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● Introdução:
O primeiro relato formal da doença de Alzheimer (DA) foi feito no ano de 1906, quando Alois

Alzheimer exibiu o estudo de caso de uma paciente sua em um congresso na cidade de Tübingen1. Já na
primeira descrição constavam as principais alterações histológicas da doença: As placas e os novelos
neurofibrilares1. As placas são formadas por agregados do peptídeo amilóide-beta (Aβ), que têm origem na
proteína precursora amilóide (PPA), proteína transmembrana expressa em tipos celulares distintos e ainda sem
função totalmente elucidada2. Os novelos neurofibrilares são formados por proteínas de citoesqueleto agregadas
de forma anormal, sendo a TAU hiperfosforilada (pTAU) a mais comum nesses corpos3. Em condições
fisiológicas, a TAU é uma proteína essencial para a estabilização de microtúbulos neuronais e para o transporte
de nutrientes. Além destas marcas, muitas outras estão presentes e têm impacto na progressão da doença, como
a inflamação e o prejuízo no metabolismo da glicose4,5, por exemplo.

A inflamação no Sistema Nervoso Central (SNC), ou neuroinflamação, é uma resposta natural que
ocorre em resposta a infecções, traumas físicos, metabólitos tóxicos e respostas autoimunes, o que é essencial
para o modelamento cerebral durante o desenvolvimento, mas também para o controle de danos e processos
regenerativos6. A questão é que a eficiência do processo é perdida nas doenças neurodegenerativas como a DA,
fazendo com que o descontrole agrave os danos6. As alterações no metabolismo, especialmente a tolerância
anormal à glicose ou resistência à insulina, são marcas comuns nas doenças neurodegenerativas, embora ainda
não seja claro se elas são causa ou consequência, mas com certeza exercem papel fundamental na progressão7.

Como é bem sabido, sobrepeso e obesidade são condições de saúde que vêm crescendo muito ao redor
do planeta, causando uma série de outras complicações de saúde8. Os pacientes obesos têm valores mais
elevados de ácidos graxos (AGs) livres em sua corrente sanguínea9. O alto consumo de gorduras saturadas (ou
AGs saturados), contribui para o aumento sérico desses lipídios, levando ao aumento de respostas inflamatórias
que podem ser bem deletérias ao estado geral de saúde9, incluindo, por exemplo, as comentadas alterações de
metabolismo energético características das doenças neurodegenerativas7. Isso tudo ocorre pela ativação de vias
de sinalização distintas, que podem ou não ter interações entre si, além de ocorrer ou não nos diferentes tipos
celulares9. Neste contexto, evidências de estudos experimentais apontam para o potencial papel neuroprotetor da
cafeína, sendo exercido por meio de suas atividades antioxidantes, antiinflamatórias e anti apoptóticas, por
exemplo, o que pode ajudar com a atenuação da progressão da doença9. Além disso, a evidência vinda dos
estudos epidemiológicos também aponta para possíveis benefícios da cafeína no contexto da DA10–16, o que cria
o interesse no estudo de aplicações da substância no contexto da doença.

● Objetivos:
○ Objetivo Geral:

Investigar os efeitos protetores de concentrações fisiológicas de cafeína em células neuronais da
linhagem Neuro-2a (N2a), tendo como estímulo tratamentos que simulem dietas hiperlipídicas, assim como vias
de sinalização relacionadas à progressão da doença, a fim de observar os possíveis benefícios associados à
cafeína.

○ Objetivos específicos:
■ Avaliar a proteção exercida de doses fisiológicas de cafeína em vias de sinalização

inflamatórias e marcadores moleculares relacionados à DA;
■ Avaliar a proteção exercida por doses fisiológicas de cafeína em vias de sinalização

relacionadas à DA, mediante os tratamentos com palmitato.



● Materiais e métodos:
O projeto foi inteiramente realizado em cultura de células, com a linhagem N2a, de tecido neuronal de

ratos. O protocolo utilizado para mensurar os efeitos dos tratamentos foi o Western Blotting. Os resultados das
revelações foram analisados por meio do ImageJ (NCBI) e do GraphPad Prism, onde foram também realizadas
as análises estatísticas (One-way ANOVA, com correção de Bonferroni, com nível de significância α de 0,05) e
gerados os gráficos.

● Resultados:
○ Tratamento crônico de palmitato e cafeína I - 10 dias:

Para o primeiro experimento, foram utilizadas as seguintes doses de cafeína e palmitato,
respectivamente, 70μM e 25μM, a fim de observar os efeitos protetores da primeira em um contexto de dieta
hiperlipídica de exposição crônica. A dose de cafeína de cafeína foi escolhida com base no valor capaz de causar
a saturação em humanos, dentro do limite fisiológico17, e a de palmitato foi escolhida com base no trabalho de
Nakandakari et al (2019), utilizando uma dose baixa, porém crônica. As células ficaram 8 dias sob o tratamento,
tendo o meio renovado por 4 vezes no período, ou seja, com trocas feitas a cada 48h. No total, as células ficaram
por 10 dias em cultura, o tratamento é iniciado dois dias após o plaqueamento, em razão do início da
diferenciação celular.

Foram analisadas as seguintes proteínas (Imagem 1): AKT total e fosforilada (Proteína de funções
muito amplas, funcionando como um “interruptor” de várias vias de sinalização diferentes e cuja hiper ou hipo
ativação tem relação com diversos quadros patológicos, incluindo a resistência às insulina)19, S6K fosforilada
(Proteína alvo da mTOR, responsável pela continuidade da sinalização que promove proliferação, crescimento e
progressão do ciclo celular)20, NLRP3 (Proteína componente do sistema imune inato que é uma das responsáveis
pela ativação e secreção de citocinas pró-inflamatórias, respondendo a agentes externos e danos celulares)21 e
GAPDH (Proteína integrante da via glicolítica, que foi utilizada como controle endógeno)22.

Imagem 1. Análise do conteúdo proteico por western blotting. Todas as proteínas reveladas, dispostas com nome, peso molecular e
tratamento correspondente. O experimento foi realizado em uma placa de 6-well, com os seguintes tratamentos, feitos em triplicata: Controle
(Ctrl.), palmitato 25μM (Palm.), cafeína 70μM (Caf.) e palmitato 25μM + cafeína 70μM (Caf. + Palm.).
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Imagem 2. Gráficos dos resultados das revelações. Todas as proteínas reveladas, dispostas com nome, tratamento correspondente. Não
foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) em ATM (A), AKT (B); eIF2a (C) e S6K1 (D). Somente a NLRP3
teve diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o controle e a cafeína (E). O GAPDH foi utilizado como controle endógeno para
normalizar as proteínas.



A AKT (Imagem 2A), apesar de não haver nenhuma diferença estatística, apresentou diminuição na
fosforilação mediante os tratamentos com palmitato e cafeína. A cafeína, quando sozinha, foi capaz de diminuir
ligeiramente a intensidade da fosforilação em relação ao tratamento de palmitato sozinho, o que não aconteceu
no tratamento conjunto. A S6K fosforilada também ficou em níveis menores, em relação ao controle, nos
tratamentos com palmitato e cafeína (Imagem 2B), sendo pouco menor no tratamento com palmitato, mas maior
quando o tratamento foi combinado (palmitato e cafeína), os níveis da proteína fosforilada foram maiores, mas
ainda menores que o controle. Porém, a análise dos resultados de S6K fica limitada por não ter havido a
revelação da proteína total. A NLRP3 teve diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) apenas entre o
controle e o tratamento de cafeína (Imagem 2C), o que indica um papel protetivo da substância. O tratamento de
palmitato apresentou também menores níveis da proteína em relação ao controle, embora ainda ligeiramente
maiores que o tratamento de cafeína. O tratamento conjunto, por sua vez, teve níveis muito próximos ao do
controle, de modo que a união das duas substâncias parece contribuir para uma soma no efeito de aumentar os
níveis da proteína, mas ainda com níveis pouco menores que o do controle.

○ Tratamento crônico de palmitato e cafeína II - 8 dias:
O desenho deste experimento foi igual ao anterior, a única alteração se deu no tempo total de cultivo

das células, que foi um pouco menor. Foram analisadas as seguintes proteínas (Imagem 3): AKT total e
fosforilada, ERK total e fosforilada (Proteína relacionada a processos de proliferação, diferenciação, adesão,
migração e sobrevivência celular, com papéis relevantes em contextos fisiológicos e patológicos)23, mTOR total
e fosforilada (A via de sinalização da mTOR funciona como um regulador central do metabolismo celular,
crescimento, proliferação e sobrevivência)24 e S6K1 total e fosforilada. Além delas, também foi revelada a
vinculina (proteína citoplasmática que é componente dos complexos de adesão associados à membrana,
ancorando-os à matriz extracelular e às células adjacentes)25, como controle endógeno.

Imagem 3. Análise do conteúdo proteico por western blotting. Todas as proteínas reveladas, dispostas com nome, peso molecular e
tratamento correspondente. O experimento foi realizado em uma placa de 6-well, com os seguintes tratamentos, feitos em triplicata:
Controle (Ctrl.), palmitato 25μM (Palm.), cafeína 70μM (Caf.) e palmitato 25μM + cafeína 70μM (Caf. + Palm.).
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Imagem 4. Gráficos dos resultados das revelações. Todas as proteínas reveladas, dispostas com nome, tratamento correspondente. Não
foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) na mTOR (C). Em AKT (G), ERK (F) e S6K1 (H), foram
encontradas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05). A vinculina foi utilizada como controle endógeno para normalizar as
proteínas.

A fosforilação de AKT (Imagem 4A), ERK (Imagem 4B) e S6K1 (Imagem 4D) seguiram um padrão
similar, com a presença de diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) nas três proteínas: Nas três,
houve diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o tratamento de palmitato e o tratamento conjunto
de palmitato e cafeína, de modo que a cafeína foi capaz de barrar a fosforilação mais acentuada provocada pelo
palmitato, mantendo os níveis mais baixos, próximos aos níveis atingidos no tratamento com a cafeína isolada.
Nos três casos, a fosforilação no tratamento de palmitato era pouco maior que a fosforilação do controle. Coisa
parecida aconteceu com a fosforilação de mTOR também (Imagem 4C), a diferença é que, além de não ter
havido nenhuma diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos, a cafeína foi menos
capaz de segurar a intensidade da fosforilação provocada pelo palmitato, de modo que o tratamento com as duas
substâncias teve apenas uma diminuição ligeira na fosforilação em comparação ao palmitato isolado.

● Discussão:
No que diz respeito às alterações do metabolismo celular, muito comuns na DA, podemos lançar nosso

foco sob algumas proteínas, com destaque para a AKT, mTOR e S6K7, que estão relacionadas dentro de uma
mesma via de sinalização, assim como a ERK, que pode entrar como uma efetora da mTOR26,27. Essas proteínas
estão relacionadas à progressão da doença e também às principais marcas, como é o caso da agregação de Aβ e a
hiperfosforilação da TAU, no contexto patológico27,28. E, no contexto fisiológico, as quatro proteínas estão muito
relacionadas a processos de sobrevivência celular, apoptose, diferenciação, proliferação, ou seja, a processos
fundamentais mais ligados às funções básicas do metabolismo20,29–31. No experimento I, não houveram
diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) nos padrões de fosforilação entre os tratamentos, mas fica
clara a tendência de um padrão protetivo na fosforilação de AKT, tanto no tratamento com palmitato, quanto no
tratamento com a cafeína, já que os níveis são menores do que os observados no controle (Imagem 2A). Além
do mais, a cafeína sozinha teve sua intensidade de fosforilação ligeiramente menor que a observada no
tratamento de palmitato, mas quando em conjunto, pareceu não exercer nenhuma diferença. No experimento II,
foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o tratamento de palmitato, e os
tratamentos de cafeína e o conjunto (palmitato mais cafeína). Foi mantido o padrão de fosforilação de AKT
(Imagem 4A) porém, dessa vez, o palmitato exerceu de fato um efeito mais acentuado, ultrapassando os níveis
do controle. Outra diferença observada foi a proteção que a cafeína exerce no tratamento conjunto, mantendo os
níveis de fosforilação muito mais baixos que os observados no tratamento com o palmitato isolado. Retomando
a relação entre as diferentes proteínas supracitadas, fica claro que a fosforilação de AKT (Imagem 4A) teve
padrão similar à fosforilação de ERK (Imagem 4B), mTOR (Imagem 4C) - com algumas pequenas
particularidades - e S6K1 (Imagem 4D): A intensidade da fosforilação do palmitato é sempre maior do que a
provocada pela cafeína e, a cafeína resulta em uma fosforilação menor que a do controle, exercendo um papel
potencialmente protetivo. O que pode indicar que, de fato, o tratamento de palmitato tem o potencial de ser
deletério às células N2a e contribuir para as principais manifestações da DA, enquanto a cafeína consegue
exercer alguma proteção, sendo mais ou menos acentuada a depender da proteína em questão.

A proteína NLRP3, como dito anteriormente, é uma componente do sistema imune inato, responsável
por partes da resposta imune, mediante a ameaças à célula21, levando em consideração a inflamação constante
presente na DA e outras doenças neurodegenerativas, a proteína passa a ser um alvo de interesse e um possível
contribuinte para a progressão da doença32. Levando em consideração os tratamentos realizados, todos tiveram



um papel potencialmente protetivo. A cafeína isolada foi a única capaz de produzir diferença estatisticamente
significativa (p < 0,05) em relação ao controle. O palmitato isolado apresentou uma quantidade de proteína
ligeiramente maior e o tratamento conjunto quase igualou com o controle.

Conclusão:
Como uma síntese de todos os resultados mostrados acima, é possível observar que a cafeína possui um

papel potencialmente protetivo em relação ao palmitato nas proteínas analisadas, uma vez que, comparado aos
tratamentos com palmitato isolado, a cafeína sempre apresentou níveis menores (de fosforilação ou de proteína
total), o que, de maneira crônica, pode ser relevante no quadro das doenças neurodegenerativas. E, além disso,
nas situações onde o palmitato apresentou níveis mais acentuados que o controle, o que contribuiria para
possíveis danos, a cafeína foi capaz de contrabalancear esses efeitos no tratamento conjunto, fazendo a proteção
valer.
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