2| UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS 758

“FH’}‘% PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL DE POs- Mg

GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS — ASSOCIAGAO
AMPLA UFSCAR/UNESP

ROBERTA ZANCHETA

MODULACAO CONTEXTO-ESPECIFICA DOS EFEITOS
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICOS DECORRENTES DA
CAFEINA

SAO CARLOS -SP
2010



| PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL DE L
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS — ASSOCIACAO
AMPLA UFSCAR/UNESP

.. UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS st

ROBERTA ZANCHETA

MODULACAO CONTEXTO-ESPECIFICA DOS EFEITOS
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICOS DECORRENTES DA
CAFEINA

Dissertacao apresentada ao Programa
Interinstitucional de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas — Associacdo Ampla UFSCar/UNESP,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo
de mestre em Ciéncias Fisioldgicas.

Orientadora: Profa. Dra. Cleopatra da Silva Planeta

SAO CARLOS - SP
2010



Ficha Catalografica
Elaborada Pelo Servico Técnico de Biblioteca e Documentacio
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara

Zancheta, Roberta

Z29m Modulacdo contexto-especifica dos efeitos comportamentais e
neuroquimicos decorrentes da cafeina. / Roberta Zancheta. — Araraquara,
2010
531

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Tulio de
Mesquita Filho™, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa
Interistitucional de Pos-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas Associacdo
ampla UFSCar / Unesp

Orientador: Cleopatra da Silva Planeta

1. Cafeina. 2. Sensibilizacdo. 3. Tolerancia. 4. Contexto ambiental. L.
Planeta, Cledpatra da Silva, orient. II. Titulo.

CAPES: 40300005




Programa Interinstitucional de P6s-Graduacao em Ciéncias
Fisiolégicas
Associacdo Ampla UFSCar/UNESP

Defesa de Dissertacao de Roberta Zancheta

Profa. Dra. Cleopatrada Silva Planeta................... o s

Profa. Dra. Roberto DeluCIa. ... ..o N e



Dedico essa dissertacdo as duas
pessoas mais importantes da minha

vida: meus pais Ivani e Eder.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer ao meu amado pai por tudo de maravilhoso
que ele foi em minha vida. Pai meu exemplo de vida muito obrigada pelo apoio
incondicional todos esses anos, e por todos os valores ensinados. Hoje meu pai eu
tenho certeza que sei 0 que é saudade, infelizmente é somente atraves de palavras
gue eu posso demosntrar meu amor, respeito e eterna admiracdo. Agradeco
também minha mé&e pelo carinho, amparo e coragem principalmente nos momentos
dificeis. Mde é em vocé que eu encontro a forca e confianca necessaria para
enfrentar os obstaculos, pois com seu jeitinho abenc¢dado vocé me faz acreditar que

sempre apos a tempestade DEUS reserva um lindo dia de sol para todos.

Agardeco a minha irm&o mais velha Luciana minha eterna conselheira em todos os
momentos. Aos meus sobrinhos amados Joao Victor e Vitdria e ao meu cunhado

Junior.

Aos meus avoés Irma e Hercules que sempre me incentivaram nos estusos. Obrigada

por serem tao lindos e especiais.

Agradeco minha orientadora Profa Dra Cleopatra da Silva Planeta. Aos meus olhos
a Cleo é uma orientadora brilhante, sua facilidade e clareza para ensinar é imensa, e
sua forma de trabalhar nos estimula a aprender, buscar novos conhecimentos e
pensar de forma critica. Muito obrigada Cleo pela paciéncia e dedicagéo todos esses
anos, mas obrigada princinpalmente por ser uma pessoa amiga e compreensiva. E

com muito carinho e alegria que eu declaro minha extrema admiracao

Agradeco imensamente ao Marcelo amigo muito querido que sera lembrado por toda
minha vida. Nao tenho nem palavras para agradecer sua incansavel ajuda durante
todos esses anos, seu jeito calmo e paciente de ensinar sO me faz admira-l6 ainda
mais. Amigo nao tenho duvida vocé nasceu para ensinar.

Agradeco a Ana Paula que para mim é muito mais que uma amiga € uma irma.

Muito obrigada aninha por sua ajuda em todos os experimentos e também pelo seu



carinho e preocupacao constante. Nunca esquecerei sua incondicional amizade nos
piores momentos da minha vida que aconteceram esse ano. Sua amizade foi um

presente de DEUS, obrigada irmé&zinha por fazer parte da minha vida.

Agradeco a toda familia Possi, Jodo, Lucia e Mauricio por me acolherem com tanto
carinho. Dona Lucia minha segunda mée obrigada por tudo.

Um agradecimento especial aos meus amigos Fabio, Rodrigo e Pauldao que sempre
estavam dispostos a ajudar, ensinar e também trabalhar em equipe. Obrigada

também pelos inimeros momentos felizes vividos durante todos esses anos.

Agradeco aos amigos do Laboratério de Neuropsicofarmacologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP: Tarciso, Sheila, Marilia, Egberto, Joyce, Karina,

Yara, Vanessa, Alianda, Ana Claudia, Thiago, Diego, Liany, Bruna.

Agradeco a Rosana, Elisabete e Tirene pelo constante auxilio, muito importante

para o desenvolvimento dessa dissertagao.

Agradeco os outros professores do departamento Ricardo Luiz Nunes de Souza,
Paulo José de Campos Nogueira, José Francisco Fracasso e Maria do Carmo Longo

sempre dispostos a ajudar no que fosse possivel .

Agradeco ao Programa de Pds-graduacédo em Ciéncias Fisiologicas e a Fapesp pelo

suporte financeiro.

E por fim, agradeco a Universidade Estadual Paulista e a Universidade Federal de
Séao Carlos por disponibilizarem 6timas instalacbes para o desenvolvimento desse

trabalho.



RESUMO
A cafeina é a substancia psicoativa mais consumida no mundo. A administracao
repetida de psicostimulantes pode aumentar ou diminuir o efeito da substancia,
induzindo sensibilizacdo ou tolerancia, respectivamente, dependendo do
procedimento de administracdo. Além da dose e do regime de administracdo, o
ambiente onde a substancia é administrada parece modular as mudancas
comportamentais que ocorrem apos administracao repetida. O objetivo do presente
estudo foi analisar a influéncia do contexto ambiental nas respostas
comportamentais induzidas pela cafeina apdés administracdo repetida dessa
substancia. Também foi investigado se as alteracdes comportamentais estavam
relacionadas a mudancas nas concentracfes teciduais de dopamina e seus
metabdlitos no cortex pré-frontal medial, nicleo accumbens e caudado putamen.
Para tanto, administramos cafeina (15mg/kg) ou salina (1mL/kg) a ratos adultos em
dias alternados durante 13 dias (uma injecao a cada 48 horas; 7 administragdes no
total), o tratamento repetido com cafeina foi realizado de duas formas: 1) pareado ao
ambiente onde foi realizado o teste locomotor; 2) ndo pareado ao ambiente onde foi
realizado o teste locomotor. Trés dias ap0s a Ultima injecdo de cafeina ou salina foi
realizado o teste comportamental dos animais. Imediatamente apds o registro do
comportamento os animais foram decapitados e seus encéfalos foram removidos
para determinacdo das concentracfes de dopamina e seus metabdlitos por
cromatografia liquida de alta resolucdo. Nossos resultados mostraram que a
administracdo repetida de cafeina induziu sensibilizagdo psicomotora quando as
injecbes foram pareadas ao ambiente onde foi realizado o teste locomotor dos
animais, enquanto tolerancia foi observada quando os animais receberam cafeina
repetidamente em um ambiente distinto daguele onde o teste locomotor dos animais
foi realizado. Alteracdes dopaminérgicas foram detectadas no cortex pré-frontal
medial, caudado putamen e ndcleo acumbens em resposta ao tratamento repetido e
a injecdo aguda de cafeina. Os resultados do presente estudo demonstraram que a
administracdo repetida de cafeina induz comportamentos adaptativos opostos
dependendo do contexto ambiental de tratamento. Alteracdes comportamentais nao

se relacionam as neuroquimicas.

Palavras-chave: Cafeina. Sensibilizagdo. Tolerancia. Contexto ambiental.

Dopamina.



ABSTRACT

Caffeine is the psychostimulant drug most consumed in the world. Repeated
administration of psychostimulants can either decrease or increase the drug effect,
inducing tolerance or sensitization, respectively; depending on the administration
procedure. Besides dose and regime of drug administrations, the environment where
drug is administered seems to modulate the changes in locomotor activity following
repeated psychostimulant administration. The purpose of the present study was to
examine the influence of the environmental context on caffeine-induced psychomotor
stimulation following repeated administration of this drug. We also investigated
whether the behavioral alterations were related to changes on dopamine or its
metabolites tissue levels in the medial prefrontal cortex, nucleus accumbens and
caudate putamen. For this purpose adult rats received caffeine (15mg/kg) or saline
(Iml/kg) on alternate days for 13 days (one injection every 48 hours, seven
administrations in total), the repeated treatment with caffeine was performed in two
ways: 1) paired with the environment where the behavioral test was performed, 2)
non-paired with the environment where the the behavioral test was performed. Three
days after the last injection of caffeine or saline the behavioral test was performed.
Immediately after the behavioral test the animals were killed by decapitation and their
brains were removed for determination of dopamine and its metabolites by HPLC.
Our results showed that repeated caffeine induces psychomotor sensitization when
injections were paired with the environment where the animals were subsequently
tested; while tolerance was observed when the animals received caffeine in an
environment different from that where tests were performed. Dopaminergic
alterations were detected in the medial prefrontal cortex, caudate putamen and
nucleus accumbens in response to repeated treatment with caffeine and acute
injection of caffeine. In conclusion, the present results demonstrated that the
environment where caffeine is administered is a key factor modulating the expression
of the organism adaptations to repeated caffeine drug effects. The behavioral

alterations were not associated to neurochemical changes.

Keywords: Caffeine. Sensitization. Tolerance. Environmental context. Dopamine
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico, Consumo e Efeitos da cafeina

Os farmacos psicostimulantes sdo substancias que aumentam a
atividade psiquica e motora. Seus principais efeitos sdo: aumento da atividade
motora, euforia e excitacdo, reducdo da sensacdo de fadiga e do apetite. Os
principais representantes dessa classe de substancias psicoativas sdo a cocaina, a
anfetamina e seus derivados, e as xantinas (cafeina, teofilina e teobromina)
(O’BRIEN, 2003).

A cafeina esta presente em mais de 60 espécies de plantas do mundo,
sendo provavelmente a sustancia psicoativa mais consumida pelas pessoas como
constituinte regular da dieta. Ela esta presente no café, cha, refrigerantes, alimentos
e medicamentos (FREDHOLM et al., 1999; FRARY; JOHNSON; WANG, 2005). Sua
concentracdo varia de 40 a 180mg/150ml no café, de 24 a 50mg/150ml no ch4, de
15 a 29mg/180ml nos refrigerantes de cola e de 1 a 36mg/28g de chocolate
(BARONE; ROBERTS, 1996). A quantidade de cafeina ingerida diariamente pelos
brasileiros € de aproximadamente 41 mg, sendo que 26 mg dessa cafeina ingerida
sdo provenientes do café, 1 mg do cha, 10 mg do mate e 4 mg do cacau. Esse
consumo é€ relativamente baixo se comparado ao consumo de outros paises, como
por exemplo, Estados Unidos e Canada, onde o consumo é de 210 a 238mg/dia e
Suécia e Filandia, onde o consumo chega a 400 mg/pessoa/dia (BARONE;
ROBERTS, 1996).

A maior parte da cafeina ingerida pela populacéo é proveniente do café
e do cha. A concentracdo de cafeina nos graos de café varia de acordo com a
espécie. As duas principais espécies de interesse comercial do género Coffea séo
Coffea arabica e Coffea canephora, denominados respectivamente, Arabica e
Robusta. O grao seco da espécie Coffea arabica contém cerca de 1,1% de cafeina
enquanto a Coffea robusta apresenta aproximadamente 2,2%. A quantidade de
cafeina extraida dos graos depende da técnica utilizada na preparacao, variando em
75% no café fervido, 80% no café expresso e quase 100% no café filtrado
(LUNDSBERG, 1998). As técnicas de preparacdo que apresentam maior eficiéncia
na extracdo de cafeina séo utilizadas em paises que consomem principalmente a

espécie arabica (por exemplo, o café filtrado na Suécia) e técnicas de extracdo com
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menor eficiéncia sdo utilizadas em paises onde é consumido mais a espécie robusta
(por exemplo, o café expresso na Italia).

No caso dos chéas, 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 (BALENTINE; HARBOWY; GRAHAM, 1998).

O mate é a bebida preparada a partir de folhas de llex paraguariensis,
e no Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e Chile constitui a principal fonte de
consumo de cafeina. Normalmente 50g de mate rende 1 litro de bebida contendo
aproximadamente 160mg de cafeina (GRAHAN, 1998).

Na semente do cacau a principal metilxantina encontrada é a
teobromina, mas também ocorrem pequenas quantidades de cafeina (APGAR;
TARKA, 1998). Alimentos e bebidas de chocolate sdo importantes fontes de cafeina
principalmente na dieta de criangas e adolescentes. Para criangas de 7 a 10 anos o
consumo de cafeina varia entre 0,5 a 1,8mg/kg, sendo que 26 a 55% dessa cafeina
ingerida é proveniente de refrigerantes (maior parte da cafeina ingerida), 17 a 40%
de bebidas e alimentos de chocolate, 6 a 34% do cha e 0 a 22% do café (MORGAN;
STULTS; ZABIK, 1982; ARBEIT et al., 1988).

O consumo habitual de café ou refrigerante produz concentracdes
plasmaticas capazes de alterar positivamente as funcdes cognitivas e psicomotoras
(FREDHOLM et al., 1999). Por muitos séculos, estuda-se os efeitos estimulantes da
cafeina como, por exemplo, reducédo da fadiga, do sono, e aumento do estado de
alerta. Essas propriedades da cafeina tem sido alvo de atletas, motoristas de
caminhdo, membros das forcas militares e outras populagcdes que precisam
combater a fadiga ou aumentar sua capacidade de realizar atividades ocupacionais.
Dessa forma a disponibilidade de bebidas energéticas e suplementos que contém
cafeina aumentam a oportunidade das pessoas consumirem a cafeina como um
agente ergogénico (BURKE, 2008).

Varios estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da cafeina na
atividade cognitiva (melhora do raciocinio légico e rapido processamento da
informacao) e memoria (SMITH; TOLA, 1998) Os efeitos da cafeina sobre o humor
também tem sido investigado em seres humanos, doses baixas dessa substancia
sdo associadas a efeitos considerados subjetivamente “positivos”, tais como
sensacao de maior energia, maior estado de alerta, capacidade de concentracéo,

motivagdo para o trabalho e, ainda, o desejo de socializagdo. Entretanto, doses
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elevadas podem causar efeitos considerados desagradaveis como ansiedade,
agitacao, tenséo, tremor e nervosismo (BENOWITZ, 1990). Dessa forma, para evitar
a ocorréncia dos efeitos desagradaveis os individuos ajustam, conforme a sua
necessidade, a ingestdo de bebidas que contém cafeina (DALY; FREDHOLM, 1998).

Os efeitos da cafeina sobre a atividade locomotora em roedores
também tém sido amplamente investigados. Tipicamente, a cafeina produz efeito
bifasico sobre a locomocéo. Doses baixas de cafeina administradas em roedores
aumentam a atividade locomotora, enquanto doses altas ndo apresentaram efeito,
ou apresentaram diminuicdo na atividade locomotora. De acordo com a literatura, no
rato, o efeito maximo da cafeina é observado depois da administracdo de doses
entre 15 e 30 mg/kg , enquanto doses mais elevadas (acima de 100 mg/kg) néo
produzem efeito ou diminuem a atividade locomotora (SOLINAS et al., 2002;
FISONE; BORGKVIST; USIELLO et al., 2004).

Resultados do nosso laboratorio corroboram essas observagoes.
Assim, demonstramos que a cafeina altera de forma dose-dependente a atividade
locomotora de ratos adultos e adolescentes. O aumento foi significativo em relacéo
ao grupo controle (salina) a partir da dose de 10 mg/kg e o efeito maximo foi
observado com a dose de 30 mg/kg, sendo que doses de 60 e 120 mg/kg nao
estimularam a atividade locomotora (MARIN et al, 2005). Levando-se em
consideracdo as diferentes taxas de metabolismo da cafeina entre roedores e
humanos, a dose de 10 mg/kg de cafeina em ratos corresponde a cerca de 2 a 3
xicaras de café para uma pessoa de 70 kg (FREDHOLM et al., 1999).

A cafeina atua como reforcador positivo em humanos e animais
(NEHLIG, 1999). No entanto, suas propriedades reforcadoras sédo baixas se
comparadas a outros psicostimulantes como cocaina e anfetamina. Porém, ha varias
demonstracdes de que a sua utilizacdo pode aumentar o uso de outras substancias
de abuso. Por exemplo, foi demonstrada associacdo entre a utilizacdo de cafeina,
tabaco e alcool (ISTVAN; MATARAZZO, 1984; SWANSON; LEE; HOPP, 1994). O
uso de cafeina parece influenciar também o padrdo de consumo de cocaina e
anfetamina, podendo aumentar a vulnerabilidade ao abuso destes psicostimulantes
(BUDNEY et al., 1993; KOZLOWSKI et al., 1993).

Embora existam controvérsias, alguns estudos relatam que a cafeina
preenche alguns dos critérios para diagnoéstico de dependéncia de modo semelhante

as anfetaminas e cocaina. Por exemplo, pode-se observar o desenvolvimento de
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tolerdncia com o uso repetido, aparecimento de sindrome de abstinéncia na
interrupg&o do uso e leve efeito reforcador (HUGGHES et al.,1998; NEHLIG, 1999).

1.2 Sensibilizac&o e Tolerancia a cafeina

Atualmente, a dependéncia de substancias psicoativas é conceituada
como uma sindrome comportamental na qual o uso da substancia adquire prioridade
na vida do individuo. De acordo com esse conceito, a dependéncia € caracterizada
por um conjunto de sintomas indicativos de que o individuo perdeu o controle do uso
da substancia psicoativa e 0 mantém a despeito das suas conseqiéncias adversas
(DSM-1V).

As primeiras teorias que propunham explicar a dependéncia se
concentravam nas consequéncias adversas decorrentes da interrupcdo do uso das
substancias psicoativas, fendbmeno conhecido como sindrome de abstinéncia que se
caracteriza por um intenso desconforto causado pela retirada da substancia
(ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Dessa forma acreditava-se que o0s individuos
dependentes mantém o uso da substancia para evitar os efeitos desagradaveis da
sindrome de abstinéncia assim a substancia atuaria como um reforgador negativo
(O’BRIEN, 2003). Contudo, essa teoria ndao explicava o inicio do uso da substancia
de abuso.

Uma caracteristica de todas as substancias psicoativas de abuso é a
propriedade de causar efeitos euforizantes e prazerosos, atuando como
reforcadores positivos (WISE; BOZARTH, 1987). De acordo com esses mesmos
autores o efeito reforcador positivo dessas substancias € decorrente da ativacao de
um substrato neurobiolégico comum, o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.
Essa hipotese é comprovada por varios estudos que demonstraram que a
administragdo aguda de psicostimulantes, como cocaina e anfetamina, e outras
substancias de abuso que comprovadamente causam farmacodependéncia causa a
liberacdo de dopamina (DA) no nucleo acumbens (NAc) e caudado putamen (CP)
(DICHIARA; IMPERATO, 1988). Esse aumento da DA no NAc parece mediar o efeito
reforcador positivo das substancias de abuso (KOOB, 1992; KOOB; LE MOAL,
2001).

Os principais componentes do sistema dopaminérgico

mesocorticolimbico séo a area tegmental ventral (ATV, sitio de corpos celulares de
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neurbnios dopaminérgicos) e suas projecbes para regides do sistema limbico
incluindo o nacleo acumbens (NAc), o tubérculo olfativo, a amidala e o cortex frontal
e limbico. A ativacdo desse circuito é responsavel pelo efeito reforcador das
substancias de abuso (KOOB, 1992; KOOB; LE MOAL, 2001).

A sensacao de bem-estar, ou seja, o0 refor¢co positivo causado pela
substéncia explica o padrdo de uso ocasional, mas nao responde por que ocorre a
perda do controle do uso a despeito de consequéncias adversas. O uso prolongado
de substancias psicoativas causa neuroadaptacdes que Se expressam COmMo
tolerancia ou sensibilizagéo.

A tolerancia caracteriza-se pela diminuicdo dos efeitos de uma dose
fixa da droga no decorrer da administracdo prolongada, ou ainda, pela necessidade
de aumentar-se a dose para obtencdo dos efeitos iniciais. A interrupcado do uso da
substancia causa o fendbmeno conhecido como sindrome de abstinéncia (JAFFE,
1990).

A sensibilizacdo comportamental consiste do aumento gradual da
atividade locomotora observado apds a administracdo repetida e intermitente da
substancia psicoativa. Esse fendmeno resulta de adaptacBes neuroquimicas e
moleculares do sistema dopaminérgico (ROBINSON; BECKER, 1986; NESTLER,;
AGHAJANIAN, 1997). Segundo Robinson; Berridge, (1993), a sensibilizagcdo néo
resultaria. no aumento do efeito reforcador das substancias psicoativas, mas
regularia o impulso motivacional e a atencéo a estimulos salientes. Desse modo, as
substancias de abuso produziriam sensibilizacdo do sistema dopaminérgico e isto
tornaria os estimulos (uso da droga e comportamentos relacionados) altamente
salientes, atrativos e desejados. Assim, com 0 uso repetido, a droga e os estimulos
associados tornam-se progressivamente mais atrativos e dessa forma se desenvolve
um desejo compulsivo (“fissura”) pela droga que € capaz de controlar o
comportamento.

Em roedores, a sensibilizacdo comportamental € uma caracteristica
comum das substancias que produzem dependéncia (ROBINSON; BECKER, 1986).
A inducao da sensibilizacdo comportamental depende do procedimento experimental
de administracdo da substéancia psicoativa. A via de administragdo deve promover
inicio rapido do efeito, e as administracdes devem ser intermitentes. Geralmente as
vias de administracdo endovenosa ou intra-peritoneal (i.p.) sdo as mais utilizadas
(SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006). Hope, et al., (2005) demonstraram que a
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administracéo intermitente de cocaina causa sensibilizagdo da atividade locomotora,
enquanto a administragdo continua por meio de “minibombas” subcutaneas pelo
mesmo periodo de tempo causa tolerancia da atividade locomotora.

Além da forma de administracdo, o ambiente no qual a substancia
psicoativa é administrada desempenha importante papel na modulagdo da
expressao da sensibilizacdo comportamental (BROWMAN; BADIANI; ROBINSON,
1998; CROMBAG et al., 2001). A sensibilizacdo comportamental a psicostimulantes,
como a anfetamina e a cocaina, pode ser observada quando as injecdes repetidas
dessas substancias sdo administradas na gaiola moradia e o teste realizado em um
ambiente diferente dela (BADIANI; ANAGNOSTARAS; ROBINSON, 1995a;
BADIANI; BROWMAN; ROBINSON, 1995b; ROBINSON et al., 1998). Entretanto, a
sensibilizacdo comportamental é mais robusta se as administracbes do
psicostimulante sdo pareadas ao ambiente do posterior teste com a substancia
(ANAGNOSTARAS; ROBINSON 1996; MARIN et al.,, 2009). Desse modo, o
pareamento entre 0 ambiente e as administracbes da substancia pode facilitar a
expressao da sensibilizacdo comportamental (VEZINA; LEYTON, 2009). Esse efeito
do pareamento ambiental j& € demonstrado para psicostimulantes como a cocaina e
anfetamina, mas nao para a cafeina.

A sensibilizacdo comportamental em resposta ao tratamento repetido
com cafeina foi demonstrada em poucos estudos. A administracdo de cafeina
pareada ao ambiente de teste e em doses moderadas (15mg/kg i.p.) durante duas
semanas em dias alternados foi capaz de promover sensibilizagdo comportamental
(SIMOLA et al.,, 2006 a,b; TRONCI et al.,, 2006). Por outro lado, outros autores
demonstram que a administracdo continua de cafeina pela implantacdo de mini-
bombas subcutaneas induz tolerancia da atividade locomotora de ratos (KAPLAN et
al., 1993). Lau; Falk, (1995) também mostraram evidéncias de tolerancia
comportamental a cafeina apOs longo periodo de injecbes (i.p.) diarias da
substancia. Contudo, de acordo com a literatura o tratamento mais utilizado para
induzir tolerancia € a administragcéo oral ad libitum de cafeina na agua (CHOU et al.,
1985; HOLTZMAN; MANTE; MINNEMAN, 1990; SVENNINGSSON; NOMIKOS;
FREDHOLM, 1999).

Dessa forma, as respostas comportamentais obtidas ap6s tratamento
repetido com cafeina pode ser dependente das doses, protocolo de administracdo e

do ambiente em que a substancia & administrada.
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1.3 Mecanismo de Acdao e alteragdes neuroquimicas induzidas pela cafeina

Quanto ao mecanismo de acdo, em doses normalmente consumidas
por humanos, a cafeina atua predominantemente como antagonista dos receptores
de adenosina A; e Asa (FREDHOLM et al.,, 1999). Os receptores A; e Apa estéo
localizados em varias regides do sistema nervoso central incluindo componentes das
vias dopaminérgicas, como CP e o NAc (FREDHOLM et al., 1999). O receptor A;
esta acoplado a proteina G; (inibicao de adenilil ciclase) e G, (ativacao de canais de
potdssio e de calcio) (TRUSSEL; JACKSON, 1985; MACDONALD; SKERRIT;
WERZ, 1986). A maioria dos receptores A; esta localizada nos terminais pré —
sinapticos, onde inibem a liberacdo de varios neurotransmissores incluindo a DA e a
serotonina (5-HT) (OKADA et al., 1996; 1999). Os receptores A,a estdo acoplados as
proteinas Gs e Gor que ativam a adenilil ciclase (HERVE et al., 2001), esses
receptores estdo localizados pos-sinapticamente em terminais dopaminérgicos,
como por exemplo, no corpo estriado e o tubérculo olfativo (FREDHOLM et al., 1999;
FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004) onde estdo envolvidos no controle de
movimentos voluntarios e dos aspectos motivacionais e cognitivos do
comportamento motor (SCHIFFMAN; JACOBS; VANDERHAEGEN, 1991; FINK et
al., 1992; SCHIFFMAN; VANDERHAEGHEN, 1993).

Os receptores A; estdo localizados nos terminais pré-sinapticos dos
neurbnios aferentes glutamatérgicos e dopaminérgicos. Nesses terminais, eles
atuam como heteroreceptores mediando a inibicdo da liberacdo de DA e glutamato
induzida pela adenosina (SOLINAS et al., 2002). No terminal pds-sinaptico os
receptores A; interagem negativamente com 0s receptores dopaminérgicos D1
localizados nos neurdnios GABAérgicos da projecéo estriado-nigral (FERRE et al.,
1997). Os receptores A,a estdo localizados principalmente na regido pés-sinaptica
somatodendritica dos neurdnios GABAérgicos da projecdo estriadopalidal
(HETTINGER et al., 2001), onde eles interagem negativamente com 0s receptores
dopaminérgicos D2. Assim, a cafeina pode facilitar a transmissdo dopaminérgica
aumentando a liberagcdo de DA e os efeitos da DA mediados pelos receptores D2
(FERRE et al., 1997).

A cafeina pode atuar como inibidor das fosfodiesterases, entretanto a

sua afinidade por essas enzimas é baixa e concentracfes elevadas (na faixa de
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milimolar) sdo necessarias para a obtencdo de efeitos significativos (CARDINALI,
1980). De forma semelhante, concentrag6es milimolares sdo necessarias para que a
cafeina mobilize célcio de estoques intra-celulares, efeito que € mediado por canais
sensiveis a rianodina (MCPHERSON et al., 1991; SITSAPESAN; MCGARRY;
WILLIAMS, 1995). Contudo, essas concentracfes produzem efeitos téxicos em
humanos. As concentracdes plasmaticas usuais de cafeina apds ingestdo, por
exemplo, de trés xicaras de café (aproximadamente 300 mg de cafeina) ndo excede
30 uM (BONATI et al., 1982), e nessa faixa de concentracdo a cafeina exerce seu
principal mecanismo de acdo que é o bloqueio dos receptores de adenosina,
principalmente A; e Aza .

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

Solinas et al., (2002) demonstraram através de estudos de microdialise
in vivo que a administracao sistémica de dose moderadas de cafeina (10-30 mg/kg
I.p.), ou de um antagonista seletivo dos receptores de adenosina A;, aumentam o
nivel extracelular de DA no NAc. Dessa forma, alguns efeitos da cafeina podem
estar relacionados ao aumento da liberagcdo de neurotransmissores decorrente do
bloqueio dos receptores A; (FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004).

No entanto, estudo recente de De Luca et al., (2007) questiona a
liberagdo de DA no NAc induzida pela cafeina. Esses autores demonstraram
também pela técnica de microdialise, que doses de 10 e 30 mg/kg i.p. de cafeina
nao estimulam a liberagdo de DA no NAc, mas em vez disso aumentam a liberagao
de DA somente no cértex pré-frontal medial (CPFm). Através do implante da canula
na regiao intermediaria entre o CPFm e NAc os autores sugeriram que trabalhos

anteriores mediram na verdade no NAc a DA difundida a partir do CPFm.
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Acquas; Tanda; Di Chiara, (2002) demonstraram que um procedimento
de administracao repetida de cafeina capaz de induzir tolerancia comportamental foi
acompanhado de reducdo da liberacdo de DA no CPFm induzida pela cafeina,
enquanto nenhuma alteracdo na quantidade de DA no NAc foi encontrada. No
entanto, Quarta et al., (2004) demonstraram tolerancia da liberacdo de DA no NAc
induzida pela cafeina apds 14 dias de sua administragdo na agua.

Alteracdes nos sistemas dopaminérgicos também podem ser avaliadas
pela determinacdo das concentracfes teciduais de neurotransmissores e seus
metabdlitos utilizando-se cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) com
deteccdo eletroqguimica (CHI; ODONTIADIS; FRANKLIN, 1999; MAYERHOFER,;
KOVAR; SCHMITD, 2001; STROTHER et al., 2005; TSUNODA et al., 2006).

Hadfield; Milio, (1989) mostraram por meio da dosagem de
neurotransmissores e seus metabdlitos em homogenato tecidual, que a
administracdo de altas doses de cafeina aumenta a utilizagcdo de DA e 5-HT em
varias areas encefalicas em camundongos. No entanto, as doses de cafeina
utilizadas (100 e 200 mg/kg i.p.) nao refletem as quantidades normalmente
consumidas por humanos (FREDHOLM et al., 1999).

Varios estudos demonstraram a participacdo da neurotransmissao
dopaminérgica na mediacdo do efeito agudo da cafeina, entretanto, os estudos
guanto a participacdo desses sistemas de neurotransmissores na mediacdo dos

efeitos cronicos da cafeina ainda sdo bastante limitados.
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2. OBJETIVOS

Os experimentos realizados neste estudo tiveram como objetivos
investigar:

a-) se o0 contexto ambiental exerce influéncia nas respostas
comportamentais induzidas pela cafeina apds administracdes repetidas dessa
substancia;

b-) se as alteracbes comportamentais estdo relacionadas com
alteragcbes nas concentracdes teciduais de DA, e seus metabdlitos &cido
homovanilico (HVA) e &cido diidroxifenil acético (DOPAC), no CPFm, NAc e CP.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180g a 200g), provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram
transferidos para o biotério do laboratério de Farmacologia do Departamento de
Principios Ativos Naturais e Toxicologia do Campus de Araraquara - UNESP no
minimo 7 dias antes do inicio dos experimentos. Grupos de 3 a 4 animais foram
mantidos em caixas plasticas de 32 x 40 x16 cm (largura x comprimento x altura) em
condi¢bes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes
acesas as 7h) com livre acesso a alimento e agua. Os experimentos foram
realizados durante a fase clara do ciclo claro/escuro entre as 8:00 a.m e 17:00 p.m.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP (CEP-07/2008) e os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal — (COBEA).

3.2 Avaliagédo 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 dimensdes: 44 (comprimento) x 44 (largura) x 20 (altura) cm (Fig. 1).
Os animais foram colocados individualmente na caixa de atividade e a locomocéo 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 locomocéao
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 Dissecacédo 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 aproximadamente as seguintes coordenadas a partir do

bregma: +3,7mm a +2.7mm para o CPFm; +2,0mm a +1,0mm para o NAc e CP.



27

3.4 Quantificagbes das concentracfes de dopamina, e seus metabdlitos por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (HPLC) 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). Em resumo, as estruturas encefalicas foram
dissecadas e congeladas (-80°C). Para a determinacao das concentraces de DA e
seus metabdlitos HVA e DOPAC, as é&reas dissecadas foram pesadas,
homogeneizadas em acido perclérico 0,1M, centrifugadas a 13.150 g, 20min, 4°C.
As diluicbes dos tecidos encefédlicos foram padronizadas em experimentos
preliminares para adequacao da concentracdo das substancias quantificadas dentro
da faixa de linearidade do detector. Os volumes de homogeneizacdo foram os
seguintes: 80 puL para o CPFm, 150 pL para o NAc e 200 pL para o CP.

Trinta microlitros do sobrenadante foram injetados 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 didametro de poro da particula; Waters). A diferenca de potencial foi ajustada para
800 mV versus um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI. A fase mével, em fluxo de 0,8
mL/minuto consistiu de acido citrico (50 mM), KCL (2 mM), EDTA (0,1 mM), 9,86%
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 aplicacao.

A curva de calibracao foi construida com soluces padrbes de 1, 2,5,
5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 e 600 ng/mL de DA, DOPAC e HVA injetadas no
cromatdégrafo em triplicata. O limite de deteccdo e quantificacdo foram,
respectivamente, para a DA: 0,5 e 1,66, para o DOPAC: 0,7 e 2,4, parao HVA: 19 e
6,4 ng/ml. Quando a concentragcdo da amostra destas substancia ficava abaixo do
limite de quantificacdo, as mesmas eram excluidas. As concentracfes das
substancias eram corrigidas pela massa das amostras de tecido dissecadas, sendo

expressas em ng da substéancia por mg de tecido.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Efeito psicomotor da cafeina no ambiente pareado ao pré-tratamento

O protocolo utilizado nesse estudo foi baseado no trabalho de Simola
et al., (2006a,b) e consistiu em duas etapas:

1) Tratamento: Nessa etapa os animais foram divididos em dois grupos
gue receberam injecdes i.p. de 15 mg/kg de cafeina (N = 20) (Grupo CAF) ou salina
(ImL/kg) (Grupo SAL) (N=20), em dias alternados durante 13 dias (uma injecéo a
cada 48h; total 7 administracbes). Nos dias de tratamento os animais foram
transportados em sua gaiola moradia do biotério para a sala onde foi realizado o
teste comportamental e ali permaneceram por 40minutos. Apds esse periodo de
habituacdo a sala, os animais receberam as injecfes de cafeina ou salina e foram
colocados na caixa de atividade locomotora por 20 minutos (pareamento
injecdo/ambiente). Entre a exposicdo de cada rato a caixa de atividade o chéo e as
paredes da caixa eram limpos com alcool 70% e secos com papel toalha.

2) Teste: Trés dias apés a ultima administracao de cafeina ou salina os
animais foram transportados em sua gaiola moradia do biotério para a mesma sala
onde foi realizado o tratamento, como descrito acima, e foram colocados
individualmente na caixa de atividade por 30 minutos para habituacao, ao final desse
periodo registrou-se as unidades de locomocao (item 3.2).

Ap6s a habituacdo os grupos CAF e SAL foram aleatoriamente
subdivididos em dois grupos que receberam cafeina (10 mg/kg; i.p.) (CAF + CAF; N
= 10) e (SAL + CAF; N = 10) ou salina (SAL + SAL; N=10) e (CAF + SAL; N=10)
Imediatamente apds as injecfes os animais foram colocados na caixa de atividade e
a locomocao foi registrada ao final de 30 minutos.

Apoés a andlise comportamental, os animais foram transferidos para
uma sala adjacente, onde foram sacrificados por decapitacdo, sendo seus encéfalos
rapidamente removidos (90s) e congelados em isopentano resfriado sobre gelo
seco. ApoOs esse procedimento, os enceéfalos foram armazenados a -80 °C para
posterior dissecagdo das areas encefalicas de interesse CPFm, NAc e CP (item 3.3)
e quantificacdo das amostras por HPLC (item 3.4)

A dose de 15 mg/kg de cafeina utilizada baseou-se nos estudos de

Simola et al., (2006a,b), que demonstraram a inducdo de sensibilizacdo a cafeina



30

induzida pela administracdo repetida desta dose. No entanto, utilizamos a dose de
10 mg/kg no dia do teste com base em estudos prévios do laboratério nos quais
demonstrou-se que a dose de 15mg/Kg causava efeito maximo na atividade
locomotora Marin et al., (2005), o que dificultaria a observacdo de sensibilizacao

comportamental.

4.2 Efeito psicomotor da cafeina no ambiente ndo pareado ao pré-tratamento

Esse experimento também consistiu de duas etapas como descrito no
experimento 4.1.

1) Tratamento: Nessa etapa os animais foram divididos em dois grupos
gue receberam injecdes i.p. de 15 mg/kg de cafeina (Grupo CAF) (N = 16) ou salina
(ImL/kg) (Grupo SAL) (N=16), em dias alternados durante 13 dias (uma injegéo a
cada 48h; total 7 administracbes). Entretanto, as administracbes foram realizadas
em um ambiente distinto do qual foi realizado o teste de locomocédo, 0os animais
receberam injecbes de cafeina ou salina i.p. no proprio biotério. Assim, nesse
experimento os animais nunca foram expostos ao ambiente onde foi realizado o
teste comportamental.

2) Teste: Trés dias apés a ultima administracao de cafeina ou salina os
animais foram transportados em sua gaiola moradia do biotério para a sala onde foi
realizado o teste locomotor, e foram colocados individualmente na caixa de atividade
por 30 minutos para habituacdo, ao final desse periodo registrou-se as unidades de
locomogéo (item 3.2).

ApOs a habituacdo os grupos CAF e SAL foram aleatoriamente
subdivididos em dois grupos que receberam cafeina (10 mg/kg; i.p.) (CAF + CAF; N
= 8) e (SAL + CAF; N = 8) ou salina (SAL + SAL; N=8) e (CAF + SAL; N=8)
Imediatamente apos as injecfes os animais foram colocados na caixa de atividade e
a locomocao foi registrada ao final de 30 minutos.

ApoOs a analise comportamental, os animais foram transferidos para
uma sala adjacente, onde foram sacrificados por decapitacdo, sendo seus encéfalos
rapidamente removidos (90s) e congelados em isopentano resfriado sobre gelo
seco. ApOs esse procedimento, os encéfalos foram armazenados a -80 °C para
posterior dissecagdo das areas encefalicas de interesse CPFm, NAc e CP (item 3.3)

e quantificacdo das amostras por HPLC (item 3.4).
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4.3 “Turnover” de dopamina apoés o pré-tratamento com cafeina (pareado/néo

pareado) ao ambiente do teste locomotor.

Imediatamente ap6s o registro da atividade locomotora, os animais
foram decapitados, seus encéfalos retirados, e o CPFm, NAc e CP foram dissecados
como no item 3.3. As concentracdes de DA, e seus metabdlitos foram determinadas
como descrito no 3.4.

Os resultados foram expressos como “turnover”, que corresponde ao
calculo da razdo entre a concentracdo dos metabdlitos e seu respectivo
neurotransmissor. Esse indice é considerado um indicador da atividade de um
determinado sistema, pois representa a taxa de utilizacdo do neurotransmissor (CHI;
ODONTIADIS; FRANKLIN, 1999; MAYERHOFER; KOVAR; SCHMITD, 2001;
STROTHER et al., 2005; TSUNODA et al., 2006).
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ANALISE ESTATISTICA
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5. Andlise estatistica

Os dados da habituacdo foram analisados pelo teste t-student para
amostras independentes comparando o pré-tratamento cafeina e salina.

Os dados comportamentais apdés a injecdo com cafeina foram
analisados pela ANOVA bifatorial, considerando os fatores pré-tratamento (salina x
cafeina 15 mg/kg) e teste (salina x cafeina 10 mg/Kg).

Os dados neuroquimicos foram analisados pela ANOVA bifatorial,
considerando os fatores pré-tratamento (salina x cafeina 15 mg/kg) e teste (salina x
cafeina 10 mg/kg).

Nos casos em que a ANOVA mostrou diferenca significativa (p<0,05)
os dados foram submetidos a andlise post-hoc de Newman-Keuls para verificacdo

das diferencas entre os grupos de interesse.
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6. RESULTADOS

6.1 Habituacdo ao ambiente onde foi realizado o teste comportamental

O teste t-Student para amostras independentes comparando o pré-
tratamento cafeina e salina mostrou que os animais que receberam pré-tratamento
com cafeina pareado ao ambiente onde foi realizado o teste locomotor apresentaram
maior atividade locomotora no periodo de habituacdo (t= -2.17; p<0.05). Entretanto,
ndo houve diferenca significativa quando o pré-tratamento com cafeina néo foi

pareado ao ambiente onde foi realizado o teste locomotor (Fig. 2).
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Figura 2: Atividade locomotora dos animais apés pré-tratamento com cafeina durante o periodo de
habituacdo no ambiente pareado (A) e no ambiente ndo pareado (B) ao teste locomotor. As barras
representam a média + EPM das unidades de locomog¢ao acumuladas nos 30 min apds inje¢éo i.p. de
cafeina (10mg/kg) ou salina (1ml/kg) (N=16-20 animais por grupo).

* p<0,05 em relacdo ao respectivo controle (teste t-Student)
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6.2 Efeito psicomotor da cafeina no ambiente pareado ao pré-tratamento

A figura 3 mostra o resultado da analise da atividade locomotora dos
animais em resposta ao pré-tratamento com cafeina ou salina, pareado ao ambiente
onde foi realizado o teste locomotor.

ANOVA bifatorial revelou diferenca significativa para os fatores pré-
tratamento [Fu.34) = 6.005; p<0.05] e teste [Fa.34 = 81.835; p<0.01]. Além disso,
houve interagéo significativa entre os fatores pré-tratamento e teste [F1.34 = 6.309;
p<0.05]. Considerando o fator pré-tratamento a analise de Newman-Keuls revelou
que a cafeina aumentou significativamente a locomocao em relagdo ao grupo salina.
Essa mesma analise foi realizada considerando os fatores pré-tratamento e teste,
revelando que a injecdo aguda de cafeina (teste) aumentou significativamente a
atividade locomotora nos grupos pré-tratados com salina ou cafeina (SAL-SAL vs
SAL-CAF e CAF-SAL vs CAF-CAF; p<0.01). Observou-se também que o grupo de
animais  pré-tratados com cafeina apresentou atividade locomotora
significativamente maior quando comparado ao grupo de animais pré-tratados com
salina (SAL-CAF vs CAF-CAF; p<0.01), caracterizando a presenca de sensibilizacao
comportamental quando o teste é realizado no ambiente pareado ao tratamento
repetido com cafeina (Fig. 3).
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Figura 3: Efeito psicomotor da cafeina no ambiente pareado ao pré-tratamento. As barras
representam a média + EPM das unidades de locomogdo acumuladas nos 30 min apos injegéo i.p. de
cafeina (10mg/kg) ou salina (Iml/kg).

* p<0,05 em relacdo ao respectivo controle (CAF-SAL vs CAF-CAF; SAL-SAL vs SAL-CAF)

# p<0,05 comparado ao grupo pré-tratado com salina e desafiado com cafeina (SAL-CAF vs CAF-
CAF)
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6.3 Efeito psicomotor da cafeina no ambiente ndo pareado ao pré-tratamento

A figura 4 mostra o resultado da analise da atividade locomotora dos
animais em resposta ao pré-tratamento com cafeina ou salina ndo pareado ao
ambiente onde foi realizado o teste locomotor.

ANOVA bifatorial revelou diferenca significativa para os fatores pré-
tratamento [Fu 27 = 4.804; p<0.05] e teste [Fu27) = 98.224; p<0.01]. Além disso,
houve interagdo significativa entre os fatores pré-tratamento e teste [F(127) = 15.191;
p<0.01]. Considerando o fator pré-tratamento a andlise de Newman-Keuls revelou
que a cafeina diminuiu significativamente a locomog¢&o em relagdo ao grupo salina.
Essa mesma analise foi realizada considerando os fatores pré-tratamento e teste,
revelando que a injecdo aguda de cafeina (teste) aumentou significativamente a
atividade locomotora nos grupos pré-tratados com salina ou cafeina (SAL-SAL vs
SAL-CAF e CAF-SAL vs CAF-CAF; p<0.01). Observou-se também que o grupo de
animais  pré-tratados com cafeina apresentou atividade locomotora
significativamente menor quando comparado ao grupo de animais pré-tratados com
salina (SAL-CAF vs CAF-CAF; p<0.001), caracterizando a presenca de tolerancia
comportamental quando as injecbes de cafeina ndo foram pareadas com o

ambiente do teste locomotor (Fig. 4).
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Figura 4: Efeito psicomotor da cafeina no ambiente ndo pareado ao pré-tratamento. As barras
representam a média + EPM das unidades de locomogédo acumuladas nos 30 min apds injecao i.p. de
cafeina (10mg/kg) ou salina (1ml/kg).

* p<0,05 em relacéo ao respectivo controle (CAF-SAL vs CAF-CAF; SAL-SAL vs SAL-CAF)

# p<0,05 comparado ao grupo pré-tratado com salina e desafiado com cafeina (SAL-CAF vs CAF-
CAF)
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6.4 “Turnover”’ de dopamina no CPFm, CP e NAc apds teste com cafeina no

ambiente pareado ao pré-tratamento

No CPFm ANOVA bifatorial ndo revelou diferenca significativa para o
turnover de DA considerando o fator pré-tratamento [F(33=0,04; p=0,84] mas
revelou diferenca significativa para o fator teste [F(133=6,35; p<0,01]. Ndo houve
interagéo entre os fatores [F(1,33=0,007; p=0,93]. Analise de Newman-Keuls,
considerando o fator teste, revelou que a injecdo aguda de cafeina aumentou
significativamente o “turnover” de DA no CPFm nos animais independentemente do
pré-tratamento que eles receberam.

Em relacdo ao CP ANOVA bifatorial ndo revelou diferenca significativa
para o “turnover” de DA considerando o fator pré-tratamento [F(133=1,34; p=0,25]
mas revelou diferenca significativa para o fator teste [F(133=4,61; p<0,03]. Néo
houve interac@o entre os fatores [F(133=2,04; p=0,16]. Analise de Newman-Keuls
considerando o fator teste revelou que a injecdo aguda de cafeina diminuiu
significativamente o “turnover” de DA no CP nos animais independentemente do pré-
tratamento que eles receberam.

No NAc ANOVA bifatorial ndo revelou diferenca significativa para o
“‘turnover” de DA considerando o fator pré-tratamento [F( 34=0,01; p=0,90] mas
revelou diferenga significativa para o fator teste [F(134=5,81; p<0,02]. Ndo houve
interagcdo entre os fatores [Fu34=0,29; p=0,58]. Andalise de Newman-Keuls
considerando o fator teste revelou que a injecdo aguda de cafeina diminuiu
significativamente o “turnover” de DA no NAc nos animais independente do pré-

tratamento que eles receberam (Tabela 1).
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Tabela 1: Alteracdes das concentracdes de dopamina e seus metabdlitos (média £ EPM) no CPFm,
NAc e CP apo6s pré-tratamento com 15mg/kg de cafeina pareado ao ambiente do teste locomotor

(n=6-10 animais/grupo).

DA DOPAC HVA DOPAC+HVA/DA
CPFm saAL-sAL  0,062+0,010 0,030+0,005 0,036+0,007 0,477+0,113
CAF-SAL  0,060+0,010 0,028+0,003 0,022+0,005 0,483+0,137
SAL-CAF  0,062+0,012 0,024+0,004 0,048+0,010 0,839+0,176
CAF-CAF  0,059+0,019 0,033+0,006 0,037+0,005 0,880+0,137
NAC  sAL-sAL  1,051%0,209 0,630+0,140 0,154+0,028 0,787+0,155
CAF-SAL  1,198+0,128 0,700+0,100 0,200+0,035 0,865+0,116
SAL-CAF  1,212+0,233  0,465+0,096  0,133%0,029 0,567+0,104
CAF-CAF  0,971+0,145 0,406+0,080 0,109+0,019 0,516+0,081
CP SAL-SAL  1,193+0,146 0,396+0,026 0,067+0,008 0,464+0,033
CAF-SAL  0,987+0,140 0,310+0,045 0,054+0,009 0,363+0,050
SAL-CAF  1,470+0,179 0,292+0,042 0,046+0,008 0,324+0,043
CAF-CAF  1,489+0,169 0,293+0,028 0,061+0,008 0,335+0,031
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6.5 “Turnover” de dopamina no CPFm, CP e NAc apds teste com cafeina no

ambiente ndo pareado ao pré-tratamento

No CPFm ANOVA bifatorial ndo revelou diferenca significativa para o
‘turnover” de DA considerando os fatores pré-tratamento [Fq 27=0,18; p=0,66] e
teste [Fq27=2,09; p=0,15]. Nao houve interacdo entre os fatores [F(1,.7=0,46;
p=0,49].

Em relacdo ao CP ANOVA bifatorial ndo revelou diferenca significativa
para o “turnover” de DA considerando os fatores pré-tratamento [F 27=0,05; p=0,81]
e teste [F@127)=1,88; p=0,18]. Ndo houve interacdo entre os fatores [F( »7=0,06;
p=0,79].

No NAc ANOVA bifatorial revelou diferenca significativa para o
‘turnover” de DA considerando o fator pré-tratamento [Fa27=4,22; p<0,04],
entretanto néo revelou diferenga significativa para o fator teste [F(27=3,35; p=0,07].
N&o houve interagéo entre os fatores [F( 27=1,06; p=0,31]. Considerando o fator pre-
tratamento a analise de Newman-Keuls revelou que a cafeina diminuiu

significativamente o “turnover” de DA no NAc (Tabela 2).
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Tabela 2: Alteracdes das concentracfes de dopamina e seus metabdlitos (média £+ EPM) no CPFm,
NAc e CP apés pré-tratamento com 15mg/kg de cafeina ndo pareado ao ambiente do teste locomotor

(n=6-10 animais/grupo).

DA DOPAC HVA DOPAC+HVA/DA
CPFm sAL-sAL  0,043+0,008 0,116+0,010 0,17340,013 7,159+2,709
CAF-SAL  0,033+0,010 0,117+0,015 0,190+0,026 10,252+2,602
SAL-CAF  0,151+0,064 0,096+0,011 0,135+0,016 5,046+2,758
CAF-CAF  0,075%#0,021 0,116+0,019 0,173+0,021 4,345+3,032
NAcC SAL-SAL  0,104+0,033 0,083+0,010 0,123+0,009 2,541+0,612
CAF-SAL  0,121+0,028 0,085+0,010 0,087+0,014 1,179+0,332
SAL-CAF  0,152+0,032 0,068+0,007 0,099+0,012 1,278+0,472
CAF-CAF  0,184+0,036 0,092+0,015 0,109+0,016 0,827+0,153
CP SAL-SAL  0,071+0,006 0,035+0,004 0,021+0,004 0,304+0,063
CAF-SAL  0,060+0,013 0,026+0,004 0,018+0,004 0,356+0,167
SAL-CAF  0,096+0,011 0,028+0,004 0,028+0,007 0,189+0,078
CAF-CAF  0,094+0,009 0,034+0,003 0,018+0,004 0,186+0,055
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos a influéncia do contexto ambiental nas
alteracbes comportamentais e na transmissdo dopaminérgica induzida pelo
tratamento repetido com cafeina.

Nossos resultados demonstraram que 0s animais que receberam pré-
tratamento com cafeina pareado ao ambiente onde foi realizado o teste locomotor
apresentaram maior atividade locomotora durante o periodo de habituacéo no dia do
teste quando comparado aos animais que receberam pré-tratamento pareado com
salina. Entretanto, quando ndo houve pareamento pré-tratamento — ambiente, ou
seja, 0s animais recebiam as inje¢cdes na propria gaiola-moradia, ndo foi observada
diferenca significativa na atividade locomotora dos animais durante o periodo de
habituacdo. Assim, o0 pareamento injecdo — ambiente parece induzir o
condicionamento da atividade locomotora.

Resultados semelhantes foram obtidos para a anfetamina e cocaina.
Por exemplo, Fraioli et al., (1999) observaram que 0s animais que receberam pré-
tratamento com anfetamina pareado a um determinado ambiente apresentaram
maior atividade locomotora durante o periodo de habituacdo nesse mesmo ambiente
quando comparado aos animais que receberam pré-tratamento pareado com salina.
Nesse mesmo sentido, Carey; Damianopoulos; Shanahan, (2006, 2008)
demonstraram que animais que receberam cocaina em uma arena de campo aberto
guando comparado aos que receberam salina nesse mesmo ambiente apresentaram
maior atividade locomotora em resposta a uma injecéo subsequente de salina nessa
mesma arena.

De acordo com o condicionamento Pavloviano o tratamento com a
substancia psicoativa de abuso constitui o estimulo incondicionado e o efeito
induzido pela substancia a resposta incondicionada. Ap0s 0 uso repetido de
substancias psicoativas de abuso, as dicas ambientais relacionadas ao uso tornam-
se estimulos condicionados ao efeito das substancias, assim uma simples exposicao
a esses estimulos pode evocar efeitos semelhantes aqueles obtidos com o uso da
substéancia (resposta condicionada) (EHRMAN et al.,1992). Por exemplo, quando um
animal é exposto pela segunda vez a um ambiente previamente pareado com
cocaina, a memoria dos efeitos produzidos pela cocaina € primeiramente ativada por

estimulos ambientais e pode ser reforcada com um segundo tratamento com
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cocaina. Entédo, ao longo do tratamento repetido e pareado, a memoria aos efeitos
da cocaina é progressivamente consolidada e, portanto, duradoura (LEE; MILTON;
EVERITT, 2006).

Dessa forma, os resultados obtidos durante o periodo de habituacao
sugerem que o aumento da locomog¢do nos animais que receberam pré-tratamento
pareado com cafeina é uma resposta condicionada, pois durante o pré-tratamento
ocorreu uma associacdo de estimulos ambientais aos efeitos estimulantes da
cafeina. Entretanto, durante o teste o procedimento de injecdo parece mascarar
essa resposta condicionada, pois os animais do grupo (CAF-SAL) nao apresentaram
atividade locomotora maior que os animais do grupo (SAL-SAL). Alternativamente,
ao final do periodo de 30 minutos pode ter ocorrido a habituacdo dos animais ao
ambiente e, portanto nenhuma diferenca foi observada na atividade locomotora entre
0S grupos que receberam injecdo de salina. Para confirmar essa possibilidade seria
importante analisar o decurso temporal durante os trinta minutos de habituacéo.

A administracdo repetida de psicostimulantes como, por exemplo,
cocaina e anfetamina resultam em neuroadaptacfes que podem se expressar COmo
sensibilizacdo ou tolerancia (ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Vérios autores
demonstraram que injecdes repetidas e intermitentes dessas substancias produzem
aumento da atividade locomotora dos animais em resposta a uma injecéo
subsequente dessas substancias, fendmeno denominado sensibilizacdo
(HEIDBREDER; THOMPSON; SHIPPENBERG, 1996; MATTSON et al.,, 2007;
MARIN; CRUZ; PLANETA, 2008). Contudo, enquanto injecdes repetidas diarias i.p
de cocaina (15 mg/kg) induz sensibilizacdo psicomotora a administragéo continua de
cocaina por meio de “minibombas” subcutaneas na mesma dose produz tolerancia
(HOPE et al., 2005). Além da dose e regime de administracdo da substancia, o
ambiente onde a droga é administrada parece modular o desenvolvimento de
mudancas na atividade locomotora de animais que receberam tratamento repetido
com psicostimulantes (POST et al., 1981, 1992).

Nossos resultados mostraram que a administragdo de 15 mg/kg de
cafeina em dias alternados (uma injecéo a cada 48 horas) durante 13 dias promoveu
sensibilizacdo comportamental quando as inje¢cdes foram realizadas no mesmo
ambiente onde os animais foram, subsequentemente, submetidos ao teste (3 dias
apos a ultima injecdo). Nossos resultados corroboram com aqueles obtidos por

Simola et al., (2006a,b). Esses autores, utilizando um protocolo experimental
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semelhante ao nosso, demonstraram que animais pré-tratados com cafeina 15 mg /
kg i.p. em dias alternados durante 13 dias, apresentaram aumento da atividade
locomotora ap0s a injecdo aguda cafeina ou anfetamina no mesmo contexto
ambiental onde essas substancias foram administradas previamente. Por outro lado,
Cauli; Morelli, (2002), n&o evidenciaram a expressdo da sensibilizagao
comportamental quando administraram 15mg/kg de cafeina em dias alternados
durante duas semanas na gaiola-moradia e testaram a expressdo em um ambiente
distinto a esse.

A sensibilizagdo comportamental ndo é uma consequéncia inevitavel a
exposicdo a uma substancia que potencialmente possa causar dependéncia, ou
seja, ndo é um simples fenébmeno farmacolégico. A inducdo e a expressao da
sensibilizacdo podem ser fortemente moduladas por fatores ndo farmacoldgicos,
incluindo fatores ambientais associados com a administracdo da droga, nesse
sentido a sensibilizagdo tem sido descrita como um processo associativo
(ROBINSON; BERRIDGE, 2001). Por exemplo, é demonstrado que quando ratos
sdo tratados repetidamente com psicostimulantes em ambientes distintos de sua
gaiola-moradia e s&o testados naquele mesmo ambiente, esses desenvolvem
sensibilizacdo psicomotora robusta. De forma contraria, muitos ratos ndo expressam
a sensibilizacdo quando analisados em ambiente distinto aquele em que receberam
a substancia repetidamente. A sensibilizacdo contexto dependente provavelmente
decorre da associacdo de estimulos ambientais com os efeitos positivos da
substancia psicoativa de abuso, a qual tem sido amplamente demonstrada para
substancias como cocaina e anfetamina (ANAGNOSTARAS; ROBINSON, 1996;
ROBINSON et al., 1998; DUVAUCHELLE et al., 2000; ROBINSON; BERRIDGE,
2003, MARIN et al., 2009). Por exemplo, quando anfetamina, cocaina e morfina
foram administradas aos animais na caixa de avaliacdo da atividade locomotora
estes desenvolveram sensibilizacdo mais robusta do que quando estes receberam
cafeina na gaiola moradia (BADIANI; ANAGNOSTARAS; ROBINSON, 1995a;
BADIANI; BROWMAN; ROBINSON, 1995b; BADIANI; OATES; ROBINSON, 2000).

Segundo Robinson; Berridge, (2003), a associacdo contextual pode
aumentar a propriedade da substancia em induzir sensibilizagéo. Este fato estaria
correlacionado com o porqué dicas ambientais seriam tdo importantes para o

desenvolvimento da fissura e consequente recaida. Baseado nessas observacoes e
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em nossos resultados pode-se supor que o desenvolvimento da sensibilizagc&o
comportamental a cafeina é contexto-dependente.

Contudo, existem evidéncias da ocorréncia de sensibilizacéo
comportamental a outros psicostimulantes que é independente do contexto na qual
as substancias foram administradas. Por exemplo, Marin; Cruz; Planeta, (2008)
demonstraram que administracdo repetida e intermitente de 10mg/kg de cocaina por
5 dias ndo pareada ao ambiente de teste foi capaz de promover sensibilizacao
comportamental. No mesmo sentido, foi demonstrado que a administracao repetida
de anfetamina (5mg/Kg) na gaiola-moradia também produziu sensibilizacao
(SANTOS et al.,, 2009). Nossos resultados sugerem que o desenvolvimento de
sensibilizacdo comportamental a cafeina ocorre somente quando esta substancia &
administrada no mesmo ambiente em que foi realizado o teste locomotor e, este fato
pode estar associado ao menor potencial reforcador da cafeina quando comparada
a outros psicostimulantes.

A exposicdo repetida as substancias psicoativas pode se expressar
também como tolerancia. No presente estudo demonstramos que tolerancia
comportamental a cafeina ocorre quando o pré-tratamento foi realizado em um
ambiente distinto do teste. De acordo com a literatura tolerancia aos efeitos
psicostimulantes da cafeina geralmente é induzida através da administracdo dessa
substancia em agua de beber (CHOU et al.,, 1985; SVENNINGSSON; NOMIKOS;
FREDHOLM, 1999), por meio de minibombas subcutaneas (KAPLAN et al., 1993) ou
por um longo periodo (21 dias) administracdes i.p. (LAU; FALK, 1995).

Nossos resultados da expressédo de tolerancia comportamental estéo
de acordo com aqueles obtidos por Acquas; Tanda; Di Chiara, (2002). Esses autores
demonstraram tolerancia aos efeitos psicostimulantes da cafeina apds administracao
de 25mg/kg (i.p.), duas vezes ao dia, durante 7 dias em suas gaiola- moradia. Dessa
forma, nossos resultados sugerem que a tolerdncia a estimulacdo psicomotora
induzida pela cafeina parece ser evidente quando dicas ambientais ndo estédo
presentes.

As neuroadaptacdes relacionadas a tolerancia estdo envolvidas na
diminuicdo dos efeitos de uma dose fixa da substancia psicoativa de abuso no
decorrer do uso prolongado e sintomas da sindrome de abstinéncia que ocorrem
apos a interrupcdo do uso da substancia (ROBINSON; BERRIDGE, 2003). Alguns

trabalhos demonstram relatos de varios sintomas de abstinéncia apdés o0 uso
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prolongado de cafeina em humanos, incluindo apatia, dor de cabeca, ansiedade,
diminuicdo do comportamento motor, tremor e nausea (FREDHOLM et al., 1999).

Embora existam controvérsias quanto ao desenvolvimento de
dependéncia a cafeina, nossos resultados apos tratamento repetido demonstram
gue esta substancia induz alteragbes comportamentais que s&do semelhantes
aquelas induzidas pela anfetamina e cocaina, sugerindo assim o potencial de
dependéncia da cafeina. Nesse sentido, muitos individuos relataram sinais e
sintomas que preenchem os critérios para diagnoéstico de dependéncia, como por
exemplo, consumo de cafeina em maiores quantidades do que o pretendido,
esforcos mal sucedidos em interromper o uso da substancia, sindrome de
abstinéncia na falta da substancia e desenvolvimento de tolerancia (Hughes et al.,
1998). Porém, de forma contraria, Satel, (2006) relata que as caracteristicas
envolvidas no consumo da cafeina sdo inconsistentes para caracterizarem
dependéncia.

As neuroadaptacdes (sensibilizacdo ou tolerancia) induzidas pelo
tratamento prolongado com psicostimulantes resultam de adaptacées neuroquimicas
e moleculares do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (ROBINSON,;
BECKER, 1986; NESTLER, 2001). As alteracdes no sistema dopaminérgico podem
ser avaliadas pela determinacéo das concentragdes teciduais de neurotransmissores
e seus metabdlitos utilizando-se cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) com
deteccdo eletroquimica (CHI; ODONTIADIS; FRANKLIN, 1999; MAYERHOFER,;
KOVAR; SCHMITD, 2001; STROTHER et al., 2005; TSUNODA et al., 2006). Assim,
alguns autores analisam apenas as concentragdes isoladas da dopamina ou dos
metabdlitos, para a interpretacéo dos resultados (OLAZABAL et al., 2004; SHIEH;
YANG, 2008). Enquanto outros calculam a razdo entre os metabdlitos e o
neurotransmissor (“turnover”) (DAVIS et al., 2008; FESTA et al., 2004). Esse ultimo
parametro é bastante utilizado e foi adotado no presente estudo, pois reflete a
dindmica da sintese, liberagdo, recaptagdo e metabolismo da dopamina
(NISSBRANDT; CARLSSON, 1987).

Nossos resultados demonstraram que 0s animais que receberam pré-
tratamento com cafeina pareado ao ambiente onde foi realizado o teste locomotor
apresentaram alteragfes dopaminérgicas no CPFm, CP e NAc diferentes daquelas
apresentadas pelos animais que receberam o pré-tratamento com cafeina em um

ambiente distinto de onde foi realizado o teste locomotor.
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Assim, nos animais que receberam tratamento pareado observou-se
que a injecdo aguda de cafeina no dia do teste aumentou de forma significativa o
turnover de DA no CPFm, e diminuiu o “turnover’ de DA no CP e no NAc,
independente do pré-tratamento que eles receberam. Nos animais que receberam
pré-tratamento ndo pareado observou-se que o pré-tratamento com cafeina diminuiu
de forma significativa o turnover de DA no NAc.

De acordo com a literatura, pré-tratamento e a injecdo aguda de
cafeina promovem alteracdes nas concentracfes teciduais de dopamina em areas
encefalicas como, por exemplo, CPFm, CPu e NAc. Nesse sentido, Hadfield; Milio
(1989) demonstraram aumento nas concentragoes teciduais de dopamina e seus
metabdlitos no CPFm e estriado apds injecdo aguda de cafeina. O tratamento
cronico com cafeina também aumentou as concentracfes teciduais de dopamina no
estriado (KIRCH et al., 1990). Entretanto, esses dois estudos usaram doses de
cafeina maiores que as doses usadas nesse trabalho (100 e 200 mg/kg injecéo
aguda e 50 mg/kg/dia no estudo crénico) que nao corresponde as doses de cafeina
utilizadas em nosso trabalho.

De acordo com os dados fornecidos pela andlise estatistica nao
podemos correlacionar as alteragcdes comportamentais obtidas em resposta ao pré-
tratamento com cafeina com as alteracbes dopaminérgicas encontradas no CPFm,
CPu e CP. Demonstracdes de sensibilizagdo comportamental a cafeina sao ainda
recentes na literatura e ndo ha resultados sobre a liberacdo de neurotransmissores
em resposta a injecdo aguda de cafeina em animais sensibilizados.

Contudo, os mecanismos neuroquimicos envolvidos na sensibilizacéo
de psicostimulantes como cocaina e anfetamina ja foram bem discutidos, existem
muitas evidencias de que a administracao repetida destes psicostimulantes promove
aumento na liberagdo de dopamina no sistema mesocorticolimbico (PIERCE;
KALIVAS, 1997; PONTIERE; TANDA; DI CHIARA, 1995). Nesse sentido, varios
estudos demonstraram que o tratamento repetido com cocaina potencializa a
liberacdo de DA e aumenta a sensibilidade dos mecanismos de segundos
mensageiros mediados pela DA no NAc (CADONI; DI CHIARA, 2000; NESTLER,
2001). Assim o sistema dopaminérgico parece ser importante para o
desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental. Neste sentido, era esperado

que o pré-tratamento com cafeina também alterasse as concentracdes teciduais de



o1

DA no NAc, porém nenhuma alteragdo nessa regido foi evidenciada nesse estudo
apos o desafio com cafeina.

A literatura é escassa e nosso estudo foi uns dos primeiros a investigar
as alteragcbes neuroquimicas relacionadas a sensibilizacdo e a tolerancia
comportamental induzida pela cafeina, além disso, de acordo com nossas
possibilidades foi realizada somente analise tecidual, assim a auséncia de relagédo
entre aumento das concentracfes teciduais de DA e o desenvolvimento dessas
respostas comportamentais induzidas pela cafeina nas areas encefalicas
investigadas, ndo invalida a hipotese das alteracdes dopaminérgicas estarem
envolvidas no desenvolvimento desses fendbmenos.

Por exemplo, alguns estudos utilizando a técnica de microdialise
puderam correlacionar as respostas comportamentais obtidas apds tratamento
repetido com cafeina com alterac6es neuroquimicas. Nesse sentido, Quarta et al.,
(2004) demonstraram que ap6s 14 de administracdo de cafeina em agua ocorreu
tolerancia da liberacdo de DA no NAc. Acquas; Tanda; Di Chiara, (2002)
evidenciaram também através da técnica de microdialise que a administracéo i.p.
repetida de cafeina capaz de induzir tolerdncia comportamental foi acompanhada
pela reducdo de DA no CPFm, enquanto nenhuma alteracdo na quantidade de DA
no NAc foi encontrada.

Dessa forma, a utilizacdo de outras metodologias como microdialise e
também a investigacdo de possiveis alteracdes pos-sindpticas poderdo contribuir
para a elucidacdo dos mecanismos relacionados a sensibilizacdo e tolerancia

comportamental a cafeina.
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8. CONCLUSAO

Em nosso estudo, demonstramos que o pré-tratamento com cafeina
induziu sensibilizagdo comportamental quando foi pareado ao ambiente onde foi
realizado o teste locomotor, porém quando o tratamento ndo foi pareado ao
ambiente do teste locomotor observamos tolerancia comportamental. Alteracdes na
atividade dopaminérgica foram detectadas no cortex pré-frontal medial, caudado
putamen e nlcleo acumbens em resposta ao pré-tratamento e a injecdo aguda de
cafeina, essas nao foram relacionadas as alteragcbes comportamentais. Portanto, de
acordo com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que a
administracdo repetida de cafeina induz comportamentos adaptativos opostos
dependendo do contexto ambiental do tratamento, ou seja, o ambiente pode afetar o
efeito das substancias psicoativas e modular as alteragdes relacionadas ao uso

prolongado de cafeina.
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