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RESUMO

O café € uma bebida largamente utilizada pela populacdo em geral e tem na sua
complexa composi¢cdo mais de 600 elementos. A cafeina, um dos muitos componentes
do café, atua produzindo alteragcbes em atividades motoras. As atividades moto-
neuronais incluem os reflexos mandibulares: o reflexo miotatico mandibular ou mentual,
e o reflexo de abertura da boca (RAB). O presente estudo tem como objetivo investigar
o efeito da ingestao crénica e aguda do café e da cafeina sobre as respostas do RAB
em ratos anestesiados. Para isso, oito grupos de ratos foram alimentados durante 140
dias com diferentes dietas: a) grupo 1. dieta controle; b) grupo 2: dieta controle
suplementada com cafeina; c) grupo 3: dieta controle suplementada com café; d) grupo
4: dieta controle mais gavagem agua destilada; e) grupo 5: dieta controle mais gavagem
cafeina; f) grupo 6: dieta controle mais gavagem café; g) grupo 7: dieta controle mais
injecdo intra-venosa (i.v.) salina; h) grupo 8: dieta controle mais injecéo i.v. cafeina. As
respostas eletromiograficas do musculo digastrico, que representa o RAB, foram
avaliadas perante estimulos elétricos. Foram analisados oito parametros das respostas
eletromiogréficas: 1) amplitude; 2) laténcia do primeiro pico; 3) laténcia para o inicio; 4)
maxima inclinacdo; 5) tempo para a maxima inclinagdo; 6) duracdo; 7) energia do
periodo controle; 8) energia do periodo de andalise do RAB. Os resultados indicaram
que, na ingestdo crbnica e na ingestdo aguda de café e de cafeina ndo houve diferenca

significativa entre os grupos, portanto ndao exerceram funcdo moduladora no RAB.

Palavras chave: café, cafeina, reflexos mandibulares, reflexo de abertura da boca, RAB,

rato.
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ABSTRACT

Coffee is a beverage widely used by the general population, and it has a complex
composition with more than 600 constituents. Caffeine, one of coffee’s many
components, acts by producing changes in motor activity. Prior studies have shown that
jaw reflexes and activity patterns of the jaw muscles were modulated in the presence of
jaw muscle pain. There are no studies comparing the modulatory effects on the jaw
reflexes influenced by coffee and caffeine diet. To investigate these effects, eight groups
of male rats were fed for approximately during 140 days with different diets: a) group 1:
control diet; b) group 2: caffeine diet; c) group 3: coffee diet; d) group 4: control diet plus
gavage of distillated water; €) group 5: control diet plus gavage of caffeine solution; f)
group 6: control diet plus gavage of coffee solution; g) group 7: control diet plus injection
I.v. saline solution ; h) group 8: control diet plus injection i.v. caffeine solution. This study
investigated the electromyography responses of the digastric muscle elicited by orofacial
electrical stimulation. To evoke the nociceptive jaw opening reflex (JOR), an electrical
stimulation of the tongue was conducted. Eight parameters of the JOR were measured
and analyzed: 1. amplitude (value of the first peak); 2. latency of the first peak; 3.
latency of the begin of contraction; 4. maximum inclination; 5. time of the maximum
inclination; 6. duration; 7. energy of the control period; 8. energy of the analysis period.
The results suggest that chronic and acute intake of caffeine and coffee do not influence

the response of the JOR.

Keywords: coffee, caffeine, jaw reflexes, jaw opening reflex, JOR, rat.
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1. INTRODUCAO

O café é considerado um dos mais complexos alimentos no que diz respeito a
composicdo quimica, tendo sido identificados mais de 600 componentes em sua
estrutura (CLARKE & MACRAE, 1987). Bebida de grande popularidade consumida
mundialmente movimenta um comércio global com recursos superiores a dez bilhées de
dolares, e depois da agua € o liquido mais ingerido pela populacdo mundial (BUTT &
SULTAN, 2011). De acordo com pesquisas realizadas em 2011 pela Associacao
Brasileira da Industria do Café (ABIC), 94% dos brasileiros acima de 15 anos
consumiram café, num total de 81 litros/ano por habitante.

Muitas pesquisas tém demonstrado que a cafeina, um dos principais
constituintes do café, provoca varias respostas celulares e farmacoldgicas num largo
espectro de sistemas bioldgicos, como estimulagdo do sistema nervoso central (SNC) e
atividade motora (FREDHOLM & LINDSTROM, 1999), melhora do desempenho
cognitivo (RIEDEL et al.,, 1995; SCHOLEY & KENNEDY,2004; NOSCHANG et al.,
2009), entre outros.

A cafeina é largamente utilizada como componente de varios medicamentos e
alimentos, e é considerado o estimulante mais usado no mundo ocidental. VVarios outros
alimentos como chocolate, ch4, guarana, refrigerantes com sabor de cola e bebidas
energéticas contém metilxantinas, cujos principais compostos sdo a cafeina e a
teofilina. Assim como as anfetaminas e a cocaina, as metilxantinas sdo farmacos
estimulantes do SNC (RANG et al., 2004).

A acdo da cafeina acontece, principalmente, pelo bloqueio dos receptores de
adenosina, ou seja, a cafeina age como antagonista desses receptores. A adenosina é
produzida por neurdnios no cérebro e tem a funcdo de regular a producdo de
neurotransmissores. Sem uma regulacdo adequada, vai haver maior liberacdo de
serotonina, envolvida com a inibicdo de reflexos (FREDHOLM & LINDSTROM, 1999), e
maior producdo de catecolaminas como dopamina e adrenalina, além da acetilcolina,
(FILLENZ, 1990; COOPER et al., 1996).
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Dentre os reflexos protetores dos mamiferos, o reflexo miotatico ou mentual,
controla o tdnus muscular dos muasculos elevadores da mandibula (OKESON, 2008). Os
reflexos miotatico e o RAB ajudam a evitar danos aos dentes, aos musculos da
mastigacéo e as articulacdes temporomandibulares (KATAKURA & CHANDLER, 1991).
Dentre os musculos elevadores da mandibula, o musculo masseter é considerado
representativo no reflexo miotatico, e dentre os musculos abaixadores da mandibula, o
musculo digastrico € considerado representativo no RAB (OKESON, 2008).

No presente estudo foi abordado o efeito do café, como alimento funcional, e da
cafeina sobre a modulacdo do RAB. Para este propdsito, foram utilizados oito grupos
de ratos submetidos a diferentes tratamentos dietéticos, com objetivo de avaliar a
resposta eletromiografica do musculo digastrico, em ratos anestesiados, provocada pela
estimulacao elétrica da lingua de animais tratados e néo tratados com cafeina e café.
Objetivou-se testar a hipétese de que o consumo cronico e agudo de café e cafeina
modularia o RAB.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Café

O café € uma das bebidas mais populares do mundo sendo produzida por um
arbusto da familia das rubiaceae e do género coffea. A planta coffea € originaria da
Etiopia, sendo amplamente cultivada em paises tropicais (SILVA, 1999).

O café j& € conhecido no Oriente Médio ha mais de mil anos, principalmente na
regido de Kafa, a qual deu origem a denominacéo café. Entretanto, o primeiro registro
comprovado de sua existéncia ocorreu por volta do século XV, no ano de 1400 depois
de Cristo (DC). Os arabes foram os primeiros a cultivar o café e a usa-lo como bebida,
por isso o nome cientifico coffea arabica (SINDICAFE, 2005).

Existem aproximadamente 60 espécies de café, sendo pelo menos dez espécies
cultivadas para obtencdo de grédos. As variedades mais comercializadas séo: robusta e
arabica. A coffea robusta é a de variedade forte, amarga e perfumada, possuindo maior
conteudo de cafeina. Ja a espécie coffea arabica possui um aroma suave, e dela
obtém-se uma bebida de melhor qualidade, fina e requintada. Do ponto de vista
comercial, 70% do café tratado sédo do tipo arabica, e os 30% restantes sdo do tipo
robusta (SINDICAFE, 2005).

O Brasil e a Colémbia séo os principais produtores de café da América do Sul e
responsaveis por 80% da producdo mundial (ABIC, 2011). O Brasil € o maior produtor e
exportador de café do mundo, sendo Minas Gerais 0 estado responsavel por 50% da
producdo nacional (PEREIRA, 1997). A primeira estimativa de producdo de café para
2012 indica que o pais devera colher entre 41,89 e 44,73 milhdes de sacas (ABIC
2011).

O café tem grande importancia na economia mundial, seu mercado movimenta
anualmente recursos na ordem de 15 bilhdes de doélares. O café é a planta mais
consumida no mundo e o segundo maior produto de mercado, depois do petroleo. Este

produto ocupa um lugar de significativa importancia na balanca comercial (ABIC, 2011).
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2.1.1. Café e componentes

O café é uma mistura de diferentes compostos, desde substancias de baixo peso
molecular, como alcaléides (cafeina), minerais, monossacarideos, lipideos, acidos
organicos, agua, até polimeros bem definidos como proteinas e polissacarideos
(CLARKE & MACRAE, 1989).

Em ordem de abundéancia, os valores aproximados dos constituintes solGveis em
dgua presente no café torrado (tabela 1) ardbica e robusta (base seca) sao:
polissacarideos 24,0-39,0%; lipideos 14,5-20,0%; proteinas 13,0-15,0%; minerais 3,5-
4,5%; acidos clorogénicos totais (ACG) 1,2-2,3%; &cidos alifaticos 1,0-1,5%; cafeina
1%; oligossacarideos 0,0-0,35% (CLARKE & MACRAE, 1989). O conteudo de cafeina
dos grédos de café varia segundo a espécie. A espécie robusta contém maior
guantidade de cafeina (2%) do que a espécie arabica que possui apenas 1 % (CLARKE
& MACRAE, 1989).

Tabela 1 - Composicdo quimica de grdos de café (arabica e robusta) crus e torrados
(9/100g base seca).

Ardbica Robusta
Componentes Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-4.2 3,56-45 40-45 4,6-5,0
Cafeina 0,9-1,2 ~1,0 1,6-2,4 ~2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6 -0,75 0,3-0,6
Lipideos 12,0-18,0 14,5- 20,0 9,0-13,0 11,0- 16,0
Acidos Clorogénicos Totais 55-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4,6
Acidos Alifaticos 15-2,0 1,0-15 15-2,0 10-1,5
Oligossacarideos 6,0 - 8,0 0-35 50-7,0 0-35
Polissacarideos 50,0 - 55,0 24,0- 39,0 37,0-47,0 0
Aminoéacidos 2 0 2 0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0

Fonte: CLARKE & MACRAE (1989)

Com relacdo as espécies e a qualidade da bebida, sabe-se que o café arabica
apresenta concentracdes mais elevadas de sacarose, lipideos e trigonelina, sendo
considerado de melhor qualidade, enquanto que as variedades de café robusta sao
tidos como de menor qualidade e com maiores teores de compostos fendlicos e cafeina
(CLARKE & MACRAE, 1989).
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Os componentes nitrogenados presentes no café sdo todos aqueles compostos
que contém nitrogénio organico ou inorganico. Dentre os compostos nitrogenados
destacam-se a cafeina, a trigonelina, as proteinas, os aminoacidos, as aminas e alguns
compostos volateis (SMITH, 1989). Existem muitos estudos epidemiolégicos a respeito
dos efeitos do extrato do café torrado, isto é, bebidas do café (TANAKA et al., 1998;
NURMINEN e et al., 1999).

Alguns constituintes do café tém sido sugeridos como quimioprotetores em
diferentes sistemas quimicos e biologicos. Os acidos clorogénicos (ACG) constituem os
principais compostos fendlicos antioxidantes do café (NATELLA et al, 2002;
MONTEIRO & TRUGO, 2005). O caveol e o cafestol, constituintes do café, exercem
efeito protetor antimutagénico e anticarcinogéncio (CAVIN et al., 2003). O consumo do
café esta associado a reducdo de cancer de boca, faringe e es6fago, mesmo entre
fumantes e usuarios de bebidas alcodlicas (NAGANUMA et al., 2008).

O café contribui para a reducdo do estresse, atuando como um estimulador do
sistema nervoso central (YAMATO, 2002).

Estudos feitos com café descafeinado sugerem um efeito anti-diabético do café
pela reducdo da producdo de acucar pelo figado (VITRAC et. al.,, 2010; HO et al.,
2012).

O café tem entre 0s seus constituintes substancias derivadas do acido
clorogénico, os dicinamoquinideos, que tem a capacidade de elevar os niveis
extracelulares de adenosina, contrapondo aos efeitos estimulantes da cafeina (DE
PAULIS, 2002).

2.2. Cafeina

O constituinte do café mais conhecido é a cafeina, devido as suas propriedades
farmacoldgicas. E um alcaldide farmacologicamente ativo pertencente ao grupo das
xantinas, altamente resistente ao calor, inodoro e com sabor amargo bastante
caracteristico que contribui de forma importante para o sabor e aroma do café
(MONTEIRO & TRUGO, 2005). Durante o processo de torracdo, as perdas de cafeina

sao relativamente modestas (CLARKE & MACRAE, 1989).
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Também considerada um estimulante que age no SNC e a substancia psicoativa
mais utilizada no mundo ocidental, a cafeina é consumida moderadamente pela maioria
da populacédo (DESLANDEZ, 2005).

A cafeina é absorvida no sangue e tecidos corporais 5 minutos apos a ingestao,
sendo que em aproximadamente trinta minutos, sua concentracdo alcanga 0 pico
méaximo no sangue, apresentando uma meia-vida de aproximadamente quatro horas. E
altamente lipossolavel e por isso atravessa a barreira hematoencefalica rapidamente, o
gue leva ao pico de concentracdo no cérebro em apenas alguns minutos apos a sua
ingestdo. Os niveis cerebrais permanecem estaveis por no minimo uma hora, com uma
eliminacgéo lenta de 3 a 4 horas, ou mais (NEHLIG et al., 1992).

O cha é outro alimento incluido no grupo dos que contém cafeina. Pesquisas
realizadas no Japdo sugerem que o cha verde, largamente consumido naquele pais,
induz a agradaveis sensa¢fes mentais (SHIMBO et al., 2005).

Uma estimativa de 60% dos refrigerantes vendidos nos Estados Unidos contém
cafeina, que entra na composi¢cdo como aromatizante. Um estudo feito por KEAST &
RIDDELL (2007) sugere que a cafeina ndo tem funcdo de aromatizante, mas induz a
um desejo fisioldgico e psicoldgico de consumir a bebida.

Estudos demostram que os niveis de cafeina consumidos tém efeitos positivos
no comportamento, enquanto Seu consumo excessivo pode causar problemas,
especialmente em individuos sensiveis a substancia (SMITH, 2002). Fatores
comportamentais, de desenvolvimento e genéticos influenciam na tolerancia e
sensibilidade a cafeina (GOODMAN & GILMAN, 1985). Estudos sugerem que a cafeina
diminui o desempenho prejudicial produzido pela fadiga, por uma noite de trabalho e
pela privagdo do sono, aumenta o estado de alerta e a ansiedade, e melhora a atencéo
e a recuperacdo da memoria (SMITH, 2002). A cafeina melhora a velocidade e
acuidade das tarefas cognitivas e aumenta a capacidade de um individuo estar alerta
(KOHLER et al., 2006). Beneficios de desempenho atribuido a cafeina incluem
resisténcia fisica, reducdo da fadiga e aumento da agilidade mental e concentracédo
(HECKMAN et al, 2010).

Resultados de pesquisa sugerem um possivel efeito sinérgico entre
caracteristicas de personalidades associadas com o alerta do SNC e os efeitos de
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vigilancia promovidos pela cafeina (KILGORE et al., 2006). Muitas pessoas reduzem
voluntariamente o consumo de cafeina porque ela piora a qualidade do sono (RETEY et
al., 2007).

Segundo FREDHOLM & LINDSTROM (1999) a cafeina antagoniza os efeitos da
adenosina, uma substancia quimica produzida no cérebro. A agdo primaria da cafeina é
bloquear receptores de adenosina, isso leva a um segundo efeito muito importante
sobre muitas classes de neurotransmissores incluindo adrenalina, dopamina, serotonina
(5-HT), acetilcolina, glutamato e gama-aminobutirico (GABA), influenciando um grande
ndamero de diferentes fungdes fisiologicas (FREDHOLM & LINDSTROM, 1999). A
cafeina tem grande variedade de efeitos sobre a fungdo cerebral, atuando como um
estimulador do SNC (YAMATO et al., 2002).

2.2.1. Cafeina e adenosina

A adenosina, produzida no cérebro, se liga aos receptores de adenosina.
Existem quatro tipos principais de receptores de adenosina: alfa 1 e 2, beta 1 e 2. Estes
receptores estdo envolvidos na inibicdo da liberacdo de neurotransmissores, incluindo
noradrenalina, serotonina e acetilcolina (FILLENZ et al., 1990; COOPER et al., 1996).

A adenosina se comporta como uma molécula de sinalizagdo extracelular,
influenciando a transmissao sinaptica, sem ser um neurotransmissor, isto €, modula a
atividade do sistema nervoso em nivel celular pré-sinapticamente, inibindo ou
facilitando a liberacdo de transmissores, e pdés-sinapticamente, hiperpolarizando ou
despolarizando neurénios, e/ou exercendo efeitos ndo-sinapticos, como nas células da
glia. Sendo assim, a adenosina pertence ao grupo dos neuromoduladores (RIBEIRO et
al., 2003). Junto a esses efeitos neuromoduladores diretos, a adenosina tem também
acOes indiretas no sistema nervoso, demonstrado por estudos das interacbes entre
receptores. E proposto que a adenosina aja como um ajuste fino, fazendo parte de uma
sofisticada relacdo entre seus proprios receptores e receptores de outros
neurotransmissores e neuromoduladores (SEBASTIAO et al., 2000).

A cafeina € capaz de bloquear os efeitos da adenosina nos receptores Al e A2A
em baixas concentragdes, alcancadas apds o consumo de uma unica Xicara de cafée.
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Porém, efeitos celulares da cafeina no cérebro, somente ocorrem em concentracdes
bem mais altas do que as obtidas no consumo humano normal de cafeina. Por
exemplo, para inibir a quebra de nucleotideos, via inibicdo de fosfodiesterases, sao
necessarias concentracdes 20 vezes maiores do que as doses usuais de consumo
humano; e para mobilizar depdsitos de célcio intracelular, concentracdes 100 vezes
maiores sdo necessarias (FREDHOLM & LINDSTROM, 1999).

O bloqueio de receptores Al e A2A de adenosina foi atribuido primeiramente aos
efeitos psicoestimulantes da cafeina, mas estudos tém demonstrado que os efeitos
excitatorios parecem ser devidos preferencialmente ao bloqueio dos receptores A2A
(DALL’IGNA et al., 2003; HUANG et al., 2005; FERRE et al, 2008).

O papel da adenosina no SNC é agir como um regulador da atividade central,
diminuindo os disparos neuronais e inibindo a liberacdo de varios neurotransmissores,
como, dopamina, 5-HT, GABA, acetilcolina (ACh) e noradrenalina (NA) através dos

receptores pré-sinapticos (SMITH, 2002).

2.2.2. Cafeina e dopamina

Ha varios estudos mostrando que a cafeina aumenta a liberagdo da dopamina.
GARRET & GRIFFITHS (1997) revendo evidéncias da fungdo da dopamina nos efeitos
da cafeina. Eles concluiram que o aumento da liberacdo da dopamina provocado pela
cafeina € devido a uma acdo indireta nos receptores de dopamina, que sao

antagonistas secundarios de receptores de adenosina.

2.2.3. Cafeina e adrenalina

Estudos sugerem que a cafeina aumenta a quantidade de adrenalina e
noradrenalina secretada pela medula adrenal (PAPADELIS et al., 2003) e aumenta a
razdo de sintese e turnover de noradrenalina central no coOrtex cerebral,
consequentemente aumentando os niveis de estimulacdo e vigilancia (SMITH et al.,
2003).
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2.2.4. Cafeina e serotonina

Os efeitos da cafeina sédo principalmente atribuidos a sua interacdo com o
sistema serotoninérgico, pois ela aumenta a concentracdo de serotonina nos neurénios
serotoninérgicos (BERKOWITZ & SPECTOR, 1973). A cafeina aumenta também a
concentracdo de serotonina na regido do tronco encefélico que tem projecdes
excitatérias para os motoneurénios espinhais (WALTON, 2002).

Foi estudado o efeito dos bloqueadores adrenérgicos alfa e beta, da para-
clorofenilalanina (PCPA), antagonista da serotonina, na atividade locomotora
estimulada pela cafeina, em camundongos. Os resultados sugerem que o efeito
excitatério central da cafeina € provavelmente mediado, pela serotonina (ESTLER,
1973).

A cafeina provoca vérias respostas celulares e farmacologicas num largo
espectro de sistemas bioldgicos, como estimulacdo do SNC e atividade motora reflexa
(FREDHOLM & LINDSTROM, 1999). E sugerido que 5-HT exerce uma acao facilitatéria
no reflexo mentual (RIBEIRO et al.,, 1991). GURA et al. (1989) deduziram que a
serotonina contribui para a inibicdo do RAB, pela estimulagdo da substancia cinzenta
peri-aqgueductal e nucleo dorsal (ESTLER, 1973).

2.3 Reflexos protetores do sistema nervoso

Os seres vivos devem se ajustar ao meio ambiente para sobreviver. Para isto,

trés propriedades das suas células sdo importantes: irritabilidade, condutibilidade e
contratilidade. A irritabilidade ou excitabilidade permite a uma célula detectar as
modificacdes do meio ambiente. Quando uma célula é sensivel a um estimulo, ela
reage a este estimulo, dando origem a um impulso que é conduzido através do seu
protoplasma (condutibilidade) determinando uma resposta. Nos humanos, os neurdnios
sdo as células especializadas em irritabilidade ou excitabilidade, e condutibilidade. A
resposta destas duas propriedades pode ser, por exemplo, encurtamento de células
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musculares (contratilidade) para fugir de um estimulo nocivo com finalidade protetora,
quando o estimulo se inicia em um segmento e a resposta se faz em outro, um arco
reflexo (MACHADO, 2002).

Os reflexos mandibulares séo importantes mecanismos neuronais que controlam
0s movimentos da mandibula em vérias fungbes orais tais como ingestédo, digestédo e
vocalizagdo. Existem dois tipos de reflexos mandibulares: o reflexo mentual e o RAB. O
primeiro é evocado pela ativacdo dos mecanoreceptores ndo nociceptivos dos
musculos levantadores da mandibula. O segundo é evocado pela ativacdo dos
receptores orofaciais nociceptivos e ndo nociceptivos (LUND, 1983).

O RAB é um reflexo trigemino-trigeminal do tronco-encefélico que pode ser
evocado por estimulos elétricos, térmicos e mecanicos na regiao orofacial (CHIANG et
al., 1991; TAKEDA et al., 1998; GEAR et al., 1999; ELLRICH et al., 2001; ULUCAN et
al., 2003). Os aferentes trigeminais fazem sinapses nos neurdnios sensoriais do
complexo trigeminal medula-espinhal. Esses neurdnios projetam-se bilateralmente para
excitar os motoneurénios do musculo digastrico (KIDOKORO et al., 1968; TSAI et al.,
1999).

Um conjunto diverso de sistemas sensoriais altamente especializados guia as
respostas deste complexo sistema oromotor (DINARDO & TRAVERS, 1994).

2.3.1. Reflexo miotatico (estiramento) mandibular ou mentual

Reflexo proprioceptivo monossinaptico

Este reflexo é pesquisado percutindo-se o0 mento de cima para baixo, estando a
boca entreaberta. A resposta consiste no fechamento brusco da boca por acdo dos
musculos elevadores da mandibula, em especial do masseter. As vias aferentes e
eferentes se fazem pelo nervo trigémeo. A percussdo do mento estira 0s musculos
elevadores, ativando os fusos neuromusculares ai localizados. Trata-se de um reflexo
miotatico de mecanismo semelhante ao reflexo patelar, uma vez que envolvem apenas
dois neurdnios, um do nucleo mesencefalico, outro do nucleo motor do trigémeo. Este
arco reflexo é importante, pois em condi¢cées normais mantém a boca fechada sem que

seja necessaria uma atividade voluntaria para isto. Por acdo da forca da gravidade, o
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queixo tende a cair, 0 que causa estiramento dos musculos elevadores da mandibula,
desencadeando-se o reflexo mentual que resulta na contracdo destes musculos,
mantendo a boca fechada (MACHADO, 2002). Os musculos relacionados a este reflexo
sdo mantidos num estado médio de contracdo, chamado tébnus muscular, que ocorre
sem uma resposta especifica do cértex e € muito importante para se determinar a
posicdo de descanso da mandibula (MILES, 2007) (Figura 1).

O reflexo miotatico e o ténus muscular podem ser influenciados pelos centros
Nnervosos superiores, por meio de um mecanismo complexo que aumenta a atividade

eferente gama destes musculos (OKESON, 2008).

REFLEXOS PROTETORES

@ Reflexo Miotatico {estiramento) Mandibular ou Mentual
= Reflexo Monossinaptico
controla/mantemtonus

= Reflexo de fechamento da boca ) | muscplos elevadoresda
mandibula

NEFF (1575) -

contragio musculos
elevadores da mandibula

OKESON (2000)

Figura 1 - Representacédo do reflexo mentual. Este é ativado pela aplicagéo repentina de uma forga

para baixo no queixo, com um pequeno martelo de borracha. Resultado: contracdo do musculo masseter (em
vermelho), isto evita estiramento e frequentemente gera uma elevag¢do da mandibula para ocluir os dentes. Trajeto:
estiramento repentino do fuso neuromuscular aumenta impulso aferente do fuso. Os impulsos sdo encaminhados ao
tronco encefalico por meio do ndcleo mesencefalico do trigémeo. As fibras aferentes fazem sinapse no ndcleo motor
do trigémeo com os neurdnios motores eferentes alfa, que os conduzem de volta as fibras extrafusais do musculo
elevador que foi estirado. A informacéao reflexa enviada as fibras extrafusais é para contrair. Observe a presenca das

fibras eferentes gama. O estimulo delas pode causar contracdo das fibras intrafusais e dessa forma sensibilizar o
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fuso para um estiramento repentino (de Sessle BJ: Mastication, swallowing, and related activities. In Roth GI, Calmes
R, editors: Oral Biology, St Louis, 1981, Mosby, p.57).

2.3.2. Reflexo proprioceptivo e nociceptivo de abertura da boca

Reflexo polissinaptico

O RAB é um arco reflexo protetivo, nociceptivo ou flexor, polissinaptico, ativado
por estimulo nocivo iniciado a partir do dente, ligamento periodontal e estruturas orais.
As fibras do nervo aferente primario conduzem a informacédo para o nucleo do trato
espinhal do trigémeo, onde elas fazem sinapse com interneurbnios, que enviam
informacéo para o nucleo motor do trigémeo. Em seguida duas ac¢fes distintas ocorrem:
1. interneurénios excitatérios sdo estimulados, dirigindo-se aos neurdnios eferentes, no
ndcleo motor do nervo trigémio, dos musculos de abertura da boca, induzindo-os a
contracdo; 2. grupo de interneurénios inibidores, constituindo o nacleo supratrigeminal,
é ativado e dedicado a inibicAo dos musculos elevadores da mandibula (OKESON,
2008) (Figura 2).

REFLEXOS PROTETORES

Reflexo Nociceptivo
= Reflexo Polissinaptico ———"> [_inibicdoantagnia |
= Reflexo de Abertura da Boca = RAB

* Inibig30 musculos slsvadorss da mandibuia
« contrag3o musculos abalxadorss

Figura 2 — Representacdo do RAB. Este reflexo é ativado pela repentina mordida mum objeto
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resistente. O estimulo nocivo € iniciado a partir do dente e do ligamento periodontal ao serem estressados. As fibras
nervosas aferentes levam o impulso ao nucleo do trato espinhal do trigémeo. Os neurbnios aferentes estimulam tanto
0s interneurdnios excitatérios como os inibidores. Os interneurénios fazem sinapse com os neurdnios eferentes no
ndcleo motor do trigémeo. Os interneurdnios inibidores fazem sinapse com as fibras eferentes que se dirigem aos
musculos elevadores. A mensagem é para interromper a contracdo. Os interneurdnios excitatdrios fazem sinapse
com os neurdnios eferentes que inervam os musculos depressores da mandibula, levando-os a sua contragdo e

abertura da boca, o que faz com que se afastem do estimulo nocivo (OKESON, 2008).

2.4. Eletrobiogénese

Uma caracteristica dos organismos vivos é a resposta ativa a estimulos externos,
esta resposta depende basicamente da geracdo e transmissdo dos sinais elétricos
nestes organismos (KANDEL et al., 2003).

2.4.1. Eletromiografia

Uma caracteristica dos organismos vivos € a resposta ativa a estimulos externos,
esta resposta depende basicamente da geracdo e transmissdo dos sinais elétricos
nestes organismos (KANDEL et al., 2003).

A eletromiografia (EMG) é o monitoramento da atividade elétrica de origem
muscular, refletindo o acoplamento entre a contracdo muscular e o potencial elétrico.

Pode ser dividida em dois tipos:

1. eletromiografia de profundidade - eletrodos s&o colocados no interior do
musculo, em contato direto com as fibras musculares, avaliando a atividade elétrica
loca;

2. eletromiografia de superficie - eletrodos séo colocados na superficie do
musculo, sob a pele, sendo capaz de captar a soma da atividade elétrica das fibras

musculares ativas.

A eletromiografia pode ser:
1. monopolar, onde um eletrodo é colocado sobre o feixe muscular de interesse e

0 outro eletrodo (chamado de referéncia) € colocado num ponto ndo afetado pela
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atividade do feixe muscular de interesse. Mede-se a diferenca de potencial elétrico
entre estes dois pontos;

2. bipolar, onde se tem dois eletrodos registrando a regido de interesse e um
terceiro eletrodo chamado terra, colocado em um local ndo afetado pela atividade.
Mede-se, portanto a diferenca de potencial entre estes eletrodos tomando como
referéncia o eletrodo terra (AGUIRRE, 2004).

Como em diversas outras aplicacfes, os sinais coletados podem estar repletos
de ruidos que mascaram o sinal, inclusive ruidos vindos da rede elétrica. Desta forma o
emprego de filtros analégicos € peca fundamental para o emprego bem sucedido da
técnica. Uma boa forma de reduzir os efeitos do ruido € efetuar média de dados
correspondentes a repetidos ensaios, processo esse conhecido como promediacao.

Este processo € comum em técnicas de potenciais evocados (AGUIRRE, 2004).
2.4.2. Estimulacao elétrica
O estimulo aplicado pelo eletroestimulador, através de um eletrodo bipolar deve

ser monofasico e de baixa freqiéncia, capaz de deflagrar respostas estaveis, mas sem
causar facilitacdo ou depresséao sinaptica (SELIG & MALENKA, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da ingestdo crbénica e aguda do café, como alimento funcional,

sobre a modulacdo do RAB, em ratos adultos anestesiados.

3.2 Objetivos especificos

1.

2.

avaliar o consumo crénico e agudo de racao controle, racdo adicionada de café e
racdo adicionada de cafeina, pelos animais experimentais;
avaliar o ganho de peso semanal dos animais alimentados com as diferentes
dietas;
Estimular o musculo digastrico e avaliar os parametros eletromiograficos nos
animais submetidos as diferentes dietas e nos animais administrados por
gavagem extrato de café e solucdo de cafeina e de animais injetados com
solucao de cafeina:

a) Amplitude;

b) Laténcia do primeiro pico;

c) Laténcia para o inicio;

d) Maxima inclinagéo;

e) Tempo para a maxima inclinacéo;
f) Duracao;

g) Energia do periodo controle;

h) Energia do periodo de anélise.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Protocolo experimental

O protocolo experimental estd de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal conforme projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA / UFMG) sob o protocolo 272/2008.

4.1.1. Animais

Ratos da raca Wistar, da col6nia do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Faculdade de Farméacia da UFMG, foram acasalados e, durante o periodo de gestacao,
receberam dieta composta de ra¢éo de biotério (Labina, Purina, produzida no estado de
Séo Paulo, Brasil), enriquecida com 20% de racao para caes (Kanina, Purina, produzida
no estado de S&o Paulo, Brasil), com a finalidade de adequar o suprimento lipidico e
protéico da racdo. Ao nascimento, os filhotes foram agrupados em numero de oito por
mae, mantendo-se o maior nimero possivel de machos. Apos o desmame, que se deu
aos 21 dias de vida, os machos foram acondicionados em gaiolas individuais e

separados aleatoriamente em 0ito grupos experimentais:

1 Grupol (n=6) — Grupo dieta controle (G1l). Os animais receberam dieta
composta de racao de biotério enriquecida com ragéo para cées, fornecida ad
libitum;

1 Grupo 2 (n=6) — Grupo dieta suplementada com cafeina (G2). Os animais

receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
caes, adicionada de 0.08% de cafeina, fornecida ad libitum;

1 Grupo 3 (n=6) — Grupo dieta suplementada com café (G3). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racdo para

caes, adicionada de extrato de café a 6%, fornecida ad libitum;
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1 Grupo 4 (n=6) — Grupo dieta controle salina para gavagem (G4). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
caes e, por gavagem, 2,3 mililitros (ml) de solucédo salina, uma hora antes do

registro do reflexo;

1 Grupo 5 (n=6) — Grupo dieta controle café para gavagem (G5). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
cées e, por gavagem, 2,3 ml de extrato de café a 6%, uma hora antes do
registro do reflexo;

1 Grupo 6 (n=6) — Grupo dieta controle cafeina para gavagem (G6). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
cées e, por gavagem, 2,3 ml de cafeina 0.08%, uma hora antes do registro do

reflexo;

1 Grupo 7 (n=6) — Grupo dieta controle para salina injetavel (G7). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
caes e, por inje¢ao i.v., 0,3 ml de solugéo salina, uma hora antes do registro do

reflexo;

1 Grupo 8 (n=6) — Grupo dieta controle para cafeina injetavel (G8). Os animais
receberam dieta composta de racdo de biotério enriquecida com racao para
caes e, por injecao i.v., 0,3 ml de cafeina a 0,08%, uma hora antes do registro

do reflexo.

Todos os grupos receberam agua ad libitum e foram pesados semanalmente. A
ingestdo da dieta controle e experimental foi monitorada semanalmente. Estes
procedimentos foram realizados até que o0s animais completassem a idade de 20

semanas, quando foram realizados os experimentos.
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4.2. Material

Centrifuga refrigerada Hitachi modelo CR21 (Hitachinaka, Jap&do); micro-moinho
tipo Willye Tecnal, modelo Te-648 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil); estufa de
esterilizagido e secagem com circulagéo de ar forcada e termémetro digital Nova Etica,
modelo 420D (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Balanca digital, Sartorius, AG
Gottingen, modelo BP 2100, fabricada na Alemanha. Gaiolas para ratos de
polipropileno, com 41,4 centimetros (cm) de comprimento, 34,4 cm de largura, e 16,8
cm de profundidade. Tampas de gaiola de aramado, tipo comedouro, com 41 cm de
comprimento, por 34 cm de largura. Frascos de vidro, com 500 ml de capacidade, bicos
de aco inoxidavel para os frascos de vidro, com oito cm de comprimento. Canula

metalica de gavagem curva, com sete cm de comprimento.

4.2.1. Caracterizacdo do café

O café utilizado foi da espécie coffea arabica, torrado a uma temperatura de
160°C em tempo aproximado de 13 minutos na classificacéo 45 ideal para consumo. A
classificacdo dos pontos de torra foi realizada com auxilio de discos colorimétricos
AGTRON/SCAA, de acordo com os padrfes utilizados pela Associacdo Brasileira da
Indastria de Café (ABIC). A amostra utilizada foi do tipo exportacédo, grdo sem defeito,
granulacdo média e de processo de preparo natural de bebida mole. O teor de cafeina
presente no po de café foi de 12,5 mg cafeina/g de café (1,25%).

4.2.2. Caracterizacéo da cafeina

A cafeina utilizada foi a cafeina anidra pro-analise a 0,08%, adquirida da,
Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda -Diadema - Sdo Paulo, Brasil.
Para melhorar a solubilidade da cafeina, utilizou-se o &cido citrico pré-andlise

monohidratado, adquirido da Vertec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil.
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4.2.3. Equipamentos utilizados para eletrofisiologia

a. Um eletroestimulador de corrente constante, modelo DS3, da Digitimer Research
Instruments Ltd; fabricado na Inglaterra (Figura 3).

b. Um condicionador de sinais marca Cyberamp, modelo 380, da Axon Instruments
Inc; fabricado nos Estados Unidos (Figura 3).

c. Uma placa conversora analdgico-digital, modelo DAQ 6023E, da National
Instruments Electronics Workbench Group Inc, fabricada nos Estados Unidos
(Figura 3).

d. Um computador de registro, padrdo IBM-PC, placa méae Pentium MMX,
processador AMDK 6.300, disco rigido com 4 GB, fabricado no Brasil (Figura 3).

Figura 3 — Estacdo de trabalho dos experimentos realizados no NNC/ICB/UFMG.

Equipamentos equipamentos utilizados: 1. eletroestimulador de corrente constante, modelo DS3, fabricado pela

Digitimer Research Instruments Ltd; 2. condicionador de sinais, marca Cyberamp, modelo 380, fabricado pela Axon
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Instruments Inc; 3. placa conversora analédgico-digital, modelo DAQ 6023E, fabricada pela National Instruments
Electronics Workbench Group Inc acoplada no computador; 4. computador de registro, padrdo IBM—PC, placa mae

Pentium MMX, processador AMDK®6.300, disco rigido com 4 GB.

4.2.4. Softwares utilizados para eletrofisiologia

a. Software Kananda, desenvolvido no Nucleo de Neurociéncias da Universidade

Federal de Belo Horizonte, Brasil;

b. Programa MATLAB (MATrix LABoratory), The Mathworks Inc, versao 7.10.0.499

— R.2010a, desenvolvido nos Estados Unidos.
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4.3. METODOS

4.3.1. Extracéo do café

A extracdo do café foi realizada de acordo com VITORINO et al. (2001) com
algumas modificagdes. Um volume de 100 ml de 4gua destilada foi aquecido em chapa
elétrica até 90°C e vertido lentamente sobre 6 g de café a 6%, da amostra do café
moido. Apés agitacao por 2 minutos, a suspensao foi resfriada em banho a temperatura
ambiente por 10 minutos. O extrato foi entdo centrifugado (Centrifuga Hitachi,
Hitachinaka, Japéo) a 27 g por 10 min a 10°C. O sobrenadante foi coletado em uma

proveta e o volume completado para 100 ml.

4.3.2. Preparo das dietas

As racdes Labina e Kanina foram previamente moidas (moinho de facas
Marconi, modelo 6294, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) e misturadas numa propor¢cao de
4:1, ou seja, 80 g de racao para ratos e 20 g de racao para caes. A cada 90 g desta
mistura foram adicionadas 100 ml de uma solucdo contendo 4% de gelatina em po
(Fabricante Gelita, fornecida pelo LabSynth - Produtos para Laboratério Ltda, Sao
Paulo,Brasil), 1% de amido de milho e 5% de acucar cristal, previamente dissolvidos,
recebendo o nome de dieta controle. A dieta suplementada com café teve a dieta
controle como base, porém 100 ml do extrato de café a 6% foram utilizados para o
preparo da solugdo contendo gelatina, amido e aclUcar. Do mesmo modo, a dieta
suplementada com cafeina teve a dieta controle como base, porém a essa foi
adicionada 0,08% de cafeina (valor correspondente ao teor de cafeina presente na
dieta com café). Depois de adequadamente homogeneizada, a massa resultante foi
cortada em pequenos pedagos e secada a 60°, em estufa de secagem com circulagao
forcada de ar (Nova Etica, modelo 420 D, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil).

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais que possuiam

bebedouros de vidro, onde era colocada a agua. As gaiolas eram equipadas com
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tampas onde era colocada a ragdo, de maneira que 0 animal tivesse acesso a mesma.

4.4. Procedimentos para validacdo do método

4.4.1. Eletroestimulador

Inicialmente foi desenvolvido um eletroestimulador no NNC, controlado pelo
computador, utilizando-se o programa Adobe Audition, programado para dar um
estimulo elétrico de 50 volts (V) a cada segundo, com frequéncia de um hertz (Hz) e
com duracdo de 0,1 ms. A alimentacéo foi feita por seis baterias de nove volts, e mais
duas faziam o aparelho funcionar.

Um novo eletroestimulador foi usado em seguida, o qual ndo necessitava de
ligacdo com o computador para funcionar, programado com 0S mesmos parametros do
primeiro. Trata-se de um eletroestimulador de corrente constante, marca Digitimer,
modelo DS3.

4.4.2. Experimentos preliminares para validacdo do método

Inicialmente os experimentos foram feitos com eletrodos, colocados na
comissura labial e nos dentes inferiores dos animais. Depois, 0s eletrodos passaram a
ser colocados na lingua dos ratos. Esta modificagdo visou garantir que 0 que estava
sendo registrado eram realmente o estimulo e as contragdes do musculo digastrico.

Foram utilizados dois grupos com quatro ratos fémeas da raca Wistar, cada um
com aproximadamente 12 semanas, com peso de 280 a 450 gramas, com idade de 12
a 20 semanas de vida. Foram fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmacia da
UFMG. Cada animal foi controle de si proprio.
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4.4.2.1. Preparacdo, estimulacdo e registros do EMG no musculo digastico e
avaliacdo do RAB

Os ratos receberam anestesia geral, sendo a Uretana 140 mg/ml (1 ml por 100 g
de peso corporal) o anestésico utilizado, aplicacdo via intraperitoneal.

Uma inciséo foi feita ao longo do aspecto ventral da mandibula, para instalagédo
dos eletrodos, no musculo digastrico direito, para a avaliacdo do RAB. Estes eletrodos
bipolares foram confeccionados usando-se agulhas gengivais de aco inoxidavel, de 5
cm de comprimento, marca comercial Unoject (Figura 7). Para eletromiografia bipolar,
duas agulhas foram ferulizadas com acrilico auto-polimerizavel mantendo uma
distancia paralela de quatro milimetros (mm). A estimulacédo elétrica consistiu de 10
pulsos retangulares monofasicos de 0,1 milisegundos (ms) de duracdo em uma
voltagem de 50 V com 1 Hz de frequéncia, feita com dois eletrodos de aco presos a
lingua do animal ferulizados e distantes entre si 4 mm. Um terceiro eletrodo, o terra, foi
introduzido no membro dianteiro esquerdo (Figura 7).

Para a realizacdo dos registros, os animais foram colocados em posicao supina,
sobre uma bolsa de agua quente, para manter a temperatura corporal de 37°C (Figura
7).

Para expressar o RAB, as respostas eletromiograficas do musculo digastrico
direito foram registradas, usando-se um eletrodo, introduzido cirurgicamente dentro do
musculo. As respostas evocadas foram amplificadas e filtradas. Dois registros iniciais
(valores bésicos do reflexo) foram obtidos.

Em seguida a lingua do animal foi anestesiada usando-se, o cloridrato de
mepivacaina 3%, anestésico local sem vaso constritor, na proporc¢ao de 0,1 ml por 100
g de peso corporal.

Os registros foram feitos durante cinco minutos, antes da aplicacéo de anestesia
na lingua, e um minuto depois da lingua anestesiada.

Subsequentemente, as respostas eletromiograficas do musculo digastrico foram

analisadas.
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4.4.2.2. Procedimento de registro de EMG

Os registros foram realizados sempre nos mesmos horarios, ou seja, das 8h00
as 14h00. Os canais de registro foram: 1. contracbes do musculo digastrico(EMG); 2.
estimulo elétrico; 3. eletrocardiograma (ECG).

Foi utilizada uma placa conversora analégica — digital (A/D) mo. O programa para
a aquisicdo de sinais foi o NNC-DAQ 6023E, da National Instruments, Inc. A
amplificacéo final foi de 10.000 vezes. Foi utilizado também o condicionador de sinais
Cyberamp 380, com ganho de 10, um eletroestimulador, desenvolvido no NNC e um
computador de registro.

4.4.2.3. Medidas realizadas

Foram avaliadas a laténcia, a duracdo e a amplitude do RAB, pela resposta
miogénica do musculo digastrico, dos grupos experimentais. Esta avaliacao foi feita

usando-se o programa MATrix LABoratory (MAT-LAB).

4.4.2.4. Primeiro grupo (controle x mepivacaina)

A representacdo grafica dos estimulos médios feitos no experimento de um dos
animais pode ser vista na figura 4. Pode-se observar a média das intensidades, das
laténcias e das duracdes das contracfes do musculo digastrico do mesmo rato antes e
apos a anestesia. Os estimulos médios estdo representados pelos dois primeiros
tracos verticais. As contracdes musculares se iniciam nos segundos tracos verticais, o
vermelho antes da anestesia, o azul depois da anestesia. As intensidades podem ser
vistas pela altura destes tracos verticais e podem ser medidas em milivolts (mV). As
laténcias séo as distancias entre os tragos verticais. As duragcdes das contracdes sao
representadas pelos vales que vao desde o inicio da laténcia até o término da curva.
Tanto as laténcias como as duracdes podem ser medidas em segundos (s). Pode-se
notar na figura 4 que a contragdo do musculo digastrico, diminuiu, mas ndo cessou

totalmente, depois da aplicacdo de anestesia na lingua.
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Figura 4 — Representacdo grafica da média dos estimulos, e da média das contracfes
do musculo digastrico, antes e apds a anestesia por mepivacaina para o rato 1 -

Primeiro grupo. A media dos estimulos esta representada pelos dois primeiros tragos verticais (vermelho e

azul). A média das contragBes musculares se inicia nos segundos tracos verticais, o vermelho antes da aplicacao da
anestesia, 0 azul depois da anestesia. As amplitudes podem ser vistas pela altura destes tracos verticais e podem
ser medidas em mV. As laténcias séo as distancias entre os tracos verticais. A duragdo é representada pelo vale que
vai desde o inicio da laténcia até o término da curva. Tanto as laténcias como as duracdes podem ser medidas em

ms. Pode-se notar que a contragdo do musculo depois da anestesia diminui, mas ndo cessou totalmente.

Com o objetivo de interromper a comunicacdo neural da lingua com o musculo

digastrico, optou-se pela clipagem da regido média da lingua.

4.4.2.5. Segundo grupo (controle x clipagem)

Neste grupo foram feitos os mesmos procedimentos do grupo anterior, com
excecdo da anestesia, que foi substituida pela clipagem do terco médio da lingua,

utilizando-se uma pinga hemostatica (Figura 5).
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Figura 5 — Representacao grafica dos estimulos médios e das contracdes médias do

musculo digastrico antes e ap0s a clipagem para o rato 1- Segundo grupo. A média dos

estimulos esta representada pelos dois primeiros tracos verticais. A média das contra¢cdes musculares se inicia nos
segundos tracos verticais, o vermelho antes da anestesia, 0 azul depois da clipagem. As intensidades podem ser
vistas pela altura destes tracos verticais. As laténcias sdo as distancias entre os tragos verticais. As duracdes sdo o0s
vales que vao desde o inicio da laténcia até o término da curva. Pode-se observar que as contragfes musculares,

depois da clipagem (representadas em azul) cessam totalmente.

Nota-se que depois da clipagem da lingua, a contragdo do musculo digastrico
(em azul) cessa totalmente (Figura 5).

Esta representada na figura 6, a média das contracées do musculo digastrico,
para todos os animais do grupo, pela qual se pode notar que as contracbes cessam

apos a clipagem em todos os animais estudados do segundo grupo.
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Figura 6 — Representacdo grafica da média das contracdes do muasculo digastrico

antes e apos a clipagem, para todos os animais do segundo grupo. Representacdo gréfica

esta entremeada pela média dos estimulos, e das variaveis: duracao, laténcia e amplitude, de todos os animais do

segundo grupo (controle x clipagem).

4.5. Experimento nos oito grupos de animais

4.5.1. Preparacdo, estimulacdo e registros do EMG no musculo digastrico e
avaliacdo do RAB

Os ratos foram anestesiados com Uretana (etil carbamato) 140 mg/ml. O
anestésico foi administrado por via intraperitoneal, 1 ml por 100 g de peso.

Uma inciséo foi feita ao longo do aspecto ventral da mandibula, para instalacédo
de dois eletrodos no musculo digastrico esquerdo, para registrar a contracdo muscular
provocada pelo RAB. Estes eletrodos bipolares foram confeccionados usando-se
agulhas gengivais de ac¢o inoxidavel, de cinco centimetros de comprimento, marca
comercial Unoject (Figura 7). Para a eletromiografia bipolar, duas agulhas foram
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ferulizadas com acrilico auto-polimerizavel mantendo uma distancia paralela de quatro
mm.

A estimulacéo elétrica, feita com o eletroestimulador Digitimer, consistiu de 10
pulsos retangulares monofasicos de 0,1 ms de duracdo em uma voltagem de 50 V com
1 Hz de frequéncia, feita com dois eletrodos de a¢o presos a regido anterior da lingua
do animal (Figura 7), ferulizados e distantes 4 mm entre si. Um terceiro eletrodo, o
terra, foi introduzido no membro dianteiro esquerdo.

Para a realizacao dos registros, os animais foram colocados em posicao supina,
sobre uma bolsa elétrica de agua quente, para manter a temperatura corporal de 37°C
(Figura 7).

Mo

Figura 7 — Etapas do experimento com o animal. Procedimento cirGrgico para exposi¢do do

musculo digastrico e monitoramento do animal (ECG e EMG). Os dois eletrodos de estimulacéo foram
colocados no tergo anterior da lingua do rato, mantido com a boca aberta pelo dispositivo metalico de
abertura da boca. Os eletrodos para EMG foram colocados no musculo digastrico (feixe esquerdo) e o

terra no membro dianteiro esquerdo. Pode-se observar também a clipagem da lingua.

Para expressar o RAB, as respostas eletromiograficas do musculo digastrico
foram registradas usando-se um eletrodo, introduzido cirurgicamente dentro do
musculo (Figura 7). As respostas evocadas foram amplificadas e filtradas, pelo

Cyberamp, Para cada registro do RAB, 300 respostas eletromiograficas sucessivas
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foram medidas e representadas graficamente. O reflexo foi evocado e registrado
durante 5 minutos para cada animal. Dois registros iniciais (valores béasicos do reflexo)
foram obtidos e as respostas eletromiograficas do musculo digastrico foram
registradas.

Em seguida, usando-se uma pin¢a hemostatica, a lingua do animal foi clipada na
regido média, com o objetivo de bloquear a conducdo neural, e mais um minuto de
gravacao foi feito. Os registros foram feitos durante cinco minutos antes, e durante um

minuto depois da lingua clipada (Figura 7).

4.5.2. Procedimentos de registro do EMG

Os registros do EMG foram realizados sempre nos mesmos horarios, ou seja,
das 8:00 as 14:00 horas. Os canais de registro foram: 1. musculo digastrico (EMG); 2.
estimulo elétrico; 3. ECG.

Depois de preparados, 0s animais passavam por um periodo de estabilizacao e,
com os parametros cardiovasculares, pressao arterial (P.A.) estavel, iniciaram-se o0s
experimentos propriamente ditos. Cada experimento teve duracdo de 5 minutos. Os
registros que apresentaram artefatos foram corrigidos de forma que fosse possivel

eliminar a interferéncia de ruidos sobre os parametros analisados.

4.5.3. Eletrofisiologia e anélise do sinal

A etapa de processamento analégico consistiu de amplificacdo em filtragem do
sinal - 0,1 a 10.000 Hz (Cyberamp 380, Axon Instruments). O sinal foi digitalizado a uma
taxa de amostragem de 10000 Hz (National Instruments Inc., modelo NIDAQ 6023E) e a
aquisicao foi feita por meio do software Kananda. O processamento digital dos sinais foi
realizado no software Matlab (The MathWorks Inc.), utilizando-se o algoritmo Fast

Fourier Transform (FFT) para realizacdo das analises de Fourier.
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O RAB foi evocado e registrado durante cinco minutos, imediatamente depois da
cirurgia. Depois a lingua foi clipada e as contragbes do musculo digastrico foram

interrompidas, conforme podemos observar na figura 8.

oclusdo :-.

B
Figura 8 — Grafico Mesh tridimensional representativo do sinal EMG bruto. A.

Representacdo de um experimento com seus registros eletromiograficas dos estimulos elétricos e todas as
contragdes musculares durante 5 minutos, e mais um minuto pés-clipagem da lingua do rato. B. As ondas
eletromiogréficas estdo mostradas em vermelho e azul, as vermelhas séo positivas, isto €, estdo acima da linha base
demostrada em amarelo, e as azuis negativas, abaixo da mesma linha. O momento da clipagem esté indicado pela

seta (occlusion). Observa-se que apoés a clipagem ndo acontece nenhuma contracgao.

Inicialmente foram avaliadas a laténcia, a duracdo, e a amplitude (Figura 9), e em

seguida a inclinagdo da amplitude (Figura 10) do RAB.
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Figura 9 — Representacdo grafica da média dos estimulos e da média das contracfes

do mausculo digastrico durante 5 minutos. A média dos estimulos esta representada pelos dois
primeiros tragos verticais. A amplitude pode ser vista pela altura dos tragos verticais. A laténcia esta representada
pela distancia entre os tracos verticais. Pode-se ver a duragdo pelos vales que vao desde o inicio da laténcia até o

término da curva. Estimulacédo= x, y; Laténcia = x1-x; Amplitude = y2-y3; Duragao = x4-x1.
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Figura 10 — Representagcdo grafica da média das inclinagdes das amplitudes. Foram

calculadas da seguinte maneira: yl —y2 , mostrada em azul.
x1 —x2
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Em seguida, optou-se pela avaliacdo de um maior nUmero de parametros (Figura
11): 1) amplitude (valor do primeiro pico); 2) laténcia do primeiro pico; 3) laténcia para o
inicio; 4) maxima inclinacéo; 5) tempo para a maxima inclinacéo; 6) duracéo; 7) energia
do periodo controle; 8) energia do periodo de analise do RAB; objetivando-se mais
dados nos resultados. Estas avaliacbes foram também interpretadas usando-se o
software MAT-LAB.

\ &
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D a b ; I
'1 [ e, lmelorm b
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Figura 11 - Representacao grafica dos oito parametros analisados. A- Média dos
estimulos esta representada pela intersecdo da linha vertical no ponto b. Parametros:
(1) amplitude pode ser vista pela altura da primeira linha vertical = ag; (2) laténcia do
primeiro pico pode ser observada pela distancia do estimulo até a parte mais baixa da
curva, no plano horizontal = hi; (3) laténcia do comeco € representada pela distancia
entre o estimulo até o comeco da curva, no plano horizontal = bc; (4) maxima inclinacao
pode ser vista pela linha que passa atraves da curva descendente = cf; (5) tempo para
méaxima inclinacdo pode ser observado no plano horizontal = ef; (6) duragdo é a
distancia do comeco da laténcia até o fim da curva, vista no plano horizontal = cd. B-

Estimulo = x. Parametros: (7) energia do periodo controle é a area antes do estimulo =
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abeda; (8) energia do periodo de andlise é a &rea do estimulo até o termino do reflexo =

bcgfb.

A analise dos dados foi feito nos resultados de todos os ratos. Podemos ver nas

figuras 12, 13, 14 e 15, graficos representativos de um dos animais.
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Figura 12 — Representacdo grafica de todas as ondas registradas durante 5
minutos antes da clipagem da lingua, de um experimento. As ondas registradas significam

as contrac¢des do musculo digéstrico durante esse periodo.
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Figura 13 — Representacdo grafica de todas as ondas registradas durante um
minuto apés a clipagem da lingua. Observa-se a completa auséncia de ondas, o que significa

que as contracdes do muasculo digastrico durante esse periodo cessaram.

—Volts=[v]

Q01 0005 0 0005 001 0015 0.04.p0

Figura 14 — Representacédo grafica da média (promediacdo) das ondas registradas
durante 5 minutos antes da clipagem da lingua. Observa-se a média das contragbes do

musculo digastrico durante esse periodo.
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Figura 15 — Representacdo gréafica da média (promediacédo) de todas as ondas

registradas durante um minuto ap6s a clipagem da lingua. Observa-se a completa
auséncia de ondas, o0 que significa que as contracdes do musculo digastrico cessaram durante esse

periodo.

Apos os procedimentos experimentais, 0s animais foram sacrificados usando-se

uma dose excessiva de uretana.
4.6. Andlise estatistica dos dados

Os resultados dos dados de consumo de dieta e ganho de peso dos animais
foram analisados por Anova e comparacao (pos-hoc) pelo teste de Duncan (DUNCAN,
1957).

O teste de frequéncia de distribuicdo Kruskal-Wallis e Dunn (GLANTZ, 2011) foi
aplicado para analisar os resultados dos dados dos oito parametros aplicados na

avaliacdo do RAB dos oito grupos de animais.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da ingestdo de café e cafeina no consumo diério de racéo, e sobre a

massa corporal dos animais do grupo crénico

O consumo diario de ragéo recebido pelos grupos crénicos, G1, G2 e G3, esta
representado na figura 16. Os valores de consumo correspondem a média ingerida nas
semanas indicadas, para cada grupo de seis ratos N&o foi observada diferenca
significativa entre os grupos que se alimentaram com dieta suplementada com café
(6%) ou cafeina anidra (0,08%), quando comparados com 0 grupo que recebeu dieta

controle, isto é, dieta sem suplementacéo (P>0,05 — Teste de Duncan).

30,0 1

25,0 1

20,0 4
—&— Controle

15,0
—8— Cafeina

10,0 Café

Consumo didrio + EP (g)

5,0

0,0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Idade (semana)

Figura 16 - Consumo diario médio de racdo dos grupos de ratos G1, G2 e G3. Os valores

sdo expressos como média + EPM (n =6). G1 grupo dieta controle; G2 grupo que recebeu dieta suplementada com
cafeina anidra (0,08%); G3 grupo que recebeu dieta suplementada com café (6%). N&o foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos de dieta suplementada e controle (P>0,05 — Teste de Duncan).

Podemos observar na figura 17 os resultados da ingestdo de café (6%) ou

cafeina (0,08%) sobre a massa corporal dos animais. As massas corporais dos grupos
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ndo foram alteradas pela adicdo de café ou cafeina na dieta (P>0,05 — Teste de

Duncan).

M Controle ™ Cafeina Café

500,0
450,0
400,0 - T T T
350,0 - T 7l ‘

300,0 - T BT
250,0 - I

200,0 - ]

Mass corporal, g

150,0 -
100,0 A
50,0

I T e S e e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Idade (semanas)

Figura 17 - Efeito da dieta controle sobre a massa corporal dos ratos. Os valores sdo

expressos como média + EPM (n = 6). G1 representa o grupo que recebeu dieta controle; G2 representa o grupo que
recebeu dieta suplementada com cafeina anidra (0,08%); G3 indica o grupo que recebeu dieta suplementada com
extrato de café (6%). N&o foi encontrada diferenca significativa na massa corporal entre os grupos que receberam
dieta controle, dieta suplementada com cafeina (0,08%) ou com café (6%) (P>0.05 — Teste de Duncan).

5.2. Efeito da ingestéo de café e cafeina no consumo diéario de racao, e sobre a

massa corporal dos animais do grupo agudo

Na figura 18 estd representado o consumo diario de dieta controle recebido
pelos ratos do grupo agudo (grupos G4, G5, G6, G7 e G8) antes dos experimentos,
quando receberam gavagem de agua, café ou cafeina, ou injecado i.v. de solucao salina
ou cafeina. Os valores de consumo correspondem a média ingerida nas semanas
indicadas, para cada grupo de seis ratos. Os cinco grupos receberam a mesma dieta
durante as vinte semanas, e como esperado, ndo foi observada diferenca significativa

entre os grupos (P>0,05 — Teste de Duncan).
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Figura 18 - Consumo diario médio de dieta controle dos grupos G4, G5, G6, G7 e G8,

antes dos experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n =6). N&o foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos (P>0,05 — Teste de Duncan).

Podemos observar na figura 19 os resultados da ingestdo de dieta controle

sobre a massa corporal dos ratos dos grupos G4, G5, G6, G7 e G8 antes dos

experimentos, quando receberam gavagem de agua, café ou cafeina, ou injecdo i.v. de

solucdo salina ou cafeina. Os cinco grupos receberam a mesma dieta durante os 140

dias, e as massas corporais desses grupos nao foram alteradas (P>0,05 — Teste de

Duncan).

500
450 -

Massa corporal, g

14 15 16 17

11 12 13

Idade (semanas)
M Gavagem dgua B Gavagem cafeina

M Injegdo salina M |njecdo cafeina

18 19

M Gavagem café

Figura 19 - Efeito da dieta controle sobre a massa corporal dos ratos dos

grupos G4,
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G5, G6, G7 e G8, antes dos experimentos (grupo agudo). Os valores s&o expressos como média
+ EPM (n =6). N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (P>0,05 — Teste de Duncan).

5.3. Avaliacédo do RAB

Andlise do efeito da dieta suplementada com café ou cafeina (grupo crénico), e
do efeito da gavagem de agua, café ou cafeina, e da injecao i.v. de solucdo salina ou

cafeina (grupo agudo) sobre os oito parametros do RAB dos ratos nos oito grupos.

Durante os experimentos alguns grupos sofreram reducdo da amostra, ou por
erro de leitura dos equipamentos, ou por Obito de alguns animais, especialmente no
grupo agudo. As amostras de cada grupo ficaram assim representadas: a) grupo
controle (n=5) que recebeu dieta controle; b) grupo cafeina (n=5) que recebeu dieta
suplementada com cafeina anidra (0,08%); c) grupo café (n=6) que recebeu dieta
suplementada com extrato de café (6%); d) grupo gavagem agua (n=2) que recebeu
dieta controle mais gavagem agua; e) grupo gavagem cafeina (n=3) que recebeu dieta
controle mais gavagem cafeina; f) grupo gavagem café (n=5) que recebeu dieta
controle mais gavagem café; g) grupo injecdo salina (n=3) que recebeu dieta controle
mais injecdo salina; h) grupo injecdo cafeina (n=5) que recebeu dieta controle mais

injecdo cafeina.
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5.3.1. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injec&o i.v. sobre a
amplitude do RAB

A figura 20 apresenta os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com
café (6%) ou cafeina (0,08%) dos animais do grupo crénico, e do efeito da gavagem de
agua, café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solugdo salina ou cafeina nos animais do
grupo agudo sobre a amplitude do RAB.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), assim como da
gavagem de agua, café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solugéo salina ou cafeina, ndo
afetaram o valor da amplitude do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).

Amplitude (Valor 1° pico)

Figura 20 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, e do efeito da
gavagem de agua, café ou cafeina, e da injecédo i.v. de solucdo salina ou cafeina, sobre

a amplitude do RAB nos 0it0 grupos. Os valores s&o expressos como média = EPM (n = 6). N&o foi

encontrada diferenca significativa no valor da amplitude do RAB entre os oito grupos (P>0.05 — Teste de Dunn).
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5.3.2. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injecéo i.v. sobre a

laténcia do primeiro pico do RAB

Estédo representados na figura 21 os resultados do efeito da suplementacéo da
dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%) dos animais do grupo crénico, e do efeito da
gavagem de agua, café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina dos
animais do grupo agudo sobre a laténcia do primeiro pico do RAB.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), da gavagem de
agua, café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina, ndo afetaram a
laténcia do primeiro pico do RAB, quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).

Laténcia 1° pico

0.0080 1

0.0075 9

» 0.0070 9

0.0065 7

Grupos

Figura 21 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, efeito da
gavagem de agua, café ou cafeina, e do efeito da inje¢éo i.v. de solucdo salina ou

cafeina, sobre o valor da laténcia do primeiro pico do RAB nos 0ito grupos. Os valores séo

expressos como média + EPM (n = 6). Nao foi encontrada diferenca significativa no valor da laténcia do primeiro pico
do RAB entre os oito grupos (P>0.05 — Teste de Dunn).
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5.3.3. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injecéo i.v. sobre a

laténcia para inicio do RAB

Os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo crbnico, e do efeito da gavagem de agua, café ou
cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina dos animais do grupo agudo
sobre a laténcia para o inicio do RAB estdo demonstrados na figura 22.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina ndo afetaram o
tempo da laténcia para o inicio do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).

Laténcia Inicio

0.008 1

0.006 I

® 0.004 ]

0.002

0.000 -
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Figura 22 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solugdo salina ou cafeina, sobre a laténcia para o

inicio do RAB Nnos 0ito grupos. Os valores s&o expressos como média + EPM (n = 6). N&o foi encontrada
diferenca significativa no valor da laténcia para o inicio do RAB entre os grupos (P>0.05 — Teste de Dunn).
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5.3.4. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injecéo i.v. sobre a

maxima inclinagdo do RAB

Os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo crbnico, e do efeito da gavagem de agua, café ou
cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina dos animais do grupo agudo
sobre a maxima inclinacdo do RAB dos animais dos grupos crbénico e agudo, estédo
demonstrados na figura 23.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina nao afetaram a
maxima inclinacdo do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 — Teste de

Dunn).
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Figura 23 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina, sobre a maxima

inclinacdo do RAB dos 0ito grupos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 6). N&o foi
encontrada diferenc¢a significativa sobre a maxima inclinagéo do RAB entre os grupos (P>0.05 — Teste de Dunn).
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5.3.5. Efeito da suplementacéo da dieta, da gavagem, e da injecao i.v. sobre o

tempo da maxima inclinacdo do RAB

Os resultados do efeito da suplementacédo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo cronico, do efeito da gavagem de agua, café ou cafeina,
e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina nos animais do grupo sobre o tempo da
maxima inclinacdo do RAB, estdo demonstrados na figura 24.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solug¢do salina ou cafeina, ndo afetaram o
tempo da maxima inclinacdo do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).

Tempo Max Inclinagéao
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Figura 24 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solugdo salina ou cafeina, sobre o tempo da

maxima inclinacdo do RAB dos 0ito grupos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 6). N&o
foi encontrada diferenca significativa sobre o tempo da maxima inclinagdo do RAB entre os grupos (P>0.05 — Teste
de Dunn).
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5.3.6. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injecéo i.v. sobre a
duracdo do RAB

Os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo cronico, do efeito da gavagem de agua, café ou cafeina,
e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina nos animais do grupo agudo sobre
duracdo do RAB, estdo demonstrados na figura 25.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solugcdo salina ou cafeina, ndo afetaram a
duracédo do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 — Teste de Dunn).
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Figura 25 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina sobre a duracdo do RAB

nos oito grupos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 6). N&o foi encontrada diferenca
significativa sobre a duragdo do RAB entre os grupos (P>0.05 — Teste de Dunn).
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5.3.7. Efeito da suplementacdo da dieta, da gavagem, e da injecéo i.v. sobre a
energia periodo controle do RAB

Os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo crdnico, do efeito da gavagem de agua, café ou cafeina,
e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina nos animais do grupo agudo sobre a
energia do periodo controle do RAB estdo demonstrados na figura 26.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solugcdo salina ou cafeina, ndo afetaram a
energia do periodo controle do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).
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Figura 26 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina sobre a energia do

periodo controle do RAB nos 0ito grupos. Os valores séo expressos como média + EPM (n = 6). Néo foi
encontrada diferenca significativa sobre a energia do periodo controle do RAB entre os grupos (P>0.05 — Teste de
Dunn).
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5.3.8. Efeito da suplementacdo da dieta com café ou cafeina sobre a energia do
periodo de analise do RAB

Os resultados do efeito da suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina
(0,08%) dos animais do grupo crdnico, do efeito da gavagem de agua, café ou cafeina,
e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina nos animais do grupo agudo sobre a
energia do periodo de analise do RAB, estdo demonstrados na figura 27.

A suplementacdo da dieta com café (6%) ou cafeina (0,08%), a gavagem de
agua, café ou cafeina, e a injecdo i.v. de solugcdo salina ou cafeina, ndo afetaram a
energia do periodo de analise do RAB quando comparada ao grupo controle (P>0.05 —

Teste de Dunn).
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Figura 27 - Efeito da dieta suplementada com café ou cafeina, da gavagem de agua,
café ou cafeina, e da injecdo i.v. de solucdo salina ou cafeina sobre a energia do

periodo de analise do RAB nos 0ito grupos. Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 6). N&o
foi encontrada diferenca significativa sobre a energia do periodo de analise do RAB entre os grupos. (P>0.05 — Teste
de Dunn).

60



5.3.9. Efeito da suplementacao da dieta com café ou cafeina sobre o RAB dos

animais do grupo crénico

O teste de frequéncia de distribuicdo Kruskal-Wallis e Dunn foi aplicado para
analisar os dados brutos dos resultados dos oito parametros da avaliacdo do RAB do
grupo cronico: G1 - grupo dieta controle, G2 - grupo dieta controle suplementada com
0,08% de cafeina, G3 - grupo dieta controle suplementada com estrato de café a 6%.

A figura 28 mostra esta analise, e demonstra a heterogeneidade dos grupos na

distribuicdo dos dados. No gréfico de andlise de amplitude (Figura 28A), o grupo da

cafeina mostra uma tendéncia de se deslocar mais para a direita.
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Figura - 28 — Efeito da suplementacdo da dieta com café ou cafeina sobre 0 RAB dos

animais do grupo croénico - dados brutos. Os valores usados para esta anélise (test por hoc) séo os

dados brutos em uma distribuigdo multimodal de poligonos de frequéncia (P>0.05 — Teste de Dunn).
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6. DISCUSSAO

Um grupo de alimentos vem sendo estudado nos ultimos anos, os chamados
alimentos protetores (ABREU et al., 2011). Dentro desse grupo estdo os alimentos
funcionais, que ingeridos diariamente em determinadas quantidades trazem
beneficio a saude, e mostram potencial para proteger ou modular o metabolismo do
organismo de maneira favoravel a reducdo de algumas doencas e a prevencao de
doencas crbnicas degenerativas como hipertensédo, diabetes, coronariopatias e
doencas neurodegenerativas. O café esta classificado dentro da categoria destes
alimentos funcionais (ANJO, 2004; ABREU et al, 2011).

Este trabalho pesquisou os efeitos do consumo crénico e moderado, e agudo do
café e da cafeina, que é representativo do consumo humano geral. Para avaliar o efeito
da ingestéo cronica do café, um alimento funcional, e da cafeina sobre o RAB, os ratos
receberam racdo suplementada com 0,08% de cafeina, e racdo suplementada com
extrato de café a 6%, administradas diariamente ao longo da vida desses animais. As
concentracfes de 0,08% de cafeina e de 6% de café na dieta basearam-se em dados
da literatura (HUBER et al., 2003; TURESKY et al., 2003).

As doses de café e cafeina utilizadas foram elevadas quando comparadas ao
consumo humano diario. O consumo de cafeina estimado nestes animais foi de 75
mg/kg/dia, para o tratamento de café a 6%. JA o consumo estimado diario de cafeina
em humanos que bebem de duas a quatro xicaras de café é de aproximadamente 8 mg
cafeina/kg de peso corporal, e para fortes consumidores de café, a quantidade pode
chegar a 15 mg/kg (TURESKY et al., 2003). Esta maior quantidade de café
administrada aos animais justifica-se pelo metabolismo mais acelerado dos ratos
(ABREU et al., 2011).

A adicéo de cafeina e café a racdo nao alterou a ingestao da dieta pelos animais,
demonstrado pelo peso corporal semelhante entre os animais que receberam dieta

controle e aqueles que receberam dieta suplementada com cafeina e café, estando de
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acordo com estudos feitos anteriormente (ABREU et al., 2011) e confirmados neste
estudo.

Existe um consenso de que o RAB é um reflexo trigemino-trigeminal do tronco
cerebral, que pode ser provocado por estimulacdo elétrica, térmica e mecéanica da
regido orofacial (CHIANG et al., 1991;. TAKEDA et al., 1998;. ELLRICH et al., 2001;.
ULUCAN et al., 2003). Estudos demonstraram que ha sinapse aferente trigeminal em
neurénios sensoriais do complexo trigemino-espinhal, onde estes neurdnios projetam
bilateralmente para excitar motoneurdnios do musculo digastrico (KIDOKORO et al,
1968; TSAI et al., 1999), e que pelo menos duas sinapses estdo envolvidos no arco
reflexo, quando o teste elétrico é aplicado, e causam uma sensac¢éo de picada dolorosa
no homem, o que indica uma excitacdo de nociceptivos aferentes musculares que
correspondem a fibras A alfa (BROMM & MEIER 1984;. KAUBE et al., 2000).

Os musculos da lingua, usados para ativar o RAB, sdo inervados por
motoneurdnios do nudcleo motor do hipoglosso (nervo craniano Xll), e as fibras séo
completamente contidas dentro da lingua e nao ligadas a quaisquer estruturas 6sseas
(SOKOLOFF, 2004).

Cafeina, um dos muitos constituintes de café, induz um largo espectro de
respostas celulares e farmacolégicas no sistema nervoso central e estimulacdo da
atividade motora, devido as suas propriedades farmacolégicas. A acdo da cafeina
ocorre principalmente por meio de bloqueio dos receptores de adenosina, e a cafeina
atua como um antagonista destes receptores (FREDHOLM & LINDSTROM, 1999).
Existem componentes de café torrado, substancias derivadas do acido clorogénico, os
dicinamoquinideos, que tém potencial para aumentar 0s niveis extracelulares de
adenosina, contrariando o efeito estimulante da cafeina (DE PAULIS et al., 2002). Isto
pode explicar a heterogeneidade das respostas dos trés grupos crdnicos em seus
dados brutos (Figura 28).

No presente estudo, os valores eletromiograficos da atividade muscular basal,
nos grupos controle, G1 (controle crénico), G4 (gavagem agua) e G7 (injecdo salina)
foram similares aos resultados encontrados na literatura (GOMEZ et al.,1998; VALLEJO
et al., 1998).

Foram analisados os oito parametros das respostas eletromiogréaficas: amplitude;
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laténcia do primeiro pico; laténcia para o inicio; maxima inclinacdo; tempo para a
maxima inclinagdo; duracéo; energia do periodo controle; e energia do periodo de
analise do RAB. Os grupos cronicos G2 (grupo cafeina) e G3 (grupo café), nao
apresentando nenhuma alteracdo se comparados ao grupo G1 (grupo controle).

Nos grupos G4, G5 e G6, animais que foram alimentados durante 20 semanas
com dieta controle e receberam gavagem de &agua, cafeina a 0,08% e café a 6%,
respectivamente, uma hora antes do experimento, os parametros analisados foram os
mesmos do grupo anterior, ndo apresentaram nenhuma alteracdo se comparados ao
grupo G1 (grupo controle).

Nos grupos G7 e G8, animais alimentados durante 20 semanas com dieta
controle, receberam injecéo i.v. de solucdo salina, injecdo i.v. de cafeina a 0,08%, e
injecdo i.v. de café a 6%, respectivamente, os parametros analisados foram os mesmos
dos grupos anteriores, ndo apresentando também nenhuma alteracdo se comparados
ao grupo G1 (grupo controle).

A analise dos dados brutos dos grupos cronicos, G1, G2 e G3, demostrou
alguma alteracdo no efeito da ingestdo de cafeina em dois parametros. A amplitude do
grupo cafeina demonstrou uma tendéncia de se concentrar mais para a direita,
comparada com os outros dois grupos (Figura 28A). Foi observada também no grupo
café, no parametro duracdo, uma tendéncia de deslocamento para a esquerda,
comparados com os dois outros grupos (Figura 28F). Consequentemente pode-se
observar que esses resultados demonstraram uma tendéncia de influenciar a
modula¢do do RAB, embora ndo tenha sido encontrada diferenca estatistica entre os
grupos.

Os resultados deste trabalho reforcam o conceito do café como alimento
funcional, uma vez que a ingestdo crénica e moderada de café ndo influenciou a
resposta do RAB.

Outro aspecto deve ser considerado, porque o estudo do RAB ajuda a
compreender melhor a parafungcdo bruxismo (LAVIGNE et al., 2003). A ativacao de
mecanismos neuronais trigeminais pode aumentar o risco de danificar tecidos
relacionados aos dentes, se o reflexo nociceptivo ndo for acionado adequadamente
quando for¢ca excessiva na oclusdo dos dentes ocorrerem. Um exemplo de forca
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excessiva é a parafuncéo de ranger ou apertar os dentes, o bruxismo (KUROSE et al.,
2005). OHAYON et al. (2001) demonstraram que consumidores de cafeina estavam no
grupo de alto risco de reportagem de bruxismo durante o sono, mas nao especificaram
a quantidade de cafeina ingerida. Extrapolando os resultados deste estudo para o
bruxismo, ja que a ingestdo cronica moderada de cafeina e café ndo influenciou a
resposta do RAB, entédo nao facilita o bruxismo.

Independentemente da hipétese nula, os resultados deste estudo mostraram que
a estimulacdo da musculatura oral (lingua) em ratos com dieta contendo ingestao
crbnica e moderada de café e cafeina ndo modulam o RAB.

Portanto, seria interessante aprofundar os estudos dos efeitos da administracéo
crobnica de café e cafeina, alterando-se alguns parametros, como maiores
doses/concentracfes de café e de cafeina. Isto se justificaria pela utilizacdo crescente
pela populagdo de doses cada vez maiores de café e de cafeina contida nos
refrigerantes, e principalmente nas chamadas bebidas energéticas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho reforcam o conceito do café como alimento
funcional, uma vez que a ingestéao crénica e moderada de café, em ratos anestesiados,
nao influenciou a resposta do RAB.

Os resultados apresentados nesta tese demonstraram que a modulagédo do RAB
nao foi alterada pela ingestdo de café ou cafeina, sob estimulacdo da musculatura oral

de ratos anestesiados.
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