999; EVANS, 2000). Quando essas moléculas biológicas são 

provenientes da membrana lipídica, pode haver uma peroxidação dos lipídeos de 

membrana e oxidação de algumas enzimas, levando a intensa oxidação de 

proteínas até sua degradação (MATÉS, 2000). Porém, quando esses radicais 

reagem entre si, este processo oxidativo é interrompido (CASTAGNE et al., 1999; 

EVANS, 2000). Portanto, são geralmente consideradas espécies danosas para as 

células, embora a fisiologia celular normal envolva a contínua produção de 
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radicais livres, principalmente derivados da cadeia respiratória mitocondrial 

(CASTAGNE et al., 1999). 

O radical hidroxila é a mais temível das ERO, pois é o radical livre mais 

reativo e não há enzima que catalise sua remoção. Por ser extremamente instável, 

não escolhe alvo e atacam qualquer estrutura biológica para se estabilizar, 

inclusive os lipídeos de membrana. Este radical pode ser formado pelas reações 

de Haber-Weiss ou de Fenton demonstradas nas reações 1 e 2 (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999). 

 

 

 

 

 

Reação 1: Reação de Haber-Weiss (com cobre ou ferro) 

 

 

 

 

 

 

Reação 2: Reação de Fenton (com cobre ou ferro) 

 

Se por um lado altos níveis de ERO, associados a um ineficiente sistema de 

defesa antioxidante são prejudiciais ao organismo podendo levar ao estresse 

oxidativo, por outro lado, baixos níveis de ERO podem ser indispensáveis para 

vários processos, agindo como mensageiros intracelulares e levando, entre outras 

coisas, à proliferação ou a apoptose (MATÉS & SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 1999). Além 

da respiração mitocondrial, há outras fontes fisiológicas de produção de radicais 

livres tais como: fagocitose, enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, citocromos 

P-450 e a enzima xantina oxigenase (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

 
H2O2 + O2 

• −       Fe+2/Cu+        OH • + OH− 

 
H2O2 + Fe+2 / Cu+ → Fe+3 / Cu+2 + OH − + OH •  
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I.2  Estresse Oxidativo 
 

O estresse oxidativo descreve o estado celular em que o mecanismo 

antioxidante não consegue manter o equilíbrio do conteúdo de radicais livres. 

Como conseqüência desse estresse, os constituintes celulares são rompidos e os 

radicais livres desencadeiam uma série de reações de forma descontrolada 

(CASTAGNE et al., 1999).   

Desta forma, estresse oxidativo pode ser visto como conseqüência de uma 

diferença entre a produção de ERO e a habilidade da célula se defender contra 

esses radicais, o que pode levar à morte celular (CASTAGNE et al., 1999; EVANS, 

2000). O estresse oxidativo está envolvido em muitas patologias agudas do 

sistema nervoso central (SNC) tais como; isquemia, trauma encefálico, 

excitotoxicidade e várias doenças neurodegenerativas (TAKUMA et al., 2004). 

Alguns fatores determinam a vulnerabilidade do cérebro ao estresse 

oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999): 

 

 Alto transporte de Ca+2 através de membranas neuronais; qualquer alteração 

neste fluxo pode gerar estresse oxidativo. 

 Presença de aminoácidos excitatórios, que podem gerar estresse oxidativo. 

 Alto consumo de oxigênio por unidade de massa de tecido 

 Muitos neurotransmissores são moléculas auto-oxidáveis 

 Várias áreas do cérebro contêm altas concentrações de ferro (por exemplo, 

a substância nigra, o núcleo caudado, o putamen e o globus palidus) 

 As membranas lipídicas neuronais contém alta quantidade de ácidos graxos 

de cadeia lateral poliinsaturada 

 O metabolismo cerebral normal gera peróxido de hidrogênio; um exemplo 

disso é a oxidação da dopamina pela monoaminaoxidase (MAO) 

 O cérebro possui baixos níveis de defesas antioxidantes 

 Algumas células gliais (microglias), como os macrófagos, podem produzir 

O2
•- e H2O2 quando ativados. 
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I.3 Defesas antioxidantes 
 

A prevenção do estresse oxidativo é um processo essencial em todo o 

organismo aeróbico, pois pode causar dano ao DNA. O aumento da peroxidação 

de lipídeos associado à baixa proteção antioxidante pode levar a citotoxicidade, 

alergia, mutagenicidade e/ou carcinogenicidade (MATÈS, 2000). Para manter a 

produção de radicais livres em níveis que não tragam prejuízo para a homeostasia 

celular, o organismo lança mão de alguns sistemas de defesa, isto é, 

antioxidantes. 

Um antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparadas àquelas de um substrato oxidável (proteínas, lipídeos, 

carboidratos e DNA), impede ou atrasa significativamente a oxidação daquele 

substrato. A citoproteção contra radicais livres é promovida por um sistema de 

defesa que compreende antioxidantes não enzimáticos e enzimáticos (PERES, 

1994; BERGENDI et al, 1999). 

 

 

I.3.1  Defesas enzimáticas 
 

As defesas antioxidantes enzimáticas incluem enzimas como a superoxido 

dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a 

glutationa redutase (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

 

I.3.1.1- SOD: 
 

A SOD existe sob a forma de três isoenzimas nas células humanas: a) SOD 

citosólica, contendo íons cobre e zinco, b) SOD extracelular, contendo íons cobre 

e zinco e c) SOD mitocondrial, contendo íons manganês. Esta enzima remove, por 

reação de dismutação, o radical superóxido (O2
•−), que é um radical livre muito 

reativo, formado pela redução do oxigênio molecular. Durante a reação de 
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dismutação do O2
•−há produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Reação 3). 

Esta ERO pode reagir com outro ânion superóxido e formar o poderoso radical 

hidroxila (OH •), por isso deve ser rapidamente eliminado. As enzimas que 

catalisam a remoção do H2O2 são a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 

(GSH-Px) (MATÉS & SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1999). 

 
 

 
 

 

 

Reação 3: Dismutação do radical superóxido catalisada pela SOD. 

 

I.3.1.2 CAT: 
 

A catalase é uma enzima composta de quatro subunidades, cada uma 

contendo um grupamento heme. Nos eritrócitos pode proteger contra o H2O2, 

formado pela auto-oxidação da hemoglobina. Esta enzima catalisa diretamente a 

decomposição de 2H2O2 em duas moléculas de água e uma de oxigênio como 

demonstrado na reação 4 (MATES & SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 1999; HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999). 

 

 

 

 
 

Reação 4: Decomposição do peróxido de hidrogênio catalisada pela catalase. 

 

 

 

 
O2

•− + O2
• − + 2H+    SOD     H2O2 + O2 

 
2H2O2        

CAT
                    2H2O + O2 
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I.3.1.3 GSH-Px: 
 

A glutationa peroxidase encontra-se presente em animais, plantas e muitas 

bactérias aeróbicas. Apresenta em sua estrutura quatro subunidades protéicas, 

cada uma contendo um átomo de selênio (Se), que é essencial para a atividade da 

enzima. Há dois tipos de GSH-Px uma que usa selênio como co-fator, que é 

encontrada na matriz mitocondrial e no citosol e outra selênio independente, que 

se encontra apenas no citosol e metaboliza exclusivamente hidroperóxidos 

orgânicos. Esta enzima catalisa a reação de remoção de vários hidroperóxidos 

(ROOH e H2O2) através de sua redução a água com oxidação da glutationa 

reduzida (GSH) (Reação 5) e com isso protegendo as células de mamíferos contra 

o dano oxidativo (MATÉS et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

 

 

 

 

Reação 5: Redução do peróxido de hidrogênio catalisada pela GSH-Px. 

 

 

I.3.1.4 glutationa redutase (GR): 
 

A glutationa redutase complementa a ação da GSH-Px por converter 

glutationa oxidada em sua forma reduzida (MAGGIRWAR et al., 1994).  

 

 

 
 
 

Reação 6: Conversão de glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida 

(GSH). 

 
H2O2 + 2GSH           GSH-Px        GSSG + 2H2O 

GSSG + 2NADPH  GR   2GSH + 2NADP 
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I.3.2 Defesas não enzimáticas. 
 

Dentre as defesas não enzimáticas encontram-se várias moléculas 

moléculas como o ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), β- 

Caroteno e vitamina A que podem seqüestrar os radicais livres ou parar a 

propagação da reação em cadeia desses radicais. A glutationa (GSH), um 

tripeptídeo contendo grupamento tiol, é um eficiente antioxidante e também serve 

de co-fator para a enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) (MATÉS et al., 1999; 

CASTAGNE et al., 1999). 

 

 

I. 4 Cafeína 

 
 

Figura 1: Estrutura da cafeína 

 

 

A cafeína (1,3,7 trimetil xantina) é a droga psicoativa mais usada no mundo. 

Além de ser considerada um estimulante leve, está presente em muitos alimentos 

e bebidas como café e chá. Em humanos, sua absorção se dá no trato 

gastrintestinal e em 99% dos casos é absorvida em um tempo de 

aproximadamente 45 minutos após a ingestão (FREDHOLM et al., 1999), sendo 

principalmente metabolizada no fígado para a forma de dimetil e 
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monometilxantina, os quais também apresentam atividade farmacológica 

(FREDHOLM et al., 1999; LEÓN et al., 2002). 

A ação farmacológica da cafeína ocorre por meio de (1) antagonismo não 

seletivo dos receptores de adenosina, (2) inibição de fosfodiesterases, (3) ativação 

de receptores de rianodina, um canal liberador de Ca2+ intracelular, (4) 

antagonismo de receptores GABAA (FREDHOLM et al., 1999; SOLINAS et al., 

2002). Por outro lado, além de agir como estimulante no SNC (FREDHOLM et al, 

1999; YAMATO, et al., 2002), há evidências de que a cafeína pode apresentar 

efeitos neurotóxicos por si só (He et al., 2003). 

A cafeína altera a função de vários sistemas de neurotransmissores que 

contribuem para a regulação de processos cognitivos, estado emocional, padrão 

de sono, despertar e medo, esses efeitos são similares aos do estímulo de um 

estresse intenso ou de mudanças de humor ou desordens emocionais (CONCAS 

et al., 2000).  Além disso, é usada como adjuvante analgésico em combinação 

com drogas como acetaminofem, aspirina e ibuprofeno. Esta ação analgésica se 

dá principalmente, por meio de antagonismo dos receptores de adenosina 

(DEVASAGAYAM et al., 1996; ABO-SALEM et al., 2004).Tem sido também, 

demonstrado que a administração oral de cafeína em ratos pode aumentar ou 

suprimir os efeitos das mutações induzidas por diferentes agentes mutagênicos 

físicos e químicos, podendo aumentar a expressão de genes supressores de 

tumores (AZAM et al., 2003). 

A cafeína e seus metabólitos (principalmente a teofilina) parecem ter efeitos 

bifásicos em roedores e humanos, onde baixas doses têm ação estimulante na 

locomoção enquanto altas doses causam depressão (FREDHOLM et al., 1999). O 

uso crônico de cafeína pode causar tolerância para a ação estimuladora desta 

substância e parece que receptores de adenosina estão envolvidos nesta 

tolerância (SVENNIGSSON et al., 1999). 

Os efeitos da cafeína têm sido estudados utilizando-se diferentes espécies 

de animais e tecidos, onde o uso crônico desta substância pode ou não induzir 

alterações na funcionalidade dos receptores de adenosina do tipo A1 e A2. 

(FREDHOLM, 1999; LÉON et al., 2002). Alguns estudos têm demonstrado que o 
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uso crônico de cafeína promove um aumento na funcionalidade e/ou na expressão 

dos receptores A1 de adenosina (GREEN & STILES, 1986; RAMKUMAR et al., 

1988; SVENNIGSSON et al., 1999) em diversas regiões do cérebro, podendo 

inclusive levar ao desenvolvimento de tolerância ao uso desta substância 

(SVENNIGSSON et al., 1999). Por outro lado, uma diminuição na expressão 

destes receptores também tem sido observada pelo uso prolongado de cafeína ou 

teofilina (LEÓN et al., 2002).  

 

 

I.5 Adenosina. 

 

A adenosina é um constituinte metabólito do sistema purinérgico, com duas 

ações no SNC: age como modulador homeostático e como neuromodulador 

sináptico, não sendo considerada neurotransmissor por não ser armazenada em 

vesículas.  
Os níveis de adenosina no espaço extracelular são mantidos por sua 

liberação direta, através de transportadores bi-direcionais específico ligados à 

membrana plasmática e por sua formação através do catabolismo extracelular do 

ATP liberado (AGOSTINHO et al., 2000; REGO et al., 1997).  

A liberação do ATP ocorre juntamente com outros neurotransmissores a 

partir de vesículas sinápticas (RAMKUMAR et al., 2001) ou após estimulação 

elétrica, como na depressão de longa duração (LTP), por agentes despolarizantes 

(CUNHA et al., 1996). Pela ação conjunta das enzimas ATP difosfoidrolase e ecto-

5’-nucleotidase o ATP, ADP e AMP são degradados até adenosina (RANKUMAR 

et al., 1995; MONS E COOPER, 1995). A regulação e/ou expressão da enzima 

ecto-5’-nucleotidase é crítica para a regulação dos níveis de adenosina 

(RAMKUMAR et al., 2001). Outra fonte de adenosina é o AMP cíclico (AMPc), o 

qual é liberado no espaço extracelular quando sua concentração intracelular 

aumenta devido a ativação de receptores acoplados positivamente à adenilato 
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ciclase (AC). No espaço extracelular o AMP cíclico é degradado a AMP pela ação 

de uma ecto-fosfodiesterase (RANKUMAR, 2000; MONS & COOPER, 1995). 

A existência de transportadores bi-direcionais não concentradores para 

adenosina permite trocas nas suas concentrações intra e extracelulares e, com 

isso o excesso de adenosina no espaço extracelular pode ser rapidamente 

removido (CUNHA, 2001; RAMKUMAR et al., 2001). Em condições normais a 

adenosina captada é fosforilada pela enzima adenosina quinase à AMP e 

subseqüentemente a ATP. Em condições de estresse metabólico e/ou situações 

nas quais ocorre um grande aumento nos níveis de adenosina no espaço 

extracelular, essa enzima facilmente satura e, portanto, a adenosina extracelular é 

metabolizada a inosina pela enzima adenosina deaminase (ADA) (REGO et al., 

1997; RAMKUMAR et al, 2001).  

A adenosina age através de diferentes subtipos de receptores, 

denominados A1, A2A, A2B e A3 (SARANSAARI & OJA, 2003), acoplados, via 

proteína G heterotrimérica (α, β, γ), a diferentes sistemas de segundo 

mensageiros (PALMER & STILES, 1995), incluindo adenilato ciclase, guanilato 

ciclase, fosfolipase C, fosfolipase A2. Adenosina pode também alterar canais de 

cálcio (Ca+2) e potássio (K+) (KAISER & QUINN, 1999). 

A ação neuromoduladora da adenosina se deve ao fato de que, 

dependendo do  subtipo de receptor ativado, ela pode aumentar (receptor A2) ou 

diminuir (receptor A1) a liberação de outros neurotransmissores, inclusive 

aminoácidos excitatórios contribuindo assim para um aumento ou diminuição da 

atividade neuronal, respectivamente (PALMER & STILES,1995). Além disso, tem 

sido demonstrada uma interação entre estes subtipos de receptores (uma célula 

pode apresentar ambos os subtipos de receptores): a ativação de receptores A2 

inibe a ligação da adenosina aos receptores A1. Portanto, quando as células são 

expostas a antagonistas específicos de receptor A2 prepondera a ação da 

adenosina nos receptores A1 (LOPES et al., 1999). 

Em relação à localização no SNC, receptores A1 e principalmente A2A são 

amplamente expressos em estriado (QUARTA et al., 2004). No córtex cerebral, 
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cerebelo, hipocampo e hipotálamo há uma maior incidência dos receptores A1 

(RAMKUMAR et al., 2001).  

A adenosina, por sua importante ação moduladora na atividade neuronal, 

apresenta significantes propriedades neuroprotetoras (principalmente através da 

ativação de receptor A1), demonstrado em modelos de hipóxia, isquemia, 

excitotoxicidade e trauma, entretanto sua ação contra os efeitos deletérios das 

ERO sobre as células nervosas tem sido pouco estudada (ALMEIDA et al., 2003).   

 

 

I.6 Adenosina, Cafeína e Citoproteção. 

 

O cérebro é especialmente suscetível ao dano oxidativo (HARRIS, 1992; 

CASTAGNE et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). As espécies 

reativas de oxigênio são participantes chaves das causas deste dano, entre outras 

coisas, por estarem envolvidos em processos neurodegenerativos, incluindo morte 

celular, doenças neuromotoras. Além disso, a disfunção de enzimas antioxidantes 

tem sido associada a doenças neurodegenerativas como mal de Alzheimer, 

doença de Hunthington e doença de Parkinson (MATÉS, 2000). De um modo geral 

estas situações sempre apresentam um envolvimento dos aminoácidos 

excitatórios (OZAWA et al., 1998). 

Vários trabalhos vêm demonstrando que a adenosina está envolvida na 

citoproteção do SNC. O mecanismo mais aceito para explicar esta ação 

neuroprotetora da adenosina envolve a ativação dos receptores A1 de adenosina 

pré e pós-sinápticos, inibindo a liberação de neurotransmissores excitatórios 

(RAMKUMAR et al., 2001; CUNHA 2001). A administração aguda de agonistas 

para este subtipo de receptores tem sido largamente usada, pois reduz 

significativamente o dano celular. Resultados opostos são obtidos, quando estes 

agonistas são aplicados cronicamente, pois promovem uma dessensibilização dos 

receptores A1. Por outro lado, antagonistas de receptores A1 de adenosina têm 

demonstrado uma ação neuroprotetora quando administrados cronicamente, pois 
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a prolongada administração pode levar a um aumento da funcionalidade dos 

receptores A1 (VON LUBITZ et al., 1994; JACOBSON et al., 1996).  

Já a ativação dos receptores A2 aumenta a liberação dos 

neurotransmissores excitatórios (glutamato e análogos) e, portanto, pode levar a 

um aumento do dano celular (O’REGAN et al., 1992). Portanto, os antagonistas de 

receptores A2A de adenosina têm sido considerados como sinalizadores do 

desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras, em particular para desordens 

neurodegenerativas, desde que eles não induzam a um aumento na expressão 

dos receptores A2, quando administrados cronicamente (PINTOR et al., 2004).  

Adenosina é liberada em diferentes tecidos sob condições de estresse 

oxidativo (REGO et al., 1997; MASINO et al., 1999; CHEN et al., 2001b). Além 

disso, tem sido também demonstrado que, quando estes tecidos submetidos a um 

estresse oxidativo são tratados com adenosina e/ou com agonista de seus 

receptores, apresentam uma significativa diminuição da peroxidação de lipídeos 

(YAVUZ et al., 1997; MAGGIRWAR et al., 1994), como também um aumento na 

recuperação do dano celular (ALMEIDA et al., 2003; MASINO et al., 1999). 

Em experimentos onde se faz uso de tratamento com agentes 

quimioterápicos que levam à geração de ERO, pode ser observada a influência 

direta na expressão dos receptores A1, através da ativação do NFκβ (um fator 

nuclear). Isto é, ERO podem aumentar a expressão de A1 por ativar o sistema de 

regulação de NFκβ neste gene e, desta forma, estimular a ação citoprotetora da 

adenosina (NIE et al., 1998).  

Além disso, tem sido demonstrada a ação citoprotetora da ativação do 

receptor A3, cujo efeito é exercido através da estimulação da atividade de enzimas 

antioxidantes celulares.  

Experimentos com células basofílicas leucêmicas de rato (RBL-2H3) 

demonstram que a ativação dos receptores A3 de adenosina leva a um aumento 

na ativação das enzimas SOD, CAT, GSH-Px e glutationa redutase, além de uma 

diminuição da lipoperoxidação. Estes efeitos foram bloqueados por teofilina, um 

antagonista inespecífico de receptores de adenosina e metabólito da cafeína. 

Aumento similar na atividade destas enzimas é também observado em células 
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endoteliais, cardiomiócitos e células de músculo liso, mas nestes tecidos o 

aumento nas atividades das enzimas antioxidantes pode ser devido à ativação dos 

receptores A1 ou A2 de adenosina (MAGGIRWAR et al., 1994). Esta ação 

estimulatória parece envolver fosforilação das enzimas, mediada pela proteína 

quinase C, indicando que o mecanismo de fosforilação/defosforilação apresenta 

uma importante função na ativação dessas enzimas antioxidantes (MEI et al., 

1999). Portanto, a ativação das defesas antioxidantes pela adenosina tem sido 

proposta como um novo mecanismo para ação neuroprotetora desta substância 

(RAMKUMAR et al., 2001).  

O principal mecanismo de ação da cafeína no cérebro é por meio de um 

bloqueio não seletivo dos receptores de adenosina, principalmente dos receptores 

A1 e A2A. Assim o tratamento agudo de animais com cafeína, por antagonizar os 

efeitos endógenos da adenosina, pode ser potencialmente citoprotetor (através do 

bloqueio de A2) ou citotóxico (através do bloqueio de A1) (FREDHOLM et al.,1999). 

Como já comentado acima, tratamentos prolongados com agonistas dos 

receptores A1 de adenosina causam diminuição na funcionalidade e/ou expressão 

dos receptores A1 e acentuam o dano causado pelo episódio isquêmico, enquanto 

que ratos tratados cronicamente com cafeína podem apresentar um aumento na 

funcionalidade e/ou expressão de receptores A1 no cérebro, sendo mais 

resistentes à isquemia. (JACOBSON et al., 1996; RUDOLPHI et al., 1989). 

Por outro lado, a cafeína e seus metabólitos, em altas concentrações (não 

fisiológicas), por sua habilidade de “seqüestrar” OH• e elétrons potencialmente 

danosos, parecem ter por si só atividade antioxidante na proteção de membranas 

contra o dano oxidativo causado por ERO (Fig. 2) (DEVASAGAYAM et al., 1996; 

LEE, 2000; AZAM et al., 2003). Porém, estas substâncias podem ligar-se a íons 

cobre, levando à redução de Cu2+ para Cu1+, o qual em presença de oxigênio 

molecular (O2) podem levar a produção de ERO, conferindo a estas sustâncias 

uma atividade pró-oxidante (AZAM et al., 2003). 
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Figura 2: Provável mecanismo da ação antioxidante da cafeína (AZAM et al., 

2003). 

 

 
Além disso, ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD Cu/Zn, 

CAT e GSH-Px) em fígado e coração de ratos de 22 e 30 dias de vida tratados 

com cafeína, foi observado que a cafeína somente aumentou a atividade da SOD 

Cu/Zn no coração (ROSSOWASKA & NAKAMOTO, 1994). No entanto, em células 

Jurkat T, a cafeína promoveu uma diminuição nos níveis basais da atividade da 

GSH-Px, apesar de que uma diminuição na peroxidação de lipídeos também foi 

observada (ERBA et al., 2003). Já em cérebro de ratos, foi demonstrado que a 

cafeína aumenta a peroxidação de lipídeos induzida por trauma encefálico 

(MOUTAERY et al., 2003). 

No sistema nervoso, a ação da cafeína sobre o sistema de defesa 

antioxidante não tem sido devidamente avaliado, apesar das crescentes 

evidências do envolvimento da adenosina no estresse oxidativo. 
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II. OBJETIVOS 
 

 

Tendo em vista que: 

1- a ativação de receptores de adenosina promove um aumento na atividade de 

enzimas antioxidantes em vários tipos celulares, o que vem sendo considerado 

como um novo mecanismo citoprotetor desta substância. 

2- cafeína, substância largamente utilizada pela população em geral, é um 

antagonista destes receptores: 

O objetivo deste trabalho é averiguar o efeito da ingestão crônica de cafeína sobre 

parâmetros oxidativos. Para tanto ratos Wistar adultos foram tratados com cafeína 

(1g/l) ou com água (controle) e após 7 dias foram sacrificados,as estruturas do 

SNC (hipocampo, cerebelo e estriado) foram retiradas e analisados os seguintes  

parâmetros:  

a) atividade da enzima de defesa antioxidante catalase 

b) atividade da enzima de defesa antioxidante glutationa peroxidase e  

c) atividade da enzima de defesa antioxidante superóxido dismutase 

d) produção de radicais livres  

e) peroxidação de lipídeos  
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

III.1 Animais  

 

Foram utilizados 22 ratos machos Wistar de 60 dias de idade, provenientes 

do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da UFRGS. Os 

animais foram pesados, randomicamente separados e mantidos em caixas 

plásticas com 270 x 260 x 310 mm com assoalho recoberto com serragem (5 

animais por caixa). Eles foram mantidos sob períodos de 12 horas luz e 12 horas 

escuro e sob temperatura de 22°C. Recebiam água ou solução de cafeína (1g/L) e 

ração à vontade.  

 

 

III.2 Grupos Experimentais 

 

Foram analisados dois grupos experimentais: animais tratados com água 

(grupo controle) ou com cafeína 1g/L dissolvida na água de beber (grupo cafeína) 

por 7 dias, tendo sido tratados 11 animais por grupo. Ao final do tratamento os 

animais foram sacrificados por decapitação. As três estruturas (hipocampo, 

cerebelo e estriado) foram rapidamente dissecadas (as meninges e sangue 

retirados), mantidas em solução tampão salina/fosfato (PBS) em pH 7,4 e 

pesadas, colocadas em frascos Eppendorf e congeladas em nitrogênio líquido até 

o momento das dosagens, com exceção da dosagem da catalase em que as 

amostras foram utilizadas imediatamente após a retirada das estruturas.   
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III.3 Reagentes 

 

Todos os padrões e reagentes foram obtidos das marcas Merck, Sigma ou 

Randox. 

 

 

III.4 Preparo dos Homogeneizados.  

 

Para a Catalase as estruturas, recém dissecadas, foram diluídas em 

tampão fosfato de potássio 10mM (Tampão Catalase, pH 7,4) diluição 1:10 (p/v). 

As amostras foram sonicadas, centrifugadas a 3000g por 10 min a 4ºC e o 

sobrenadante foi utilizado para as dosagens. O sobrenadante sofreu uma etapa de 

extração onde a 200µl de sobrenadante foram adicionados 20µl de etanol (10%) e 

agitados no Vórtex. Incubou-se por 30 min no gelo e logo após foram adicionados 

20µl de Triton X-100 (10%) e agitado novamente no vórtex (AEBI, 1984).  

Para as outras dosagens (SOD, GSH-Px, produção de radicais livres (DCF) 

e Peroxidação de Lipídeos) as estrutura foram descongeladas, diluídas 1:10 (p/v) 

em Tampão Fosfato 50mM/EDTA 1mM em pH 7,4 e sonicadas, centrifugadas a 

3000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado e mantido em gelo para 

posteriormente ser utilizado nas dosagens.  

 

 

III.5 Dosagem de proteínas 
 

As proteínas foram dosadas pelo método de Peterson (1977), utilizando-se 

como padrão uma solução de albumina bovina de 1mg/mL.  
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III.6 Catalase 

 

A enzima catalase é altamente específica e possui atividade apenas para 

peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroperóxidos de metila e etila.  

Esta técnica baseia-se na medida da velocidade de consumo do peróxido 

de hidrogênio na amostra, onde a atividade da catalase (CAT) é diretamente 

proporcional à taxa de decomposição do H2O2. As leituras das absorbâncias são 

feitas em um comprimento de onda de 240nm, sendo este o comprimento de onda 

onde há a maior absorção pelo peróxido de hidrogênio, utilizando-se cubetas de 

quartzo devido à alta energia do comprimento de onda no qual foram realizadas as 

medidas. 

 

 

Reagentes: 

 

1) Tampão fosfato de Potássio a 10mM em pH 7,6 

2) Tampão fosfato de potássio mais Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

30%.Concentração final H2O2 18mM 

 

 

Neste ensaio, 600µl da mistura do tampão fosfato com H2O2 foram adicionados 

a 25µl do homogeneizado de amostra, o decaimento das absorbâncias foram 

monitorados espectrofotometricamente a 240nm por 4 min (AEBI, 1984). Para 

zerar o aparelho foram utilizados 600µl de tampão fosfato adicionados a 25µl do 

homogeneizado de amostra. A atividade enzimática foi calculada como U de 

CAT/mg proteína, porém os resultados foram expressos como percentual da 

atividade enzimática do grupo controle.  
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III. 7 Superoxido Dismutase (SOD) 

 
A função da SOD é acelerar a dismutação do radical tóxico superóxido 

(O2
•−) produzido durante o processo oxidativo energético do peróxido de 

hidrogênio e oxigênio molecular. 

Este método (RANSOD - Randox) emprega xantina oxidase (XOD) para 

gerar radicais superóxido, os quais reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4nitrofenol)-5-

cloretos de feniltetrazol (I.N.T.) para formar o composto de coloração vermelha, o 

formazan. A atividade da SOD é medida através do grau de inibição desta reação 

(Fig. 3) (Kit RANSOD da Randox). 

 

 

                                XOD     +     
 
                            

 

             O2
•                                 

 

 
OU 

   

     SOD 
 

 

Figura 3: Princípio do Método de dismutação do radical superóxido (O2
•−) 

catalisada pela SOD, utilizando o Kit comercial RANSOD – Randox, o qual 

emprega o sistema Xantina-Xantina oxidase, medindo a formação de um 

composto (Vermelho de formazan).  

 

 

Xantina 

I.N.TFormazan 

O2
•¯ + O2

•¯ + 2H•    O2 + H2O2 

Ácido úrico   O2
•¯ 
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Reagentes: 

 

-Kit Ransod (Superóxido dismutase) da Randox composto de: Substrato misto 

(Xantina + I.N.T), Tampão, Xantina Oxidase, Padrão. 

 

 

As dosagens das amostras foram processadas em duplicata, onde 170µl de 

substrato misto (xantina) foram adicionados sobre 5µl do homogeneizado de 

amostra, homogeneizados vigorosamente, incubados em placa de aquecimento a 

37°C por 5 minutos. Ao final da incubação foram adicionados 25µl de xantina 

oxidase e após cronometrado 1minuto foi obtida a absorbância inicial, retornando 

a placa para o aquecimento, sempre ao abrigo da luz. Após 3 minutos foi obtida a 

absorbância final em um comprimento de onda de 505nm. A atividade enzimática 

foi calculada como U de SOD/mg proteína, porém os resultados foram expressos 

como percentual da atividade enzimática do grupo controle. 

 

 

III.8 Glutationa Peroxidase (GSH-Px) 

 
A enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a reação de vários 

peróxidos principalmente peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos orgânicos. Para 

essa redução a GSH-Px utiliza o grupamento sulfidril da glutationa reduzida (GSH) 

para formar glutationa oxidada (GSSG), A forma reduzida (GSH) pode ser 

regenerada pela interação da GSSG com NADPH através da enzima glutationa 

redutase. Desta forma a atividade da enzima GSH-Px pode ser determinada 

medindo-se o consumo de NADPH (HALLIWEL & GUTERIDGE, 1999). 
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Reagentes: 

 

1) Tampão de incubação (tampão fosfato de potássio 20mM/EDTA 1mM/azida 

0,8 mM em pH 7,7). A azida tem a função de inibição da catalase.  

2) NADPH 0,625mM 

3) Glutationa (GSH) 40mM 

4) Glutationa redutase (GR) 40 U/mL 

5) Tert-butilidroperóxido 5mM 

 

 

Neste ensaio 20µl de NADPH e 110µl de tampão de incubação foram 

adicionados a 30µl do homogeneizado das amostras e pré-incubou-se a 37°C por 

10 minutos. Logo após, foi adicionado 10µl de glutationa reduzida e 10µl de 

glutationa redutase. Foram feitas as leituras da linha de base a 340nm por 4 

minutos (de 20 em 20 segundos) mantendo-se a placa a 37°C. Adicionou-se 20µl 

de tert-butilidroperóxido e a seguir foi feita a leitura da atividade da GSH-Px a 

340nm por 4 minutos (de 20 em 20 segundos) sob temperatura de 37°C (FLOHÉ 

& GUNZLER, 1984). Todas as leituras foram feitas no equipamento Espectromax. 

As dosagens foram realizadas em duplicata.   

A atividade enzimática foi calculada como U de GSH-Px/mg proteína, porém os 

resultados foram expressos como percentual da atividade enzimática do grupo 

controle. 

 

 

III.9 Diacetato de Difluoresceína (DCF) 

 

Este teste foi descrito pela primeira vez em 1965 como um ensaio 

fluorimétrico para peróxido de hidrogênio. Faz a conversão do composto não 

fluorescente diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) no composto 

fluorescente 2’-7’ diclorofluoresceína. Várias espécies reativas de oxigênio e 
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espécies reativas de nitrogênio (incluindo ONOO−) podem oxidar o DCFH, não 

diferenciando quais espécies são detectadas. A oxidação do DCFH pelas células 

causa a fluorescência da difluoresceína, que pode facilmente ser visualizada (a 

fluorescência é emitida em 525nm com excitação de 488nm). Esta técnica é 

bastante utilizada como meio de determinação da produção de radicais livres em 

células vivas. 

 

 

Reagentes: 

 

1) DCFH-DA 0,2 mM 

2) DCF 0,1µM 

 

 

Neste ensaio 100µl de água e 75µl de DCFH-DA foram adicionados a 25µl de 

homogeneizado de amostra, homogeneizados em vórtex e levados ao banho-

maria 37°C ao abrigo da luz por um período de 30 minutos. Separadamente, foi 

preparada a curva de calibração onde se utilizou como padrão o DCF 0,1µM 

diluído em tampão fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentrações. Tanto 

as amostras quanto a curva foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz. 

Ao final dos trinta minutos foram feitas as leituras no fluorímetro (525nm excitação 

e 488nm de emissão). Os resultados foram expressos em pmol de DCF 

produzido/mg de proteína (WANG & JOSEPH, 1999). 

 

 

III. 10  Medida de Peroxidação de lipídeos 

 
As medidas de peroxidação de lipídeos foram feitas pelo método das 

Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), uma das medidas mais 

amplamente utilizadas para este tipo de análise, que se baseia na reação de 
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aldeídos e outros compostos, em especial o malondialdeído (MDA), um produto 

final da peroxidação de lipídeos de membrana, com o ácido tiobarbitúrico (TBA). 

 

 

Reagentes: 

 

1) Ácido tricloroacético 10% 

2) Ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67% 

3) Butanol 

 

 

Este ensaio foi baseado no método de BUEGE & AUST, (1978), em que 250µl 

de TCA 10% e 370µl de TBA 0,67% foram colocados sobre 125µl de 

homogeneizado de amostra. Os tubos foram homogeneizados em vórtex e 

incubados em banho-maria fervente (100°C), ao abrigo da luz, por um período de 

30 minutos. Após resfriamento, foram adicionados 750µl de Butanol, os tubos 

foram centrifugados a 3000g por 10 minutos e a fração lipídica (sobrenadante) foi 

utilizada nas dosagens. Ao final dos trinta minutos foram feitas as leituras das 

amostras no fluorímetro (515nm excitação e 553nm de emissão) contra um branco 

onde a preparação foi igual à dos tubos de amostra, somente utilizando-se o 

tampão fosfato/EDTA pH 7,4 no lugar do volume da amostra. Foi utilizado como 

padrão o 1,1,3,3 tetramethoxypropanol (TMP). Os resultados são expressos em 

nmóis de MDA/mg de proteínas.  
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III.11 Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos foram analisados através do teste t-Student. Os 

resultados são expressos como a média ± desvio padrão de determinações 

ensaiadas em duplicatas. Para todos os experimentos, um valor de p<0,05 foi 

considerado significante. 
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IV. RESULTADOS 
 
 

IV. 1 - Glutationa peroxidase – GSH-Px 

 

A medida de atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase, em 

homogeneizado de estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado 

(ES), de ratos Wistar, após tratamento crônico (7dias) com cafeína (1g/L) ou água 

(Controle), apresentou diferença significativa entre os grupos controle e cafeína. O 

grupo cafeína apresentou uma menor atividade da GSH-Px, quando comparado 

com o respectivo controle (HP 0,897 ±0,221; CE 1,20 ±0,144; ES 1,69 ±0,271 - U 

de GSH-Px/mg de proteína ± DP), nas três estruturas analisadas (Fig. 4 e Tab. 2). 
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Figura 4: Atividade da enzima GSH-Px em diferentes estruturas do SNC de 

ratos. 

Resultados expressos em percentagem da atividade do controle.  

*- diferença significativa em relação ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Studente p<0,05). Hipocampo n=5, Cerebelo n=7, Estriado n=7. 

*
* *
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IV. 2 – Superóxido dismutase – SOD 

 

 

A medida de atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase, em 

homogeneizado de estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado 

(ES), de ratos Wistar, após tratamento crônico (7dias) com cafeína (1g/L) ou água 

(Controle), apresentou diferença significativa entre os grupos controle e cafeína. O 

grupo cafeína apresentou uma menor atividade da SOD quando comparado com o 

respectivo controle (HP 0,340 ±0,052; CE 0,325 ±0,069; ES 0,310 ±0,055 – U de 

SOD/mg de proteína ± DP), nas três estruturas analisadas (Fig. 5 e Tab. 2). 
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Figura 5: Atividade da enzima SOD em diferentes estruturas do SNC de ratos. 

Resultados expressos em percentagem da atividade do controle. 

*- diferença significativa em relação ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Student p<0,05). Hipocampo n=6, Cerebelo n=8, Estriado n=8. 

 

* * *
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IV. 3 – Catalase – CAT 

 
 

A medida de atividade da enzima catalase, em homogeneizado de 

estruturas do SNC, hipocampo (HP), cerebelo (CE) e estriado (ES), de ratos 

Wistar, após tratamento crônico (7dias) com cafeína (1g/L) ou água (Controle), 

não apresentou diferença significativa entre os grupos controle (HP 3,01 ±0,59; CE 

3,56 ±0,81; ES 1,95 ±0,28 -U de CAT/mg de proteína ± DP) e cafeína nas três 

estruturas analisadas (Fig. 6 e Tab. 2).  
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Figura 6: Atividade da enzima CAT em diferentes estruturas do SNC de ratos. 

Resultados expressos em percentagem da atividade do controle.  

Não foi encontrada diferença significativa entre os grupos (teste t-Student p>0,05). 

Hipocampo n=4, Cerebelo n=3, Estriado n=4. 
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IV. 4 - Lipoperoxidação – LPO 
 
 

A Peroxidação de lipídeos, medida através da técnica do TBARS, em 

homogeneizado de estruturas cerebrais (hipocampo, cerebelo e estriado) de ratos 

Wistar, após tratamento crônico (7dias) com cafeína (1g/L) ou água (Controle), 

apresentou diferença significativa entre os grupos controle e cafeína. O grupo 

cafeína apresentou maior peroxidação de lipídeos quando comparado com o 

respectivo controle, nas três estruturas analisadas (Fig.7 e Tab. 2). 
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Figura 7: Lipoperoxidação em diferentes estruturas do SNC de ratos Resultados 

expressos em nmol de MDA/mg de proteínas.  .    

*- diferença significativa em relação ao controle da respectiva estrutura (teste t-

Student p<0,05). Hipocampo n=3, Cerebelo n=3, Estriado n=4.  

*

*

*
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IV. 5 – Diacetato de fluoresceína - DCF 
 
 

A medida de produção de ERO foi realizada através da dosagem de 

fluorescência do DCF, em homogeneizado de estruturas do SNC (hipocampo, 

cerebelo e estriado) de ratos Wistar, após tratamento crônico (7dias) com cafeína 

(1g/L) ou água (Controle), não apresentando diferença significativa entre os 

grupos controle e cafeína, nas três estruturas analisadas (Fig. 8 e Tab.2). 
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Figura 8: Valores de fluorescência do DCF representando a geração de ERO em 

diferentes estruturas do SNC de ratos. 

Resultados expressos em pmol de DCF produzido/mg de proteína.  

 Não foi encontrada diferença significativa entre os grupos (teste t-Student 

p>0,05). Hipocampo n=11, Cerebelo n=9, Estriado n=11. 
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Tabela 2: Valores de produção de MDA, radicais livres e atividade das enzimas 

SOD, GSH-Px e CAT em animais que receberam água (controle) e animais que 

receberam cafeína (1g/L) na água de beber por 7 dias. 

 

 

 

  Hipocampo  Cerebelo  Estriado   

  Controle Cafeína Controle Cafeína Controle Cafeína 

SOD a  99,9 ± 15,3  75,3 ± 11,3*  100,0 ± 21,1  82,4 ± 7,8*  100,0 ± 17,5  81,0 ± 9,1* 

GSH-Pxa  100,0 ± 24,6  69,6 ±11,3*  100,6 ± 12,1  69,1 ±16,2*  100,3 ± 16,2  80,8 ± 9,2* 

CATa  100,0 ± 19,6  99,9 ±25,7  100,6  ± 23,8  99,9 ±20,0  99,9 ± 14,8  81,0 ± 16,3

TBARSb  0,44 ± 0,02  0,85 ± 0,19*  0,31 ± 0,05  0,63 ± 0,19*  0,28 ± 0,03  0,35 ±0,04*

DCFc  2,82 ± ,59  2,8 ± 0,56  2,53 ± 0,37  3,03 ± 0,64  2,81 ± 0,43  2,90 ± 0,65
 

 

Os valores são expressos como Média ± desvio padrão 

* significativamente diferente do respectivo controle (p<0,05) 
a valores expressos em percentual 
b valores expressos em nmol de MDA/mg de proteína.  
c valores expressos em pmol de DCF produzido/mg de proteína. 
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V. DISCUSSÃO 
 
 

A cafeína é uma droga neuroativa muito consumidas no mundo, presente 

em várias bebidas como café e chá, e exerce múltiplos efeitos no sistema nervoso 

central (SNC), sendo usada como adjuvante analgésico de várias drogas.  

O tratamento crônico com cafeína e seus metabólitos (teofilina, hipoxantina, 

etc) há muito vêm sendo estudado por produzir tolerância, dependência física e 

síndrome de abstinência (HEISHMAN & HENNINGFIELD, 1992), além de seus 

possíveis efeitos citoprotetores (CHEN et al; 2001a), citotóxicos (GEPDIREMEN et 

al., 1998; KANG et al.; 2002) e anticancerígeno (HE 2003). Entretanto, pouco tem 

sido feito a respeito de cafeína e estresse oxidativo no sistema nervoso central, 

principalmente relacionado às enzimas antioxidantes. 

O balanço entre defesas antioxidantes e a geração de radicais livres 

determina a extensão do dano causado pelas ERO (PAPADOPOULOS et al., 

1998), o que pode levar ao rompimento de constituintes celulares (CASTAGNE et 

al., 1999). O sistema nervoso central é mais vulnerável ao estresse oxidativo do 

que outros tecidos, pois contém alta quantidade de ácidos graxos de cadeia lateral 

poliinsaturada, alto metabolismo oxidativo e tem comparativamente baixas defesas 

antioxidantes (HARRIS, 1992; CASTAGNE et al., 1999; HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999). O objetivo deste trabalho foi determinar a atividade das 

enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px), a peroxidação de lipídeos e a 

produção de radicais livres em homogenato de estruturas SNC (hipocampo 

cerebelo e estriado) de ratos tratados cronicamente com cafeína (1mg/ml - dose 

considerada moderada). 

Nós trabalhamos com dois grupos: ratos controle que receberam água e 

ratos tratados com cafeína (1g/L) na água de beber por 7 dias consecutivos. Tem 

sido mostrado que este tempo de tratamento já é o suficiente para produzir 

tolerância aos efeitos estimulantes induzidos por uma dose aguda de cafeína na 

locomoção (SVENNINGSSON et al., 1999).  
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Os ratos foram sacrificados por decapitação no sétimo dia, a partir do início 

do tratamento, em torno das 16h sem a retirada prévia da droga. Nós 

consideramos que as concentrações de cafeína e/ou seus metabólitos (os quais 

mimetizam vários efeitos da cafeína) devem estar muito baixos no momento da 

decapitação dos animais, pois como os ratos se mantêm acordados durante a 

noite, este é o horário em que eles mais ingerem alimentos e líquidos, logo 

também deverá ser o período de maior pico da cafeína plasmática, porém durante 

o dia a concentração da droga retorna para níveis próximos de zero 

(JOHANSSON et al., 1993). Foi observado que, em camundongos submetidos ao 

mesmo esquema de tratamento com cafeína (1g/L) que nós usamos, a 

concentração de cafeína plasmática era de 26 µM (medida às 5 horas da manhã) 

(JOHANSSON et al 1997) e em ratos a concentração era de 5,95 µg/ml de plasma 

(30 µM) (GASIOR et al., 2000). Uma vez que em nosso trabalho os animais foram 

sacrificados em torno das 16h, neste período eles já estavam com 9h de 

abstinência da droga, ou seja, os níveis plasmáticos de cafeína estavam muito 

baixos. 

Nossos resultados demonstraram que, nos animais que receberam cafeína, 

a atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase 

(GSH-Px) mostraram-se significativamente diminuídas, quando comparados com 

os respectivos controles, porém não houve alteração na atividade da catalase 

(CAT) (Fig:4,5 e 6), nas três estruturas analisadas. Além disso, os animais 

tratados com cafeína apresentaram um aumento na peroxidação de lipídeos de 

membrana nas três estruturas analisadas quando comparados com os respectivos 

controles (Fig: 7). Esses resultados demonstram claramente um comprometimento 

das membranas lipídica celulares como resultado de um dano oxidativo induzido 

pelo tratamento com cafeína. Foi demonstrado que uma dose aguda de cafeína 

exacerba a peroxidação de lipídeos em membrana de córtex cerebral induzida por 

traumatismo craniano em ratos (MOUTAERY et al., 2003). 

Uma vez que obtivemos aumento da peroxidação de lipídeos, esperávamos 

obter um aumento na produção de radicais livres, o que foi analisado através do 
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método do DCF. Porém, interessantemente seus níveis mantiveram-se inalterados 

(Fig: 8) nas estruturas cerebrais analisadas.  

Essa discordância entre a peroxidação de lipídeos e a produção de radicais 

livre pode ser justificada porque, embora a técnica de DCF seja muito utilizada 

para mensurar o estresse oxidativo em células vivas, onde várias espécies 

causam oxidação do DCFH, incluindo RO•,OH•, HOCl e ONOO-, esta técnica não 

é muito sensível  quando as ERO causadoras da lipoperoxidação são O2
•− e H2O2., 

ou seja, este é um ensaio para “estresse oxidativo generalizado” antes mesmo 

que haja produção de alguma espécie oxidada em particular e não sendo uma 

medida direta dos níveis de O2
•− e H2O2 (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

Desse modo o DCF não deve ser usado conclusivamente para medir a formação 

de radicais superóxidos ou peróxido de hidrogênio em células que estejam 

sofrendo estresse oxidativo (ROTA et al., 1999). Portanto, apesar de não 

detectarmos diferenças na produção de radicais livres através do método do DCF, 

a cafeína de fato causou um dano oxidativo revelado pela peroxidação de lipídeos, 

o qual provavelmente foi devido em parte à diminuição da atividade da SOD (o 

que acumularia O2
•−) e da atividade da GSH-Px (acumularia H2O2). Por outro lado, 

a catalase não foi afetada pelo tratamento o que pode ser explicado pela 

propriedade desta enzima que, quando em baixas concentrações de H2O2, tem 

atividade de peroxidase agindo sobre pequenos substratos com a geração de 

radical alcoxil o que pode levar a uma cascata peroxidativa (Chance et al.; 1979). 

Desta forma, a catalase não conseguiu compensar a diminuição nas defesas 

antioxidantes levando a um estresse oxidativo, como se pode observar na figura 9. 
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Figura 9: Resumo esquemático do efeito da cafeína sobre as enzimas 

antioxidantes (SOD, GSH-Px e CAT), peroxidação de lipídeos (LPO) e produção 

de radicais livres (DCF). 

 
 

Vários mecanismos poderiam ser propostos no sentido de explicar os 

efeitos da cafeína, uma vez que esta substância dependendo do tempo de 

administração e principalmente da dose poderia estar agindo em diferentes níveis 

celulares. Os complexos efeitos produzidos pela cafeína provavelmente não 

podem ser explicados por um único mecanismo (FREDHOLM et al., 1999). As 

ações moleculares da cafeína dependem da dose. Em doses baixas e moderadas 

semelhante ao consumo diário de café (a concentração plasmática de cafeína em 

humanos após uma xícara de café é de ± 10 µM), a cafeína age principalmente 

como um antagonista não seletivo de receptor A1/A2 de adenosina (valores de Ki ± 

15 µM) (FREDHOLM, 1995), já que xantinas têm pouca afinidade para os 

receptores A3 (JACOBSON, 1998). Em doses maiores, a cafeína inibe 

adicionalmente a atividade de fosfodiesterases e assim aumenta os níveis de 

AMPc. Em doses ainda maiores (10 mM)), cafeína pode também elevar as 

concentrações intracelulares de cálcio por aumentar a captação de cálcio 

extracelular (HOECSH et al., 2001) e/ou estimular a liberação de cálcio do reticulo 

endoplasmático (JANG et al., 2004) e, assim estimular a liberação de diferentes  

neurotransmissores (SHI et al., 1994; QUARTA et al., 2004 ). 

Tendo em vista a dose de cafeína utilizada em nossos experimentos, 

discutiremos os resultados visando principalmente o papel da cafeína como 

antagonista não-específico dos receptores (A1/A2) de adenosina.  
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A possível relação entre adenosina e estresse oxidativo tem sido 

evidenciada através de diferentes tipos de experimentos. Adenosina é liberada em 

situações de estresse oxidativo em diferentes tipos de célula (REGO et al., 1997; 

MASINO et al., 1999; CHEN et al., 2001b; ALMEIDA et al., 2003). 2-Cloro 

adenosina (agonista não específico da adenosina) diminui os níveis de 

malondialdeído produzidos durante o período de reperfusão - isquemia (YAVUZ et 

al 1997). Adenosina diminui os níveis de radicais livres produzidos por: injeção 

intracortical de íons ferro (YOKOI et al., 1995), deprivação de soro em células 

PC12 (HUANG, 2003) e pela ativação de proteína quinase C em células 

mesangiais (NOSAKA et al., 1996). Radicais livres promovem um aumento na 

expressão de receptores de adenosina do tipo A1(NIE et al., 1998). 

Em relação às enzimas antioxidantes, 10 µM de R-PIA (agonista não 

específico de receptor de adenosina) aumenta a atividade de enzimas 

antioxidantes e esta ativação foi abolida pela presença de teofilina (um metabólito 

da cafeína). Além disso, parece que a atividade basal destas enzimas é modulada 

tonicamente por adenosina, pois a retirada da adenosina endógena pelo 

tratamento das células com adenosina deaminase, diminuiu a atividade das 

enzimas antioxidantes. Os autores concluíram que este efeito foi devido à ativação 

de receptor A3 de adenosina, pois as células em estudo (células basofílicas 

leucêmicas - RBL-2H3) somente expressam receptor A3, mas interessante é que 

os efeitos foram inibidos por teofilina, e, no entanto xantinas têm pouca afinidade 

por receptores A3 de adenosina. Os autores comentam que este efeito também foi 

observado em outros tipos de células (endotelial humana e bovina; cardiomiócitos 

de ratos; músculo liso; etc) que é sabido que expressam receptores A1 e A2 para 

adenosina (MAGGIRWAR et al., 1994). Portanto, dependendo do tipo de tecido, 

pode ser que outros tipos de receptores para adenosina (A1/A2) estejam 

envolvidos no aumento da atividade de enzimas antioxidante.  

O tratamento de ratos por 24 horas com um agonista específico para 

receptores A1 de adenosina apresentou um aumento no conteúdo e atividade da 

Mn-SOD em células de músculo cardíaco. Este tratamento foi considerado 

cardioprotetor, pois reduziu o tamanho do infarto quando o coração isolado foi 
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submetido à isquemia/reperfusão (DANA et al., 2000). Uma outra evidência do 

envolvimento do receptor A1 é que ratos tratados por 3 dias com DPCPX, 

antagonista específico para receptores A1, apresentaram um aumento de 90% nos 

níveis de malondialdeído  em células renais (BHAT et al., 2002). Por outro lado, 

agonista de receptores A2 de adenosina promoveram uma diminuição nos níveis 

de radicais livres induzidos pela deprivação de soro em células PC12 (HUANG, 

2003). 

Portanto, parece claro que o mecanismo de ação da cafeína na inibição das 

enzimas antioxidantes foi devido ao bloqueio competitivo dos receptores de 

adenosina. No entanto, como cafeína é um inibidor inespecífico destes receptores, 

não podemos até o momento afirmar qual subtipo de receptor (A1/A2) está 

envolvido nos efeitos da cafeína. 

Sabe-se que a prolongada exposição de agonista de receptores acoplados 

à proteína G resulta em uma progressiva perda da funcionalidade deste receptor, 

enquanto a exposição ao antagonista causa um aumento na funcionalidade do 

receptor (BÖHM et al., 1997). Tendo dito isto, seria de se esperar que o 

tratamento crônico com antagonista de receptor de adenosina, como a cafeína, 

pudesse produzir alterações adaptativas nos receptores de adenosina, proteína G 

e adenilato ciclase no sentido de potencializar os efeitos da adenosina (LEITE-

MORRIS et al., 1998).  

Como comentado acima, se a adenosina, de alguma forma, aumenta as 

defesas antioxidantes da célula, esperávamos que o tratamento crônico com 

cafeína aumentasse a funcionalidade destes receptores e assim, aumentasse 

ainda mais as defesas antioxidantes da célula. Entretanto, o tratamento crônico 

com cafeína diminuiu a atividade destas enzimas. Portanto, a presença da 

cafeína, provavelmente, somente bloqueou os receptores de adenosina, 

impedindo a ação da adenosina endógena em manter os níveis basais das 

atividades das enzimas antioxidantes (MAGGIRWAR et al., 1994). Além disso, o 

tratamento crônico com cafeína aumenta a atividade das enzimas responsáveis 

por sua degradação, portanto estes efeitos podem também ter sido mediados 
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pelos metabólitos da cafeína, pois eles também se ligam aos receptores de 

adenosina. (SVENNINGSSON et al.; 1999). 

Não há consenso entre os autores sobre o efeito causado pelo tratamento 

crônico com cafeína sobre o conteúdo e/ou expressão dos receptores A1 e A2 de 

adenosina. Alguns trabalhos demonstraram que tratamento crônico com cafeína 

produz aumento na expressão de receptores (DAVAL et al., 1989; HETTIGER-

SMITH et al., 1996; LUPICA et al., 1991) ou um aumento no número total de 

receptores A1 de adenosina em tecido cerebral (RAMKUMAR et al., 1988; 

FREDHOLM, 1982; JOHANSSON et al., 1993). Outros estudos demonstraram que 

o tratamento crônico com cafeína não altera o número de receptores A1 nestes 

tecidos (HOLTZMAN et al., 1991; KAPLAN et al., 1993; ZIELKE & ZIELKE, 1987, 

JOHANSSON et al., 1997; SVENNINGSSON et al., 1999). Da mesma forma, 

alguns trabalhos têm demonstrado que o tratamento crônico com cafeína promove 

uma desensibilização dos receptores A1 (LEÓN et al., 2002; LEÓN et al., 2005). O 

efeito do tratamento crônico com cafeína sobre receptores A2 de adenosina é 

menos estudado, mas as discrepâncias são as mesmas. O tratamento com 

cafeína diminui a expressão e os níveis de receptores A2 na parte rostral do 

estriado, mas não apresenta alterações em outras estruturas cerebrais 

(SVENNINGSSON et al., 1999), mas um aumento nos níveis destes receptores no 

estriado também foi observado (JOHANSSON et al., 1997). Assim, o efeito do 

tratamento crônico com cafeína sobre receptores de adenosina ainda é muito 

controverso. 

Além disso, a cafeína apresenta um efeito estimulante sobre o eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenocortical semelhante à resposta deste eixo a um 

estimulo estressante (POLLARD, 1988; NICHOLSON, 1987; CONCAS et al., 

2000) e provavelmente a adenosina está envolvida neste mecanismo (DI 

SCIULLO et al., 1987; NICHOLSON, 1987). Foi demonstrado que ratos tratados 

por 3 dias com glicocorticóide apresentaram uma diminuição nas atividades da 

Cu/Zn SOD e GSH-Px no hipocampo, córtex cerebral e cerebelo; mas não alterou 

a atividade da catalase (MCINTOSH et al., 1998). Estes resultados são bem 

semelhantes aos encontrados no nosso trabalho. Portanto, pode ser que a 
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cafeína, ao bloquear os receptores de adenosina, promova um aumento nos níveis 

de glicocorticóides, o qual estaria promovendo uma diminuição das atividades das 

enzimas antioxidantes no SNC. 

Embora alguns trabalhos demonstrem que a ingestão crônica de cafeína 

apresenta ação neurotoprotetora, provavelmente através dos receptores A1 e/ou 

A2 de adenosina, em nosso trabalho nós demonstramos que cafeína pode 

potencialmente provocar dano celular em estruturas do SNC através da 

diminuição das enzimas antioxidantes. Provavelmente, esse efeito seja devido a 

uma diminuição da expressão e/ou número de receptores de adenosina (A1 ou A2) 

ou a cafeína e/ou seus metabólitos estarem agindo somente como antagonistas 

competitivos, bloqueando a ação da adenosina endógena. 
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VI. CONCLUSÃO 
 
 

Através dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que: 

- A ação da ingestão crônica da cafeína (1g/L) por uma semana causa dano 

oxidativo aos lipídeos de membrana de diferentes estruturas do SNC 

(hipocampo, cerebelo e estriado).  

- Este efeito provavelmente foi devido à inibição da atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e GSH-Px induzida pela ingestão de cafeína. 

Além disso, tendo em vista a dose utilizada de cafeína, provavelmente, o 

efeito causado pela droga se deve ao bloqueio dos receptores de adenosina. 

Sendo assim, seria interessante avaliarmos seu efeito após diferentes tempos de 

abstinência da cafeína, bem como o uso de antagonistas mais específicos no 

sentido de determinarmos qual o subtipo de receptor (A1 ou A2) está envolvido na 

modulação da atividade das enzimas antioxidantes. 
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