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Introducao:

A adenosina ¢ uma purina presente em todos os tecidos corporais'?, originada dos
nucleotideos de adenina e da degradacdo de ATP. Com a mesma facilidade que ela ¢ gerada, ela ¢é
também metabolizada, tornando seus niveis muito flutuantes'**. Sua a¢do ¢ mediada através de
quatro receptores de membrana, os receptores de adenosina (ARs): A, Asa, Ass € Az'?3. Todos os
ARs s3o acoplados a proteina G (GPCR)?, A; e A; se ligam a proteina G inibitéria (G;) e os
receptores A, se ligam a G estimulatoria (G,)>*. Isso quer dizer que eles recrutam diferentes vias
mediante a ligagdo com a adenosina'~.

A cafeina ¢ uma substincia de origem natural encontrada em fontes vegetais, mas que pode
ser encontrada em outros produtos’. Com o seu consumo, O Unico mecanismo que ¢
significativamente afetado ¢ a ligagdo da molécula aos ARs, em razdo da similaridade estrutural
com a adenosina, causando o antagonismo as agdes dela®®, o que gera uma diversidade de possiveis
aplicagdes.

A DA ¢ uma das mais comuns doengas neurodegenerativas, responsavel por um grande
fardo®!°. Nela, o cortex cerebral dos pacientes sofre mudancas no metabolismo de purinas, com a
adenosina sendo a mais vulneravel, passando pela queda de seus niveis, assim como pelo aumento
da densidade dos A,x!''. Além disso, os A,s estdo presentes na microglia, tendo importancia na
ativacao de processos inflamatorios®!%12,

Posto isso, ao aliarmos a maior densidade dos A, ao ambiente patologicamente inflamado,
propicio a formacdo de adenosina, a inibi¢do dos receptores torna-se um alvo em potencial,
podendo conferir efeitos benéficos*!%1213, Efeitos estes muito demonstrados na literatura, tanto em
modelo animal'*'°, quanto em modelo celular'#192° além de suas propriedades antioxidantes®'>!3 e
a evidéncia de protecdo nos estudos epidemiologicos?'~2’.

Materiais e métodos:

O projeto foi inteiramente realizado em cultura de células, com duas linhagens distintas,
ambas derivadas de camundongos. Sendo assim, foram utilizadas as células C2C12, de tecido
muscular estriado esquelético, e as células Neuro-2a (ou N2a), de tecido neuronal. O protocolo
utilizado para mensurar os efeitos foi o Western Blotting. Os resultados das revelagdes foram
analisados por meio do Image] (NCBI) e passados ao GraphPad Prism, onde foram realizadas as
analises estatisticas (One-way ANOVA, com corre¢ao de Bonferroni, com nivel de significincia o
de 0,05) e gerados os graficos.

Resultados e Discussio:

O primeiro experimento foi realizado em células C2C12, com duas doses de adenosina, uma
de 10uM e outra de 100nM (0,1uM), para observar os efeitos dentro das faixas patoldgica e
fisiological*4282°, Para avaliar o antagonismo, foram feitos tratamentos conjuntos: a cafeina era
adicionada a fim de ficar 3h, com a adenosina sendo adicionada nos ultimos 30 minutos (2h30 do
tempo total), portanto. O tratamento com adenosina a 100nM aumentou a fosforilagdo de ERK, mas
sem diferenga estatistica (*p < 0,05) e, com o aumento da dose (10uM), a fosforilagdo diminui,
quase igualando ao controle, sem a diferenca estatistica também (*p < 0,05). A cafeina ndo
apresentou nenhum efeito visivel nos tratamentos (FIG. 1).
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FIG. 1. Fosforilagio de ERK em C2C12, mediante tratamento conjunto de cafeina e adenosina. O experimento foi realizado em células C2C12, em duplicata,
utilizando duas doses diferentes de adenosina, 100nM (0,1uM) e 10uM, por 30 minutos, ¢ uma de cafeina, 70uM, por 3h, tanto em forma de controle, quanto em
tratamentos conjuntos. Além dos controles individuais de cada substéncia, foi feito um controle diferenciado sem nenhum tratamento, aplicando apenas MDcac12, também
em duplicata (A), com o enddgeno de escolha sendo a vinculina. Os tratamentos conjuntos, feitos para avaliar o potencial da cafeina, foram feitos da seguinte maneira: a
cafeina foi adicionada as células a 70uM diluida a0 MDcxc12, € devolvida a estufa por 2 horas e 30 minutos. Passado o tempo, as placas foram retiradas, o meio aspirado e
adicionado cafeina a 70uM e adenosina a 100nM ou 10uM. As placas foram entdo devolvidas a estufa. Passados 30 minutos, e totalizadas 3 horas, o tratamento foi
encerrado. Néao foi encontrada nenhuma diferenga estatistica (*p < 0,05) (B). Aparentemente, o tratamento de 100nM de adenosina foi capaz de aumentar a fosforilagao de
ERK, o que ndo aconteceu na dose de 10uM e nem com a cafeina, seja sozinha ou no tratamento conjunto, tudo isso em comparagao ao C.

No segundo experimento, os mesmos pardmetros foram seguidos, mas dessa vez nas N2a. A
proteina ERK, no contexto fisioldgico, ¢ relacionada a processos pro-vida*, e patologicamente tem
ligacdo com a DA3'*2, A via das MAPK, da qual a ERK faz parte®', tem a capacidade de ser ativa
pela adenosina ao se ligar com os ARs*. Neste experimento, ela apresentou a tendéncia de diminuir
sua fosforilagdo quando tratada isoladamente com adenosina, de maneira dose-dependente,
comparado ao controle, mas sem diferenga estatistica (*p < 0,05). Tal fato condiz com a situagao,
uma vez que os niveis patologicos de adenosina se relacionam a diminuicdo do metabolismo
celular®**, fazendo sentido que uma proteina relacionada a proliferacdo celular seja suprimida. A
cafeina, por outro lado, quando sozinha, quase que dobrou os niveis de fosforilagdo de ERK em
relacdo aos controles, tanto C., quanto aos controles de adenosina, com diferenca estatistica (**p <
0,01). Uma evidéncia de aumento de fosforilagdo de ERK mediante tratamento com cafeina em
N2a/APP foi encontrado em Zhou et al., 2014, com doses de 5uM el0uM, porém os tratamentos
eram realizados em combinagdo com melatonina, podendo ter conferido efeitos adicionais. Nos
tratamentos conjuntos, a cafeina reverteu os efeitos causados pela adenosina, aumentando a
fosforilagdo (FIG. 2).
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FIG. 2. Fosforilagio de ERK em N2a, mediante tratamento conjunto de cafeina e adenosina. O experimento foi realizado em células N2a, seguindo os mesmos
passos do experimento anterior (FIG. 1). Também sdo mostrados os immunoblots (A), tendo a vinculina como enddégeno. O controle de cafeina 70pM apresentou diferenca
estatistica (**p < 0,01) em relagdo a todos os tratamentos, excetuando-se o tratamento conjunto de cafeina 70uM e adenosina 100nM (CE.+AD.100nM); também foi
observada diferenga estatistica (*p < 0,05) entre o controle de adenosina 10pM e CE+AD.100nM (B).



No ultimo experimento, feito novamente em N2a, foi reproduzido um modelo de dieta
hperlipidica, caracterizada por causar inflamagdo, uma das bases da DA%, O protocolo foi
realizado conforme o descrito por Nakandakari et al., 2019. Sendo assim, foi feito um tratamento de
uma semana com palmitato a 25uM, além da cafeina, tentando observar seus efeitos protetores, na
forma de co-tratamento. A cafeina diminuiu a fosforilagdo de ERK em relagcdo ao controle, sem
diferenca estatistica (*p < 0,05) (FIG. 3). Essa diminui¢do pode ser importante na DA, uma vez que
a via das MAPK ¢ ativa em neurdnios vulneraveis dos portadores da doenga, fosforilando algumas

roteinas chave, como a TAU3!32,
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FIG. 3. Tratamento cronico de palmitato e cafeina em N2a - Fosforila¢io de ERK. O experimento foi realizado em células N2a, em triplicata, utilizando uma dose de
25uM de palmitato (A fim de simular uma dieta rica em gorduras saturadas, responsavel por causar inflamagao, uma das principais marcas da DA) e uma dose de cafeina
de 70uM, como nos experimentos anteriores. Sendo assim, foram feitos os controles das duas substancias e mais um diferenciado, recebendo apenas 0 MD 2. (A), onde o
endogeno de escolha para a normalizagdo foi a vinculina. Desta vez, em relagdo ao tempo, os tratamentos foram feitos cronicamente, sendo as substincias adicionadas a
cada dois dias, por uma semana. Nao foram observadas diferengas estatisticas (B). Aparentemente, o tratamento croénico com as duas substéncias foram capazes de diminuir
a fosforilagdo de ERK em comparagéio ao C., 0 que, neste contexto, ¢ um sinal benéfico, pelo fato de a proteina estar ligada a marcas da DA, como ¢ o caso da

hiperfosforilagdo de TAU.

Foi observada também a quantidade da proteina TAU fosforilada, um dos marcadores da
DA?®3740, O palmitato aumentou levemente a fosforilagdo em relag¢do ao controle e, quando junto da
cafeina, tal efeito foi atenuado, quase nivelando ao controle. A cafeina sozinha obteve uma
fosforilagdo muito parelha com o controle (FIG. 4), porém, ndo houveram diferengas estatisticas
(*p <0,05). A diminui¢do da fosforilagdo de TAU também foi observada em Zhou et al., 2014.
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FIG. 4. Tratamento cronico de palmitato e cafeina em N2a - Fosforilagio de TAU. Maiores explicagdes sobre este tratamento estdo na legenda da FIG. 3. Sdo
mostrados os immunoblots (A). O tratamento cronico ndo foi capaz de produzir nenhuma diferenga estatistica (*p < 0,05) entre as amostras, podendo ser observadas apenas
algumas leves tendéncias de aumento ou diminuigdo (B). Aparentemente, o tratamento cronico de palmitato tem a tendéncia de aumentar levemente a fosforilagdo de TAU
em relagdo ao controle, fato que ndo ocorre quando a cafeina ¢ aplicada no tratamento conjunto, podendo indicar uma leve protecao.




Conclusio:

Os resultados nos mostram diferengas no padrao de fosforilagdo de ERK entre as linhagens e
no tempo de exposi¢do aos tratamentos. Nas linhagens, a diferenca pode estar na distribuicdo dos
ARs, assim como na presenga de populagdes distintas de receptores, alterando a sinalizagdo. Em
relacdo ao tempo, mecanismos de adaptacao/tolerancia podem ser desenvolvidos, alterando as vias,
o que fica evidente na comparagdo da exposicao de 3h com a de uma semana a cafeina (FIGs. 2 e
3) em N2a. Tal fato pode ser interessante na DA e talvez seja uma das explicagdes da prote¢dao que
ela exerce em humanos quando olhamos o consumo prolongado da substancia.

Consideracoes finais:

Pela contemplagdo tardia, na 11* chamada, o escopo do projeto ja havia passado por
modificagdes. Porém, as ferramentas e os mecanismos moleculares de interesse, nao foram
deixados de lado. Além do mais, a pandemia da COVID-19, impediu a realizacdo de todo o
planejamento e de novos experimentos, sendo o ultimo deles realizado no final de fevereiro. Assim,
fica para o futuro a possibilidade de aprofundamento na DA com o proximo projeto de IC,
explorando também alguns dos resultados aqui, como o caso da duragao do tratamento.
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