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RESUMO

A cafeina € provavelmente a substancia psicoativa mais consumida no mundo. Essa
substancia esta presente em alimentos, bebidas e medicamentos, sendo esses
comercializados para individuos de todas as idades. Apesar disto, os efeitos da
cafeina sobre os adolescentes sdo pouco compreendidos. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar os efeitos psicomotores e neuroquimicos da cafeina
em ratos adolescentes e adultos. Para tanto, ratos Wistar adolescentes (dia pos-
natal 37 - 40) ou adultos (dia pos-natal 70 - 74) tiveram sua atividade locomotora
registrada apoés injecao intraperitoneal (i.p.) de salina ou cafeina (3, 10, 30, 60 ou
120 mg/kg). Em outro experimento ratos adolescentes e adultos receberam injecao
i.p. de salina ou cafeina nas doses de 30 ou 100 mg/kg e as concentracfes de
dopamina, serotonina e seus metabdlitos foram determinadas no cortex pré-frontal
medial (CPFm), nucleo acumbens (NAc), caudado putamem (CPu) e area tegmental
ventral (ATV) por cromatrografia liquida de alta resolucdo acoplada a detector
eletroquimico. Nossos resultados demonstraram que a cafeina nas doses de 10 e 30
mg/kg induziram estimulagdo da atividade locomotora em ambos as idades,
enquanto as doses mais elevadas (60 e 120 mg/kg) somente estimulou a atividade
locomotora nos animais adolescentes. A injecao aguda de cafeina na dose de 30 e
100 mg/kg aumentou as concentracdes de dopamina no CPu e na ATV em ratos
adolescentes, mas ndo em adultos, e no NAc em ambas as idades. Além disso,
cafeina causou aumento das concentracfes de serotonina no CPFm em ratos
adultos, mas ndo em adolescentes; e na ATV em ambas as idades. Portanto, em
ratos adolescentes a cafeina causa estimulacdo em uma faixa de doses mais ampla
que nos adultos. A alteracdo causada pela cafeina sobre o sistema dopaminérgico €
mais evidente em ratos adolescentes do que adultos, enquanto sobre o sistema

serotoninérgico é mais evidente em ratos adultos.

Palavras-chave: Adolescentes. Adultos. Cafeina. Estimulagdo psicomotora.

Dopamina. Serotonina.



ABSTRACT

Caffeine is the most consumed psychostimulant drug in the world. This drug is
present in food, beverages and medicines marketed for individuals of all ages.
Despite the great consumption of caffeine containing foods by children and
adolescents, few studies investigated age related effects of caffeine. Thus, we
investigated caffeine-induced locomotor activity, as well as the effects of caffeine on
the dopaminergic and serotoninergic neurotransmission in adolescents and adults
rats in areas important for motor behavior. Adolescent (postnatal day 37-40) or adult
(postnatal day 70-74) Wistar rats had their locomotor activity registered following
intraperitoneal (i.p.) injection of vehicle or caffeine (3, 10, 30, 60 or 120 mg/kg). In
other experiment adolescent or adult rats received acute i.p. injections of 30 or 100
mg/kg of caffeine or saline and had the tissue levels of dopamine, 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA), serotonin and 5-
hydroxiindolacetic acid (5-HIAA) in the nucleus acumbens (NAc), medial pre-frontal
cortex (MPFC), caudate putamen (CPu) and ventral tegmental area (VTA) quantified
by high performance liquid chromatography (HPLC). Our results showed that 10 and
30 mg/kg of caffeine induced increased locomotor activity in both adolescent and
adult rats, while at the higher caffeine doses (60 and 120 mg/kg) only adolescents
were stimulated. The acute injection of 30 or 100 mg/kg of caffeine increased
dopamine levels in the CPu and VTA in adolescent but not in adult rats, and in NAc
in both ages. Furthermore, caffeine caused an increase in the concentration of
serotonine in mPCF in adult but not in adolescent rats, and in VTA in both ages.
Thus, in adolescent rats caffeine causes stimulation in a wider range of doses than in
adults. The changes caused by caffeine on dopaminergic system are most evident in
adolescent than adult rats, while on the serotonergic system they are more evident in

adult rats.

Keywords: Adolescent. Adult. Caffeine. Psychomotor stimulation. Dopamine.

Serotonin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cafeina e a historia

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um alcal6ide purinico do grupo das
metilxantinas, nessa classe também se encontram a teobromina e a teofilina. Essas
substancias sao classificadas farmacologicamente como psicostimulantes,
juntamente com a cocaina e a anfetamina (TARKA; HURST, 1998). Os farmacos
psicostimulantes sdo substancias que aumentam a atividade psiquica e motora
(O’BRIEN, 2005), eles produzem euforia, elevacdo do humor, do estado de alerta,
do foco e reducédo da fadiga e do apetite (PIERCE; KUMARESAN, 2006). Das trés
metilxantinas, a cafeina € o estimulante mais potente, seguida pela teofilina,
enquanto a teobromina se mostra quase isenta de acgdo estimulante
(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). A cafeina foi identificada em mais de 60
espécies de plantas e segundo a histéria muitas destas plantas vém sendo
consumida desde o periodo Paleolitico (BARONE; ROBERTS, 1996).

No caso dos chas, apenas os preparados a partir da planta Camellia
sinensis, como exemplo o cha verde e o preto, apresentam substancias da classe
das xantinas, principalmente a cafeina. Historicamente esta planta é nativa da
China, partes da india, Mianmar, Tailandia, Laos e Vietham. O primeiro relato
historico do uso do chd como bebida foi na China no ano de 350 D.C. O cha foi
descrito pela primeira vez como um artigo de comércio no século V, e foi introduzido
na Europa por comerciantes holandeses que viajaram e trouxeram para a Holanda o
chéa da China e do Japdo em 1610. Em 1657, o cha foi introduzido na Inglaterra,
onde, gradualmente, alcancou popularidade nas casas de café, tornando-se,
eventualmente, a bebida nacional. O consumo do cha espalhou-se por toda Europa
no século XVII, sendo introduzido pelos holandeses na América em 1650 e
posteriormente comercializado pelos britanicos. Na América do Sul, a Argentina
tornou-se um grande produtor, apos a introducdo da cultura de cha em 1946. O
Brasil, Equador e Peru tém industrias de cha menores (BALENTINE; HARBOWY;
GRAHAM, 1998).

O mate € a bebida preparada a partir de folhas de llex paraguariensis,
as folhas de uma série de outros membros do género llex, as vezes, sdo usadas

juntamente com os de paraguariensis. Existem diversas variedades de espécie e,
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como a Camellia sinesis, ha divergéncia de opinido sobre a sua identidade e
nomenclatura. O mate contem cafeina em sua composi¢do sendo que na Argentina,
Brasil, Paraguai, Uruguai e Chile constitue uma das principais fontes de
metilxantinas na dieta. A llex paraguariensis € nativa da regido da América do Sul
entre o sul do Brasil e do Paraguai, essa planta foi usada como bebida pelas
populagcbes indigenas da area muito antes dos primeiros colonos espanhois
chegarem, no inicio do século XVI. Os niveis de cafeina variam de 0,9% a 2,2%,
sendo que a idade da folha é um determinante importante da concentracdo de
cafeina e a maneira tradicional de preparar a bebida é derramar agua fervente sobre
as folhas (GRAHAM, 1998).

Na semente do cacau a principal metilxantina é a teobromina, mas
também ocorrem pequenas quantidades de cafeina. Acredita-se que a origem do
cacau (Theobroma cacao) ocorreu a quatro mil anos atras na floresta Amazonica,
evidencias histéricas indicam o cultivo da arvore do cacau pelos Astecas e Maias na
América Central por volta do século IV D.C. Em 1502, Cristovdo Colombo levou as
primeiras sementes de cacau para a Espanha e, em 1519, durante a conquista
espanhola do império asteca, Cortez descobriu que as sementes de cacau poderiam
ser torradas, moidas e misturados com milho ou especiarias para preparar uma
bebida espessa e amarga chamada “chocolatl” (do Asteca a palavra “choco” significa
quente e “atl” significa bebida). Percebendo as possibilidades comerciais para o
desenvolvimento do cacau, Cortez estudou o cultivo e métodos de preparacao dos
astecas. Em 1528, Cortez retornou a Espanha introduzindo a "chocolatl”, sendo que
0s espanhois acharam a bebida muito amarga e adicionaram acucar a ela. Logo o
consumo de chocolate se espalhou pela Europa e em 1828, a empresa holandesa
de Van Houten inventou a prensa de cacau, o que facilitou a producao de cacau em
po pela remocéo parcial da manteiga de cacau das sementes (APGAR; TARKA,
1998).

No caso do café existem duas espécies; o Coffea arabica L. (arabica) e
o Coffea canephora (robusta) que foram os primeiros tipos produzidos e
comercializados no mundo. A espécie Coffea arabica foi introduzida na Arabia, no
Yemen no século XV onde rapidamente se tornou a bebida preferida. Os
Holandéses, Francéses e Ingléses introduziram essa espécie de café em suas

colonias a partir do século XVII. No Brasil a Coffea arabica foi introduzida em 1723,
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tornando-se o pais, até hoje, um dos mais importantes fornecedores deste tipo de
café. Ja a espécie Coffea canephora nao foi reconhecida até 1895, quando era vista
como a espeécie Coffea indigena no Congo Africano. Uma das diferencas mais
significativas entre essas duas espécies de café esta no teor de cafeina, onde a
Coffea canephora contém quase o dobro da cafeina encontrada na espécie Coffea
arabico (SPILLER, 1998).

1.2 Padrdes de uso da cafeina

Atualmente a cafeina € a substancia psicoativa mais consumida no
mundo, sendo que aproximadamente 90% da populacdo consome regularmente
alimentos que contém essa substancia (TEMPLE, 2009). As fontes naturais de
cafeina incluem graos de café, folhas de cha, nozes de cola, cacau, guarana e mate,
a cafeina pode ser ainda adicionada em alimentos, bebidas, suplementos
fitoterapicos e medicamentos (FRARY; JOHNSON; WANG, 2005). O conteudo de
cafeina nesses produtos varia entre 40 a 180 mg/150 ml no café, 24 a 50 mg/150 ml
no cha, 15 a 29 mg/180 ml nos refrigerantes de cola e 1 a 36 mg/28 g no chocolate
(BARONE; ROBERTS, 1996).

O consumo médio de cafeina pelos seres humanos alcanca valores de
80 a 400 mg por pessoa ao dia, resultando em niveis plasmaticos de 5 a 20uM
dependendo das nacfes e culturas avaliadas (DALY; FREDHOLM, 1998). Segundo
Fredholm et al. (1999) a quantidade de cafeina ingerida diariamente pelos brasileiros
€ de aproximadamente 41 mg, sendo que 26 mg da cafeina sdo provenientes do
café (representando 63,4%), 1 mg do chéa (2,4%), 10 mg do mate (24,4%) e 4 mg do
cacau (9,8%). Esse consumo € relativamente baixo se comparado a de outros
paises, por exemplo, a Holanda onde o consumo diario de cafeina € de 413 mg
(vindo 369 mg do café, 38 mg do cha e 6 mg do cacau) e os Estados Unidos onde o
consumo diario de cafeina é de 167 mg (143 mg do café, 12 mg do cha e 12 mg do
cacao).

Adolescentes e criancas sdo a populacdo com maior crescimento do
uso da cafeina, ocorrendo aumento de 70% nos ultimos 30 anos nos Estados
Unidos (HARNACK; STANG; STORY, 1999). Segundo Kendler et al. (2008) a

cafeina é a substancia psicoativa mais utilizada entre humanos de 9 a 40 anos nos
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Estados Unidos, sendo que seu consumo comeca mais cedo e alcanca mais de 90%
dos individuos adultos.

A fonte mais comum de cafeina para criancas e adolescentes € o
refrigerante, e em menor quantidade o chocolate, cha e café. Com o surgimento das
bebidas energéticas, os adolescentes passam a ter maiores opc¢des de produtos
cafeinados do que no passado (LUDDEN; WOLFSON, 2010). Vale destacar que
algumas bebidas que contém cafeina sdo comercializadas, especialmente, para
criancas (BRAMSTEDT, 2007). Contudo a literatura é escassa em estudos do efeito

da cafeina em jovens.

1.3 Mecanismo de acéao e efeitos da cafeina

A cafeina é um psicostimulante que induz a estimulacdo do sistema
nervoso central, além de afetar o sistema cardiovascular, renal e respiratorio. Devido
a esses efeitos a cafeina tem sido utilizada terapeuticamente para o tratamento da
narcolepsia, asma e apnéia (DALY; FREDHOLM, 1998). Também esta presente em
suplementos para aumentar o desempenho desportivo e como um componente de
medicamentos para o alivio dos sintomas de dor de cabeca (SHAPIRO, 2007;
BURKE, 2008). Apds a ingestdo, a cafeina € eficientemente absorvida pelo trato
gastrointestinal e € rapidamente distribuida no organismo (FISONE; BORGKVIST,;
USIELLO, 2004).

A cafeina é metabolizada pelo figado para forma dimetl e
monometilxantinas, acidos dimetil e monometiltrico, trimetil e dimetilalantoina, e
derivados uracil, sendo que os principais metabdlitos da cafeina sdo a 1,3-
metilxantina (teofilina) e a 1,7-dimetilxantina (paraxantina), a teofilina e a paraxantina
apresentam atividade biolégica e farmacoldgica. A maior diferenca no metabolismo
entre roedores e humanos é que, em ratos, 40% da cafeina metabolizada resulta em
derivados trimetil, comparado aos 6% nos humanos. Em roedores a paraxantina € o
metabolito predominante no plasma e a desmetilagdo da cafeina, para a formagéo
desta substancia, parece ser predominantemente catalisada pelo citocromo P-450.
O tempo de meia-vida das metilxantinas varia sendo que em ratos é de 0,7 a 1,2
horas e em humanos de 2,5 a 4,5 horas, a cafeina é excretada pela urina e levando-
se em consideracgdo as taxas diferentes de metabolismo da cafeina entre roedores e
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humanos, a dose de 10 mg/kg de cafeina em ratos corresponde a 250 mg de
cafeina em uma pessoa pesando 70 kg (3,5 mg/kg), e isso representaria cerca de 2
a 3 xicaras de café (FREDHOLM, 1999).

Nas doses regularmente consumidas por seres humanos, o
antagonismo dos receptores de adenosina representa o principal mecanismo de
acdo, os metabolitos teofilina e paraxantina também causam bloqueio desses
receptores. Doses mais elevadas sdo necessarias para outras acdes, tais como, a
inibicdo das fosfodiesterases, bloqueio de receptores GABA, € liberacdo de célcio
dos estoques intracelulares (DALY; FREDHOLM, 1998; FREDHOLM, 1999).

A adenosina ndo se encaixa no critério normalmente usado para definir
um neurotransmissor classico. Por exemplo, a adenosina ndo é estocada em
vesiculas e ndo é liberada pelos terminais nervosos de modo dependente de calcio
(FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004). Segundo Fredholm et al. (2005) trés
mecanismos sao responsaveis pela presenca de adenosina extracelular. O primeiro
é pela liberacdo da adenosina através de transportadores de nucleosideos, apés um
aumento das concentracfes intracelulares de adenosina ou a uma inversao do
gradiente de sédio. O segundo mecanismo é a formacao de adenosina extracelular
pelo caminho das ectonucleotidases na liberacdo de nucleotideos de adenina,
especialmente o trifosfato de adenosina (ATP). Ao contrario da adenosina, o ATP
esta presente nas vesiculas sinapticas, sendo liberada pelos terminais nervosos. E o
terceiro mecanismo ocorre através da formacdo extracelular de adenosina apés a
liberacdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc).

Entre os quatro receptores de adenosina (A1, Aza, Az, Az), a cafeina
apresenta maior afinidade pelos receptores A; e Aoa, 0S quais sdao amplamente
expressos no sistema nervoso central (HAN et al., 2009). O receptor A; € acoplado a
proteina G; (inibe a adenilil ciclase) ou G, (ativa canais de potassio) (TRUSSEL,;
JACKSON, 1985; MACDONALD; SKERRITT; WERZ, 1986). Os receptores Aga
estdo acoplados as proteinas Gs ou Gy que ativam a adenilil ciclase (HERVE et al.,
2001). Os receptores A; estdo presentes em varias regides do sistema nervoso
central como, por exemplo, hipocampo, cértex cerebral, cerebelo, amigdala, ganglios
da base e varios nucleos hipotalamicos (RIVKEES; PRICE; ZHOU, 1995). Menor
namero desses receptores é encontrado no caudado putamen (CPu) e nucleo
acumbens (NAc) (MAHAN et al.,, 1991; REPPERT et al., 1991). Entretanto, os
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receptores A,a apresentam alta densidade no estriado, nicleo acumbens, tubérculo
olfativo e amigdala, com pequena expressao no globo palido e nucleo do trato
solitario (TEMPLE, 2009). Os receptores A; encontram-se, principalmente, nos
terminais pré-sinapticos, onde inibem a liberacdo de varios neurotransmissores
incluindo a dopamina e a serotonina (OKADA; MIZUNO; KANEKO, 1996; OKADA et
al., 1999; SOLINAS et al., 2002). Os receptores A,a tem localizagéo tanto pré quanto
pos-sinaptica (BROWN; SHORT, 2008). Contudo, os receptores estritais A,a sao
predominantemente pds-sinapticos (XIE; RANKUMAR; TOTH, 2007).

O efeito da cafeina sobre o humor tem sido estudado em seres
humanos, doses baixas dessa substancia (20 a 200 mg) séo associadas a efeitos
considerados subjetivamente “positivos”, tais como sentimento de maior energia,
aumento da capacidade imaginativa, da eficiéncia, da autoconfianca e do alerta.
Além disso, os individuos que consumiram cafeina relataram melhor concentracéo,
maior motivagdo para o trabalho e, ainda, o desejo de socializagdo. No entanto,
doses mais elevadas (maiores que 400 mg) de cafeina causaram efeitos
considerados desagradaveis (FREDHOLM et al., 1999), por exemplo, ansiedade,
nauseas, agitacao e nervosismo (TEMPLE, 2009). A maioria dos individuos ajusta,
conforme sua necessidade, a ingestdo de bebidas que contém cafeina, de modo a
minimizar os efeitos desagradaveis (DALY; FREDHOLM, 1998).

Em jovens, o consumo de cafeina, melhora o desempenho em tarefas
de atengado, diminui a sensagao subjetiva de “preguica” e aumenta a sensacao
subjetiva de ansiedade (BERNSTEIN et al., 1994). Além disso, entre adolescentes,
foi relatado aumento da atividade motora, da velocidade de fala, diminuicdo do
tempo de reacao, dificuldade de dormir, perda de apetite e desconforto estomacal
(RAPOPORT et al.,, 1981; LUDDEN; WOLFSON, 2010). Foi observado que a
dificuldade em adormecer é mais comum nos adolescentes que tém uma alta
ingestao de cafeina (ORBETA et al., 2006).

A cafeina estimula o comportamento motor de modo semelhante aos
psicostimulantes classicos, como a cocaina e anfetamina. Além disso, seu efeito
reforcador positivo é baixo, comparado aos psicostimulantes classicos (FERRE,
2008). De modo semelhante aos humanos, o efeito comportamental da cafeina em
roedores também depende da dose administrada, sendo considerado bifasico. O
efeito estimulante motor maximo da cafeina € observado depois da administracéo de
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doses entre 10 e 30 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), enquanto doses mais
elevadas (em torno de 100 mg/kg) ndo produzem efeito, ou diminuem a atividade
locomotora (SOLINA et al.,, 2002; FISONE; BORGKVIT; USIELLO, 2004). A
diminuicdo do comportamento locomotor em resposta a doses elevadas de cafeina
pode estar relacionado com o efeito ansiogénico da substancia (BHATTACHARYA,
SATYAN; CHAKRABARTI, 1997; EI YACOUBI et al., 2000a). Do mesmo modo,
doses baixas de cafeina (3 mg/kg), administradas a ratos, causam preferéncia
condicionada por lugar, enquanto que, em altas doses (30 mg/kg) causam averséo
condicionada por lugar (BROCKELL; EIKELBOOM; BENINGER, 1991).

As concentracdes de cafeina utilizadas para observar o efeito na
locomocédo de roedores estéo relacionadas ao bloqueio dos receptores de adenosina
A; e Ao (FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004). Estudos de Ledent et al. (1997)
observaram que camundongos knock-out do receptor de adenosina A,a nhé&o
apresentaram aumento da atividade exploratoria em resposta a cafeina, pelo
contrario, mostrando reducdo da atividade exploratéria em resposta a essa
substancia. Outros estudos utilizando antagonistas seletivos de receptores Aga
demonstraram que esse receptor esta claramente relacionado com as propriedades
estimulantes da cafeina. Entretanto, ainda h& debate sobre a modulacdo dos
receptores A; na estimulacédo ou depresséo da atividade locomotora induzida pela
cafeina (SVENNINGSSON et al., 1997; KARCZ-KUBICHA et al., 2003).

Esse efeito dos receptores A; e Aqa foi investigado por El Yacoubi et al.
(2000b), o qual reforcou resultados anteriores sobre a participacdo dos receptores
Aza no efeito estimulante da cafeina e demonstrou que antagonistas do receptor A;
medeiam a depressédo psicomotora induzida pela cafeina em altas doses ou inibem
o efeito psicoestimulante causado pela cafeina nos receptores A,a. Corroborando
com esses resultados, um estudo em camundongos knock-out mostrou que 0s
receptores de adenosina Aza, mas ndo 0s receptores Aj;, sS40 necessarios para
estimulacdo motora induzida pela cafeina e que o efeito estimulante da cafeina é

facilitado nos ratos que nao apresentam os receptores A; (HALLDNER et al., 2004).
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1.4 A cafeina sobre a neurotransmisséo

Em geral, as propriedades psicostimulantes da cafeina ocorrem devido
a sua capacidade de interagir com a neurotransmissdo em diferentes regifes do
encéfalo, podendo alterar, por exemplo, a concentracdo e/ou sintese de diferentes
neurotransmissores (HADFIELD; MILIO, 1989; FISONE; BORGKVIST; USIELLO,
2004). O antagonismo dos receptores Ai/A;a pela cafeina altera, de acordo com
suas vias de transducdo de sinal anteriormente descritas, a concentracao
intracelular de AMPc, atividade de enzimas cinases e concentracdo i0nica
intracelular (YOSHIMURA, 2005; XIE; RANKUMAR; TOTH, 2007). Essas alteracdes
culminam por alterar a atividade neuronal e a liberacdo de neurotransmissores,
como dopamina e serotonina (SOLINAS et al.,, 2002; FISONE; BORGKVIST,;
USIELLO, 2004).

A determinagdo da concentracdo tecidual de dopamina, serotonina e
seus metabdlitos é geralmente usada como indicador de atividade desses sistemas
de neurotransmissdo. O principal produto da dopamina no encéfalo de ratos é o
acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), que é formado pela acdo da enzima
monoaminoxidase (MAO), seguida da a¢do da enzima aldeido desidrogenase (ALD-
D) na dopamina livre no citosol. Outro metabdlito da dopamina, o acido homovanilico
(HVA), é formado pela acdo da catecol-o-metiltransferase (COMT) na dopamina ou
DOPAC livre no meio extracelular. A serotonina é catabolizada pela MAO e oxidada
pela ALD-D para formar o acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (ELSWORTH; ROTH,
1997; COOPER; BLOOM; ROTH, 2003).

Segundo Del Arco; Mora (2009) a regido do NAc representa o papel
central como interface entre a informacao limbica e o comportamento motor. Existem
evidencias que a dopamina no NAc é essencial para o comportamento motor,
motivacdo e recompensa. No cortex pré-frontal (CPF) a dopamina também
desempenha um papel na aprendizagem e formacdo de memoéria (LUFT,;
SCHWARZ, 2009). Enquanto o CPu esta relacionado com 0s movimentos motores
estereotipados e em menor medida com a locomoc¢ao (CORTEZ et al., 2010). O
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico que é formado pela area tegmental
ventral (ATV), NAc e CPF também € responsavel pelo efeito reforcador das
substéancias de abuso (KOOB; LE MOAL, 2001).
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Assim os neurbnios dopaminérgicos tém um papel chave na regulacao
da atividade motora e nos efeitos comportamentais dos psicostimulantes, como a
anfetamina. Essa substancia aumenta a atividade locomotora por elevar a dopamina
extracelular, embora a serotonina também tem sido relacionada ao controle da
atividade motora em resposta a psicostimulantes, contudo seu papel ainda ndo €
bem compreendido (TILLEMAN et al, 2009). O sistema serotoninérgico,
particularmente aquele que envolve a ativacdo dos receptores 5-HT;5 no NAc ,
também vem sendo implicado no efeito reforcador agudo dos psicostimulantes
(KOOB; LE MOAL, 2008).

Alguns estudos demonstram que a acdo da cafeina sobre as vias
dopaminérgicas esta envolvida com seu efeito motor (FERRE, 2008). Estudos com
microdialise demonstraram que a cafeina em doses de 10 e 30 mg/kg (i.p.)
aumentou a concentracdo extracelular de dopamina no NAc (SOLINAS et al., 2002;
QUARTA et al., 2004). No entanto, Acquas; Tanda; Di Chiara (2002) e De Luca et al.
(2007) questionam a liberacdo de dopamina no NAc induzida pela cafeina, ja que
evidenciaram o0 aumentou, por esta substancia, da concentracdo de dopamina
extracelular, principalmente no cortex pré-frontal medial (CPFm), mas ndo no NAc.
Enquanto que, a injecdo aguda de cafeina foi capaz de aumentar as concentracdes
teciduais de dopamina no estriado (HADFIELD; MILIO, 1989).

O sistema serotoninérgico também é afetado pela cafeina. Estudo
medindo as concentra¢cdes teciduais de serotonina demonstrou que a cafeina nas
doses de 100 mg ou 200 mg/kg aumentou a concentracéo de serotonina no estriado,
bulbos olfativos, hipotalamo e hipocampo (HADFIELD; MILIO, 1989). No mesmo
sentido, estudo com microdidlise observou que a cafeina aumentou as

concentracOes extracelulares de serotonina no hipocampo (OKADA et al., 1997).

1.5 Ontogénese dos efeitos comportamentais e neuroquimicos de

psicostimulantes

A adolescéncia tem sido definida como um periodo importante para a
aquisicdo de habilidades necessarias para a vida adulta e caracterizada por
alteracdes em diferentes sistemas neurobiologicos (VIDAL et al., 2007). Assim como

em humanos, é dificil caracterizar com precisdo os eventos que desencadeiam e
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cessam a adolescéncia. Em roedores, contudo, é possivel estabelecer um periodo
no qual os animais exibem os comportamentos tipicos dessa fase. Spear; Brake
(1983) definiram adolescéncia em ratos como o0 periodo ao redor da maturacdo
sexual, ocorrendo aproximadamente entre os dias pos-natais (DPN) 28 e 42.

Enquanto certos atributos da adolescéncia humana sao singulares,
algumas caracteristicas sao expressas por adolescentes de diversas espécies. Por
exemplo, de forma semelhante ao que ocorre em humanos, ratos no periodo da
adolescéncia mostram aumento da investigacdo social, da interacdo com o0s pares,
da busca por novidades e da exploracdo de areas desconhecidas (SPEAR, 2000).
Segundo Wahlstrom; White; Luciana (2010), a adolescéncia € caracterizada pela
continua maturacdo de uma grande variedade de comportamentos mediados pelo
cortex pré-frontal, incluindo planejamento, memaria de trabalho, controle inibitorio e
tomada de decisdo motivada por tarefas. Estudos de neuroimagem encontraram
diferenga relacionada a idade na ativacéo do cortex orbito frontal e estriado ventral
guando o individuo responde a recompensa, com um padrdo geral de maior ativacao
durante a adolescéncia.

As diferencas da ativacdo neural entre adolescentes e adultos podem
ser devidas a alteragbes na neurotransmisséo central. Os receptores de dopamina
no CPu, por exemplo, aumentam em numero a partir da primeira semana de vida
com o pico durante a adolescéncia e, em seguida, eles sédo reduzidos para 0s niveis
da vida adulta (TEICHER; ANDERSEN; HOSTETTER, 1995; TARAZI; TOMASINI;
BALDESSARINI, 1998a). Presume-se que a funcdo dos autoreceptores de
dopamina é transitoriamente dimimuida, resultando em aumento da degradacao da
dopamina, aumento da sintese e liberagcdo deste neurotransmissor (BOLANOS;
GLATT; JACKSON, 1998). Foi observado também alteragbes nas densidades dos
transportadores de dopamina, ocorrendo aumento progressivo deste no CPu do
DPN 7 até niveis da vida adulta no DPN 60 (TARAZI; TOMASINI; BALDESSARINI,
1998b). Os transportadores de serotonina no cértex frontal também aumentam do
DPN 25 até o DPN 90 (MOLL et al., 2000). Essas mudancas neurais podem ser
responsaveis pelas respostas comportamentais caracteristicas de animais
adolescentes em comparacao a adultos, e influenciar as diferentes respostas aos

psicostimulantes.
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Segundo Izenwasser; French (2002) os adolescentes sdo mais
sensiveis aos efeitos reforcadores das substancias psicoativas de abuso. Essa
maior sensibilidade dos adolescentes pode torna-los mais suscetiveis ao
desenvolvimento da dependéncia (SPEAR, 2000).

Varios estudos demonstraram que animais adolescentes respondem de
modo diferente aos psicostimulantes que os animais adultos, no comportamento e
na neuroquimica.

No comportamento, estudos demonstraram que ratos adolescentes
podem auto-administrar quantidades maiores de anfetamina quando comparados a
animais adultos (SHAHBAZI et al.,, 2008; MATHEWS; WATERS; MCCORMICK,
2009). Estudos demonstraram que a idade do animal influencia diferentemente a
preferéncia condicionada por lugar induzida pela cocaina, de tal forma que os
animais adolescentes foram mais sensiveis a cocaina na dose de 5 mg/kg, que 0s
adultos (BADANICH; ALDER; KIRSTEIN, 2006).

Tem sido relatado que roedores adolescentes sdo hipossensiveis a
estimulacdo psicomotora induzida por psicostimulantes, tais como anfetamina
(BOLANOS, GLATT; JACKSON, 1998; ADRIANI; LAVIOLA, 2000) e cocaina quando
comparados com o0s animais adultos (LAVIOLA et al., 1995). Contudo, estudos
demonstraram que para a cocaina, a resposta da atividade locomotora em diferentes
idades é dose-dependente. Foi observado que, ratos no inicio da adolescéncia (DPN
28) apresentam maior resposta locomotora para a dose aguda de cocaina 10 mg/kg
do que os ratos adultos (DPN 65), porém, na doses de 40 mg/kg os animais com
DPN 28 apresentaram menor atividade locomotora do que os animais com DPN 65
(CASTER; KUHN, 2009).

Na resposta neuroquimica dos  psicostimulantes, estudos
demonstraram diferencas na liberacdo de dopamina no sistema mesocorticolimbico,
entre ratos adolescentes e adultos, apds a injecdo aguda de cocaina (WALKER;
KUHN, 2008). Laviola; Pascucci; Pieretti (2001) demonstraram que ratos
adolescentes apresentaram menor liberacdo de dopamina no NAc que ratos adultos,
apos administracdo aguda de anfetamina. Segundo Caster; Kuhn (2009) baixas
doses de cocaina podem resultar em uma maior resposta do sistema dopaminérgico
nas regides subcorticais no come¢o da adolescéncia quando comparado com o final

da adolescéncia ou com animais adultos.
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Contudo, em relacdo a cafeina, poucos estudos investigam seu efeito
sobre a atividade locomotora em diferentes idades e as alteracdes causadas por
essa substancia na neurotransmissdo dopaminérgica e  principalmente

serotoninérgica na regido mesolimbica em animais adolescentes e adultos.
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2. OBJETIVOS

Investigar em ratos adolescentes e adultos:

a) curva dose-efeito do efeito da cafeina sobre a atividade locomotora;

b) as alteracdes na neurotransmissédo dopaminérgica e serotoninérgica
apos a administracdo de cafeina, no cortex pré-frontal medial (CPFm), caudado

putamen (CPu), nacleo acumbens (NAc) e area tegmental ventral (ATV).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central
da Universidade Estadual Paulista - UNESP (Botucatu-SP). Os animais foram
transferidos para o biotério do laboratério de Farmacologia do Departamento de
Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas no
minimo 7 dias antes do inicio dos experimentos. Grupos de 3 a 4 animais foram
mantidos em gaiolas moradia de 32 x 40 x16 cm (largura x comprimento x altura) em
condi¢gbes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes
acesas as 7h) com livre acesso a alimento e agua.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP (CEP-08/2008) e os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal — (COBEA).

3.2 Avaliacéo da atividade locomotora

A atividade locomotora dos animais foi avaliada em uma caixa de
atividade (Columbus Instruments-CA, EUA) construida em acrilico transparente com
as seguintes dimensoes: 44 (comprimento) X 44 (largura) X 20 (altura) cm (Figura 1).
Os animais foram colocados individualmente na caixa de atividade e a locomocé&o foi
registrada automaticamente por meio de fotocélulas localizadas a cada 2,5 cm nas
paredes da caixa e distantes 4,5 cm do seu assoalho. Cada unidade da locomocao
corresponde a interrupcdo consecutiva de dois feixes de raios infravermelhos

emitidos pelas fotocélulas.
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Figura 1- Caixa para medida da atividade locomotora (Columbus Instruments-EUA).

3.3 Farmaco

A cafeina anidra (Purifarma, Sdo Paulo-SP, Brasil) foi diluida em NaCl
0,9% e injetada i.p. nas doses de 3, 10, 30, 60, 100 ou 120 mg/kg dependendo do
experimento. Como a cafeina apresenta solubilidade de 20 mg/mL em agua e
temperatura ambiente, as solu¢gdes foram preparadas de acordo com a solubilidade
e 0 volume da injecdo foi padronizado em 5 mL/kg de solucdo de salina ou de

cafeina nas diferentes doses.

3.4 Dissecac0Oes das areas encefalicas

Os encéfalos foram dissecados em criostato sob temperatura de -15 a -
20°C. Seguindo-se coordenadas estereotaxicas do Atlas de Paxinos; Watson (2005).
Fatias coronais de cerca de 1mm foram selecionadas e as areas de interesse foram
retiradas por meio de agulhas de ponta chata de 13 ou 15 Gauge. As fatias coronais
de interesse apresentaram as coordenadas a partir do bregma como segue: +3,7mm
a +2.7mm para o CPFm; +2,0mm a +1,0mm para o NAc e CPu e -5,0 a -6,0mm para
aATV.
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3.5 Quantificagbes das concentracdes de dopamina, serotonina e seus
metabdlitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a

detector eletroquimico

A técnica para determinacdo destas substancias foi recentemente
padronizada em nosso laboratério e baseia-se naquelas descritas por Cannazza et
al. (2005) e Patel et al. (2005). Para a determinacdo das concentracbes de
dopamina, serotonina, HVA, DOPAC e 5-HIAA, as amostras foram homogeneizadas
em &cido perclorico 0,1M, centrifugadas a 13.150 g, 20 min e 4°C. As diluicdes dos
tecidos encefélicos foram padronizadas em experimentos preliminares para
adequacdo da concentracdo das substancias quantificadas dentro da faixa de
linearidade do detector. Os volumes de homogeneizacédo foram os seguintes: 80 uL
para o CPFm e ATV; 150 pL para o NAc e 200 pL para o CPu.

Trinta microlitros do sobrenadante foi injetado automaticamente no
sistema de cromatografia. O sistema CLAE consiste do cromatégrafo 2465 Waters®
Alliance (Waters, Milford, MA-USA) com um detector eletroquimico 2465 de carbono
vitreo e coluna de fase-reversa (Symmetry C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um and 100-A
de didmetro de poro da particula; Waters). A diferenca de potencial foi ajustada para
800 mV versus um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI. A fase movel, em fluxo de 0,8
mL/minuto consistiu de acido citrico (50 mM), KCL (2 mM), EDTA (0,1 mM), 9,86%
de metanol e 2,11% de acetonitrila, ajustada para pH 3,2. A fase movel foi filtrada a
vacuo e degaseificada por ultra-som antes da aplicagéo.

A curva de calibragcédo foi construida com solucbes padrdes de 1, 2,5,
5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 e 600 ng/mL de dopamina, DOPAC, HVA, serotonina e
5-HIAA injetados no cromatografo em triplicata. O limite de deteccdo e quantificacao
foram, respectivamente, para a dopamina: 0,5 e 1,66; para o DOPAC.: 0,7 e 2,4; para
o HVA: 1,9 e 6,4; para a serotonina: 1,0 e 3,5 e para o0 5-HIAA: 1,3 e 4,26 ng/mL.
Quando as concentragdes das amostras ficavam abaixo do limite de quantificacao,
as mesmas eram excluidas. Por fim, as concentracdes das substancias eram
corrigidas pela massa das amostras de tecido dissecadas, sendo expressas em ng
da substéncia por mg de tecido.

A Figura 2 mostra um cromatograma representativo da analise de uma

amostra de NAc, destacando cada uma das substancias mensuradas.
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Figura 2 - Cromatograma representativo da analise de uma amostra de Nucleo Acumbens.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Efeito da cafeina nalocomocao em animais adolescentes e adultos

No dia do experimento, ratos adolescentes (DPN 37-40, N= 7-12 por
grupo) ou adultos (DPN 70-74, N= 7-12 por grupo) foram removidos de suas gaiolas
moradia e colocados na caixa de atividade para habituacdo por 30 minutos. Em
seguida, os ratos receberam injecdes (i.p.) de salina (NaCl 0,9%) ou cafeina na dose
de 3, 10, 30, 60 ou 120 mg/kg. Imediatamente apds as inje¢cbes, os animais foram
recolocados na caixa de atividade e tiveram a atividade locomotora registrada em
intervalos de 10 minutos durante 60 minutos apés as injecdes. O periodo de andlise
foi selecionado de experimentos anteriores, que mostraram que a estimulacéo
locomotora da cafeina ocorre, principalmente, no periodo de 60 minutos.

Os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo

claro/escuro, entre as 8:00 e 17:00 horas.

4.2 Efeito da cafeina sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e

serotoninérgica e seus metabdlitos em animais adolescentes e adultos

Primeiramente, ratos adolescentes (DPN 37-40, N=6-7 por grupo) ou
adultos (DPN 70-74, N=6-7 por grupo) foram retirados do biotério e habituados por
40 minutos na sala de experimento. Em seguida, os mesmos foram retirados das
gaiolas moradia e receberam injecéo (i.p.) de salina ou cafeina nas doses de 30 ou
100 mg/kg. Imediatamente apdés a injecdo os ratos foram alocados em caixas
individuais onde permaneceram por 30 minutos. Apds esse periodo, 0s animais
foram transferidos para uma sala ao lado e sacrificados por decapitacéo, sendo seus
encefalos retirados rapidamente do crénio (1 a 2 minutos) e congelados em
isopentano resfriado sobre gelo seco. Em seguida, os encéfalos foram armazenados
a -80 °C para posterior dissecagdo das areas encefalicas de interesse (item 3.4) e
quantificacdo das amostras por CLAE (item 3.5). Tanto a dissecacdo das areas
enceféalicas, quanto quantificacdo por CLAE foi realizada com as amostras dos ratos

adolescentes e adultos simultaneamente.
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Optamos por analisar as altera¢gdes neuroquimicas da injecdo aguda
de cafeina apdés 30 minutos, pois, utilizamos como base os resultados obtidos em
um experimento piloto. Assim, com base nos resultados da locomocéao, realizamos
um experimento piloto que determinou os efeitos neuroquimicos da cafeina 15, 30 e
60 minutos ap0s a injecdo desta substancia. O efeito da cafeina, foi melhor
evidenciado 30 minutos apls a injecdo, corroborando com o tempo mais utilizado
em estudos da literatura, que observaram as alteracdes neuroquimicas da cafeina.

Os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo
claro/escuro, entre as 8:00 e 12:00 horas. As doses de cafeina selecionadas para

esse experimento foram baseadas nos resultados do experimento anterior.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da atividade locomotora foram expressos com a
locomocédo acumulada nos 60 minutos de sesséo.

Os dados foram analisados pelo programa Statistica (StatSoft Inc,
Tulsa, OK, USA) separadamente para animais adolescentes e adultos. O
experimento da atividade locomotora (item 4.1) foi analisado pela ANOVA
monofatorial comparando-se 0s animais que receberam salina ou cafeina (3, 10, 30,
60 ou 120 mg/kg).

No experimento para andlise das altera¢cdes neuroquimicas induzidas
pela cafeina (item 4.2) foi utilizada ANOVA monofatorial comparando-se os animais
gue receberam salina ou cafeina (30 ou 100 mg/kg). Em ambos os experimentos,
nos casos em que ANOVA mostrou diferencas significativas (p < 0,05) os resultados
foram submetidos ao teste post-hoc Newman-Keuls para verificacdo das diferencas

entre os grupos de interesse.
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6. RESULTADOS

6.1 Efeito da cafeina na atividade locomotora em animais adolescentes e

adultos

Em ratos adolescentes (Fig. 3A), ANOVA monofatorial revelou
diferenga significativa na atividade locomotora entre 0s grupos [Fia7) = 11,5; p <
0,001]. O teste post hoc Newman-Keuls revelou aumento significativo na atividade
locomotora induzida pelas injeces de cafeina nas doses de 10, 30, 60 e 120 mg/kg
comparada ao grupo salina (p < 0,05) (Fig. 3B).
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Figura 3 — Atividade locomotora em ratos adolescentes apds a administracdo de salina (0) ou
cafeina nas doses 3, 10, 30, 60 e 120 mg/kg. O gréafico superior (A) mostra o decurso temporal da
atividade locomotora durante a sessdo de 60 minutos. O grafico inferior (B) representa o total da
atividade locomotora durante a sessao de 60 minutos. Os dados sdo expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) (N = 7 a 12 animais por grupo). * p < 0,05 comparado ao grupo salina (teste
Newman-Keuls).

Em ratos adultos (Fig. 4A), ANOVA monofatorial revelou diferenca
significativa na atividade locomotora entre os grupos [Fs40) = 8,7; p < 0,001]. O teste
Newman-Keuls demonstrou aumento significativo na atividade locomotora induzida
pelas injecbes de cafeina nas doses de 10 e 30 mg/kg comparada ao grupo salina

nesses animais adultos (p < 0,05) (Fig. 4B).
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Figura 4 — Atividade locomotora em ratos adultos apds a administracdo de salina (0) ou cafeina nas
doses 3, 10, 30, 60 e 120 mg/kg. (A) mostra o decurso temporal da atividade locomotora durante a
sessdo de 60 minutos. (B) representa o total da atividade locomotora durante a sessédo de 60
minutos. Os dados sdo expressos como média + EPM (N = 7 a 12 animais por grupo). * p < 0,05
comparado ao grupo salina (teste Newman-Keuls).

Assim, a cafeina nas doses de 10 a 120 mg/kg aumentou a atividade
locomotora em ratos adolescentes, enquanto apenas as doses de cafeina de 10 e

30 mg/kg aumentaram a atividade locomotora em ratos adultos.
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6.2 Efeito da cafeina sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e

serotoninérgica e seus metabo6litos em animais adolescentes e adultos

Com base nos nossos resultados no item 6.1 optamos pela dose de 30
mg/kg na qual observamos o efeito maximo em adultos e adolescentes. A dose de
100 mg/kg baseou-se no fato de que no nosso estudo é uma dose intermediéria,
entre 60 e 120 mg/kg, que ndo causaram estimulacdo em ratos adultos, além disso a
dose de 100 mg/kg é a mais utilizada na literatura que investiga os efeitos

neuroquimicos da cafeina.

6.2.1 Alteracbes no Cortex Pré-frontal Medial em ratos adolescentes

A figura 5 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no CPFm em animais adolescentes.

A ANOVA monofatorial ndo revelou diferenca significativa entre grupos
nas concentracdes de dopamina, DOPAC e serotonina [F17) = 0,36; p = 0,71; F(2,17)
=1,43; p = 0,26 e Fp17 = 1,35; p = 0,28, respectivamente] (Fig. 5A, B e C). Nao foi
possivel a determinacdo da concentracdo de HVA, pois suas concentracdes
estavam abaixo do limite de quantificacdo da técnica empregada.

Contudo para a concentracdo de 5-HIAA a ANOVA monofatorial
revelou diferenga significativa entre grupos [F 17y = 4,96; p < 0,05]. O teste post-hoc
Newman-Keuls demonstrou que a cafeina na dose de 100 mg/kg aumentou a
concentracdo de 5-HIAA no CPFm dos adolescentes comparado ao grupo salina
(p<0,05) (Figura 5D).
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Figura 5 - Efeito da cafeina nas concentragdes de dopamina (A), DOPAC (B), serotonina (C) e 5-
HIAA (D) no cortex pré-frontal medial de ratos adolescentes. As barras representam a média + EPM
da concentracdo das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg
(n=6-7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).

6.2.2 Alteragdes no Cortex Pré-frontal Medial em ratos adultos

A figura 6 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no CPFm de animais adultos.

A ANOVA monofatorial ndo revelou diferenca significativa entre os
grupos nas concentragoes de dopamina e DOPAC [Fi17) = 3,12; p = 0,07 e Fo17) =
0,52; p = 0,60, respectivamente] (Fig. 6A e B). N&o foi possivel a determinacdo da
concentracdo de HVA, pois suas concentracfes estavam abaixo do limite de
guantificacdo da técnica empregada.

Contudo para a concentragcdo de serotonina ANOVA monofatorial
revelou diferenca significativa entre os grupos [Fe17) = 7,19; p < 0,01]. O teste
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Newman-Keuls demonstrou que a cafeina na dose de 30 mg/kg aumentou a
concentragéo tecidual de serotonina nos adultos comparado com o grupo salina
(p<0,05) (Figura 6C). Para as concentracdo de 5-HIAA a ANOVA monofatorial
revelou diferenga significativa entre os grupos [Fp17) = 5,05; p < 0,05]. O teste
Newman-Keuls demonstrou que a cafeina na dose de 100 mg/kg aumentou a
concentragdo de 5-HIAA no tecido nos adultos comparado com o grupo salina
(p<0,05) (Figura 6D).
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Figura 6 - Efeito da cafeina nas concentragcdes de dopamina (A), DOPAC (B), serotonina (C) e 5-
HIAA (D) no cortex pré-frontal medial de ratos adultos. As barras representam a média + EPM da
concentracao das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg (n=6-
7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).



43

6.2.3 Alteragdes no Caudado Putamen em ratos adolescentes

A figura 7 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no CPu de animais adolescentes.

Para as concentracdes de dopamina e DOPAC, a ANOVA monofatorial
revelou diferencga significativa entre os grupos [F,16) = 6,29; p < 0,01 e F(,17) = 3,97,
p < 0,05, respectivamente]. O teste post-hoc Newman-Keuls demonstrou que a
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg aumentou a concentracdo de dopamina,
enquanto a dose de 100 mg/kg causou diminuicdo da concentracdo tecidual de
DOPAC nos adolescentes comparado com 0s seus respectivos grupos salina (p <
0,05) (Figura 7A e B).

Contudo para a concentracado de HVA, serotonina e 5-HIAA a ANOVA
néo revelou diferenga significativa entre os grupos [Fp17) = 0,81; p = 0,46; F17) =
3,30; p = 0,06 e F,17) = 0,90; p = 0,42, respectivamente] (Figura 7C, D e E).
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Figura 7 - Efeito da cafeina nas concentra¢ces de dopamina (A), DOPAC (B), HVA (C), serotonina
(D) e 5-HIAA (E) no caudado putamen de ratos adolescentes. As barras representam a média +
EPM da concentracdo das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100
mg/kg (n=6-7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newmam-Keuls).
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6.2.4 Alteragdes no Caudado Putamen em ratos adultos

A figura 8 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no CPu de animais adultos.

A ANOVA monofatorial revelou diferenca significativa entre os grupos
na concentragdo de DOPAC [F(,17 = 14,4; p < 0,01]. O teste post-hoc Newman-
Keuls demonstrou que a cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg diminuiu a
concentragédo tecidual de DOPAC nos adultos comparado com o grupo salina
(p<0,05) (Figura 8B).

Contudo para a concentracdo de dopamina, HVA, serotonina e 5-HIAA
a ANOVA néo revelou diferenga significativa [F17) = 0,52; p = 0,61; F217) = 1,09; p
=0,36; Fz17) =1,84; p = 0,19 e F217) = 0,77; p = 0,48, respectivamente] (Figura 8A,
C,DeE).
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Figura 8 - Efeito da cafeina nas concentra¢ces de dopamina (A), DOPAC (B), HVA (C), serotonina
(D) e 5-HIAA (E) no caudado putamen de ratos adultos. As barras representam a média + EPM da
concentragao das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg (n=6-
7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).
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6.2.5 Alteragdes no Nucleo Acumbens em ratos adolescentes

A figura 9 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no NAc de animais adolescentes.

A ANOVA monofatorial revelou diferenca significativa entre grupos na
concentragéo de dopamina [Fp.17 = 4,25; p < 0,05]. O teste Newman-Keuls
demonstrou que a cafeina na dose de 30 mg/kg aumentou a concentracdo tecidual
de dopamina nos animais adolescentes comparado ao grupo salina (p<0,05) (Figura
9A).

Contudo para a concentracdo de DOPAC, HVA, serotonina e 5-HIAA a
ANOVA néo revelaram diferenga significativa entre os grupos respectivamente [F,17
=3,59; p = 0,05, Fp17 = 0,19; p = 0,83; Fo17y = 3,49; p=0,05 e Fp17) = 1,31, p =
0,29] (Figura9 B, C, D e E).
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Figura 9 - Efeito da cafeina nas concentracdes de dopamina (A), DOPAC (B), HVA (C), serotonina
(D) e 5-HIAA (E) no ndcleo acumbens de ratos adolescentes. As barras representam a média +
EPM da concentracdo das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100
mg/kg (n=6-7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).
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6.2.6 Alteragdes no Nucleo Acumbens em ratos adultos

A figura 10 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no NAc de animais adultos.

A ANOVA monofatorial revelou, para as concentra¢gdes de dopamina e
DOPAC, diferencas significativas entre grupos [F 17y = 8,91; p < 0,01 e F(2,17) = 5,66;
p < 0,05, respectivamente]. O teste post-hoc Newman-Keuls demonstrou que a
cafeina na dose de 100 mg/kg aumentou a concentracdo de dopamina, enquanto as
doses de 30 e 100 mg/kg diminuiu a concentracéo tecidual de DOPAC nos animais
adultos comparado com 0s seus respectivos grupos salina (p<0,05) (Figura 10A e
B).

Contudo para a concentracado de HVA, serotonina e 5-HIAA a ANOVA
néo revelou diferenga significativa entre os grupos [Fp17) = 0,44; p = 0,65; F17) =
3,15; p = 0,07 e F2,17) = 0,78; p = 0,47, respectivamente] (Figura 10C, D e E).
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Figura 10 - Efeito da cafeina nas concentracdes de dopamina (A), DOPAC (B), HVA (C), serotonina
(D) e 5-HIAA (E) no nucleo acumbens de ratos adultos. As barras representam a média + EPM da
concentragao das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg (n=6-
7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).
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6.2.7 Alteracdes na Area Tegmental Ventral em ratos adolescentes

A figura 11 mostra os resultados do efeito da administracdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos na ATV de animais adolescentes.

A ANOVA monofatorial revelou diferenca significativa entre os grupos
nas concentracdes de dopamina e serotonina [Fiz16) = 4,19; p < 0,05 e F(z16) =
10,21; p < 0,01, respectivamente]. O teste post-hoc Newman-Keuls demonstrou que
a cafeina na dose de 100 mg/kg aumentou a concentracdo de dopamina, enquanto
ambas as doses, 30 e 100 mg/kg, aumentaram a concentracdo de serotonina no
tecido nos animais adolescentes comparado com 0s seus respectivos grupos salina
(p<0,05) (Figura 11A e B).

N&o foi possivel a determinacdo da concentragcdo de DOPAC e HVA,
pois suas concentracdes estavam abaixo do limite de quantificagdo da técnica
empregada. Contudo para a concentracdo de 5-HIAA a ANOVA monofatorial ndo

revelou diferenga significativa entre os grupos [F,17) = 3,08; p = 0,07] (Figura 11C).
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Figura 11 - Efeito da cafeina nas concentrag6es de dopamina (A), serotonina (B) e 5-HIAA (C) na
area tegmental ventral de ratos adolescentes. As barras representam a média + EPM da
concentracdo das substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg (n=6-
7 animais/grupo). *p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).

6.2.8 Alteracdes na Area Tegmental Ventral em ratos adultos

A figura 12 mostra os resultados do efeito da administragdo aguda de
cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg, sobre a concentracdo de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos na ATV de animais adultos.

A ANOVA monofatorial revelou diferencas significativas entre os grupos
na concentragao de serotonina [Fp16) = 9,42; p < 0,01]. O teste post-hoc Newman-
Keuls demonstrou que a cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg aumentou a
concentracdo tecidual de serotonina nos animais adultos comparado com 0 grupo
salina (p<0,05) (Figura 12B).

N&o foi possivel a determinagdo da concentragdo de DOPAC e HVA,
pois suas concentracdes estavam abaixo do limite de quantificagcdo da técnica
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empregada. Contudo para as concentracdes de dopamina e 5-HIAA a ANOVA

monofatorial ndo revelou diferenca significativa entre os grupos [Fp,16) = 2,34; p =
0,13 e F17y = 1,91, p = 0,18, respectivamente] (Figura 12A e C).
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Figura 12 - Efeito da cafeina nas concentragbes de dopamina (A), serotonina (B) e 5-HIAA (C) na
area tegmental ventral de ratos adultos. As barras representam a média + EPM da concentragéo das
substancias em ng/mg de tecido nos grupos salina, cafeina 30 ou 100 mg/kg (n=6-7 animais/grupo).
*p<0,05 comparado ao grupo Salina (teste Newman-Keuls).
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7. DISCUSSAO

Investigamos o efeito psicomotor da cafeina em ratos adolescentes e
adultos. Nossos resultados mostraram que doses de 10 e 30 mg/kg de cafeina
induziram estimulagéo da atividade locomotora em animais adolescentes e adultos.
Contudo, nas doses mais elevadas de 60 e 120 mg/kg de cafeina, ocorreu
estimulacao locomotora apenas nos animais adolescentes.

Nossos resultados, em animais adultos, corroboram as observacdes da
literatura que demonstram que doses baixas e moderadas de cafeina (entre 10 e 30
mg/kg) induzem aumento da atividade locomotora, enquanto doses mais elevadas
(100 mg/kg) ndo alteram ou diminuem a atividade locomotora (GARRETT,;
HOLTZMAN, 1995; EL YACOUBI et al. 2000b; KARCZ-KUBICHA et al., 2003;
HALLDNER et al., 2004).

No presente estudo ratos adolescentes e adultos, apresentaram curva
dose-efeito em forma de U invertido. O efeito estimulante da cafeina foi significativo
a partir da dose de 10 mg/kg e o pico ocorreu apOs a administracdo de 30 mg/kg. A
diferenca entre os animais adolescentes e adultos envolve as maiores doses de
cafeina (60 e 120 mg/kg), essas doses causaram estimulacdo em ratos
adolescentes mas nado causaram estimulagdo significativa nos ratos adultos.
Evidenciando assim, diferencas no efeito da cafeina entre os animais adolescentes e
adultos, nas maiores doses dessa substancia.

Esse efeito bifasico sobre a atividade locomotora também é observado
em estudos com outros psicostimulantes, como anfetamina e cocaina. Essas
substancias também apresentam uma curva dose-efeito em forma de U invertido
com a locomocdo sendo substituida por comportamentos estereotipados em doses
elevadas dessas substancias (USHIJIMA; CARINO; HORITA, 1995; NORDQUIST et
al., 2008). Contudo, diferente da resposta a anfetamina e cocaina, a administracao
de altas doses de cafeina ndo causa comportamentos estereotipados (ANTONIOU
et al., 1998).

Porém, estudos demonstraram que a cafeina, administrada a roedores,
pode gerar outras alteracdes comportamentais sem ser a estereotipia e que podem
afetar a locomocao desses animais. Esses estudos observaram que a administracédo

de doses de cafeina de 25 a 100 mg/kg, em ratos ou camundongos, induz
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comportamentos relacionados a ansiedade em testes, como o labirinto em cruz
elevado e caixa de claro/escuro (JAIN et al., 1995; BHATTACHARYA; SATYAN;
CHAKRABARTI, 1997; EL YACOUBI et al., 2000b). Também, as doses de cafeina
de 30 a 120 mg/kg estao relacionadas com o prejuizo da coordenacdo motora em
camundongos no teste “holeboard” (MEYER; CASTON, 2005). Portanto, o aumento
da ansiedade ou a falta de coordenagdo motora podem ser responsaveis pela
diminuicdo da atividade observada apds doses elevadas de cafeina em ratos
adultos.

Em humanos os efeitos da cafeina também sao dose-dependentes.
Assim, baixas doses de cafeina produziram efeitos subjetivos mais favoraveis do
gue altas doses dessa substancia, nas quais efeitos desagradaveis foram relatados
(KAPLAN et al., 1997; FREDHOLM et al., 1999).

Foi observado, em nossos resultados, que em ratos adolescentes a
cafeina causa estimulacdo em uma maior faixa de doses, que incluem doses que
sdo consideradas elevadas para roedores. Contudo essas doses elevadas nao
causam estimulacdo locomotora em ratos adultos, demonstrando diferencas de
sensibilidade as a¢des da cafeina ao longo do desenvolvimento.

Embora a literatura contrastando o efeito psicomotor da cafeina na
ontogénese seja escassa, essa diferenca estd amplamente demonstrada para outras
substancias, como por exemplo, cocaina e anfetamina. Muitos estudos
demonstraram que a cocaina afeta a atividade locomotora em animais adolescentes
e adultos, de modo dose-dependente. A cocaina na dose de 10 mg/kg resulta em
maior atividade locomotora em ratos no comeco da adolescéncia quando
comparados com os adultos (CASTER; WALKER; KUHN, 2005; CASTER; KUHN,
2009). Alem disso, segundo Adriani; Laviola (2000) em animais adolescentes a
anfetamina causa menor ativacao da atividade locomotora quando comparados com
animais adultos.

Nossas observacfes indicam a importancia do aprofundamento dos
estudos ontogénicos envolvendo os efeitos da cafeina. De fato, a seguranca do uso
da cafeina em criancas e adolescentes € pouco compreendida, entretanto muitas
bebidas que contém cafeina sdo comercializados diretamente para as criancas

(BRAMSTEDT, 2007). Além disso, a populacdo de adolescentes e criancas
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apresenta o crescimento mais rapido do uso da cafeina (HARNACK; STANG;
STORY, 1999).

As diferencas entre adultos e adolescentes na resposta
comportamental a cafeina podem estar relacionadas a ontogénese dos circuitos
neurais (CREWS; HE; HODGE, 2007; CASEY; JONES; HARE, 2008; STEVENS et
al., 2009). As vias encefélicas relacionadas aos efeitos de recompensa e motores
dos psicostimulantes sofrem alteracdes durante a adolescéncia, podendo resultar
em diferencas na neurotransmissao entre animais adolescentes e adultos. Isso pode
ser uma das causas da diferenca na resposta locomotora a cafeina observada em
nossos resultados.

Sabe-se que o efeito psicomotor da cafeina esta relacionado com o
bloqueio de receptores de adenosina A; e Aza, estudos baseados em agentes
farmacoldgicos seletivos e marcagdo genética, indicaram claramente que o bloqueio
do receptor Az, ao invés do A;, esta relacionado com a propriedade estimulante da
cafeina, e a acdo das altas doses de cafeina, que séo ineficazes ou induzem
depressao locomotora, estéo, provavelmente, relacionadas ao bloqueio do receptor
de adenosina A; (FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004). Baseado em nossos
resultados, que demonstraram que altas doses de cafeina induziram menor
atividade motora em ratos adultos do que em adolescentes, podemos supor que a
acao da cafeina no receptor de adenosina A; aumenta da adolescéncia para a vida
adulta, podendo, deste modo refletir sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e
serotoninérgica destes animais.

Assim, com base nos nossos resultados da atividade locomotora e
dados da literatura investigamos o efeito da cafeina nas doses de 30 e 100 mg/kg,
sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e serotoninérgica, no NAc, no CPu, no
CPFm e na ATV em animais adolescentes e adultos.

Escolhemos essas regides, pois segundo Cortez et al. (2010) o NAc e
o CPu séo estruturas encefalicas responsaveis pela mediagdo da atividade
locomotora. As &reas corticais estdo relacionadas a execugcdo de acdes motoras
(FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004), e também a ATV, pois € o local onde
estdo localizados os corpos celulares dos neurdnios dopaminérgicos e suas
projecdes axonais para o NAc e CPF (HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006).
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A andlise e expressdao dos resultados, quando se utilizam as
concentragfes teciduais de monoaminas e seus metabolitos, sdo bastante variados
na literatura. Assim, alguns autores analisam isoladamente a concentracdo de
dopamina, serotonina e seus metabolitos (OLAZABAL et al., 2004; SCHOLL et al.,
2009). Enquanto outros autores calculam a razdo entre os metabdlitos e o
neurotransmissor (“turnover”) (PAWLAK et al., 2000; FESTA et al., 2004). Alteracbes
dos niveis teciduais destas moléculas séo interpretadas como alteracbes na
atividade destes sistemas de monoaminas, integrando a sintese, liberacéo,
recaptacéao e/ou metabolismo (CLAUSTRE et al., 1986; BAILEY et al., 2000; DALLA,
et al., 2008).

No presente estudo optou-se por analisar o0s resultados da
concentracdo dos neurotransmissores e metabdlitos isoladamente. Esta opcéo
baseou-se na auséncia de concentracdes detectaveis de alguns metabdlitos em
algumas éareas do encéfalo pela técnica de CLAE empregada, o que inviabilizou o
calculo do “turnover”.

Em nossos resultados, podemos observar que a cafeina afetou o
sistema dopaminérgico em animais adolescentes e adultos dependendo da regido.

Na regido do CPu, observamos que em animais adolescentes a
administrac@o de cafeina em ambas as doses aumentou a concentracao tecidual de
dopamina, enquanto apenas a dose de 100 mg/kg causou reducdo no DOPAC. Ja
em animais adultos, nossos resultados demonstraram que a cafeina, em ambas as
doses, causou reducdo de DOPAC, sem alterar as concentracdes de dopamina. No
NAc, observamos que a cafeina, na dose de 30 mg/kg, aumentou a concentracao de
dopamina em animais adolescentes, enquanto em adultos, esse aumento ocorreu na
dose mais elevada dessa substancia, e diferente dos adolescentes, a cafeina
causou reducdo do DOPAC. Na ATV, nossos resultados demonstraram que, a
cafeina, na dose de 100 mg/kg, causou apenas o aumento na concentracao tecidual
de dopamina em animais adolescentes.

Assim, de modo geral, nossos resultados sugerem que ratos
adolescentes sdo mais sensiveis as alteracdes da concentracdo tecidual de
dopamina induzidas pela cafeina que os ratos adultos, pois foi nestes animais que
ocorreram as principais alteracdes deste neurotransmissor no CPu, no NAc e ATV.
Este aumento da concentragéo tecidual de dopamina nestas areas do encéfalo pode
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ser devido a maior sintese de dopamina, ou, devido a diminuicdo do metabolismo da
mesma, uma vez que a concentracdo do metabdlito DOPAC foi diminuida.

A literatura é escassa em estudos sobre as alteracbes causadas pela
cafeina sobre o sistema dopaminérgico em animais adolescentes, a maior parte dos
estudos foi realizado em animais adultos. O aumento da concentracdo de dopamina
no tecido em resposta a injecdo aguda de cafeina observado em nossos resultados
€ semelhante ao observado por Hadfield; Milio (1989). Esses autores demonstraram
aumento da concentracdo tecidual desse neurotransmissor no corpo estriado de
camundongos adultos apds injecdo de 100 mg/kg cafeina. Alteragbes similares na
neurotransmissao dopaminérgica foram encontradas apds o tratamento crénico com
cafeina. Assim, Kirch et al (1990) demonstraram que administracdo de cafeina (50
mg/kg/dia) por 30 dias elevou a concentracdo de dopamina e diminuiu a de DOPAC
no estriado de ratos adultos.

Entretanto, estudos de microdidlise utilizando ratos adultos produziram
resultados contraditérios. Alguns estudos relataram que a cafeina em doses de 30
mg/kg (i.p.) aumentou a concentracao extracelular de dopamina no NAc e a dose de
100mg/kg (i.p.) néo alterou a concentracdo desse neurotransmissor (QUARTA et al.,
2004; SOLINAS et al., 2002). Enquanto que, em outros estudos a dose de 30mg/kg
(i.p.), ndo causou alteragéo das concentragdes de dopamina no NAc e foi observado
aumento das concentragbes no CPFm de ratos adultos (ACQUAS; TANDA; DI
CHIARA, 2002; DE LUCA et al., 2007).

E importante considerar que a interpretacdo de resultados de analise
tecidual e microdidlise pode produzir conclusbes diferentes devido a técnica. Isso,
devido ao fato de que o neurotransmissor quantificado a partir da microdialise
encontra-se principalmente no compartimento extracelular, enquanto 0 noOSso
método de coleta leva para quantificacdo o0 neurotransmissor em ambos o0s
compartimentos intra e extracelular.

Em relacdo ao sistema serotoninérgico observamos que este também
foi afetado pela cafeina em animais adolescentes e adultos dependendo da regido.

No CPFm ainjecdo aguda de cafeina na dose de 30 mg/kg resultou no
aumento da concentracao tecidual de serotonina em ratos adultos, enquanto a dose
de 100 mg/kg aumentou a concentracdo de 5-HIAA em ambos, os adultos e

adolescentes. Demonstramos também aumento da concentragdo tecidual de
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serotonina na ATV, com ambas as doses de cafeina tanto em animais adultos
qguanto adolescentes.

Assim, de modo geral, nossos resultados indicam que o sistema
serotoninérgico também foi afetado pela cafeina, mas diferente do sistema
dopaminérgico, neste foram os ratos adultos que apresentaram maior sensibilidade
as alteracbes da concentracdo tecidual de serotonina induzidas pela cafeina. O
aumento da concentracéo tecidual de serotonina na ATV pode ser devido a maior
sintese nessa regido. No CPFm o aumento de serotonina observado na dose de 30
mg/kg sugere aumento de sintese, e o aumento do seu metabdlito, que foi
observado na dose de 100 mg/kg, sugere aumento de metabolizacdo da serotonina.

Na analise tecidual modificacbes agudas nas concentracdes de
metabdlitos facilitam a interpretacdo, por que, provavelmente elas refletem
mudancas na liberacédo e metabolizacdo de seus neurotransmissores.

Na literatura, poucos estudos investigaram os efeitos da cafeina na
neurotransmissao serotoninérgica nestas regiées. Hadfield; Milio (1989) mostraram
gue agudamente a cafeina na dose de 100 mg/kg ndo alterou a concentracdo de
serotonina no cortex pré-frontal, corroborando com nossos resultados, contudo, este
autores ndo investigaram os efeitos da cafeina em doses menores.

Estudos com outros psicostimulantes tiveram resultados semelhantes
ao nosso com cafeina. Por exemplo, demonstrou-se que a administracdo aguda de
metanfetamina em roedores aumentou a liberacdo de serotonina no CPF e a de
anfetamina aumentou a liberacdo de serotonina na ATV (JONES; KAUER, 1999;
AGO et al, 2006).

Dados da literatura correlacionam o efeito motor dos psicostimulante
com o aumento da liberacdo de dopamina no estriado, especialmente em sua
porcdo medial (FERRE, 2008). A interac&o entre atividade locomotora e alteracdes
na neurotransmissao no sistema nervoso central foi observada em um estudo de
microdialise com a cocaina. Este estudo demonstrou, em ratos adultos, que na dose
de 10 e 20 mg/kg a cocaina produziu aumento significativo da atividade locomotora
e simultaneamente aumentou as concentracdes extracelulares de dopamina no NAc

nesses animais, quando comparados aos ratos controle (PANOS; BAKER, 2010).
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Contudo a literatura € escassa em estudos relacionando as alteracdes
causadas por diferentes doses de cafeina sobre a locomocao e o seu efeito sobre a
neurotransmissao dopaminérgica.

Nossos resultados, demonstram que a cafeina, promoveu aumento da
concentracéo tecidual de dopamina, nas regides do NAc , ATV e CPu em ratos
adolescentes. Essas regifes estdo relacionadas a estimulacdo da atividade
locomotora. Assim esse aumento de dopamina pode estar relacionado com o
aumento na atividade locomotora, nas doses baixas e altas de cafeina, nos animais
adolescentes. Contudo, nos animais adultos o aumento de dopamina no NAc néo se
relaciona as alteragdes comportamentais.

Sabe-se que o0 sistema serotoninérgico também pode afetar a atividade
locomotora em animais. Um estudo com anfetamina observou que a transmissao
serotoninérgica tem papel fundamental no aumento da atividade locomotora induzido
por esta substancia, pois, o pré-tratamento com antagonistas do receptor de
serotonina, bloqueou o aumento da atividade locomotora induzida pela anfetamina
(AUCLAIR et al., 2004).

Os estudos observando se a cafeina altera a concentracdo de
serotonina na regido mesolimbica e se isso afeta a locomocdo em roedores sao
escassos. Em nosso estudo, observamos que a maior dose causou aumento da
concentracdo tecidual de 5-HIAA na regido do CPFm de ratos adultos, sugerindo
gue a serotonina foi liberada e metabolizada. Esse resultado sugere que o aumento
da transmissdo serotoninérgica em animais adultos induzido pela cafeina poderia
mediar a auséncia de estimulacédo observada em doses elevadas dessa substancia.
Entretanto, nos animais adolescentes observamos as mesmas alteracbes com
aumento da atividade locomotora. Assim, podemos supor que este fato esta
relacionado a diferencas entre adultos e adolescentes ou limitacbes da metodologia
utilizada.

Embora a determinacdo das concentragbes teciduais de
neurotransmissores e metabdlitos seja amplamente utilizada na literatura
(HADFIELD; MILIO, 1989; FESTA et al., 2004; OLAZABAL et al., 2004; DALLA, et
al., 2008; SCHOLL et al., 2009; HSU; WANG; CHIU, 2010) a analise dos resultados
sdo complexas uma vez que ela engloba as concentracdes intra e extracelulares,

isso afeta principalmente a interpretacdo referente ao neurotransmissor. A analise de
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“turnover” poderia facilitar a discussdo, entretanto n&o foi possivel no presente
estudo, pois, nossos resultados apresentaram auséncia de niveis detectaveis de
alguns metabolitos em algumas areas do encéfalo, o que inviabilizou o célculo do
‘turnover”. Outra alternativa seria a utilizacdo da microdialise, porém, ndo foi

possivel, pois esta técnica ndo é padronizada em nosso laboratorio.
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8. CONCLUSAO

Em concluséo, ambos os ratos adolescentes e adultos demonstraram
gue a cafeina causou curva dose-efeito em forma de U invertido sobre a locomocao,
apresentando aumento da atividade locomotora em doses baixas em ambas as
idades. Contudo, animais adolescentes e adultos apresentaram diferencas na
atividade locomotora em resposta as doses altas de cafeina, nas quais ratos
adolescentes ainda sdo estimulados, enquanto os ratos adultos ndo apresentam
esta estimulagéo.

Animais adolescentes passam por maturagdo do sistema
dopaminérgico e serotoninérgico, o que lhes confere diferente sensibilidade a
psicostimulantes, se comparados a animais adultos. A principal diferenca observada
neste estudo foi a maior sensibilidade nas alterag6es das concentragfes teciduais
de dopamina, e seus metabdlitos induzidas pela cafeina durante a adolescéncia
guando comparado com a vida adulta, enquanto os animais adultos apresentam
maior sensibilidade as alteracdes das concentracdes teciduais de serotonina, e seu
metabdlito induzidas pela cafeina do que os adolescentes.

As diferentes alteracdes dopaminérgicas e serotoninérgicas a cafeina
em animais adolescentes e adultos podem estar relacionadas as diferencas do efeito
psicomotor da cafeina entre esses grupos de animais. Embora o consumo de
cafeina seja elevado em criancas e adolescentes, a maioria dos estudos que
abordam os efeitos da cafeina é realizada em animais adultos. Os resultados deste
estudo destacam que o periodo da adolescéncia deve ser levado em consideracéo
ao se investigar os efeitos da cafeina, pois essa idade confere grandes diferencas
na sensibilidade do sistema dopaminérgico e serotoninérgico e na atividade

locomotora em resposta a esta substancia.
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