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“Nao ha nada que seja maior evidéncia de insanidade do que fazer a mesma coisa dia apos dia e

esperar resultados diferentes.”

Albert Einstein

As memorias, porém, ndo sdo armazenadas de forma integral e, mesmo estabelecidas e consolidadas,
ndo sdo permanentes. Este é o fendmeno do esquecimento: somos melhores na generalizacdo e na
abstracdo de conhecimentos do que na retencdo de um registro literal de eventos. O esquecimento é
fisioldgico e ocorre continuamente, enfraquecendo o trago de memoria do

que foi aprendido. De fato, esquecer é uma funcéo essencial ao bom funcionamento da memdria: seria
impossivel, e pouco pratico, evocar com rigueza

de detalhes todas as informacdes que necessitamos num Unico dia.

(Carla Dalmaz e Carlos Alexandre Netto).
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Estudos demonstraram que a hiperglicemia no diabetes leva a complicagdes cognitivas,
fisiologicas e estruturais no sistema nervoso central (SNC), causadas principalmente pelo
aumento da producdo de especies reativas de oxigénio (EROS), que contribuem para o
desenvolvimento de complicagdes crbnicas do estado diabético. O &cido clorogénico € um
composto fendlico encontrado no café que apresenta atividade antioxidante, neuroprotetora e
hipoglicemiante. Além disso, a cafeina também é encontrada em altas concentragdes no café e
se destaca por sua acdo antioxidante, neuroprotetora e psico-estimulante. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do acido clorogénico (CGA), cafeina (CA) e café (CF) na
atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE), Na®, K'-ATPase e¢ &- aminolevulinato
desidratase (6-ALA-D), assim como seus efeitos no niveis de peroxidacéo lipidica (TBARS)
no cortex cerebral, bem como na memdria e ansiedade no diabetes induzidos por
estreptozotocina (STZ) 60 mg/kg em ratos. Os animais foram divididos em oito grupos:
Controle; controle/CGA 5 mg/kg; Controle/CA 15 mg/kg; Controle/CF 0,5 g/kg; Diabéticos;
diabético/CGA 5 mg/kg; diabético/CA 15 mg/kg e diabético/CF 0,5 g/kg. Apds 29 dias de
tratamento com o0s compostos, 0s animais foram submetidos a testes comportamentais
(esquiva inibitdria e labirinto em cruz elevada) e, em seguida, submetidos a eutanasia e 0
cortex cerebral retirado. Os nossos resultados demonstraram que a atividade da AChE e os
niveis de TBARS foram aumentados em cortex cerebral, enquanto que a atividade da 6-ALA-
D e Na*, K'-ATPase foram diminuidas em ratos diabéticos quando comparado com os ratos
controles. Além disso, os ratos diabéticos mostraram déficit na memoria e um aumento na
ansiedade. Houve uma prevencdo no aumento da atividade da AChE quando os ratos
diabéticos foram tratados com CGA e CA quando comparados com 0s ratos ndo tratados. A
ingestdo de CGA, CA e café restauraram parcialmente a atividade da §-ALA-D e Na*, K'-
ATPase em ratos diabéticos quando comparado com o grupo diabético sem tratamento. Alem
disso, os niveis de TBARS foram encontrados diminuidos nos ratos diabéticos tratados com
CGA. O tratamento com CGA em ratos diabéticos também demonstrou uma melhora na
memoria e uma diminuicdo na ansiedade. Os resultados mostraram que esses compostos
principalmente o CGA, composto que apresentou melhores efeitos, podem modular estas
enzimas no SNC, que sao alterados no diabetes.

Palavras-chave: Cafeina, acido clorogénico, café, Diabetes Mellitus e meméria.
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Studies have shown that the hyperglycemia in diabetes leads to complications in
cognitive, physiological and structural central nervous system (CNS) mainly linked with
increased production of reactive oxygen species (ROS), which contribute to the development
of chronic complications of the diabetic state. Chlorogenic acid is a phenolic compound found
in coffee that presents antioxidant, neuroprotective and hypoglycemic function. In addition,
caffeine is also found in high concentrations in coffee and is known for its antioxidant,
neuroprotective effects and psycho-stimulant. The objective of this study was to evaluate the
effect of chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF) in acetylcholinesterase
(AChE), Na*,K*-ATPase and Aminolevulinate acid dehydratase (5-ALA-D) activities, as well
as lipid peroxidation levels (TBARS) from cerebral cortex, memory and anxiety on
strepzotocin (STZ)-induced diabetic rats. The animals were divided into eight groups (n=6—
13): Control; Control/CGA 5 mg/kg; Control/CA 15 mg/kg; Control/CF 0.5 g/kg; Diabetic;
Diabetic/ CGA 5 mg/kg; Diabetic/CA 15 mg/kg e Diabetic/CF 0.5 g/kg. Two-nine days after
treatment with compounds, the animals were submitted to behavioral tests (Inhibitory
avoidance and elevated plus maze) and then sacrificed and the cerebral cortex was collected.
Our results demonstrated that AChE activity and TBARS levels were increased in cerebral
cortex, while 8-ALA-D and Na®, K'-ATPase activities were decreased in the diabetic rats
when compared to the control group. Furthermore, the diabetic rats showed deficit in memory
and an increase in the anxiety. There was prevention in the increase of AChE activity when
diabetic rats were treated with CGA and CA when compared with untreated rats. CGA, CA
and Coffee intake restored partially cerebral 3-ALA-D and Na®, K*-ATPase when compared
to untreated diabetic group. Moreover, CGA prevented diabetes-induced TBARS production
and improve the memory and decrease the anxiety. Our results showed that CGA, CA and
coffee can modulate cerebral oxidative stress and 3-ALA-D and Na+, K+-ATPase activity in a
model of diabetes type I. Consequently, we can suppose that these compounds mainly the
CGA, which has the better effect, could modulate this enzymes in CNS that are altered in
diabetes.

Keywords: caffeine, chlorogenic acid, coffee, Diabetes Mellitus, memory.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de um
manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As se¢Bes Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio manuscrito e representa a integra deste estudo.

O item Conclusdes encontra-se no final desta dissertagdo e apresenta interpretacdes e
comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias referem-se somente as citacbes que aparecem no item Introducdo desta
dissertacgéo.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica para o qual

foi submetido: Neurochemical Research.



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um grande problema de saude publica no qual dados da
organizagdo mundial da saide (OMS) demonstram que essa patologia é a 9° maior causa de
morte no mundo (OMS, 2012). Além disso, devido a modernizacdo e consequente mudanca
no estilo de vida com a inclusdo de dietas ricas em gorduras e aglcares e aumento do
sedentarismo tem levado a uma maior incidéncia do DM. Isto leva ao desenvolvimento de
uma série de outras doencas como, por exemplo, a sindrome metabdlica e doenca
cardiovascular (WHO, 2012; LIEBERMAN, 2003). Além disso, o nimero de pessoas com
diabetes somente nas Américas foi estimado em 62,8 milhdes em 2011, e espera-se alcancar
91,1 milhdes em 2030 (OMS, 2012).

O Diabetes agrupa um conjunto de doengas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo da insulina, ou defeitos na agdo desse
horménio, ou ainda em ambas as condigdes. Alguns processos podem estar envolvidos no
desenvolvimento da DM. Estes variam desde a destruicdo autoimune das células B do
pancreas com consequente deficiéncia da sintese de insulina até a resisténcia dos tecidos
corporais a insulina. Ambos os processos levam ao metabolismo anormal de carboidratos,
proteinas e lipidios, pois um déficit na acdo da insulina leva a uma diminuicdo da resposta dos
tecidos a acdo desse hormonio, o qual é responsavel pelo controle de muitas vias complexas
em muitos tecidos do corpo, levando a um consequente aumento da glicose sanguinea (ADA,
2012).

O DM pode ser classificado em diferentes tipos. Entre eles podemos citar: Diabetes
Mellitus tipo | (DM tipo I), Diabetes Mellitus tipo Il (DM tipo 1) e diabetes gestacional. O
DM tipo I ¢ caracterizado por uma destruicao das células B, o qual o paciente depende de
insulina exogenamente. Manifesta-se principalmente quando o paciente ainda é jovem e
abrange cerca de 10% dos pacientes com DM. Essa destruicdo das células B pode estar
relacionada tanto com fatores genéticos quanto com fatores ambientais, 0s quais ainda nédo
estdo totalmente esclarecidos (GANNON, 2001; ADA, 2012).

O DM tipo Il acomete cerca de 90% dos pacientes diabéticos. Estd relacionada
principalmente a pacientes adultos onde estes possuem resisténcia a insulina, pois
normalmente liberam esse hormdnio na corrente sanguinea, contudo ele ndo consegue exercer
corretamente sua funcdo (GANNON, 2001). Embora a etiologia especifica ainda ndo seja

totalmente conhecida, esse tipo de DM esta associado principalmente ao estilo de vida, onde
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resisténcia a insulina pode estar relacionada com a obesidade e também ao estresse
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000).

O DM gestacional € caracterizado por uma alteracdo nos niveis glicémicos sanguineos
que é frequentemente encontrado durante a gravidez. Pode-se ainda destacar outras causas que
podem levar o individuo a desenvolver um quadro de DM: defeitos genéticos nas células f3;
defeitos genéticos na acdo da insulina; doengas pancredticas como pancreatite, trauma
pancredtico, pancreatectomia, carcinoma pancreatico; endocrinopatias; inducdo quimica de
DM por drogas; infecgBes tais como rubéola e citomegalovirose e algumas sindromes
genéticas como a sindrome de Down (ADA, 2012).

O diagndstico do DM pode ser obtido pelos seguintes testes: glicose de jejum ou na
concentracdo de glicose sanguinea apos o teste oral de tolerancia a glicose (75g - TOTG).
Podemos observar pela tabela 1:

Glicemiade  Valores para glicemia TOTG Valores para
jejum toleréncia a glicose
Normal <100 mg/dL= Normal <140 mg/dL
(5,6 mmol/L) (7,8 mmol/L)
Alterada entre100-125 mg/dL Toleréncia 140-199 mg/dL
(5,6-6,9 mmol/L) Diminuida (7,8-11,1 mmol/L
Diabético > 126 mg/dL =
(7,0 mmol/L)

Tabela 1: Valores recomendados pela associagdo americana de diabetes para o
diagnéstico de DM.

Além do teste de glicemia de jejum, o diagnostico deve ser confirmado através do
TOTG, o qual é medido duas horas apés a ingestdo de 75 g de glicose (ADA, 2007). Podemos
citar também o crescente envolvimento da hemoglobina glicosilada (Hb AL1C) no
acompanhamento do diagnostico do DM. Pacientes com niveis de HbA1C acima do intervalo
"normal” de laboratério, mas abaixo do ponto de corte para diagnostico de diabetes (6,0 a
<6,5%) apresentam um risco muito elevado de desenvolver diabetes. De fato, a incidéncia de
diabetes em pessoas com niveis de HbAlc nesta faixa € 10 vezes maior do que pessoas com
niveis mais baixos (EDELMAN et al., 2004; ADA, 2012).
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A hiperglicemia causa efeitos no sistema vascular que podem resultar em alteragfes em
todos os 6rgdos. Podemos destacar as complicagdes macro e microvasculares que sdo as
principais causas de morbidade e mortalidade no DM tipo | e tipo Il. As complicagdes
macrovasculares incluem doenca arterial coronariana, doenca arterial periférica e o acidente
vascular cerebral. Enquanto que as complicacbes microvasculares sdo divididas entre
nefropatia diabética, neuropatia e retinopatia. As alteracbes macrovasculares estdo
relacionadas principalmente com a aterosclerose e com a sindrome metabdlica levando
principalmente ao aumento da agregacdo plaquetaria, que pode contribuir para 0 aumento do
risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular e consequentemente levar a morte. As
alteracdes microvasculares dependem da severidade e da duracdo da hiperglicemia podendo
levar anos até que ocorra lesdo significativa nos rim ou na retina por exemplo (JAKUS, 2000;
FOWLER, 2008).

Essas alteracdes também podem ser mimetizadas em estudos animais com modelos
quimicos de inducdo de Diabetes. Entre os mais comuns estdo DM induzida por
estreptozotocina (STZ) e por aloxano, as quais apresentam efeito seletivo as células 3
pancreaticas. A STZ tem estrutura semelhante a glicose (figura 1), dessa forma, € transportada
para o interior da célula B através do transportador de glicose GLUT-2, que € altamente
expresso pelas celulas produtoras de insulina nas ilhotas de Langerhans (SCHNEDL et al.,
1994). O mecanismo envolvido na inducdo de diabetes esta relacionado a producdo de
espécies reativas capazes de promover a alquilacdo de bases de &cido desoxirribonucléico
(DNA) em varios niveis, causando alteragdes letais ao metabolismo de células [ por
deprimirem os niveis de nicotinamida-adenina dinucleotideo (NAD). Além disso, o 6xido
nitrico (NO) que pode ter origem da decomposicao espontanea da STZ pode estar envolvido
na morte celular devido a sua interacdo com os radicais livres (ASPLUND et al.,1984;
TAKAMA, et al., 1995). Em adicdo, recentes estudos tém utilizado a associacdo entre STZ e
nicotinamida, o qual pode diminuir os efeitos citotoxicos da STZ e ainda pode induzir
anormalidades claras na tolerancia a glicose e capacidade de resposta a insulina, podendo
caracterizar um quadro de DM tipo 1l (MASIELLO et al., 1998). Ambos os modelos levam ao

quadro hiperglicémico caracteristico no DM.
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Figura 1: Estrutura quimica da molécula da A) glicose e B) estreptozotocina.

Os mecanismos que estdo relacionados as altera¢des causadas pela hiperglicemia podem
ser devido a:

A) Auto-oxidacdo da glicose na presenca de ions, a qual pode contribuir para um
aumento na producao de radicais livres.

B) Formacdo de produtos de glicacdo avancada (AGES) que sdo resultado da ligacao
entre a glicose e os aminoacidos das proteinas (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000), as
quais apresentam funcdo alterada. Além disso, os componentes da matriz extracelular
interagem com seus componentes de forma anormal. Também podem causar alteracdo na
expressdo genética de algumas proteinas (BROWNLEE, 2001).

C) O excesso de glicose pode ainda ser metabolizado na via dos poliois, na qual a
glicose é reduzida pela aldose redutase em sorbitol. Nesse processo, ocorre uma deplecdo nos
niveis de NADPH (co-fator dessa reacdo), o qual é importante para a algumas enzimas
antioxidantes, as quais se encontram reduzidas nesse processo (BONNEFONT-ROUSSELOT
et al., 2000).

D) Pode ocorrer uma ativacdo da proteina quinase C (PKC), o qual pode estar
relacionado com o aumento do segundo mensageiro diacilglicerol (DAG) devido a
hiperglicemia. Em consequéncia da ativacdo da PKC, muitas mudangas celulares podem ser
descritas, como anormalidades no fluxo sanguineo, permeabilidade vascular, oclusdo vascular,
aumento da expressao de genes pro-inflamatorios e aumento de espécies reativas.

E) Um aumento na via da hexosamina, onde a frutose-6-fosfatase (intermediaria da via
glicolitica) é convertida em glicosamina-6-fosfato por uma enzima especifica da via.
Posteriormente, ocorre a formacao de intermediarios que aumentam a transcricdo do fator de
crescimento tumoral. Além disso, essa via € importante para a resisténcia a insulina induzida
por acidos graxos (BROWNLEE, 2001).

F) Os processos citados acima refletem o aumento do estresse oxidativo principalmente

devido a superproducdo do anion superoxido pela cadeia de transporte de elétrons
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mitocondrial (DU et al., 2000) que também tem uma grande relagdo com as complica¢des do
DM.

Estudos sugerem que todas essas vias atuam de forma conjunta nas células. Brownlee
(2001) discute que o aumento do anion superdxido inibe a enzima gliceraldeido 3- fosfato
desidrogenase (GAPDH), o qual leva a um acumulo nos intermediarios da via glicolitica
levando a uma aumento na via dos polidis, na via da hexosamina, um aumento na PKC e

também na formacédo de AGEs (Figura 2).
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Figura 1. Relacdo entre a via dos polidis,
hexosamina, proteina quinase C, formacéo de AGE e
0 extresse oxidativo nas complica¢des induzidas pela
hiperglicemia. Adapatacéo de Browlee, 2001.

O DM também pode levar a danos no sistema nervoso central (SNC). Ocértex cerebral é
uma estrutura complexa e corresponde a camada mais externa do encéfalo sendo rica em
neurdnios e o local do processamento neuronal mais sofisticado e distinto. Esta estrutura
desempenha um papel central em muitas fungbes complexas associadas a linguagem, a
percepcao, a emocao, a cognicdo e a memdéria (BRODMANN, 1908; BYSTRON et al., 2008).
Tendo em vista a importancia dessa estrutura no funcionamento do cérebro, 0 DM pode levar
a alteracOes cognitivas e comportamentais (RAJASHREE et al., 2011), ansiedade (HUSAIN
et al., 2011), bem como a alteracdo do metabolismo de neurotransmissores (BELLUSH et al.,
1991), a qual pode ser denominada de encefalopatia diabética. A hiperglicemia no SNC pode

causar um aumento do estresse oxidativo, bem como um aumento das outras vias descritas
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anteriormente. Além disso, pode provocar um aumento na peroxidacdo lipidica e um
desbalanco na geracdo de espécies reativas e no sistema de defesa antioxidante (SIMA et al.,
2004).

S8o componentes do sistema antioxidante as enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e os componentes ndo enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH),
Vitamina C e Vitamina E. Sabe-se que o sistema de defesa antioxidante no SNC é reduzido
quando comparado com outros 6rgaos como o figado. Dessa forma, 0 SNC é mais suscetivel
ao estresse oxidativo, resultando em danos no tecido cerebral. Estudos tém demonstrado que
ha um aumento nos niveis de lipidios oxidados no cérebro em modelos de diabetes (KUMAR
& MENON, 1993; PARI & MURUGAN, 2007; KADE, 2009). Em adicéo, é conhecido que o
cérebro consome altas concentragdes de oxigénio e apresenta altas concentracdes de lipidios,
que sdo importantes para a funcdo cerebral. Um exemplo é a constituicdo da bainha de
mielina. Assim, alteracfes nos lipidios cerebrais podem levar a alteragdes na transmissao do
impulso nervoso, bem como nas enzimas que controlam esse processo (KUMAR & MENON,
1993, PARI & MURUGAN, 2007; KADE et al., 2009 ).

Uma enzima importante no controle das fungbes cerebrais é a Na*, K*-ATPase (E.C.
3.6.1.37). A funcdo dessa enzima esta relacionada principalmente ao transporte ativo de sodio
e potassio (SKOU, 1957). A enzima utiliza uma molécula de ATP para promover o efluxo de
trés fons Na* e o influxo de dois ions K* contra seus gradientes eletroquimicos (Figura 3),
consumindo cerca de 40-60% do ATP sintetizado no cérebro (SAVAKI et al., 1980;
ERECINSKA & SILVER, 1989). O transporte mediado pela Na*, K*-ATPase ¢ vital para as
funcbes celulares, as quais podemos citar regulacdo do volume celular, manutencdo do
potencial transmembrana e excitabilidade, transporte transepitelial de sal e &gua entre outros
(THOMAS, 1972; CORNELIUS, 1991).
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Figura 3: Esquema da topografia de membrana da enzima Na+, K+-ATPase,
Na+. Adaptacéo do site:
http://www.cnsforum.com/imagebank/item/rcpt_sys_Nak_reup/default.aspx

Aregulagio da Na*,K*-ATPase pode ser realizada de diferentes formas:

1) Na',K'-ATPase pode ser regulada pelos substratos: ATP, Na* e K* (BREZIS &
ROSEN, 1995).

2) Os esterdides enddgenos tais como o cardiotbnicos ouabaina que inibe
especificamente a bomba de sodio e potassio (THERIEN et al., 1997).

3) Sendo uma enzima transmembrana, os lipidios constituintes da membrana celular
tem funcdo de apoiar a enzima a célula e dessa forma podem controlar a atividade dessa
enzima (VAGUE et al., 2004).

4) Ainda a Na*, K'-ATPase pode ser regulada por hormonios, as catecolaminas tém
varios efeitos sobre a atividade da bomba, a dopamina tem um efeito inibitério enquanto que a
epinefrina e norepinefrina um efeito estimulante (THERIEN et al., 1997). A insulina estimula
a atividade da Na*, K'-ATPase, além de aumentar a translocacio de bombas de sddio a partir
de reservas intracelulares para a superficie celular, o teor de sddio citoplasmatico, e também a
afinidade aparente da enzima pelo sddio (SWEENEY & KLIP, 1998).

Entre as alteragbes induzidas pela DM, distdrbios na atividade Na*, K'-ATPase tém
sido amplamente relatados (VER et al., 1995; SANTINI et al., 1996; SIMA & SUGIMOTO,
1999). Entre os mecanismos relacionados com a alteracdo da atividade dessa enzima pode-se
citar o aumento do estresse oxidativo e a formacdo de produtos de glicagdo avangados (SIMA
& SUGIMOTO, 1999). Além disso, o comprometimento na atividade da Na®, K'-ATPase
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poderia estar relacionada com a hiperglicemia através de um aumento da glicosilacdo da
subunidade B envolvida na maturacdo da enzima e sua localizagédo e de estabilizagdo na
membrana plasmatica (EAKLE et al., 1994 apud VAGUE at al., 2004).

Outra enzima presente no SNC é a enzima citoplasmatica delta aminolevulinato
desidratase (3-ALA-D, E.C.4.2.1.24) podendo também ser chamada de porfobilinogénio
sintetase ou também 5-aminolevulinato hidrolase. Essa enzima é uma metaloenzima que
catalisa a formacdo do porfibilinogénio através da condensacdo e ciclizacdo de duas
moléculas de &cido delta-aminolevulinico (ALA) (GIBSON et al., 1955). Essa reagdo é
importante na sintese de compostos tetrapirrélicos tais como as bilinas, clorofilas e heme. Os
quais fazem parte de proteinas importantes tais como os citocromos no transporte de elétrons,
enzimas antioxidantes e na biotransformacdo de drogas (TIMBRELL, 1991). Para sua
atividade catalitica essa enzima depende de ions metalicos. Nas isoformas presentes em
animais esse metal € o zinco (GIBSON et al., 1955). Alem disso, 0 zinco esta fixo ha enzima
por grupos tiolicos de alguns aminoacidos cisteinas. Dessa forma, estudos tém demonstrado
que essa enzima pode ter sua atividade alterada por agentes que interagem com 0S grupos
tidlicos presentes no sitio ativo da 6-ALA-D (DENT et al., 1990; FOLMER et al., 2003).

Além do zinco presente no sitio ativo da enzima, podemos citar outros componentes
que também sdo necessarios para a atividade da 6-ALA-D. Primeiramente, um residuo do
aminodcido lisina, a qual se liga a primeira molécula de substrato atraves de uma base de
Schiff. Segundo, um residuo de histidina que participaria do mecanismo de transferéncia de
prétons no sitio ativo da enzima. Terceiro, 0s residuos de cisteina apontados anteriormente,
que devem estar reduzidos para que a enzima conserve a ligacdo com o zinco e mantenha sua
atividade (TSUKANOTO et al., 1979; GIBBS & JORDAN, 1986).

E importante notar que estudos tém demonstrando que a atividade da §-ALA-D se
encontra inibida em modelos experimentais de DM (BARBOSA et al., 1998; FOLMER et al.,
2003; SCHMATZ et al., 2012), bem como em pacientes diabéticos (CABALLERO et al.,
1995). Como descrito anteriormente, a glicose pode promover a glicacdo de algumas
proteinas, esse efeito poderia ser o responsavel pela inibigdo da enzima 6-ALA-D. Além
disso, o aumento de radicais livres, bem como a auto-oxidacdo da glicose também pode
contribuir para esse efeito (FOLMER et al., 2002). Em adicdo, a glicosilacdo do aminoacido
lisina presente no sitio ativo da enzima 3-ALA-D, também tem sido descrita por interferir na
sua atividade normal (JAFFE & MARCKHAM, 1987).

Como efeito direto da inibigdo da 6-ALA-D pode-se citar o acimulo do ALA, o qual

também pode ter efeitos diretos nos diferentes tecidos. Esse acumulo pode levar a um
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aumento na producdo de espécies reativas e aumentar o estresse oxidativo (BECHARA,
1996). Além disso, no SNC também ocorrem alteragbes importantes. E descrito que o
acumulo de ALA pode levar a alteragbes significativas nas acdes de alguns
neurotransmissores no cérebro. O ALA é um anélogo estrutural do neurotransmissor acido
gama aminobutirico (GABA), do glutamato e do aspartato. Assim pode inibir a captacéo
desses neurotransmissores no cérebro. Além disso, o ALA compete com o GABA para ligar-se
a seus receptores e pode levar também a uma reducdo da libertacdo de GABA nas sinapses
centrais (MULLER & SNYDER, 1977; BRENNAN & CANTRILL, 1981; McLOUGHLIN &
CANRILL, 1984). Em adico, 0 acumulo de ALA também pode levar a uma inibicdo da Na*,
K'- ATPase (BECKER et al., 1971; RUSSEL et al., 1983). Esses efeitos podem contribuir
para alteracdes no funcionamento do SNC.

O sistema colinérgico é fundamental para a regulacdo do cérebro (SOREQ, 2001),
pois esta associado com algumas fungbes como o aprendizado e a memdria (NABESHIMA,
1993). Também, estad interligado com a jungdo-neuromuscular, regulando os movimentos
(ADULNATE, 2004). O sistema colinergico € composto por: acetilcolina (ACh), colina
acetiltransferase (ChAT), transportador de colina (CHT), transportador vesicular de colina
(VAChT), os receptores nicotinicos (NAChRs) e muscarinicos (MAChRs) de ACh e da enzima
acetilcolinesterase (AChE E.C.3.1.1.7) (KAWASHIMA, 2003; ABREU-VILLAC, 2011).

A ACh é um neurotransmissor excitatorio sintetizado a partir de uma molécula de
colina e acetil-coenzima A pela acdo da enzima colina acetiltransferase (DAS, 2007). A seguir
a ACh é armazenada em vesiculas pré-sinapticas, onde o VAChT sera responsavel pela
liberacdo desse neurotransmissor na fenda sinaptica. Quando liberada na fenda, a ACh pode se
ligar aos dois tipos de receptores, que sdao 0s NAChR e os mMAChRs. Posteriormente a ACh é
hidrolisada pela enzima AChE em colina e acetato e grande parte desse produto é recaptado
pelo CHT localizado no neurdnio pré-sindptico. Assim, tem-se uma continuada producao e
liberacdo deste neurotransmissor (figura 4) (ABREU-VILLAC, 2011).
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Figura 4: Esquema de uma sinapse colinérgica:
Acetilcolina  (ACh), acetilcolinesterase  sindptica
(AChE-S), receptor muscarinico do tipo 1 (M1),
receptor muscarinico do tipo 2 (M2), transportador de
ACh vesicular (TAChV). Adaptado de Soreq &
Seidman, (2001

A enzima que hidrolisa o neurotransmissor ACh na fenda sinaptica em colina e acetato
é a enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima é uma serina hidrolase pertencente a
familia das esterases. Estudos tem demonstrado que essa enzima possui varios dominios
importantes. Um desses dominios é o sitio ativo da AChE que situa-se na parte inferior de um
estreitamento semelhante a uma garganta (gorge). Esse sitio ativo € formado por um sitio
esterasico que contém a triade catalitica, onde estdo presentes os aminoacidos serina, a
histidina e o glutamato ou aspartato e um sitio aniénico no qual ocorre a ligacdo com a parte
catibnica do substrato, a ACh. Além disso, na borda ou superficie do gorge situa-se um
segundo sitio de ligacdo chamado sitio anidnico periférico (PAS), o qual é responsavel pela
ligacdo de compostos que podem alterar a atividade da AChE (SILMAN, 2005). Esses sitios
sdo responsaveis pela manutencdo da atividade catalitica da enzima. Alguns inibidores como
os organofosforados ligam-se exclusivamente ao sitio esterasico, enquanto outros que contém
0 grupo aménio quaternario similar a ACh ligam-se ao sitio aniénico. (JOHNSON, 1999).

Ja é bem conhecido o importante papel da AChE como enzima atuante da sinapse
colinérgica na hidrélise do neurotransmissor ACh, regulando os efeitos oriundos dessa
molécula (MASSOULLIE, 2008). Sabe-se que 0 sistema colinérgico e seus componentes estdo

envolvidos principalmente com o aprendizado e a memdria, isso pode ser definido devido a
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acdo de anticolinérgicos - como escopolamina e a atropina que alteram a formacgdo do
aprendizado e da memoria (NOBESHIMA, 1993). Além disso, estudos apresentam uma
relacdo existente entre a formacdo da placa amildide e os déficits cognitivos na doenca de
Alzheimer com a enzima AChE (REES, 2003). Nesse caso inibidores da AChE (AChEIs) séo
usados como terapia para essa desordem neurodegenerativa, promovendo reversao parcial e
temporal dos déficits cognitivos (DAS, 2007).

Além disso, outra propriedade relacionada a essa enzima € descrita por Sternfeld
(1998) onde mostra que AChE esta relacionada tanto com a sinaptogénese quanto com o
crescimento do neurito, por mecanismos diferentes, pois na sinaptogénese depende da
capacidade hidrolitica da AChE sobre o neurotransmissor ACh e no neurito depende apenas
da associacdo da enzima com a membrana. Além disso, outro estudo aponta que AChEIs
podem inibir o crescimento do neurito em culturas celulares (GRISARU, 1999).

No DM uma deficiéncia de insulina sistémica, o qual atua como um fator neurotropico
e um neurotransmissor peptidérgico, pode afetar o sistema colinérgico. A insulina pode
exercer uma influéncia inibitoria sobre os neur6nios colinergicos. Estudos com modelos de
diabetes induzidos por STZ demonstram que pode haver um aumento da atividade da colina
acetiltransferase (ChAT) na regido central e no sistema nervoso periférico (WAHBA E
SOLIMAN, 1988, WAHBA et al., 1992), bem como pode aumentar o efluxo de ACh a partir
de neurdnios parasimpaticos do coracdo (UCCIOLI et al., 1993). Outros efeitos observados no
diabetes podem estar relacionados a um aumento na captagdo de B-hidroxibutirato pelo
cérebro, o qual pode alterar o metabolismo da ACh (McCALL et al., 1982, WERNER et al.,
1989), e também podem modificar o fornecimento de metabdlitos de energia para a sintese de
acetil-CoA no cérebro. Além disso, Szutowicz et al. (1994) demonstraram que terminais
nervosos isolados de ratos diabéticos utilizam muito mais piruvato e B-hidroxibutirato, os
quais levam a um aumento proporcional nos niveis de acetil-CoA e consequentemente a
sintese de ACh. Um acumulo excessivo na sintese e liberacdo de ACh pode ser um efeito
caracteristico na encefalopatia diabética.

O sistema colinérgico também pode estar envolvido com os processos de aprendizado
e memodria. A memoria Se caracteriza basicamente como a capacidade que temos de
armazenar situacGes percebidas, e evoca-las posteriormente. S80 como uma espécie de
identidade racional que nos possibilita diferenciar cada individuo pelo acervo de suas
vivéncias (LENT, 2004; 1ZQUIERDO, 2002). Existem trés fases para a formacdo da

memoria: a aquisicdo ou aprendizagem, a consolidacdo onde armazena-se a informagéo e a
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evocacdo que € demonstrada pela lembranca do que foi armazenado (ABEL & LATTAL,
2001).

A memoria pode ser classificada em dois tipos, as explicitas ou declarativas e as
implicitas ou ndo-declarativas. A primeira se refere & memoria evocada conscientemente e que
pode ser verbalizada, que expressa a relacdo do individuo com o meio ou a prépria percepgao
de si. J& a segunda € uma memoria inconsciente, que expressa uma forma de
condicionamento, uma evocacao procedimental automatizada, ou seja, dificilmente definida
em palavras (ALBRIGHT et al., 2000; LEES & JONES, 2000). A memoria declarativa pode
ser classificada em: memdria imediata, a qual tem duracdo de um curto periodo de tempo, ela
esta relacionada ao cortex pré-frontal e memdria de curta duracdo que tem duracéo de minutos
a poucas horas, formando “tracos” de memoria. Ja as memorias de longa duragdo sdo aquelas
que podem ser evocadas por dias, meses € anos, € também formam “tracos” de memoria
(IZQUIERDO et al., 1998).

Além disso, podemos destacar que para a formacdo da memoria de longa duracéo
ocorre a expressao génica, sintese protéica e ativacdo de varias vias metabdlicas que estéo
relacionadas com esse processo. Anteriormente aos processos citados, ocorre alteracdo na
liberacdo de neurotransmissores que promovem a comunicacao entre neurdénios das principais
estruturas envolvidos na formacgdo de memdria como hipocampo, o cdrtex e outras estruturas
cerebrais (McGAUGH, 2000). Abel & Lattal (2001) sugerem que o cOrtex pode estar
envolvido na consolidacdo ou recuperacdo de memorias extintas. Os eventos biogquimicos
relacionados com a formacdo da memoria podem ser regulados logo apds uma sessdo de
aprendizado em animais, por meio de mecanismos hormonais e neuro-humorais relacionados
ao estresse e a ansiedade, modulando sinapses gabaérgicas, noradrenérgicas e colinérgicas.

Um teste comumente utilizado para avaliar testes de memoria € a esquiva inibitdria
que se realiza em uma caixa contendo uma plataforma estreita localizada logo acima de uma
grade metalica por onde passa uma corrente de alguns miliamperes. Durante o treino, o
animal é colocado na plataforma e quando ele desce para explorar o local, recebe um leve
choque nas patas. Durante o teste, 0 mesmo procedimento é feito horas depois, sendo que, se
analisa quanto tempo o animal leva para se encorajar a descer, isso se chama laténcia, que é a
medida do qudo retida foi a memdria (SILVA, 2006).

A relacdo do sistema colinérgico com o aprendizado e a memdria esta mais ligada com
0s sintomas e com o tratamento da doenca de Alzheimer. Experimentos mais recentes focam
subtipos especificos de receptores de ACh na mediacdo dos efeitos deste neurotransmissor na

cognigdo. Estudos relatam que o bloqueio de receptor muscarinico de subtipo M1 de ACh esta
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associada com um prejuizo na memoria (BYMASTER et al., 1993, OHNO et al., 1994) e que
antagonistas do receptor M2 podem estar associados com uma melhora na meméria, podendo
até diminuir os efeitos de bloqueio do receptor M1, aumentando a liberagdo de ACh
(BARATTI et al., 1993, BYMASTER et al., 1993). Antagonistas de receptores nicotinicos ndo
parecem afetar a funcdo cognitiva da mesma maneira como as drogas antimuscarinicas, mas a
prépria nicotina tem sido mostrada por melhorar 0s aspectos cognitivos, principalmente no
estagio inicial da doenca de Alzheimer (SAHAKIAN & COULL, 1994).

A condicdo diabética estd associada com modificagdes na funcdo cerebral,
principalmente com déficit cognitivos através de muitos processos. Os déficits cognitivos
podem estar relacionados com a hiperglicemia crbnica, os quais causam alteragcbes na
plasticidade sindptica (BIESSELS, 2010). Além de também estar relacionado com a
diminuicéo das concentragdes de insulina no SNC. E conhecido que receptores de insulina sio
amplamente distribuidos no hipocampo e no cortex, e estdo relacionadas a alteragcbes no
aprendizado e na meméria (ZHAO & ALKON, 2001; BONDY e CHENG, 2004). Outros
fatores contribuintes para essas alteragdes comportamentais pode-se citar a atrofia do
hipocampo (CONVIT et al., 2003).

A ansiedade € essencialmente uma emoc¢do normal, sendo estritamente relacionada
com o medo. Em geral considera-se que 0 medo seja uma resposta provocada por um estimulo
ou situacdo bem definidos, ou seja, um perigo real, enquanto a ansiedade surgiria em
circunstancias nas quais o perigo parece ser apenas potencial (CAMPQOS, 2008). A ansiedade
€ uma experiéncia subjetiva, basicamente desagradavel, que geralmente vem acompanhada de
alteracbes dos niveis sericos de corticosterdides, tensdo muscular, sudorese e sintomas
psicologicos como aumento da vigilancia, insénia e sentimentos de apreensdo (GRAEFF,
1999).

Para melhor compreender como ocorre ou a forma como se desenvolve a ansiedade
modelos de testes comportamentais tem sido propostos para estuda-la. Entre eles podemos
destacar o labirinto em cruz elevada, o qual é baseado no medo inato dos animais
principalmente a lugares altos e desprotegidos. O labirinto de cruz elevada é composto por
dois bracos fechados e dois bracos abertos, e é elevado cerca de 40-50 cm do chdo. O animal
é colocado no centro da cruz, e ¢é deixado livre para explorar durante um periodo determinado,
normalmente cinco minutos. Dois indices de “ansiedade” sdo utilizados: a propor¢do de
entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados. Também se quantifica o
total de entradas nos quatro bragos. Nesse contexto, surgiram entdo as drogas ansioliticas que

atuam aumentando o tempo de exploragdo dos bragos abertos (RUBIN, 2000).
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A caracterizagdo experimental da ansiedade levou ao conhecimento de circuitos
cerebrais envolvidos na integracdo de seus componentes cognitivos e emocionais. Nesse
sentido, inimeras sdo as estruturas corticais e circuitos limbicos implicados nos mecanismos
que modulariam os estados de ansiedade. E importante notar que alguns sistemas podem estar
relacionados as manifestacbes de medo, dos quais podemos citar: projecdes neuronais no
hipocampo, talamo, amigdala, conexdes do cdrtex pré-frontal e outros nicleos subcorticais
como o nucleo accumbens e o septo (CAMPOS, 2008). Em relacdo ao cortex pré-frontal
(CPF), estudos tém demonstrado que lesdes excitatérias no CPF aumentam a permanéncia de
roedores nos bragos abertos no teste de labirinto em cruz elevada (SULLIVAN & GRATTON,
2001; BLANCO et al., 2009).

Além disso, o sistema colinérgico presente no CPF podem também estar relacionado
com 0s processos de ansiedade, onde a hiperatividade desse sistema podem estar relacionado
com o processo de medo (HASSELMO, 1995; BERNSTON et al., 1998; ACQUAS et al.,
1996; 2001; MILLAN, 2003). Quando um antagonista M1 seletivo foi injetado no CPF em
baixas doses, entdo um efeito do tipo ansiolitico foi observado no labirinto de cruz elevada,
sugerindo a participacdo dos receptores M1 do CPF no controle da ansiedade (WALL et al.,
2001; WALL & MESSIER, 2002).

Outro sistema comumente associado com a ansiedade é o sistema GABAérgico. Um
dos componentes do desse sistema € 0 GABA, o qual é o maior neurotransmissor inibitorio do
SNC, é sintetizado a partir do glutamato, esse por sua vez tem a molécula de glicose como seu
principal precursor. O neurotransmissor GABA atua em dois tipos de receptores: GABAA €
GABAg. O tipo GABAA éum receptor regulado por ligante enquanto o outro é um receptor
acoplando a proteina G. Além disso, 0 GABAAa produz acéo inibitoria rapida bem como
também podem atuar numa inibicdo mais lenta. A estrutura desse receptor é constituida de
uma montagem pentamérica de diferentes subunidades sendo as principais a o, B e a vy, as
quais podem ainda ocorrer em trés ou mais isoformas, sendo que o efeito ansiolitico acontece
nos receptores contendo a subunidade o,

Os farmacos ansioliticos benzodiazepinicos atuam potencializando seletivamente os
efeitos do GABA nos receptores GABAA, Eles se ligam com alta afinidade a um sitio
acessorio nesse receptor de modo que a afinidade da ligacdo do receptor com o
neurotransmissor é aumentada. Assim agonistas como o diazepam reforcam a acdo do GABA
atuando como ansioliticos enguanto que antagonistas como o flumazenil atuam como
ansiogénicos (RANG et al., 2007).
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Antony et al. (2010) demonstraram que os receptores GABA apresentam uma menor
expressao em ratos diabéticos induzidos por STZ. Uma disfungdo no sistema GABAérgico
pode levar a uma diminui¢cdo nos mecanismos inibitérios no SNC e aumentar o quadro de
convulsdes, ou excitotoxicidade. Além disso, outros estudos demonstram que também pode
ocorrer um aumento na liberagcdo do neurotransmissor GABA (LEVIN & DUNN-MEYNELL,
1998) ou ainda uma diminuicdo na liberacdo desse neurotransmissor (GUYOT et al., 2001),
estudos ainda sdo controversos. Em adicdo, uma diminuicdo na concentracdo de GABA pode
ser uma consequéncia da inibicdo da atividade da enzima &cido glutdmico descarboxilase
devido a um aumento na concentragcdo de ATP intracelular na DM devido a hiperglicemia
(MARTIN & TOBIN, 2000 apud GOMES & BARROS, 2003). Assim, compostos ansioliticos
atuam diretamente sobre o0s receptores GABA,, revertendo as alteragdes ansiogénicas
promovidos pela hiperglicemia (GOMES & BARROS, 2003).

Neste contexto, um crescente numero de estudos epidemiolégicos tem demonstrado a
associacdo de compostos naturais, ou uma dieta mais natural no auxilio da cura de diferentes
patologias. O consumo de compostos fenolicos esta associado a uma variedade de efeitos
benéficos para a salde tais como: antioxidante, hipoglicémica, hipolipidémicas, anti-
inflamatdria, imunoestimulante, ansiolitica, neuroprotetora, entre outras (KONO et al., 1998;
THOM, 2001; SANTOS et al., 2006; BOUAYED et al., 2007; BASSOLI et al., 2007).

Os compostos fenolicos sdo constituintes encontrados em muitas plantas que séo
amplamente consumidas em frutas, verduras, cereais e legumes, além disso, estdo presentes
em algumas bebidas tais como vinho, o cha e o café (FARAH & DONANGELO, 2006). Nas
plantas esses compostos possuem atividades bioldgicas importantes sendo chamados de
produtos do metabolismo secundario, eles sdo responsaveis por proteger contra ataque de
patdgenos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores,
dispersores de semente e microorganismos simbiontes. Contudo, produtos secundarios
também possuem acdo protetora em relacdo a estresses abidticos, como aqueles associados
com mudancas de temperatura, contetdo de agua, niveis de luz, exposi¢do a UV e deficiéncia
de nutrientes minerais. Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um
anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila.
Além disso, eles sdo sintetizados principalmente pela via do acido chiquimico (SANTOS,
2007).

Os compostos fenolicos podem ser divididos em duas classes de compostos: 0s
derivados do acido cindmico e os derivados do acido benzdico. Os derivados do &cido

benzdico sdo encontrados em menores concentragdes nos vegetais nas formas livres ou
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também ligados a estruturas maiores como a de taninos. S80 exemplos conhecidos dessa
classe o 4&cido galico, o &cido eldgico e o 4cido 4-hidroxibenzoico. Os &cidos
hidroxicindmicos sdo encontrados em maiores concentracdes que os acidos hidroxibenzdicos
nas plantas em geral. Dentre esses, pode-se destacar os acidos p-cumarico, cafeico, ferrdlico e
sinaptico (Fig. 5). O acido caféico é normalmente o polifenol hidroxicindmico majoritario
encontrado nas frutas, enquanto o &cido ferrdlico é mais encontrado nos cereais (MANACH,
2004; LAFAY & GIL-1ZQUIERDO, 2008).

Esses compostos simples sdo raramente encontrados na forma livre, normalmente séo
encontrados esterificados com o &cido quinico, tartarico ou derivados de carboidratos. Os
ésteres de &cido hidroxicinamico e o acido quinico sdo chamados de acido clorogénicos
(LAFAY & GIL-IZQUIERDO, 2008). Os é&cidos clorogénicos (ACGs) sdao uma familia de
ésteres, 0s quais sdo encontrados em maior quantidade o 3-cafeolquinico, 4-cafeolquinico e o
5-cafeolquinico, este Ultimo muitas vezes € chamado simplesmente de acido clorogénico.
Pode-se encontrar também os di e tri conjugados do ACG como o di-cafeolquinico e tri-
cafeolquinico, bem como podemos encontrar os conjugados do é&cido ferrulico como
ferruloilquinico (AFQ). Todos esses compostos sdo conjugados dos acidos hidroxicindmicos
livres encontrados nos alimentos (CLIFFORD, 1999).
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Figura 5: Principais estruturas de compostos fendlicos
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Muitos estudos evidenciam que o ACG apresenta diversos papéis relacionados a
beneficios a saude humana, podendo ser Util na prevencdo e tratamento de diferentes
patologias (THOM, 2001; SANTOS et al., 2006; BASSOLI et al., 2007; BOUAYED et al.,
2007). O ACG pode estar relacionado a funcées hipoglicémicas e hipolipidicas. Pois, postula-
se que o ACG pode atuar reduzindo a glicemia pela diminuicdo da absorcdo intestinal de
glicose (JOHNSTON et al., 2003). Esse composto ainda pode atuar inibindo a atividade da
enzima glicose 6-fosfatase, ocasionando uma diminuicdo da liberacdo de glicose pelo figado
(BASSOLI et al., 2007). Outra descoberta atribuida ao ACG e mostrada por Sotillo e Hadley
(2002) é atuacdo do ACG sobre o metabolismo de lipidios. Esses resultados mostram que a
infusdo de ACG administrado diariamente, por um periodo de trés semanas, reduz o colesterol
e os trigliceridios circulantes. No figado, também, foi demonstrada uma diminuicdo na
concentracdo desses lipidios em ratos tratados com ACG. Dessa forma, esse composto pode
agir como um agente hipolipidémico.

Alem das propriedades antiglicEmicas e hipolipidémicas o0 ACG pode atuar como uma
molécula antiinflamatdria. Sabe-se que o fator de necrose tumoral a ¢ uma das moléculas
mais atuantes no processo inflamatorio, e estudos tem demonstrado que o ACG pode inibir a
sintese ou liberacdo dessa molécula juntamente com outras citocinas pré-inflamatorias
(KRAKUER, 2002; SANTOS et al., 2006). Outra propriedade amplamente estudada é a acéo
antioxidante apresentada pelo ACG devido a sua atuacdo sobre as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Estudos demonstram que esse composto fenolico atua ligando-se e
inativando rapidamente o radical hidroxila (OH) e outros radicais formados nos processos
biologicos do organismo (KONO et al., 1998).

Além disso, em modelos animais de ansiedade, 0 ACG mostrou-se capaz de atuar
como uma substancia ansiolitica. E neste mesmo estudo mostrou-se que esse composto pode
agir como um agonista dos receptores benzodiazepinicos, pois seu efeito é bloqueado com o
flumazenil, um conhecido antagonista destes receptores (BOUAYED et al., 2007).

Dessa forma, demonstra-se que o ACG possui importantes atividades em nivel
periférico, atuando na glicemia e alterando o perfil lipidico em ratos (BASSOLI et al., 2007;
SOTILLO & HADLEY, 2002), bem como participando da inflamacdo (SANTOS et al., 2006)
e neuroprotecdo (BOUAYED et al.,, 2007). Além disso, pode atuar em todo o sistema
organico como uma molécula antioxidante (KONO et al., 1998). Entretanto, muitos dos
mecanismos relacionados aos efeitos benéficos do acido clorogénico precisam ser melhor

elucidados.
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Os efeitos benéficos desse composto na satde humana sdo muito estudados bem como
a sua absorcdo e destino aos 6rgdos alvo. Olthof et al. (2003) sugerem que a absor¢do do
acido clorogénico pode se dar de duas maneiras: 1) em menor quantidade pelo intestino
delgado, pois pequenas concentragdes foram encontradas de ACG na forma intacta na urina
ou também esse polifenol pode sofrer os mecanismos de conjugacédo no figado; 2) o segundo
mecanismo proposto para absorcdo do ACG é via o cdlon passando por uma hidrdlise
microbioldgica e entdo esses produtos de degradacdo seriam absorvidos e dariam origem ao
acido hipurico, que é o principal metab6lito encontrado na urina através da absorcdo do ACG
(figura 6). Em relacéo a atingir os 6rgdos-alvo, Manach (2004) mostra que os polifendis sdo
aptos a penetrar nos tecidos; estudos in vitro mostram também que os flavondides da dieta

podem penetrar através da barreira hemato-encefélica.

Ingestio de alimentos ricos em ACG
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Figura 6. Mecanismo proposto por Olthof et al. (2003) para absor¢do e metabolizacdo do ACG em
humanos.

Como descrito anteriormente, o ACG é o maior composto fendlico presente no café,
sendo que € encontrado em cerca de 14% nos grdos de café verdes, o qual influencia na
determinacdo da qualidade do café e tem importante papel no seu sabor (FARAH &
DONAGELO, 2006). Alem disso, 0 ACG no café tem importante funcdo relacionada ao

controle da germinacdo da semente e crescimento celular através do controle do horménio do
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crescimento da planta (GRIFFIN & STONIER, 1975 apud FARAH & DONAGELO, 2006).
Como citado anteriormente, as concentracdes de ACG podem variar muito de acordo com o
processo ao qual o grao do café for submetido. Além disso, Clifford (1999) destaca que em
média no café mais escuro em 200 mL da bebida tem 20 mg de ACG, enquanto que no café
mais claro tem em média 600 mg de ACG. Ainda, na espécie Coffea arabica ha cerca de 70-
385 mg de ACG cada 200 mL de café.

O café e a bebida mais consumida em todo 0 mundo. Assim, existem muitos estudos
demonstrando seus efeitos biol6gicos na saide humana. Alguns estudos tem associado o
consumos do café com o risco de desenvolvimento do DM tipo 2 enquanto outros tem
associado a uma prevencdo dessa patologia. Contudo, os estudos indicam que os efeitos do
café dependem principalmente da quantidade diaria ingerida (DAM, 2006; BONITA, 2007,
HIGDON & FREI, 2007). Além disso, o consumo do café pode estar relacionado a outros
habitos que poderiam estar mais relacionados ao maior risco do desenvolvimento do DM, tais
como o consumo de cigarro (DAM, 2006). Alguns estudos demonstram que o consumo do
café pode estar relacionado com o prejuizo na toleréncia a glicose, bem como na diminuicéo
da sensibilidade a insulina (GREEMBERG et al., 2006, HIGDON & FREI, 2007).

Além do DM, alguns estudos indicam que o consumo de café pode ser um fator de
risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV) devido ao consumo deste
produto aumentar os niveis séricos de colesterol-LDL, bem como aumentar as concentracées
plasmaticas de hemocisteina, a qual € relacionada com o desenvolvimento da doenca
coronariana. O consumo de café também pode estar ligado ao aumento da pressao arterial,
outro fator contribuinte para o desenvolvimento da DCV (HIGDON & FREI, 2007). Contudo,
Greemberg (2006) discute que o consumo de café pode estar relacionado a saciedade, o qual
reduziria o consumo de alimentos diminuindo o peso. Em adicdo, o consumo dessa bebida
pode estar associado a uma diminuicdo da perda cognitiva em mulheres de idade avancada
(JOHNSON-KOZLOW et al., 2002).

A maioria dos efeitos do café esta associado principalmente a cafeina (CA), a qual € o
alcaldide em maior concentracdo no café. Os alcaldides sdo compostos nitrogenados
farmacologicamente ativos que também podem atuar na defesa contra o ataque de
microorganismos e na prote¢do contra a radiacdo ultravioleta (HENRIQUES et al., 2007).
Devido a ampla origem dos muitos compostos presente na classe dos alcaldides, eles podem
ser classificados levando-se em considera¢do 0s principais nucleos que dao origem a esses

compostos.
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As metilxantinas mais comuns sdo a cafeina, a teofilina e a teobromina. S&o
sintetizadas a partir de bases purinicas livres, como hipoxantina, adenina, guanina e tambem
nucleosideos (GOODWIN & MERCER, 1975). De forma sucinta essas bases purinicas irdo
gerar a xantosina, a qual é metilada para gerar xantinas metiladas como a teobromina (3,7-
dimetilxantina) e a cafeina (1,3,7-trimetixantina)(RATES, 2007). As metilxantinas, em
especial a cafeina, possuem um amplo espectro de atividades biol6gicas descritas na
literatura.

A cafeina possui diferentes mecanismos de acdo: 1) Antagonista dos receptores de
adenosina. E conhecido que baixas doses de cafeina plasmatica entre 2 até 20 puM, ou seja,
concentracdes estas que sdo comumente consumidas podem exercer efeito bloqueando esses
receptores, principalmente A;R e A;aR. Esses receptores sdo encontrados em altas
concentracdes em muitos tecidos celulares. No céerebro, por exemplo, A;R séo encontrados em
altas concentracfes no hipocampo, cortex e cerebelo, enquanto que 0 AzaR é mais numeroso
nas regides ricas em neurénios dopaminérgicos como nlcleo accumbens e putamem. A;R tem
o papel de controlar a liberacdo de neurotransmissores excitatorios e A,aR juntamente com
AR séo responsaveis também pelo controle da ansiedade. 2) Inibicdo das fosfodiesterases
controlando os niveis de AMPc, nas células. Esse efeito somente é observado em
concentragdes plasmaticas de cafeina superiores a 20 pM. Dessa forma no SNC esses efeitos
ndo sdo muito considerados. 3) Da mesma forma que a inibicdo das fosfodiesterases, em altas
concentracdes a cafeina pode atuar nos canais de calcio aumentado a liberagdo de ions calcio.
Esse efeito é observado na contracdo muscular, onde a cafeina favorece a liberacdo de célcio
intracelular, também é observado nas células beta pancreaticas, onde a cafeina aumenta a
liberacdo de célcio (DALY & FREDHOLM, 2004).

Em adicdo, perifericamente a cafeina pode atuar aumentando a liberacéo de epinefrina,
o qual pode ser responsavel pelo efeito relacionado a reducdo da sensibilidade a insulina e ao
aumento da tolerancia a glicose. Outros estudos mostram que a cafeina também pode atuar
aumentando os acidos graxos livres na circulacdo (CHENG et al., 2000). Além disso, a
cafeina pode causar alteracdo na resposta das plaquetas a adenosina e reduzir a agregacdo
plaquetaria, devido ao up-regulacdo de receptores A,A presentes na superficie das plaquetas
(VARANI et al., 2000).

E conhecido que a cafeina é um composto que pode atravessar a barreira hemato-
encefalica e exercer muitos efeitos no SNC. Esse alcaldide é rapida e quase completamente
absorvido no estdmago e intestino delgado e se distribui para todos os tecidos, incluindo o

cérebro. O metabolismo da cafeina ocorre principalmente no figado, onde a enzima citocromo
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P450 isoforma CYPL1A2 é responsavel por quase 95% do metabolismo principal da cafeina.
CYP1A2 catalisada 3-desmetilacdo da cafeina resultando na formacéo de 1,7-dimetilxantina
(paraxantina). A paraxantina pode ser desmetilada pelo CYP1A2 para formar 1-metilxantina,
que pode ser oxidado a acido 1-metillricos pela xantina oxidase. Paraxantina pode também
ser hidroxilada por CYP2A6 para formar acido 1,7-dimetiltrico, ou ser acetilada pela N-
acetiltransferase 2 (NAT2) para formar 5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo, uma
composto instdvel que pode ser desformilado ndo enzimaticamente para formar 5-
acetilamino-6-amino-3-metiluracilo (Figura 7)(KRUL &HAGEMAN, 1998; CREWS et al.,
2001). Em adicdo, a paraxantina é o principal metab6lito encontrado no sangue apds a
ingestdo de cafeina, contudo ainda podem ser encontrados como metabolitos ativos da
cafeina: a teofilina e a teobromina (DALY, 1993).

a GHa

/

H,C.\‘_N N
)\ | /> Cafeina
o M

Hs

O—=

CYP1A2

o o
[ e 7 [
H]C‘__—‘N M HaC.\__‘_ NII{ H,C,_L‘_N N H3C_\_‘N N
)‘\ | }CH CYPZAE l /> CYPIAZ )\ | /> L )\ | f>—on—|
o " M N M o T N o ri( N
l ! | |

O —

o

Paraxantina l-metilzantina .
Acido 1,7-dimetilurico Acido l-metilurico
NAT2
i o 2 2
c /C\
I-ISCH"N MHT TGHa H,c;_\_N WHT CHg
J-acetilamino-6-formilamino- | —_— | ] S-acetilamino-§-amino-3-
3-metiluracilo - oHe T HHa metiluracilo
U T ‘
H H

Figura 7: Via do metabolismo da cafeina: no qual (CYP1A2) citocromo P450 1A2; (CYP2A6) citocromo P450
2A6; (NAT2) N-acetiltransferase 2; (X0O), xantina oxidase. Adaptado de Krul and Hageman, 1998.

A cafeina é encontrada em muitas plantas principalmente aquelas com caracteristicas
estimulantes como o café, o cha preto, 0 guarana entre outras. Podemos destacar como
principal fonte de cafeina é o café. A quantidade de cafeina em café é dependente de uma
série de fatores como a variedade da planta, método de cultivo, condicdes de crescimento,
além de aspectos genéticos e sazonais. No caso da bebida, por exemplo, além da quantidade

de po, influenciam também o tipo do produto (torrado ou instantaneo, descafeinado ou

36



regular) e o processo utilizado no seu preparo (BARONE & ROBERTS, 1984). Estudos tém
demonstrado que a quantidade da cafeina nesta bebida pode ser bem varidvel. Uma xicara de
café (150 mL) contém cerca de 30-150 mg de cafeina (GILBERT et al., 1976).

Neste contexto, tendo em vista os inumeros efeitos benéficos do café e seus
componentes na saude humana, torna-se relevante avaliar pardmetros oxidantes e
comportamentais como memoria e ansiedade, bem como a atividade da Na*, K*- ATPase, &-
ALA-D, e AChE em cértex cerebral de ratos diabéticos induzidos por STZ e tratados com

acido clorogénico, cafeina e café.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito do &cido clorogénico, cafeina e café sobre pardmetros bioquimicos e

comportamentais em ratos diabéticos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a peroxidacgéo lipidica em cértex cerebral de ratos diabéticos tratados com &cido

clorogénico, cafeina e café;

e Determinar o efeito do acido clorogénico, cafeina e café na atividade da 6-ALA-D em

cortex cerebral de ratos diabéticos tratados com estes compostos;

e Avaliar a atividade da Na", K -ATPase em cortex cerebral de ratos diabéticos tratados com

acido clorogénico, cafeina e café;

e Analisar o efeito do acido clorogénico, cafeina e café na atividade da AChE em

sinaptossomas de cOrtex cerebral de ratos diabéticos tratados com estes compostos;

e Analisar alteracGes na memoria e ansiedade dos ratos diabéticos e tratados com o café e

seus componentes;
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Abstract

Diabetes mellitus is associated with brain alterations that may contribute to cognitive
dysfunctions. Chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF) are natural compounds
that have showed important actions in the brain. The present study aimed to evaluate the
effect of CGA, CA and CF on acetylcholinesterase (AChE), Na®, K'-ATPase and
Aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) activities, TBARS levels from cerebral cortex, as
well as memory in streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats. Animals were divided into
eight groups (n=6-13): Control; Control/CGA 5 mg/kg; Control/CA 15 mg/kg; Control/CF
0.5g/kg; Diabetic; Diabetic/CGA 5 mg/kg; Diabetic/CA 15 mg/kg e Diabetic/CF 0.5 g/kg.
Twenty nine days after treatment with the compounds animals were submitted to behavioral
tests. Animals were then submitted to euthanasia and the cerebral cortex was collected. Our
results have demonstrated that the AChE activity and TBARS levels were increased in
cerebral cortex, while 5-ALA-D and Na+, K+-ATPase activities were decreased in the
diabetic rats when compared to the control group. Furthermore, diabetic rats showed deficit in
memory and increase en the anxiety. The treatment with CGA and CA prevented the increase
in the AChE activity in diabetic rats when compared to the diabetic group. CGA, CA and CF
intake restored partially the cerebral 6-ALA-D and Na+, K+-ATPase when compared to the
diabetic group. Moreover, CGA prevented diabetes-induced TBARS production, improved the
memory and decrease the anxiety. Our results showed that CGA, CA and CF can modulate
cerebral oxidative stress as well as 6-ALA-D and Na+, K+-ATPase activities in a model of
diabetes type I. Consequently, we can suggest that these compounds mainly the CGA, which

has the better effect, could modulate oxidative stress associated with the diabetic pathology.

Keywords: caffeine, Chlorogenic acid, coffee, Diabetes Mellitus, memory.
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by a complete inability
to synthesize and release insulin endogenously or by the presence of "insulin resistance"
followed by a progressive decrease of [ cell function [1]. An increase of glucose
concentration in blood may produce high levels of free radicals by autoxidation of glucose
and by protein glycation [2] as well as may generate damage in several tissues including
kidney, liver and mainly central nervous system (CNS). The damage showed in the CNS is

characterized by cognitive and electrophysiological dysfunctions [3, 4].

It has been demonstrated that hyperglycemia induces oxidative stress [5,6,7] in various
brain regions and also changes activities of enzymes that are considered important to the

normal CNS functioning, such as 5-ALA-D, Na*, K*-ATPase, AChE, among others [8,9].

Aminolevulinate acid dehydratase (6-ALA-D), also known as porphobilinogen
synthase, is the second enzyme of the heme pathway. This enzyme catalyzes the condensation
of two molecules of -aminolevulinic acid (6 -ALA), yielding to the monopyrrole product
porphobilinogen [10, 11]. Data have showed that 6-ALA-D can be altered in the
hyperglycemia and oxidative stress conditions [11-13]. In fact, 6-ALA-D has vicinal thiol
groups in the active center that are easily oxidized, rendering the enzyme extremely sensitive
to pro-oxidant agents or situations (for review see 11). Na*, K'-ATPase is a transmembrane
enzyme primarily involved in the active transport of sodium and potassium ions in cells [14].
The enzyme is highly expressed in neurons and maintains the electrical potential necessary for
neuronal excitability [15,16]. Studies have demonstrated that the decrease of the Na®, K'-

ATPase activity is an early alteration found in experimental diabetic neuropathy [17,18]

Acetylcholinesterase (AChE) hydrolyzes the neurotransmitter acetylcholine (ACh) in
the synaptic cleft of the cholinergic neuron. Physiologically, the AChE modulation is involved
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in neurite growth, synaptogenesis, and activation of dopaminergic neurons in specific regions
of the CNS [19]. Studies have showed that the AChE activity is increased in several
pathologies such as demyelization models [20], in diabetic patients, as well as in STZ-induced
diabetic rats [4]. In addition, the increase in the AChE is associated with deficiencies in

learning and memory [21].

Epidemiological studies have associated the consumption of coffee and their
components with a wide variety of health beneficial effects, in particular the reduced risk of
DM [22-24]. These beneficial effects have been attributed mainly to the phenolic compounds
present in coffee. Phenolic compounds (Chlorogenic acid - CGA) and alkaloid (Caffeine -
CA) are the main compounds found in this beverage. CGA has showed to exert a number of
important biological activities including the modulation of glucose [25] and lipid metabolism
[26] as well as antioxidant [27], anti-inflammatory [28], hepatoprotective [29] and
neuroprotective proprieties [30]. Furthermore, CA blocks the adenosine receptors in the CNS

increasing the release of excitatory neurotransmitters [31].

In contrast to cerebral effects, little is known about the effect of CGA, CA and CF as
potential protective agents against the neurotoxicity associated with diabetic conditions in
rats. In this context, considering that DM causes neurotoxic effects in the CNS and that high
coffee consumption has been associated with a beneficial effect in the DM, the aim of this
study was to evaluate the effects of CGA, CA and CF on AChE, Na+, K+-ATPase and 6-
ALA-D activities, which play critical roles in the modulation of proper brain function.

Behavioral changes and their relationship to the pathology of DM have also been assessed.
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2. Materials and Methods

Chemicals

Acetylthiocholineiodide,Percoll, 5,5’dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), tris
(hydroxymethyl)-aminomethane GR, Coomassie brilliant blue G, Nucleotides, Trizma,
streptozotocin, chlorogenic acid, caffeine, (approximately 99% purity) were obtained from
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments were
of analytical grade and of the highest purity. Coffee used in the test was 100% Coffee arabica,
soluble and lyophilized coffee with 30% of CA per gram of coffee analyzed by high
performance liquid chromatography (HPLC). The dose to CGA was determined in accordance

with literature data [75].

Animals

Adult male Wistar rats (70-90 days; 220-300 g) from the Central Animal House of the
University Federal of Santa Maria (UFSM) were used in this experiment. Animals were
maintained at a constant temperature (23+1°C) on a 12 h light/dark cycle with free access to
food and water. All animal procedures were approved by the Animal Ethics Committee from

the Federal University of Santa Maria (protocol under number: 23/2011).

Experimental induction of diabetes

Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of 60 mg/kg streptozotocin
(STZ) diluted in 0.1 M sodium-citrate buffer (pH 4.5). [74]. Age-matched control rats
received an equivalent amount of sodium-citrate buffer. STZ-treated rats received 5% of
glucose instead of water for 24 h after diabetes induction in order to reduce death due to

hypoglycemic shock. Blood samples of the rats in fasting were taken from the tail vein 7 days
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after STZ or vehicle injection. Glucose levels were measured with a portable glucometer
(ADVANTAGE, Boehringer Mannheim, MO, USA). Only animals with fasting glycemia over

250 mg/dl were considered diabetic and used for the present study.

Treatment with chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF)

Animals were randomly divided into eight groups (ten rats per group): | - Control
(water); 11 — chlorogenic acid (5 mg/kg); Il — caffeine (15 mg/kg); IV- coffee (0.5 g/kg); V-
Diabetic (water); VI - Diabetic (chlorogenic acid 5 mg/kg); VII - Diabetic (caffeine 15
mg/kg); VIII - Diabetic (coffee 0.5 g/kg). One week after diabetes induction, animals
belonging to groups Il and VI received for gavage 5 mg/kg of CGA,; animals of groups I11 and
VII received 15 mg/kg of CA; animals of groups 1V and VIII received 0.5 g/kg of coffee;
whereas animals of groups | and V were treated with saline solution. CGA was freshly
prepared in water and CA. Coffee was solubilized in hot water and administered between 8

and 9 a.m. every day for 29 days, at a volume not exceeding 0.1 ml/100g rat weight.

Behavioral procedure

Inhibitory avoidance

Briefly, the rats were subjected to a single training session in a step-down inhibitory
avoidance apparatus, which consisted of a 25x25x35-cm box with a grid floor whose left
portion was covered by a 7x25-cm platform, 2.5 cm high. The rat was placed gently on the
platform facing the rear left corner, and when the rat stepped down with all four paws on the
grid, a 2-s 0.4-mA shock was applied to the grid. Retention test took place in the same
apparatus 24 h later. Test step-down latency was taken as a measure of retention, and a cut-off

time of 500 s was established according to [32].
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Open field

Immediately after the inhibitory avoidance test session, animals were transferred to an
open-field measuring 56x40x30 cm with the floor divided into 12 squares measuring 12x12
cm each. The open field session lasted for 5 min and during this time an observer who was
not aware of the pharmacological treatments recorded the number of crossing responses and
rearing responses manually. This test was carried out to identify motor disabilities, which

might influence inhibitory avoidance performance at testing.

Elevated plus maze task

Anxiolytic-like behavior was evaluated using the task of the elevated plus maze as previously
describe [33, 34]. The apparatus consists of a wooden structure raised to 50 cm from the floor.
This apparatus is composed of 4 arms of the same size, with two closed-arms (walls 40 cm)
and two open-arms. Initially, the animals were placed on the central platform of the maze in
front an open arm. The animal had 5 minutes to explore the apparatus. Was recorded the time
spent and the number of entries in open and closed-arms. The apparatus was thoroughly

cleaned with 30% ethanol between each session.

Brain tissue preparation

After behavioral tests, animals were first submitted to euthanasia being previously
anesthetized with halothane. The cerebral cortex was collected for AChE assay in

synaptosome and 6-ALA-D, Na+, K+-ATPase, TBARS levels in the supernatant 1.

Homogenate Preparation

Cortex cerebral (CC) was immediately removed and placed in solutions according to

the technique to be measured, based on the methods described below.
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TBARS assay

CC was diluted with a solution of 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, on ice, and homogenized
in a glass potter in Tris-HCI solution. The homogenate was centrifuged at 2000 g for 10 min
to yield the low speed supernatant (S1) that was used immediately for TBARS assay.
Subsequently, the lipidic peroxidation assay was accomplished by measuring thiobarbituric

acid reactive substances (TBARS) using the method described previously by [35].

0-ALA-D assay

Cerebral 6-ALA-D activity was assayed according to the method of [36] by measuring
the rate of porphobilinogen (PBG) formation. ALA-D activity was expressed as

nmolporphobilinogen (PBG)/mg protein/h.

Na*, K'-ATPaseassay

Na®, K'-ATPase activity was measured as previously described [37] with minor
modifications [38]. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was quantified
colorimetrically as previously described [39] using NaH,PQ, as reference standard. Specific
Na®, K'-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive activity from
the overall activity (in the absence of ouabain) and expressed in nmol of Pi/min/mg of

protein.

Synaptosome preparation

47



The brain was dissected into cerebral cortex, which was then homogenized in Medium
| buffer pH 7.5. Synaptosomes of these structures were prepared as described by [40] using a
discontinuous Percoll gradient. The synaptosomal integrity was measured by the assay of

lactate dehydrogenase as described by [41].

Determination of the AChE activity

The AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex was determined
spectrophotometrically by the modified method of [42] as previously described [43]. The
AChE activity was measured by increasing absorbance at 412 nm. This activity was expressed

in umolAcSCh/h/mg of protein.

Glucose levels

The glucose levels were determined in serum by using commercial Kits (Labtest, Minas
Gerais, Brazil). Which the glucose is oxidized with reagents from kit and antipirilqguinonimina

forming a red color with a intensity proportional to the concentration of glucose in the sample.

Protein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method according to [44] using serum

albumin as standard.

Statistical Analysis
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Two-way ANOVA was used for the statistical analysis, followed by Bonferroni post-
test. P < 0.05 was considered to represent a significant difference in both analyses used. Data
were expressed as mean £ SEM. Interactions were only presented when significant. Statistical
analysis of number of closed and open arm entries and step-down latencies was carried out by
the Scheirer—Ray—Hare extension of the Kruskal-Wallis test (nonparametric two-way

ANOVA).

3 RESULTS

3.1. Blood glucose and body weight

Body weight values determined in the beginning of the treatment (after STZ-
induction) and in the end of the experiment are presented in Table 1. The body weight from
the diabetic group was significantly decreased when compared to the control group. When
diabetic rats were treated with CGA (5 mg/kg), CA (15 mg/kg) and CF (0.5 g/kg), no changes

in the body weight were observed in comparison to the diabetic group.

Blood glucose levels determined at the end of the treatment is presented in Table 2. As
can be observed, blood glucose levels in the diabetic group were significantly increased when
compared to the control group. The treatment with CGA (5 mg/kg), CA (15 mg/kg) and CF
(0.5 g/kg) in the diabetic rats had no effect in the glucose blood levels, which remained
elevated in relation to the control group. Similarly, when administered per se the compounds

CGA, CAand CF did not present any effect on the glucose levels.

3.2.TBARS levels
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Results obtained for TBARS levels in the cerebral cortex are presented in Fig.1. Post
hoc test demonstrated that there was a significant increase in TBARS levels of the diabetic
group when compared to the control group [ F(1,24) = 7.422; P=0.0118]. CGA-treated
diabetic group presented a decrease in TBARS levels when compared to the diabetic group.
Diabetic rats treated with CA and CF did not present alterations in the TBARS levels, which

remained elevated in relation to the control group.

3.3.0- ALA- D and Na*, K*-ATPase assay

Results of the 5-ALA-D activity are presented in Fig.2. The 5-ALA-D activity was
significantly decreased in the diabetic group when compared to the control group [F(1,28) =
78.30; P<0.0001]. Diabetic groups treated with CGA (P<0.01), CA (P < 0.05) and CF
(P<0.001) showed a significant partial increase in the enzyme activity compared with the
diabetic group treated with water. The control group treated with CF was the only group that

showed an increase (P<0.05) in the 5-ALA-D activity when compared with the control group.

Results of the Na*, K*-ATPase activity are presented in Fig. 3. There was a significant
decrease in the Na', K'-ATPase activity in diabetic rats compared with the control group
[F(1,58) = 6.197; P=0.0152]). However, the treatment with CGA, CA and CF prevented the
decrease in the Na*, K*-ATPase activity when compared with the diabetic group treated with
water [F(1,58) = 8.424; P=0.0001]. No changes in the control groups treated with CGA, CA

and CF were observed.
3.4. AChE activity

Results obtained for the AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex are

presented in Fig.4. Statistical analysis showed a significant control or diabetic x water or
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treatment (CGA, CA or CF) interaction [F(3,57) = 6.316; P=0.0009]. Post hoc test revealed
that diabetic rats exhibited a significant increase in the AChE activity when compared to the
control group (P< 0.05).The diabetic group treated with CGA 5 mg/kg (P<0.01) and CA 15
mg/kg (P< 0.05) significantly decreased the AChE activity when compared to the diabetic
groups treated with water. In non-diabetic groups, treatments with CGA, CA and CF did not

change the AChE activity.

3.5 Inhibitory avoidance and open-field

Figure 5 shows the step-down latencies. Statistical analysis (Scheirer—Ray—Hare
extension of the Kruskal-Wallis test) revealed a significant effect of treatment H (7) = 22.58;
P<0.01, revealing that the treatment with CGA reversed the decline of memory induced by
diabetes. However, CA and CF did not change the impairment in memory caused by diabetic
condition. Statistical analysis of open-field data (one-way ANOVA) revealed that the
pharmacological treatment with CGA, CA and CF did not alter the number of crossing (P
>0.05) or rearing (P >0.05) responses in a subsequent open-field test session, suggesting that
neither STZ-induced diabetes nor the treatment with the substances caused gross motor

disabilities at testing (date not shown).

3.6. Anxiolitic-like behavior

Figure 6 showed the anxiolitic-like behavioral. Treatments with coffee and diabetes
significantly increased the number of closed arm entries (Fig 6A, P<0.05) demonstrating
anxiogenic-like effect of coffee and diabetes. In the graph 6B, CF, CA, and diabetes showed
an anxiogenic-like effect due to the increased time in the closed arms. However, CGA
although not having effect per se, blunted the anxiogenic-like effect induced by diabetes.
Treatments with coffee and diabetic rats significantly reduced the time in center indicated an

anxiogenic-like effect (Fig 6C), whereas CGA blunted the anxiogenic-like effect induced by
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diabetes. Figure 6D shows the anxiogenic effect of coffee and diabetes since both treatments
reduced the time in open arm. However, the treatments with polyphenolic compounds were
not able to prevent the anxiogenic effect induced by diabetes. Figure 6E shows no changes in
the total number of entries in the open and closed arms in any groups tested, indicating that

there were no changes in the locomotor activity in the animals studied.

4. Discussion

It is known that hyperglycemia in diabetes can lead to an increase in reactive species
caused damage to many tissues [45]. Based on our results, it is possible to suggest that there is
an increase in the oxidative stress due to the increase in the TBARS levels (Fig.1) as well as
the reduction in 8-ALA-D (Fig. 2) and Na*, K*-ATPase (Fig.3) activities. Several studies have
demonstrated that the autoxidation of the glucose and/or the non enzymatic glycation of
protein lead to the formation of a Schiff's base, which increase the production of reactive
species and contribute to an increase in the oxidative stress [46, 47]. Glycation and
carbonylation may inactivate enzymes especially those dependent on the SH groups. Thus, the
decrease in the 6-ALA-D activity found in our study could be due to a glycation or
carbonylation in the lysine residue by the aldehyde group present in glucose. Furthermore, the
inhibition of the 3-ALA-D activity may promote an increase in the concentration of 3-ALA,

which is a pro-oxidant agent, resulting in a greater increase in oxidative stress [47,11].

Another aspect to be discussed is that the decrease observed in Na*, K*-ATPase in this
study can be associated with a possible glycosylation in the B subunit of this enzyme, as well
as with the increase in the generation of the reactive species leading a destabilization of
plasmatic membrane. Changes in the membrane structure could contribute to disrupt the
activity of pumps involved with the transport of cations in the CNS [17]. Moreover, the brain
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has poorer antioxidant defense system than other body tissues especially in the amount of

antioxidant enzymes [48].

In our study, the treatment with CGA, CA and CF restored the Na*, K*-ATPase and §-
ALA-D activities in the brain of diabetic rats (Figs 2 and 3). In addition, only CGA was able
to reduce TBARS levels in the brain of diabetic rats (Fig 1). In fact, some studies have shown
that CGA and CA react with free radicals producing compounds that are rapidly converted to
new and stable products [49-51].Thereby, it is plausible to suggest that CGA, CA and CF
could decrease the oxidative stress caused by high glucose levels and consequently to prevent
alterations in important enzymes. In addition, preservation of ionic homeostasis due to the
prevention of a decrease in the Na*, K'-ATPase activity could contribute to the electrical
stabilization of the cell membrane and thereby contribute to the improvement in the release of

neurotransmitters [8].

Our results showed that the AChE activity in the cerebral cortex (Fig 4) was
significantly increased in the diabetic rats corroborating results found in other studies [4,9].
This increase in the AChE activity could be associated with high levels of glucose or with
insulin deficit, adverse effects in the cholinergic system. In addition, Szutowicz et al. (1996)
showed that the alterations in the cholinergic neurons could be associated with an
accumulation of acetyl-CoA from fatty acid metabolism, an increase of the ketonemia in
nerve terminals, as well as hyperglycemia. It is important to note that the Acetyl-CoA is
involved in ACh synthesis and therefore an increase in the levels of this molecule could
contribute to increase the synthesis and release of the ACh. Consequently, it could result in an
increase in the AChE activity in diabetes. In addition, inhibition of Na*, K*-ATPase in the
brain may lead to diverse harmful effects such as partial membrane depolarization in the
neurons, cell swelling, increased influx of Ca**, and excitotoxicity [53], which are factors that

can contribute to a possible increase in the ACh release.

53



On the other hand, the treatment with CGA and CA prevented the increase in the
ACNhE activity in synaptosomes of the cortex cerebral when compared with the diabetic group
(Fig 4). These results are similar to those found in studies with other antioxidants such as
resveratrol, curcumin, rutin, and lycopene [21, 54-56] that also prevented the rise in the AChE
activity. In line with this, we can suggest that the antioxidant properties of CGA may be
responsible for preventing the cholinergic dysfunction in diabetic rats. In fact, studies have
demonstrated that alterations in the AChE activity may be induced by the increased free
radical formation in the diabetic state which can provoke lipid peroxidation of cerebral
membranes and cause changes in the conformational state of the AChE molecule and
consequently in its activity. In our study the CGA was able to reduce the levels of oxidative
stress as observed by the reduction of TBARS levels. Thus, we can suggest that the
antioxidant properties of CGA may be one of the mechanisms whereby this polyphenol

prevents alterations in the AChE activity in the diabetic condition.

It is well known that diabetes in rodents can develop behavioral changes similar to
those observed in diabetic patients mainly related to learning and memory [21, 57]. In our
study STZ-induced diabetic rats presented a lower latency time in the inhibitory avoidance
indicating a decline in the memory (Fig 5).These results corroborate those found by [21] and
suggested that alterations in the cholinergic system, as observed by the increase of AChE in
our study, are directly associated with deficits in the memory in the diabetic state. In addition,
DM may accelerate the brain aging process [58] and cerebral atrophy [59], which could
increase the cognitive damage and lead to development of Alzheimer Disease (AD)
symptoms. Alterations in insulin and glucose homoeostasis may affect brain insulin and its
receptor functions in the cortex cerebral and hippocampus [60] promoting increasing
oligomerization of B-amyloid peptide, which is found in AD [58]. The B-amyloid plaque can

be correlated with increased free radicals and lipid peroxidation [61] as well as alterations in
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the cholinergic system. Rees et al. (2003) suggested that AChE can act as a factor to promote
conversion of soluble amyloid peptide into insoluble amyloid fibrils. Consequently, alterations
in the cholinergic system can be involved in the cognitive deficit in both pathologies

Alzheimer Disease and Diabetes Mellitus.

However, when diabetic rats were treated with CGA the step-down latency in the
inhibitory avoidance test was similar to that found for rats of the control group. These
findings indicate that the treatment with CGA was able to prevent learning and memory
impairment induced by diabetes. This effect could be associated with the prevention of the
increase of the AChE activity in diabetic rats, as well as with positive effects on 6-ALA-D and
Na’, K'-ATPase activities, and with a diminution of oxidative stress caused by this
compound. Such effects could contribute to restore normal function in the CNS and protect
neuronal cells from the changes caused by DM. In fact, AChE inhibitors make ACh more
available at the cholinergic synapse increasing the action of this neurotransmitter and
consequently improving the cognitive functions [63, 64]. These inhibitors may also be useful

in the treatment to AD [65].

It is known that hyperglycemia causes anxiety in patients as well as in animal models
of diabetes [66-68]. In this study, we observed that there is an increase in the % number of
closed-arms entries, % time in closed arm as well as a decrease in the time in center and a
decrease in % time in open arms in the diabetic rats. All the parameters demonstrated that the
diabetic rats increased anxiety. Studies have demonstrated that the STZ-induced diabetes can
change the GABAergic neurotransmission [66, 69], and this effect can be related to a decrease
in the GABA levels. GABA is an inhibitory neurotransmitter in CNS and the decrease of
GABA levels may lead to an increase in anxiety [70]. It is important to point out that CA and
CF did not present effect in diabetic rats, but they showed an anxiogenic effect when

administered in control rats. This could be linked with the effect related to the effect of CA
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and CF in the antagonism of the adenosine receptors which could increase anxiety [71]. It is
known that adenosine receptors are present in the GABAergic neurons in a large number and
they can contribute to the control and release of this neurotransmitter. Furthermore, relative
low doses of CA (20 mg/kg) appear to reduce GABAA receptor-mediated responses leading to

an increase in anxiety [72].

In addition, diabetic rats treated with CGA increased the time in center as well as
decreased % time in closed arm. These results suggest a possible anxiolytic effect. CGA per
se did not demonstrate effect to reduce the anxiety, however we could observe an interaction
with the anxiogenic effect of DM and CGA treatment, since which CGA reduced the anxiety
in the diabetic rats. Bouayed et al (2007) showed that the anti-anxiety effect of chlorogenic
acid was blocked by flumazenil suggesting that this polyphenol reduced anxiety by activating
the benzodiazepine receptor. This can suggest that the protector effect of the CGA is likely to

be due to an action in the GABAaergic system.

In conclusion, it is known that DM can alter the normal function of CNS and can also
alter different enzymes and behavioral parameters. On the other hand, CGA, CA and CF have
interesting effects on the brain in these tested concentrations. However, we can observe that
the CGA, among the compounds studied, showed better protective effects on the change
observed by diabetes. We demonstrated that these molecules may help in restoring the activity
of some enzymes such as the AChE, §-ALA-D, Na*, K'-ATPase in STZ-induced diabetic rats.
However, further studies are necessary to clarify how this compound acts once it can be useful

in the treatment of the disorders caused by high glucose concentration in the brain.
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Table 1. Body weight of STZ-induced diabetic rats and treated with

chlorogenic acid, caffeine and coffee. n=10.

Groups Beginning of End of treatment (g)
treatment (g)

Control 295.8+4.15 312.8+3.68

Chlorogenic acid (CGA) 284.3+5.76 305.0+ 5.72

Caffeine (CA) 312.7+8.16 326.6+ 9.7

Coffee 299.1+6.48 311.5+8.05

Diabetic Control 240.0+9.09 207.12+7.45"

Diabetic + CGA 238.9+11.49" 221.0+11.40"

Diabetic + CA 243.8+12.7 210.0+12.017

Diabetic + Coffee 238.8+7.03" 200.1+11.44"

* indicates a significant difference in relation to the control group, at P< 0.05, n=10.
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Table 2. Effects of the treatments with chlorogenic
Acid (CGA), caffeine (CA) and Coffee on STZ-

induced increase in plasma glucose levels (n=10).

Groups Glucose(mg/dL)
Control 151.8+12.99
Chlorogenic acid (CGA) 131.5+8.84
Caffeine (CA) 138.6 + 18.33
Coffee 125.8 + 13.62
DiabeticControl 396.8 + 6.98"
Diabetic + CGA 345.8 + 55.24
Diabetic + CA 423.3+24.16
Diabetic + Coffee 427.8+ 25.02"

* indicates a significant difference in relation to the control group,

at P< 0.05, n=10.

Legends

Figure 1

TBARS levels in cerebral cortex from STZ-induced diabetic rats and those treated with water,
chlorogenic acid, caffeine and coffee. Bars represent meanstSEM. Two-way ANOVA was

followed by Bonferroni post-test. * indicates a significant difference in relation to the control
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group, at P< 0.05, n=5. # indicates a significant difference in relation to the diabetic control

group, at P< 0.05, n=5.

Figure 2

d-ALA-D activity in cerebral cortex from STZ-induced diabetic rats and those treated with
water, chlorogenic acid, caffeine and coffee. Bars represent means=SEM. Two-way ANOVA
was followed by Bonferroni post-test. * indicates a significant difference in relation to the
control group, # indicates a significant difference in relation to the diabetic control group, at

P<0.05, n=5.

Figure 3

Na+,K+-ATPase activity in cerebral cortex from STZ-induced diabetic rats and those treated
with water, chlorogenic acid, caffeine and coffee. Bars represent meanstSEM. Two-way
ANOVA was followed by Bonferroni post-test. * indicates a significant difference in relation
to the control group, # indicates a significant difference in relation to the diabetic control

group, at P< 0.05, n=8-10.

Figure 4

AChE activity in synaptosomes of cortex cerebral from STZ-induced diabetic rats and those
treated with water (WT), chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF). Bars
represent meanstSEM. Two-way ANOVA was followed by Bonferroni post-test.* indicates a
significant difference in relation to the control group, # indicates a significant difference in

relation to the diabetic control group, at P< 0.05, n=8-10.
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Figure 5

Effects of chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF) on memory test in the
inhibitory avoidance from STZ-induced diabetic rats. Time of descent of the platform is
demonstrated by median + interquartile.* indicates a significant difference in relation to the
other groups, # indicates a significant difference in relation to the diabetic control group and ¢

indicates values similar to diabetic and control group (P<0.05) n=8-11.

Figure 6

Effects of chlorogenic acid (CGA), caffeine (CA) and coffee (CF) on anxiolitic-like behavior
test in the elevated plus-maze from STZ-induced diabetic rats. Graph 6A represents the %
number of closed arm entries, at P<0.05. Graph 6B represents the % time in the closed arms,
at P<0.01. Graph 6C represents the time in center. Graph 6D shows % time in open arm.
Graph 6D represents the total number of entries Data are reported as means £ SEM. Two-way
ANOVA was used * indicates a significant difference in relation to the control group, #
indicates a significant difference in relation to the diabetic control group and ¢ indicates

values similar to diabetic and control group, at P< 0.05, n=8-10.
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4.CONCLUSOES

e O DM aumentou os niveis de TBARS no cortex cerebral. Esse efeito pode estar
relacionado ao aumento do estresse oxidativo no cérebro, um 6rgédo bastante suscetivel
a radicais livres, bem como a alta composicdo lipidica desse 6rgdo. Apenas o
tratamento com écido clorogénico foi eficaz para reduzir o0 aumento nos niveis de

TBARS. Este efeito pode ser devido a capacidade antioxidante do &cido clorogénico.

e Uma diminui¢do na atividade da enzima 5-ALA-D foi observado nos ratos diabéticos,
a qual pode estar relacionada a glicacdo ndo enzimatica de grupos SH nas proteinas
devido ao aumento no estresse oxidativo. Os tratamentos com acido clorogénico,
cafeina e café restauraram parcialmente a atividade dessa enzima nos ratos diabéticos
quando comparado com o grupo diabético sem tratamento. Esse efeito também pode

estar relacionado com as propriedades antioxidantes do acido clorogénico e cafeina.

e Uma diminuicdo na atividade da enzima Na®, K*- ATPase foi observada nos ratos
diabéticos. Isto pode estar associada com um aumento no estresse oxidativo e/ou uma
desestabilizacdo da membrana plasmatica.O tratamento com todos 0s compostos

restaurou parcialmente a inibicdo dessa enzima.

e A atividade da AChE apresentou um aumento nos ratos diabéticos, o qual pode estar
associado com uma maior liberacdo do neurotrasmissor ACh.O tratamento com &cido
clorogénico promoveu uma diminuiu na atividade da AChE, podendo levar a uma
melhora na homeostase cerebral devido a protecdo nos outros parametros estudados.A
cafeina também provocou uma diminuicdo na atividade da AChE em ratos diabéticos.
Esse efeito pode estar relacionado a atuacdo desse alcaléide como um antagonista dos

receptores de adenosina, influenciando na neurotransmissao colinérgica.

e Um decréscimo na memoria foi observado em ratos diabéticos induzidos por STZ.
Esses efeitos podem estar relacionadas as alteracGes observadas no sistema colinérgico
que é descrito por estar relacionada a formacdo da memoria no cortex cerebral. Além

disso, somente 0 ACG reverteu os danos induzidos pela hiperglicemia na piora da
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memoria. Esse efeito pode estar ligado aos outros efeitos positivos demonstrado por

esse composto no SNC.

Ratos diabéticos induzidos por STZ também apresentaram um aumento na ansiedade, o
qual pode estar ligado a alteracGes no sistema colinérgico e GABAEérgico no cortex
cerebral. O ACG vem sendo descrito como um composto que pode reduzir a ansiedade
por atuar nos receptores gabaérgicos. Esse efeito foi observado em ratos diabéticos
induzidos por STZ e tratados com ACG. Além disso, a CA e o CF demonstraram efeito
ansiogénico per se em ratos controles. Essas alteracdes ja sdo descritas na literatura com
efeitos relacionados a cafeina e sua agdo como antagonista dos receptores de adenosina.
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