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INTRODUCAO

A cafeina e os compostos anfetaminicos sdo classifi-
cados como substancias psicoestimulantes. A cafeina atua
bloqueando os receptores da adenosina (Fredholm et

A cafeina e o femproporex sdo substancias psicoestimulantes. O
femproporex é muito utilizado no Brasil como anorexigeno enquanto
a cafeina é amplamente consumida como constituinte regular da
dieta. A administrac¢do repetida de psicoestimulantes induz
sensibilizagdo comportamental que se caracteriza pelo aumento
progressivo dos seus efeitos locomotores. Pode ocorrer ainda
sensibilizacdo cruzada entre essas substdancias. Investigamos se a
administracdo repetida de cafeina aumenta a locomogdo induzida
pelo femproporex em ratos adolescentes e adultos. Quarenta e oito
ratos adolescentes (dia pos-natal 27) e 32 adultos (dia pos-natal
60) foram distribuidos em dois grupos que receberam inje¢do intra-
peritoneal de 10,0 mg/kg de cafeina (CAF) (adolescentes N = 24;
adultos N = 16) ou salina (SAL) (adolescentes N = 24, adultos
N = 16) diariamente durante 10 dias. Trés dias apos a ultima injegdo,
cada grupo CAF ou SAL foi subdividido em dois subgrupos que
receberam injecdo i.p. de salina (SAL) (1 mL/kg) ou femproporex
(FEM) (2,0 mg/kg). Apos as injegoes, a atividade locomotora foi
avaliada automaticamente em intervalos de 5 minutos durante 1
hora. Nossos resultados demonstraram que em ratos adolescentes
e adultos o pré-tratamento com CAF aumenta a atividade
locomotora induzida pela administra¢do aguda de FEM, sugerindo
que a cafeina causa sensibilizagdo aos efeitos locomotores desse
derivado anfetaminico.
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al.,1999), enquanto os anfetaminicos sdo agentes
dopaminérgicos de agao indireta. Doses baixas e interme-

diarias de cafeina ou anfetaminicos aumentam a atividade
locomotora de roedores (Nehlig, Daval, Debry, 1992;
Alcantara, Planeta, DeLucia, 2002; Marin et al., 2005).
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O femproporex ¢ um derivado anfetaminico muito
utilizado no Brasil como anorexigeno no tratamento auxi-
liar da obesidade (Nappo, 1996; Nappo et al., 2002). A
biotransformacéo do femproporex origina ambas as formas
enantiomorfas da anfetamina (Cody, Valtier, Stillman,
1999; Kraemer et al., 2000). Apesar do femproporex, as-
sim como outros derivados anfetaminicos, ser uma substan-
cia com alto potencial de abuso ¢ dependéncia, ela esta
entre os farmacos mais prescritos no Brasil, o que torna seu
consumo muito elevado quando comparado a outros paises
(Nappo, 1996; Nappo et al., 2002).

A cafeina é consumida por uma grande porcentagem
da populagdo como um constituinte regular da dieta e esta
presente no café, em refrigerantes e em outros alimentos.
Além disso, a cafeina também é amplamente utilizada em
alguns medicamentos, como por exemplo, em associacao
com analgésicos. Devido a diversidade de produtos que
contém cafeina, ela é considerada a substancia psicoativa
mais utilizada no mundo (Bundney et al., 1993).

A despeito das controvérsias quanto ao potencial de
dependéncia da cafeina existem evidéncias de que a sua
utilizacdo pode aumentar o uso de outras substancias de
abuso. Por exemplo, foi demonstrada correlagdo positiva
entre a utilizacdo de cafeina, tabaco e alcool (Istvan,
Matarazzo, 1984; Swanson, Lee, Hopp, 1994). O uso de
cafeina parece influenciar, também, o padrao de consumo
de cocaina e anfetamina, podendo aumentar a
vulnerabilidade ao abuso destes psicoestimulantes
(Budney, 1993; Kozlowski ef al., 1993).

A sensibilizagdo comportamental ¢ um fendmeno que
se caracteriza pelo aumento progressivo dos efeitos
locomotores dos psicoestimulantes decorrente da administra-
cao repetida dessas substancias (Robinson, Becker, 1986;
Robsinson, Berridge, 1993). Esse fenomeno ¢ duradouro e
reflete processos neuroadaptativos, principalmente no siste-
ma dopaminérgico mesolimbico, que sdo associados ao de-
senvolvimento de farmacodependéncia (Robinson, Berridge,
1993; Covington, Miczek, 2001, Nestler, Aghajanian, 2001)
e da psicose anfetaminica (Robinson, Becker, 1986). A
sensibilizagdo comportamental foi descrita para a cocaina
(Miserendino, Nestler, 1995; Planeta, Marin, 2002),
anfetamina (Robinson, Becker, 1986; Aizenstein, Segal,
Kuczensky, 1990; Vezina, Queen, 2000), morfina (Powel,
Holtzman, 2001), etanol (Phillips, Roberbs, Lessov, 1997),
nicotina (Domino, 2001; Cruz, DeLucia, Planeta, 2005),
delta-9-THC (Cadoni ef al., 2001), fencanfamina
(Aizenstein, Segal, Kuczensky, 1990) e femproporex
(Alcantara, Planeta, DeLucia, 2002).

Varios trabalhos demonstram que a administragio re-
petida de substancias de abuso causa sensibilizacdo a ela
mesma e sensibilizagdo cruzada com outras substancias
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(Akimoto et al., 1990; Horger et al., 1991; 1992; Robinson,
Berridge, 1993; Lessov, Phillips, 2003; McDaid et al., 2005).
Por exemplo, a exposicao repetida a baixas doses de cafeina
aumenta a locomogao induzida pela anfetamina, nicotina e
cocaina (Celik, Uzbay, Karakas, 2006; Horger et al, 1991).
Embora o consumo de cafeina e de derivados
anfetaminicos seja altamente significativo entre a populagdo
jovem, as investigacdes sobre os efeitos comportamentais
dessas substancias concentram-se na idade adulta. Conside-
rando ainda que possa ocorrer interacdo entre cafeina e
femproporex e que essa interagao pode resultar no aumento
da vulnerabilidade ao desenvolvimento de dependéncia a
psicoestimulantes, investigamos se a administragao repeti-
da de cafeina aumenta a locomoc¢ao induzida pelo
femproporex em ratos adolescentes e adultos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos adultos
com idade de 60 dias pos-natal (DPN) 60 e adolescentes
(DPN 27) (Spear, 2000) no inicio dos experimentos, pro-
venientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista - UNESP. Os animais foram transferidos para o
biotério do laboratorio de Farmacologia do Departamento
de Principios Ativos Naturais e Toxicologia do Campus de
Araraquara — UNESP. Grupos de 3 a 4 animais foram
mantidos em caixas plasticas de 32 x 40 x 16 cm (largura
X comprimento x altura) em condi¢des controladas de tem-
peratura (23 + 1 °C), umidade (55 + 5%) e luz (ciclo 12/12
horas, luzes acesas as 7 horas) com livre acesso a alimen-
to e agua. Os experimentos foram realizados durante a fase
de claro. Os animais controles e experimentais foram tes-
tados aleatoriamente entre 8 ¢ 17 horas.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéu-
ticas - UNESP (CEP/FCF/Car n° 38/2006) e conduzido de
acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

Avaliacao da atividade locomotora

O registro da atividade locomotora foi realizado em
caixa de medida automatica (Columbus Instruments, CA),
medindo 51,1 x 9,5 x 69,2 cm (largura x altura x compri-
mento). A caixa de atividade possui 10 emissores de luz
infravermelha, distantes 2,5 cm entre si ¢ a 3 cm do piso da
caixa, que sdo utilizados para a medida da atividade
locomotora. A interrupcao de dois feixes de luz consecuti-
vos corresponde a uma unidade de locomocgao.
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Os animais permaneceram por um periodo de adap-
tagdo de 20 minutos na caixa de atividade antes das inje-
¢oes. Alocomogao, acumulada em intervalos de 5 minutos,
foi registrada durante sessoes de 60 minutos, apos as inje-
¢des de salina ou femproporex.

Delineamento Experimental

Foram distribuidos 48 ratos adolescentes (DPN 27)
e 32 ratos adultos (DPN 60) em dois grupos e cada grupo
recebeu inje¢do i.p. de 10,0 mg/kg de cafeina (CAF) (ado-
lescentes: N =24; adultos: N = 16) ou salina (SAL) (ado-
lescentes: N =24; adultos: N = 16) diariamente durante 10
dias. Trés dias apds a tltima inje¢ao cada grupo CAF ou
SAL foi subdividido em dois subgrupos que receberam
injecdo i.p. de salina (SAL) (1 mL/kg) ou femproporex
(FEM) (2,0 mg/kg). Apds as inje¢des, a atividade
locomotora foi avaliada como descrito acima. Dessa forma,
tivemos quatro grupos experimentais em cada idade (N =
12 adolescentes e N = 8 adultos por grupo): SAL + SAL;
SAL + FEM; CAF + SAL; CAF + FEM.

A cafeina produz efeito bifésico sobre a locomogao. No
rato, 0 aumento da atividade locomotora apds a administracao
de cafeina é observado com doses entre 15 ¢ 30 mg/kg, en-
quanto doses mais elevadas (acima de 100 mg/kg) ndo produ-
zem efeito ou diminuem a atividade locomotora (Solina et al.,
2002). Assim, utilizamos a dose de 10,0 mg/kg com base em
resultados anteriores do nosso laboratorio (Marin ez al., 2005).
A dose de femproporex utilizada produz aumento da ativida-
de locomotora na auséncia de comportamentos estereotipados
(Alcantara et al., 2002).

Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média £ EPM. A
atividade locomotora foi analisada utilizando-se ANOVA
bifatorial considerando os fatores tempo apds a inje¢ao e
tratamento. Quando ANOVA revelou significancia estatis-
tica (p <0,05), analises adicionais foram realizadas com o
teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

RESULTADOS

As Figuras 1 A e 2 A mostram, respectivamente, 0s
resultados da avaliagdo da atividade locomotora em interva-
los de 5 minutos induzida pela administragdo de fempro-
porex (2,0 mg/kg; i.p.) a ratos adolescentes ou adultos 72
horas apds a interrupgao do tratamento prolongado com
cafeina (10,0 mg/kg; i.p.). ANOVA revelou diferenca signi-
ficativa na locomogao para o fator tratamento em ambas as
idades: adolescentes [F(3, 44) = 18,71; p<0,001] e adultos
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FIGURA 1 —Atividade locomotora apds a administracdo de
femproporex (2,0 mg/kg, i.p.) ou salina a ratos adolescentes
72 horas apds o término do pré-tratamento com cafeina
(10,0 mg/kg, i.p.) ou salina. (A) Os pontos representam a
média = EPM (N = 12 animais por grupo) da locomog¢ao
acumulada em intervalos de 5 minutos. (B) Os histogramas
representam a média £ EPM (N = 12 animais por grupo) da
locomogao acumulada na sessao de 60 minutos.

[F(3,28)=6,95; p=0,001]. Diferencas significativas foram
detectadas também para o fator tempo apos inje¢ao nos ado-
lescentes [F(11,484)=13,8; p<0,001] e adultos [F(11,308)
=17,17; p=0,001]. Entretanto, ndo houve interagdo entre
os dois fatores: adolescentes [F(33, 484) = 092; p=0,59] ¢
adultos [F(33,308) = 1,45; p=0,056].

Utilizamos o teste de Newman Keuls para comparar
os diferentes tratamentos independentemente do fator tem-
po. Essa analise revelou que tanto em adolescentes quan-
to nos adultos a locomogao foi significativamente maior no
grupo CAF + FEM quando comparado aos grupos
SAL + SAL, CAF + SAL e SAL + FEM. Além disso, a
atividade locomotora foi significativamente maior no grupo
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FIGURA 2 — Atividade locomotora ap6s a administragao
de femproporex (2,0 mg/kg, i.p.) ou salina a ratos adultos
72 horas ap0ds o término do pré-tratamento com cafeina
(10,0 mg/kg, i.p.) ou salina. (A) Os pontos representam a
média + EPM (N = 8 animais por grupo) da locomogao
acumulada em intervalos de 5 minutos. (B) Os histogramas
representam a média + EPM (N = 8 animais por grupo) da
locomog¢ao acumulada na sessdo de 60 minutos.

SAL + FEM quando comparado a SAL + SAL e
CAF +SAL. ANOVA revelou ainda que, em ambas as ida-
des, o pré-tratamento com cafeina nao modificou a ativida-
de locomotora induzida pela inje¢do de salina no dia do
teste (SAL + SAL X CAF + SAL). Como o fator tempo
apos a inje¢do nao foi considerado nessa analise, para fa-
cilitar a visualizacdo, os dados foram expressos como a
média = EPM da locomogdo acumulada nos 60 minutos de
observacao do comportamento (Figura 1B e 2B).

DISCUSSAO

Embora o consumo de cafeina e dos derivados
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anfetaminicos seja altamente significativo entre a populagao
jovem, as investigacdes sobre os efeitos comportamentais
dessas substancias concentram-se na idade adulta. Poucos
estudos comparativos foram realizados em modelos animais
de adolescéncia. Assim, investigamos se a exposicao repetida
a CAF modifica a atividade locomotora induzida pela inje-
¢do aguda de FEM em ratos adultos e adolescentes.

Nossos resultados demonstraram que, em ratos adoles-
centes e adultos o pré-tratamento com CAF aumenta a ati-
vidade locomotora induzida pela administracdo aguda de
FEM, sugerindo que a cafeina causa sensibilizagao aos efei-
tos locomotores desse derivado anfetaminico. Esses resulta-
dos corroboram estudos anteriores mostrando que a exposi-
¢do prévia a cafeina causa aumento dos efeitos
comportamentais de outros psicoestimulantes como cocaina
e anfetamina. Neste sentido, Gasior ef a/. (2000) demonstra-
ram que o consumo cronico ad libitum de cafeina dissolvi-
dana dgua de beber na concentragdo de 0,25 mg/mL aumen-
taa locomo¢ao induzida pela administracdo aguda de coca-
ina e anfetamina. Recentemente, Simola, Cauli, Morelli
(2006) evidenciaram que ratos adultos pré-tratados com
15 mg/kg de cafeina i.p. por 14 dias apresentavam aumen-
to da locomocao induzida por 0,5 mg/kg de anfetamina,
quando esta foi administrada trés dias apds o término do tra-
tamento com cafeina.

Poucos estudos investigaram a sensibilizagdo cruza-
da entre substancias de abuso em modelos experimentais de
adolescéncia. Demonstramos, anteriormente, a ocorréncia
de sensibilizag@o cruzada entre nicotina e femproporex em
ratos adolescentes (Santos et al., 2005). No mesmo senti-
do, Collins, Izenwasser (2004) observaram que ratos ado-
lescentes pré-tratados com nicotina apresentaram
sensibilizagcdo comportamental a cocaina. Do nosso conhe-
cimento nenhum estudo anterior investigou a sensibiliza¢ao
cruzada entre agentes dopaminérgicos de acdo indiretae a
cafeina em animais adolescentes.

A sensibiliza¢do comportamental ¢ uma caracteristi-
ca comum das substancias que causam dependéncia (Post,
Contel, 1983; Robinson, Becker, 1986) e resulta de adapta-
¢des neuroquimicas e moleculares do sistema dopaminérgico
(Robinson, Becker, 1986). Contudo, segundo Robinson e
Berridge (1993), a sensibilizagdo nao resultaria no aumen-
to do efeito reforcador das substancias psicoativas, mas da
relevancia motivacional do estimulo o que levaria ao uso
compulsivo caracteristico da dependéncia. Assim, a presenca
de sensibilizagdo cruzada entre femproporex e cafeina obser-
vada no presente trabalho indica que a exposicao a cafeina
pode aumentar a vulnerabilidade ao abuso de femproporex.
A observagdo de que a administragdo intra-peritoneal de
cafeina aumenta a auto-administragao de cocaina (Schenk et
al., 1994) corrobora essa hipotese.
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O mecanismo pelo qual a administragdo prévia de ca-
feina causa sensibilizagdo comportamental ao femproporex
pode estar relacionado as agdes dessas substancias no sistema
dopaminérgico. Assim, os compostos anfetaminicos, incluindo
o femproporex, sdo classificados como agentes dopami-
nérgicos de agdo indireta. Esses compostos tém a¢des comple-
xas sobre o terminal dopaminérgico pré-sinaptico, mas sua
acao mais significativa € a ligacao a proteina transportadora
(DAT) e a indugao do transporte reverso de dopamina. O re-
sultado final das agdes dos anfetaminicos nos terminais
dopaminérgicos € o aumento da concentragdo de dopamina na
fenda sinaptica. A dopamina acumulada na fenda interage com
os receptores dopaminérgicos D1 e D2 iniciando uma seqiién-
cia de eventos que modifica a atividade neural e finalmente a
expressao do comportamento (Hyman, 1996).

Na dose utilizada, nesse trabalho, a cafeina atua no
sistema nervoso central principalmente como antagonista
dos receptores de adenosina A e A,, Osreceptores A, lo-
calizam-se principalmente nos terminais pré-sinapticos,
onde eles inibem a liberacdo de varios neurotransmissores
incluindo a dopamina (Okada, Mizuno, Kaneko, 1996;
Okada et al., 1999). Neste sentido, Solinas et al. (2002)
demonstraram que tanto a administragdo sistémica de do-
ses moderadas de cafeina (10 - 30 mg/kg i.p.) quanto a
administragdo sistémica de antagonistas seletivos dos re-
ceptores de adenosina A aumentam, in vivo, a concentra-
cdo extracelular de dopamina no nucleo acumbens. Recen-
temente, De Luca et al. (2007) relataram que doses de 10
e 30 mg/kg i.p. de cafeina aumentam a concentragdo de
dopamina principalmente no cortex pré-frontal medial.

A distribuigdo dos receptores A, no SNC € bastante
restrita e limitada a regides altamente inervadas por neur6nios
dopaminérgicos, como por exemplo, o corpo estriado e o tu-
bérculo olfativo (Fredholm et al., 1999). No corpo estriado,
esses receptores estao presentes principalmente na regiao pos-
sinaptica (Schiffman et al., 1991; Fink et al., 1992; Schiffman,
Vanderhaeghen, 1993). Essas células exercem papel crucial no
funcionamento dos ganglios da base, um grupo de nucleos
envolvidos no controle de movimentos voluntarios e dos aspec-
tos motivacionais e cognitivos do comportamento motor. Além
disso, foi demonstrada a interagdo dos receptores dopami-
nérgicos D1 e D2 com os de adenosina A1 e A2A localizados
nos neuronios das vias estriado-nigral e estriado palidal, res-
pectivamente (Fink et al., 1992; Fuxe, Ferre, Zoli, Agnati,
1998; Franco et al., 2000).

Recentemente, Tronci et al. (2006) demonstraram
que a liberagao de dopamina tanto no nticleo acumbens
como no corpo estriado apés a administragdo de
anfetamina ndo foi modificada pelo pré-tratamento com
cafeina. Por outro lado, a expressao do fator de transcri¢ao
zif-269 foi significativamente maior no corpo estriado, mas
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ndo no nucleo acumbens, apds a administracdo de
anfetamina aos animais pré-tratados com cafeina. Dessa
forma, a sensibilizac¢ao cruzada entre cafeina e compostos
anfetaminicos pode estar relacionada a neuroadaptacdes
pos-sinadpticas no corpo estriado.

A presenga de sensibilizacdo cruzada entre
femproporex e cafeina observada, no presente trabalho, in-
dica que a exposicdo a cafeina pode aumentar a
vulnerabilidade ao abuso de femproporex. Considerando-
se o grande niimero de prescrigdes de femproporex para o
tratamento da obesidade em nosso pais (Nappo et al.,
2002) e que o fato de que 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), nossos resultados
indicam que a interagdo entre cafeina e femproporex deve
ser considerada quando da prescrigdo deste composto
anfetaminico.

ABSTRACT

Repeated administration of caffeine increases
femproporex-induced locomotor activity in adolescent
and adult rats

Caffeine and femproporex are psychostimulants drugs widely
consumed in Brazil. Behavioral sensitization is defined as an
augmentation in the behavioral effect of a psychostimulant
upon re-administration. Repeated administration of a
psychostimulant produces behavioral sensitization to that
drug and cross-sensitization to other drugs. We investigated
whether repeated administration of caffeine increases
femproporex-induced locomotor activity in adolescent and
adult rats. Forty-eight adolescent (postnatal day 27) and 32
adult (postnatal day 60) received i.p. injections of caffeine
(CAF) (10.0 mg/kg) (adolescent N = 24, adult N = 16)) or
saline (adolescent N = 24; adult N = 16) once daily for ten
days. Three days following the last injection each group was
subdivided and received a challenge injection of femproporex
(2.0 mg/kg, i.p.) or saline. Locomotor activity was recorded
for 1 hour in 5 - minute intervals. Our results showed that
repeated injections of caffeine increased femproporex - in-
duced locomotor activity in adult and adolescent rats.

UNITERMS: Caffeine. Femproporex. Locomotor activity/
experimental study. Psychostimulants.
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