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RESUMO 
 

Estudos prévios mostram que a administração crônica de cafeína na 

adolescência promove sensibilização cruzada com a administração 

aguda de metilfenidato na vida adulta.  Esta sensibilização é 

caracterizada pelo aumento gradual e progressivo da atividade 

locomotora em ratos, induzida através da administração repetida de uma 

substância psicoestimulante. A cafeína é um antagonista não-seletivo 

dos receptores de adenosina do tipo A1 e, principalmente, A2A. Ambos 

os receptores modulam o sistema dopaminérgico, local onde o 

metilfenidato atua produzindo seus efeitos estimulantes como um 

agonista indireto.  O objetivo do estudo foi avaliar o comportamento 

locomotor de ratos adultos e a participação de componentes celulares 

adenosinérgicos no cérebro dos animais após o tratamento de indução de 

sensibilização cruzada entre cafeína e metilfenidato. Ratos Wistar 

machos (21 dias), foram tratados com solução de cafeína (0,3 g/L) na 

garrafa de água (livre acesso) durante quatro semanas, após passarem 

por um período de suspensão da substância (washout) de 14 dias 

ingerindo água, no 15° dia os animais foram desafiados com 

metilfenidato  intraperitoneal (1 mg/kg and 10mg/kg, i.p.) ou solução 

salina. Após 05 minutos do desafio com metilfenidato, foram 

administrados o inibidor da 5’-nucleotidase e antagonitas dos receptores 

de adenosina. 2 horas depois, os animais foram submetidos a avaliação 

comportamental no teste do campo aberto. 48 horas após a 

administração do metilfenidato os animais foram mortos e o hipocampo 

e estriado foram dissecados para posterior análise da atividade de ecto-

nucleotidases, pela hidrólise de ATP, ADP e AMP (1 mM). A avaliação 

da atividade locomotora através da análise das explorações horizontais 

dos animais mostrou que metilfenidato não induziu alteração 

locomotora nas doses administradas. Porém, quando os animais foram 

tratados cronicamente com cafeína na adolescência e receberam uma 

dose aguda com metilfenidato (10 mg/kg) na vida adulta apresentaram 

hiperlocomoção, indicando a sensibilização cruzada. Nenhum inibidor 

ou antagonistas adenosinérgicos (AOPCP , CPT e ZM241385) foi capaz 

de alterar o efeito hiperlocomotor observado nos ratos tratados com 

metilfenidato 10 mg/kg que foram tratados cronicamente com cafeína na 

adolescência. Em relação a hidrólise de nucleotídeos, no estriado não 

houve diferença entre nenhum dos grupos em estudo, nem para hidrólise 

do ATP (atividade das NTPDases) nem para hidrólise de AMP 

(atividade da ecto-5´-nucleotidase). No hipocampo houve diminuição da 

hidrólise de ATP nos animais que ingeriram cafeína e foram tratados 



com metilfenidato 1 mg/kg, e a hidrólise do AMP diminuiu nos animais 

que ingeriram cafeína cronicamente e foram tratados com metilfenidato 

1mg/kg e 10 mg/kg. Os resultados indicam que o uso crônico de cafeína, 

no presente estudo, pode ter gerado a adaptação do sistema 

adenosinérgico diminuindo a hidrólise de AMP e induzindo 

consequentemente, a redução da adenosina, na presença de um desafio 

estimulador desse sistema como o metilfenidato. Além disso, como 

previamente descrito na literatura, a cafeína apresentou efeitos de 

sensibilização cruzada com o metilfenidato. Porém, adicionais estudos 

são necessários para avaliar esta interação. 

 

Palavras-chave: Sensibilização cruzada; Metilfenidato; cafeína; 

adenosina; ecto-5´-nucleotidase; ratos. 

 



 



ABSTRACT 

 

Previous studies shown that chronic caffeine administration in 

adolescence promotes cross-sensitization with methylphenidate acute 

administration in adult life. This sensitization is characterized by 

gradual and progressive increase of locomotor activity in rats induced 

by repeated administration of psychostimulants. Caffeine is a non-

selective adenosine A1 and A2 receptor antagonist. These adenosine 

receptors modulate the dopaminergic system, which is stimulated by 

methylphenidate that act as an indirect agonist. The aim this study was 

to evaluate the locomotor activity and the involvement of adenosinergic 

system in the rats brain after induction of cross-sensitization induced by 

caffeine and methylphenidate treatment. Male Wistar rats (21 days old) 

were treated with caffeine solution (0.3 g/L) in bottle of water (freely 

available) during four weeks. After a period washout for 14 days with 

ingestion of water, on the 15th day, the animals were challenged with 

methylphenidate by intraperitoneal route (1 mg / kg and 10 mg / kg, i.p.) 

or saline. Five minutes after challenge with methylphenidate, the 

inhibitor of 5'-nucleotidase and antagonist of adenosine receptors were 

administered. The open-field test was performed 2 hours after 

methylphenidate administration. 48 hour after methylphenidate 

administration, the animals were killed and hippocampus and striatum 

removed for evaluation of ecto-nucleotidases  activity and ATP, ADP 

and AMP (1 mM) hydrolyses. The assessment of locomotor activity by 

analyzing the horizontal explorations of animals showed that 

methylphenidate did not induce changes in locomotor activity in these 

doses evaluated. However, when animals were chronically treated with 

caffeine in adolescence and received an acute methylphenidate dose 10 

mg/kg in adulthood showed hyperlocomotion, indicating cross-

sensitization. Neither adenosinergic inhibitor nor antagonists (AOPCP, 

CPT and ZM241385) were able to change the hiperlocomotor effect 

observed in rats treated with methylphenidate 10 mg/kg and chronically 

treated with caffeine during adolescence. The analysis of ATP 

hydrolysis (NTPDase activity) and AMP hydrolysis (activity of ecto - 5' 

- nucleotidase) indicated no significant differences in the striatum. In the 

hippocampus was observed decreased of ATP hydrolysis in animals that 

ingesting caffeine and were treated with methylphenidate 1 mg /kg. The 

AMP hydrolysis decreased in animals that ingested chronically caffeine 

and treated with methylphenidate 1 mg/kg and 10 mg/kg. In the present 

study, the chronic administration of caffeine may have caused the 

adaptation of the  adenosinergic system. The presence of a stimulatory 



challenge such as methylphenidate can decrease AMP hydrolysis 

leading to reduction of extracellular adenosine. Furthermore, as 

previously described, caffeine had effects of cross-sensitization with 

methylphenidate. However, additional studies are needed to assess this 

interaction. 

 

Keywords: cross-sensitization; methylphenidate; caffeine; adenosine; 

ecto -5'- nucleotidase; rats. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Estudos prévios mostram que a administração crônica de cafeína 

na adolescência promove sensibilização cruzada com a administração 

aguda de metilfenidato na vida adulta.  Esta sensibilização é 

caracterizada pelo aumento gradual e progressivo da atividade 

locomotora em ratos, induzida através da administração repetida de uma 

substância psicoestimulante. A cafeína é um antagonista não-seletivo 

dos receptores de adenosina do tipo A1 e, principalmente, A2A. Ambos 

os receptores modulam o sistema dopaminérgico, local onde o 

metilfenidato atua produzindo seus efeitos estimulantes como um 

agonista indireto.   

 O objetivo geral do estudo foi avaliar o comportamento 

locomotor de ratos adultos e a participação de componentes celulares 

adenosinérgicos no cérebro dos animais após o tratamento de indução de 

sensibilização cruzada entre cafeína e metilfenidato. Seus objetivos 

específicos consistiram em avaliar a locomoção de ratos adultos tratados 

agudamente com metilfenidato e que tenham sido tratados cronicamente 

com cafeína durante a adolescência,  avaliar a atividade de ecto-

nucleotidases no hipocampo e estriado de ratos em resposta a associação 

dos tratamentos com cafeína e metilfenidato e avaliar o efeito de 

antagonistas de receptores de adenosina na resposta da associação dos 

tratamentos com cafeína e metilfenidato na locomoção de ratos e na 

atividade de ecto-nucleotidases no hipocampo desses animais. 

Há necessidade de mais estudos focando a atuação de cafeína e 

metilfenidato nas vias intracelulares pelas quais essas substâncias 

exercem suas propriedades psicoestimulantes e as interações 

farmacológicas decorrentes de seu uso. São substâncias psicoativas com 

potencial de dependência. Essas apresentam sensibilização cruzada 

observada em estudos realizados em modelos animais, onde os animais 

jovens são tratados cronicamente com uma das substâncias e desafiados 

com uma dose da outra quando adultos. É importante salientar que há 

estudos onde é evidenciado que a sensibilização cruzada atua 

aumentando a locomoção (Boeck et al., 2009), porém o mecanismo 

envolvido nesse processo ainda é pouco conhecido. Portanto, o presente 

trabalho visa entender o mecanismo pelo qual ocorre a interação entre o 

consumo de cafeína e o uso do metilfenidato , tendo como alvo de 

estudo o sistema adenosinérgico. 
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2.  SENSIBILIZAÇÃO CRUZADA  

 

A sensibilização celular é caracterizada pela administração 

repetida e espaçada de algumas substâncias, principalmente as 

psicoestimulantes, capazes de produzir um aumento de certos efeitos 

neuroquímicos e comportamentais decorrentes do seu uso ou de 

outras substâncias similares. Tal fenômeno, quando produzido a 

partir da exposição a estimulantes, é considerado como um possível 

fator de dependência dessas substâncias, pois o seu consumo 

repetido provoca o aumento da sensibilidade dos sistemas de 

neurotransmissão relacionados com o comportamento de 

recompensa, sendo o sistema dopaminérgico o principal substrato 

neural envolvido nesse sistema (Robinson, 1993; Schenk e Davidson, 

1998).  Nos humanos, essa sensibilização é traduzida pelo aumento da 

fissura que o individuo sente pela substancia com o uso constante 

(Gerlach et al., 2013). 

Quando um pré-tratamento com um psicoestimulante leva ao 

aumento da sensibilização da célula ao efeito de outro psicoestimulante 

dá-se o nome de sensibilização cruzada (Antoniou et al., 1998).  Estudos 

comportamentais em animais experimentais mostraram que a 

administração do psicoestimulante cafeína promove sensibilização 

cruzada com metilfenidato. Isso significa que a cafeína administrada 

cronicamente per se em doses que não altera a atividade 

comportamental, associada ao metilfenidato em uma dose que per se 

também não induz alteração coportamental, os dois juntos podem 

induzir aumento da resposta comportamental (Holtzman,1987; Jain e 

Holtzman, 2005).  

O estudo de Boeck et al. (2009)  demonstrou que há  importante 

sensibilização induzida por cafeína no efeito estimulante do 

metilfenidato com a participação da  fosfoproteína regulada por 

dopamina e AMPc de 32 KDa (DARPP-32) nas áreas cerebrais 

dopaminérgicas envolvidas na regulação de comportamentos motores e 

de ação. 

A sensibilização comportamental caracteriza-se pelo aumento 

gradual e progressivo da atividade locomotora, induzida através da 

administração repetida de uma substância (Post e Contel, 1983; 

Robinson e Becker, 1986). Trata-se de um acontecimento duradouro que 

gera processos neuroadaptativos, principalmente no sistema 

dopaminérgico na região mesolímbica, dos quais estão associados ao 

desenvolvimento da farmacodependência (Robinson e Berridge, 1993; 

Nestler e Aghajanian, 1997; Covington e Miczek, 2001). 
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3. SISTEMA DOPAMINÉRGICO  

 

A dopamina é um neurotransmissor pertencente a família 

das catecolaminas. Sua síntese ocorre através da ação da enzima 

tirosina hidroxilase, a qual converte o aminoácido tirosina em L-

DOPA, sendo esse descarboxilado para a formação da dopamina 

(Elsworth e Roth, 1997). 

Após sua síntese, a dopamina é translocada para vesículas 

secretoras para seu armazenamento, proteção e secreção. Ao ser liberada 

na fenda sináptica ou no espaço extracelular, a dopamina se liga aos 

receptores de membrana que estão acoplados à proteína G. Na fenda 

sináptica, a dopamina que não é ligada ao receptor, é recaptada pelo 

transportador de dopamina (DAT) (Ben-Jonathan e Hnasko, 2001). 

Há cinco tipos de receptores dopaminérgicos de membrana 

(D1, D2, D3, D4 e D5), os quais são agrupados em duas subfamílias, 

de acordo com suas propriedades bioquímicas e farmacológicas: 1) 

receptores ligados ao D1 que compreendem os receptores D1 e D5; 2) 

receptores ligados ao D2 que compreendem D2, D3 e D4, sendo que 

esses receptores estão acoplados à proteína G (Vallone et. al., 2000; 

Bem-Jonathan e Hnasko, 2001; Goodman e Gilman, 2007).  

As atividades dopaminérgicas exercem suas atividades 

através de diferentes sistemas: 1) o sistema nigro-estriatal está 

envolvido nos efeitos da dopamina sobre o controle motor; 2) o 

sistema túbero hipofisário está envolvido nos efeitos sobre o sistema 

endócrino; 3) o sistema meso-límbico/meso-cortical está envolvido 

nos efeitos comportamentais (Greenstein e Greenstein, 2000; 

Katzung et al., 2001; Greenspan e Gardner, 2004).  

É muito reconhecida a importância da neurotransmissão 

dopaminérgica envolvida na atenção e função cognitiva. Um 

exemplo, é a deficiência envolvendo o sistema dopaminérgico que 

causa transtornos psiquiátricos como por exemplo, o transtorno de 

atenção e hiperatividade (TDAH) (Del Campo et al., 2011). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3698457/#B51
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Figura 1: A síntese da dopamina ocorre através da ação da enzima tirosina 

hidroxilase, a qual converte o aminoácido tirosina em L-DOPA, sendo esse 

descarboxilado para a formação da dopamina.Após sua síntese, a dopamina é 

translocada para vesículas secretoras para seu armazenamento, proteção e 

secreção. Ao ser liberada na fenda sináptica ou no espaço extracelular, a 

dopamina se liga aos receptores de membrana (D1, D2, D3, D4 e D5) que estão 

acoplados à proteína G. Na fenda sináptica, a dopamina que não é ligada ao 

receptor, é recaptada pelo transportador de dopamina (DAT). Fonte : Adaptado 

de : http://www.nibb.ac.jp/annual_report/2004/img/240-01.jpg. 
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4. METILFENIDATO 

 

O metilfenidato é um dos estimulantes mais utilizados 

terapeuticamente para tratamento do TDAH em crianças e adultos, 

sendo utilizado por especialistas como tratamento primário em tais casos 

clínicos (Olfson et al., 2002; Arnsten, 2006;  Zuvekas et al., 2006). O 

efeito do metilfenidato na melhora da concentração e atenção e o 

aumento do estado de vigília, se deve a sua ação em aumentar os níveis 

de norepinefrina e dopamina, inibir sua recaptação e facilitar a liberação 

dos mesmos, especialmente no córtex pré-frontal dorsolateral (Volkow 

et al., 2002). Apesar de existirem diversos estudos sobre os efeitos 

terapêuticos do metilfenidato, há uma preocupação relacionada com 

seus efeitos colaterais negativos, tendo seu principal foco no seu abuso, 

mal uso e vício (Zhu et al., 2011). 

No estudo de Linsenn et al. (2012), realizado em humanos 

saudáveis, foram testadas diferentes doses de metilfenidato a fim de que 

fosse observado seu efeito sobre a memória e outras funções cognitivas 

nesses indivíduos. Os resultados desse estudo sugerem que o 

metilfenidato atua no aumento da consolidação da memória. Outro 

estudo envolvendo o metilfenidato e a memória, realizado por Wong e 

Stevens (2012), teve como sujeitos dezoito crianças e adolescentes com 

diagnóstico de TDAH. O estudo trouxe como resultado que o 

metilfenidato atua no aumento da conectividade funcional de áreas 

envolvidas na memória de trabalho. 

Há um extenso número de estudos na literatura os quais 

demonstram  a medicação estimulante, quando usada como prescrita, é 

segura e eficaz para melhorar a atenção e diminuir os sintomas de 

hiperatividade e impulsividade (Adler et al., 2009; Weyandt e DuPaul, 

2006). Porém, estudos indicam que há uma percentagem significativa de 

adolescentes e adultos envolvidos em mau uso do metilfenidato não 

prescrito por médico (Weyandt et al., 2013).  

O uso de estimulantes não prescritos por médicos representa a 

segunda forma mais comum de uso de drogas ilícitas na faculdade, 

perdendo apenas para o uso de maconha (Johnston et al., 2004).  

As razões pelas quais os estimulantes prescritos são mal 

utilizados incluem a euforia e ajuda a lidar com fatores estressantes 

relacionados ao seu ambiente educacional, além de aumentar a 

concentração (Upadhyaya et al., 2005). 

Grandes doses de estimulantes podem levar à psicose, 

convulsões e eventos cardiovasculares. A indução de estados 

esquizofrênicos em abusadores está bem documentada, embora o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12014783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16855530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16585430
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aparecimento de tais estados em crianças em doses prescritas de 

medicação estimulante é observada com muito menos freqüência 

(Polchert e Morse, 1985; Masand et al., 1991; Murray, 1998). Os efeitos 

cardiovasculares mais comumente observados associados com TDAH e 

medicamentos estimulantes incluem hipertensão e taquicardia. Além 

disso, a cardiomiopatia, arritmias cardíacas, e vasculite necrosante têm 

sido descritos (European Medicines Agency, 2007). 

 
Figura 2: O metilfenidato atua aumentando a concentração extracelular de 

dopamina na fenda sináptica, que é liberada em resposta a um estímulo. Esse 

aumento de dopamina ocorre devido a várias ações incluindo o bloqueio dos 

transportadores de dopamina (DAT) inibindo assim sua recaptação e ampliando 

a duração de sua resposta, desinibição dos receptores de D1 de dopamina e 

ativação desses receptores no neurônio pós-sináptico, facilitando sua liberação e 

consequente permanência por mais tempo na fenda sináptica. Fonte: O autor 
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5. CAFEÍNA  

As metilxantinas são derivados de plantas que incluem a 

cafeína, a teofilina e a teobromina, as quais estão entre as 

substâncias estimulantes mais consumidas no mundo (Daly, 2007).  

A cafeína (1,3,7 trimetilxantina) pode ser encontrada em 

cafés, chás, refrigerantes, energéticos, chocolates e medicamentos. 

Sendo assim, essa substância é consumida amplamente na dieta 

humana (Dews, 1982; Barone e Roberts, 1996; Reissig et al., 2009; 

Heckman et al., 2010). 

Em relação à administração de cafeína, estudos mostram que 

tanto a via subcutânea quanto a administração oral possuem 

farmacocinética e efeitos comportamentais semelhantes em ratos (Lau e 

Wang, 1996; Lau et al.,1997; Wang e Lau, 1998). Neste roedores, a 

meia-vida de eliminação é de 3 horas, tanto a via oral quanto 

subcutânea. A administração via oral é preferencial na administração 

crônica porque evita a necrose subcutânea devido às injeções diárias 

(Lau et al., 1997). 

Estudos indicam que o sistema dopaminérgico também possui 

papel mediador nos efeitos comportamentais induzidos pela cafeína. 

Além disso, a cafeína interage com o sistema dopaminérgico, 

potencializando o efeito psicoestimulante de seus agonistas (Hsu et al., 

2010). 

Além do seu efeito no sistema dopaminérgico, a cafeína 

possui efeitos no sistema adenosinérgico. Essa substância possui 

propriedades estimulantes, sendo que ao atingir o córtex cerebral 

exerce suas funções através da interação com neurotransmissores. 

Após sua ingestão, a cafeína desenvolve seus efeitos biológicos 

através do antagonismo não seletivo nos receptores de adenosina 

(Fredholm et al., 1999; Davis et al., 2003; Higdon e Frei,  2006). Os 

receptores A1 e A2A são ativados a uma baixa concentração basal de 

adenosina e são os principais alvos da cafeína. Por outro lado, para que 

ocorra a inibição dos receptores A2B e A3, é necessário elevadas 

concentrações de cafeína (Hsu et al., 2009). 

Ao atuar como antagonista no receptor específico da adenosina 

A2A, a cafeína interage nos sistemas neuronais envolvidos no reforço das 

drogas, na sensibilização motora e no efeito terapêutico na doença de 

Parkinson (Hsu et al., 2010). Estudos indicam que além do sistema 

adenosinérgico, o sistema dopaminérgico também possui papel 

mediador nos efeitos comportamentais induzidos pela cafeína. A cafeína 
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interage com o sistema dopaminérgico, potencializando o efeito 

psicoestimulante de seus agonistas (Hsu et al., 2010). 
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6. SISTEMA ADENOSINÉRGICO  

Através de seu papel neuromodulador, a adenosina regula a 

liberação de vários neurotransmissores, sendo essa ação realizada tanto 

na região pré quanto pós-sináptica (Cunha, 2001; Durwinnie e Masino, 

2001; Ribeiro et al., 2002). A adenosina age como neuroprotetor no 

sistema nervoso através da ativação de seus receptores específicos A1 e 

A2A, visto que ao regular a liberação de neurotransmissores excitatórios 

reduz o dano causado pela excitotoxicidade (Durwinnie e Masino, 

2001). Esta por sua vez, é causada pelo aumento da concentração de 

neurotransmissores excitatórios durante a transmissão sináptica, 

induzindo o dano e consequente morte neuronal (Meldrum, 2000). 

A produção de adenosina no meio intracelular ocorre por meio 

de dois processos: 1) através da clivagem da S-adenosil-homocisteína 

(Dunwiddie e  Masino, 2001) e 2) através da degradação do nucleotídeo 

monofosfatado (AMP) pela enzima 5’-nucleotidase (Brundege e  

Dunwiddie, 1997). A adenosina-5'-trifosfato (ATP) é a fonte primária de 

substrato para que ocorra a formação da adenosina. No meio intracelular 

atua como fonte de energia e no meio extracelular tem uma importante 

ação como neurotransmissor do efeito excitatório rápido, além de atuar 

como neuromodulador e como fator de crescimento do SNC (Neary et 

al., 1996; Vizi et al., 1997). As funções do ATP são exercidas através da 

ativação de receptores específicos chamados P2Y (P2Y1-14) e P2X 

(P2X1-7), sendo receptores metabotrópicos e ionotrópicos, 

respectivamente (Burnstock, 2004). 

A hidrólise dos nucleotídeos de adenina extracelulares é 

realizada por enzimas denominadas ecto-nucleotidases, sendo 

destacadas a NTPDase (EC 3.6.1.5, apirase, CD39, ATP 

difosfoidrolase) e a 5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5), as quais tem a 

capacidade de realizar o controle da disponibilidade de ligantes como 

ATP e adenosina aos seus receptores específicos (Zimmermann, 2001). 

A NTPDase é uma enzima pertencente à família da E-

NTPDases, sendo essa família de enzimas responsáveis pela hidrólise de 

nucleotídeos tri e difosfatados, principalmente ATP e ADP, 

respectivamente. A NTPDase possui duas regiões transmembranas que 

estão próximas ao grupamento amino e carboxi terminal, com seu sítio 

voltado para o meio extracelular (Zimmermann, 2001). Dependendo de 

sua localização tecidual, sua atividade enzimática irá possuir diferentes 

papéis fisiológicos (Sarkis et al., 1995; Zimmermann, 1999; Bonan et 

al., 2001). 
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A enzima ecto-5’-nucleotidase fica ancorada à membrana 

plasmática através de uma molécula denominada GPI 

(glicofosfatidilinositol) com seu sítio catalítico voltado para o meio 

extracelular. Porém, formas solúveis e clivadas dessa enzima também 

são encontradas (Zimmermann, 2001; Hunsucker et al., 2005). A enzima 

catalisa a desfosforilação de vários nucleotídeos 5’-monofosfatados 

como CMP (Citidina monofosfato) , IMP (Inosina monofosfato), UMP 

(uridina monofosfato), GMP (Guanosina monofosfato)  e AMP à seus 

respectivos nucleosídeos (Zimmermann, 1996). Entretanto, foi 

demonstrado que a ecto-5’-nucleotidase hidrolisa mais eficientemente o 

AMP, sendo então considerada a principal enzima responsável pela 

formação de adenosina extracelular (Zimmermann, 1996; Zimmermann 

et al., 1998; Zimmermann, 2001). 

 
Figura 3: Metabolismo intra e extracelular da adenosina. Adaptado de 

http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fneur.2011.00087/full 

 

A adenosina induz seus efeitos através da ativação de receptores 

purinérgicos denominados P1, divididos em quatro subtipos: A1 , A2A,  

A2B e A3, os quais se diferenciam quanto à afinidade pela adenosina, 

estruturas moleculares, distribuição tecidual e perfil farmacológico 

(Burnstock, 1972; Ralevic e Burnstock, 1998; Durwinnie e Masino, 

2001; Fredholm et al., 2001). Os receptores A1 e A2A apresentam alta 

afinidade pela adenosina, enquanto que os receptores A2B e A3 têm baixa 

afinidade (Ribeiro et al., 2002). Segundo Pedrazza et al. (2007) o ATP e 

a adenosina podem desempenhar importante efeito sobre os mecanismos 

referentes a plasticidade sináptica e formação da memória. Estudos 

anteriores demonstraram que a atividade das ectonucleotidades são 
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alteradas durante o período de consolidação da memória avaliada em 

roedores através da tarefa de esquiva inibitória. 

 

 
Figura 4: A adenosina induz seus efeitos através da ativação de receptores 

purinérgicos denominados P1, divididos em quatro subtipos: A1 , A2A,  A2B e A3, 

os quais se diferenciam quanto à afinidade pela adenosina, estruturas 

moleculares, distribuição tecidual e perfil farmacológico. Adaptado de: 

http://thebrain.mcgill.ca/flash/a/a_11/a_11_m/a_11_m_cyc/a_11_m_cyc.html. 
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7. INTERAÇÕES ENTRE OS SISTEMAS DOPAMINÉRGICO 

E ADENOSINÉRGICO 

 

Segundo Fuxe e Ungerstedt (1974), os efeitos moduladores que 

a adenosina exerce sobre o sistema dopaminérgico, têm sido alvos de 

investigações devido a sua importância em patologias humanas, como 

por exemplo, a esquizofrenia e a doença de Parkinson. Através das 

interações antagonistas de adenosina/dopamina, ficou evidenciado que a 

adenosina pode inibir vários efeitos da dopamina no córtex cerebral e 

nos gânglios basais.  

A indução da atividade motora ativada através dos antagonistas 

de adenosina, como por exemplo a cafeína, é inibida pelo bloqueio dos 

receptores de dopamina ou através da depleção desse neurotransmissor. 

A estimulação motora que é induzida pelos agonistas da dopamina são 

inibidas por agonistas adenosinérgicos e potencializadas pelos 

antagonistas de adenosina (Ferre et al., 1997; Franco et al., 2000; Ferre 

et al., 2001).  

O sistema dopaminérgico pode ser modulado pela adenosina, 

através da ativação dos receptores adenosinérgicos A1 e A2A (Durwinnie 

e  Masino, 2001; Fisone et al., 2004). Enquanto os receptores A1 são 

expressos em todo o cérebro, os receptores A2A ficam mais restritos aos 

gânglios basais. Através da análise bioquímica em células, foi 

demonstrada a existência da heterodimerização dos receptores A2A e 

dopaminérgicos D2, assim como, entre receptores A1 e D1 (Ginés et al., 

2000; Agnati et al., 2003; Canals et al., 2003), demonstrando assim a 

existência de receptores heterodímeros A2A-D2 e A1- D1 no cérebro 

(Ferré et al., 1997; Franco et al., 2007). 

O receptores A2A de adenosina e D1 de dopamina ligados aos 

membros da família da proteína G, estão relacionados com a produção 

intracelular de AMPc, como consequência da ativação da via de 

sinalização da PKA (Fredholm, 1977; Stoof e Kebabian, 1981). 

Através desses receptores heterodímeros, pode-se compreender 

melhor acerca das interações entre antagonistas destes receptores que 

são encontrados nas redes neuronais do cérebro (Ferré et al., 1997; Fuxe 

et al., 1998).  Essa compreensão das interações entre receptores têm sido 

útil no desenvolvimento de vários tratamentos, incluindo a terapia para o 

TDAH (Fuxe et al., 2007; Ferré et al., 2008; Maggio et al., 2009). 
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Figura 5: Foi demonstrada a existência da heterodimerização dos receptores 

A2A e dopaminérgicos D2, assim como, entre receptores A1 e D1, demonstrando 

assim a existência de receptores heterodímeros A2A-D2 e A1- D1 no cérebro. 

Fonte: http://www.hcnet.usp.br/ipq/revista/vol28/n3/artigos/art160.htm 
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8. METODOLOGIA 

 

8.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos (75-85 g), com idade 

de 25 dias provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense - UNESC. Os animais foram acondicionados em 5 por 

caixa, com ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00 às 19:00) e comida e 

água disponíveis livremente. O ambiente foi mantido a temperatura 

de 22 ± 1ºC. Os procedimentos foram realizados entre as 8 horas e 

13 horas. Cada animal foi utilizado apenas uma vez. 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de 

acordo com as recomendações da Sociedade Brasileira de Ciências 

em Animais de Laboratório (SBCAL), após a aprovação do presente 

projeto pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

do Extremo Sul Catarinense (110/2013-2). O observador dos testes 

comportamentais foi cego para os grupos para evitar falsos 

resultados nas análises. 

 

8.2 PROTOCOLO DE TRATAMENTO  

 
8.2.1 Tratamento crônico com cafeína  

 
Durante o tratamento crônico com cafeína (28 dias) ratos jovens 

tiveram livre acesso à solução de cafeína 0,3 g/L (Gasior et al., 2000) 

ou água de beber. A solução de cafeína foi trocada para uma solução 

nova a cada três dias (Boeck et al., 2009) e foi medido o volume de 

líquido consumido. Após o tratamento crônico com cafeína, ou consumo 

de água (ingestão de cafeína ou água), foi dado um período sem receber 

a substância (washout) de 14 dias.  

 

8.2.2 Tratamento Agudo com Metilfenidato 

 
No 15° dia de washout, os animais foram submetidos a 

administração aguda i.p. de metilfenidato nas doses de 1 mg/kg ou 10 

mg/kg (1 mL/kg de massa corporal). O fármaco Ritalina® 

(metilfenidato) foi macerado e suspenso em soro fisiológico (solução 

salina esterilizada) para injeção. Após o tratamento com Metilfenidato, o 

total de 144 animais foi utilizado em dois testes experimentais: 

avaliação da locomoção (n=12 animais/grupo  (Grupos Experimentais 1 
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ao 12); Vianna et al., 2001) e a avaliação da atividade enzimática (n=8 

animais/grupo (Grupos Experimentais 1 ao 6); Chan, 1986). 

Abaixo a tabela de especificação dos grupos experimentais: 

 

Tabela 1. Grupos experimentais e especificação de tratamento 

farmacológico. 

 

 

8.3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO  

Dois dias antes da administração de metilfenidato (12 dias de 

abstinência do tratamento com cafeína), os animais passaram por uma 

cirúrgica estereotáxica. Os ratos, com então 65 dias de vida, foram 

anestesiados com cloridrato de cetamina 80 mg/kg e xilasina 10 mg/kg 

intramuscular e posicionados no aparelho estereotáxico. Foi removida a 

pele na região craniana do rato e uma cânula guia 27G de 7 mm de 

comprimento foi posicionada de acordo com as seguintes coordenadas: 

0,9 mm posterior á linha bregma; 1,5 mm à direita do bregma; sendo a 

cânula assim implantada à 2,6 mm de profundidade, no ventrículo 

lateral direito. A fixação da cânula no crânio foi feita com cimento 

acrílico. Os animais foram testados 72 horas após a cirurgia, após 

estarem completamente recuperados desta. 

 

8.3.1 Aplicação dos bloqueadores adenosinérgicos 

 

Os bloqueadores adenosinérgicos foram aplicados pela via 

intracerebroventricular (i.c.v.) em um volume de 2 µL, 72 horas após a 
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cirurgia e 5 minutos depois da administração i.p de metilfenidato através 

de uma agulha 30G de 8mm. Foram infundidos solução salina (NaCl 

0.9%), ou AOPCP (0,1 nmol; inibidor da ecto-5’-nucleotidase), ou CPT 

(0,1 pmol; antagonista de receptores A1 de adenosina), ou ZM241385 

(0,1 pmol; antagonista de receptores A2 de adenosina). As doses de 

CPT, ZM241385 e AOPCP empregadas no presente estudo foram 

selecionadas com base em estudos anteriores (El Yacoubi et al., 2000; 

Boeck et al., 2004). Após a infusão do inibidor e dos antagonistas os 

animais foram observados quanto a sua locomoção e não foram 

utilizados para análise da medida da atividade das ecto-nucleotidases. 

No final da experimentação, os ratos foram decapitados para análise 

morfológica da cânula e do tecido cerebral. Animais com deslocamento 

ou extravio de cânula, ou lesão cerebral foram excluídos do estudo. 

 
8.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA  

 

A atividade locomotora foi avaliada 2 horas após a 

administração aguda de metilfenidato nas diferentes doses, usando a 

tarefa de exploração ao campo aberto. Cada animal foi colocado 

uma caixa de 40 x 60 cm, delimitada por quatro paredes de 50 cm de 

altura, sendo três em madeira, e a parede frontal de vidro.  O 

assoalho é dividido em 12 retângulos iguais por linhas pretas. Os 

animais foram colocados cuidadosamente no quadrante superior 

esquerdo a fim de explorar a arena por 5 minutos, onde foram 

observados e contados os cruzamentos entre as linhas pretas 

(“crossings”), chamados exploração horizontal. Após a avaliação os 

animais foram retirados da caixa e retornaram para a caixa-moradia 

até eutanásia para retirada do tecido cerebral.  

 
8.5 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS 

 

Três dias após a administração de metilfenidato os animais 

(71 dias de vida), os animais foram decaptados por guilhotina para a 

retirada do cérebro. Os hipocampos e os estriados foram dissecados 

e preparados para a avaliação da atividade das enzimas descrita 

abaixo. Os cadáveres de todos os animais foram acondicionados em 

saco branco leitoso, congelados a -20°C para posterior incineração 

conforme instruções da Instituição. 

 

8.6 ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
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O cérebro dos ratos foi retirado para a dissecção dos 

hipocampos e dos estriados em tampão PBS gelado, pH 7,4, fatiados 

transversalmente em fatias de 400 µm de espessura em um fatiador de 

tecidos (McIlwain Chooper). 

Duas fatias (aproximadamente 200 μg de proteína) de cada 

estrutura foram rapidamente pré-incubadas em meio constituído de 

solução tampão HEPES (120 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 2 mM de 

CaCl2 e 10% de glucose), pH 7.4 e gaseificada com O2 (Boeck et al., 

2005 – adaptado) aquecido a 37 °C durante 10 minutos. O tampão 

HEPES foi trocado para uma solução nova e pré-aquecida antes do 

início da reação para evitar a atividade de enzimas possivelmente 

liberadas por células que tenham sido danificadas no momento do corte 

do tecido. A reação iniciou com a adição dos nucleotídeos ATP, ADP 

ou AMP, para uma concentração final de 1 mM e incubados por 20 min. 

A atividade da enzima ecto-NTPDase foi medida pela hidrólise do ATP 

e ADP, e a atividade da ecto-5’-nucleotidase foi avaliada pela hidrólise 

do AMP. A reação foi interrompida quando uma amostra reacional de 

200 µL foi adicionada a 100 µL de ácido tricloroacético (TCA) a 10% 

gelado. O fosfato inorgânico não enzimático liberado do nucleotídeo no 

meio reacional sem fatias, e o fosfato inorgânico liberado de fatias sem 

o nucleotídeo foram subtraídos do fosfato inorgânico total produzido 

durante a incubação. 

Todo o ensaio enzimático foi realizado em triplicata por animal 

para cada nucleotídeo. O fosfato inorgânico foi mensurado de acordo 

com o método de Chan e colls. (1986) e a atividade enzimática foi 

expressa em nmol por Pi.min
-1

.mg
-1

 de proteína. 

 

8.7 DETERMINAÇÃO DA PROTEÍNA 

 

As proteínas foram determinadas pelo método Coomassie Blue, 

de acordo com Bradford, usando albumina de soro bovino com padrão 

(Bradford, 1976). 

 

8.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram analisados através do programa SPSS 

versão 14.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro–Wilk 

foi realizado para confirmar distribuição normal dos dados. O consumo 

de água ou cafeína e as medidas bioquímicas estão apresentados como 

média ± desvio padrão. Os dados referentes a medida da locomoção e da 

atividade das enzimas foram analisados por ANOVA de uma via 
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seguido pelo teste post hoc de Tukey HSD e de Dunnett (comparando 

todos os grupos com o grupo controle), respectivamente. 

 
Figura 6: Figura esquemática do protocolo experimental utilizado nesse 

estudo. Fonte: o autor. 
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9.  APRESENTAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

O controle do consumo de líquido estimou a dose diária média 

consumida de água ou cafeína por rato, durante os 28 dias de tratamento. 

Ao final dos 28 dias os animais que tiveram acesso à água consumiram 

no total 92,8 ± 11 mL e àqueles com acesso à cafeína consumiram 92,6 

± 13 mL. A média diária de consumo por rato foi de 30,9 mL e 30,8 mL 

de água e cafeína, respectivamente. Esse consumo resultou na dose 

diária de aproximadamente 9,3 mg de cafeína por rato. 

A avaliação da atividade locomotora em animais é um 

parâmetro importante para análise de alterações na atividade locomotora 

induzida por psicoestimulantes, tais como cafeína e metilfenidato. A 

análise das explorações horizontais dos animais mostrou que 

metilfenidato não induziu alteração locomotora nas doses administradas. 

Porém, quando os ratos foram tratados cronicamente com cafeína na 

adolescência e receberam uma dose aguda com metilfenidato 10mg/kg 

na vida adulta apresentaram hiperlocomoção, indicando a sensibilização 

cruzada (p = 0,043) (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Efeito do tratamento crônico com cafeína durante a adolescência e 

agudo com metilfenidato na vida adulta na exploração horizontal de ratos. Os 

animais foram tratados cronicamente com cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e 

após 14 dias de washout receberam uma aplicação i.p. de metilfenidato nas 

doses de 1mg/kg ou 10 mg/kg de massa corporal. Duas horas após a 

administração de metilfenidato os animais foram avaliados no campo aberto 

quanto a sua exploração horizontal. Os dados estão expressos como média ± 

erro padrão da média de 12 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo 

controle. Metil1 = metilfenidato 1 mg/kg; Metil10 = metilfenidato 10 mg/kg. 
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Para avaliar a participação de componentes adenosinérgicos no 

efeito hiperlocomotor induzido pela sensibilização cruzada entre cafeína 

e metilfenidato, os ratos foram submetidos a administração por via i.c.v. 

com inibidor da ecto-5’-nucleotidase (AOPCP) ou antagonista do 

receptor A1 (CPT), ou antagonista do receptor A2A (ZM241385). 

Nenhum dos fármacos foi capaz de alterar o efeito hiperlocomotor 

observado nos ratos tratados com metilfenidato 10 mg/kg que foram 

tratados cronicamente com cafeína na adolescência (Figura 8). 

 

 
 
Figura 8. Efeito do inibidor da ecto-5’-nucleotidase (AOPCP) e de antagonistas 

de receptores A1 e A2A de adenosina (CPT e ZM241385, repectivamente) na 

hiperlocomoção de ratos induzida pela sensibilização cruzada entre cafeína e 

metilfenidato.  Os animais foram tratados cronicamente de cafeína (0,3 g/L) 

durante 28 dias e após 14 dias de washout a receberam uma aplicação i.p. de 

metilfenidato nas doses de 1 mg/kg ou 10 mg/kg de massa corporal. Cinco 

minutos antes da avaliação comportamental os ratos foram tratados i.c.v. com 

AOPCP, CPT ou ZM241385. Duas horas após a administração de metilfenidato 

os animais foram avaliados no campo aberto quanto a sua exploração 

horizontal. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 9-

12 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle. Metil1 = 

metilfenidato 1 mg/kg; Metil10 = metilfenidato 10 mg/kg. 

 

A hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP ou AMP foi avaliada 

através da quantificação do fosfato inorgânico total produzido durante a 

incubação das fatias de hipocampo dos ratos tratados com cafeína e 

metilfenidato. Quando avaliada a hidrólise de ATP no hipocampo, 

verificou-se uma diminuição significativa da hidrólise desse nucleotídeo 

nos animais que receberam tratamento crônico com cafeína e agudo com 
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metilfenidato na dose de 1 mg/kg (p = 0,040) em comparação com os 

animais do grupo controle (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Hidrólise de ATP no hipocampo de ratos tratados cronicamente com 

cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e agudamente com metilfenidato. Os dados 

estão expressos como média ± erro padrão da média de 7-9 animais, para 

medidas realizadas em triplicata. *p < 0,05 comparado ao grupo controle. Metil 

= metilfenidato. 

 

Quando avaliada a hidrólise de ADP no hipocampo não foi 

observada diferença significativa entre os grupos (p = 0,777) (Figura 

10). 

 

 
Figura 10. Hidrólise de ADP no hipocampo de ratos tratados cronicamente com 

cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e agudamente com metilfeniato. Os dados 

estão expressos como média ± erro padrão da média de 7-9 animais, para 

medidas realizadas em triplicata. Metil = metilfenidato. 
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Na análise da atividade da ecto-5’-nucleotidase, houve também 

diferença significativa na hidrólise de AMP no hipocampo em animais 

tratados cronicamente com cafeína e agudamente com metilfenidato 1 

mg ou 10 mg, ocorrendo diminuição da hidrólise quando comparados ao 

grupo controle (p < 0,0001) (Figura 11). É importante salientar que a 

enzima ecto-5’-nucleotidase é considerada a enzima marca-passo de 

formação de adenosina extracelular, já que ela é responsável pela 

hidrólise de AMP à adenosina. 

 

 
Figura 11. Hidrólise de AMP no hipocampo de ratos tratados cronicamente 

com cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e agudamente com metilfenidato. Os 

dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 7-9 animais, para 

medidas realizadas em triplicata. *p < 0,05 comparado ao grupo controle; e 
#
p < 

0,05 comparado ao grupo água + Metil 10. Metil = metilfenidato. 

 

Quando avaliada a hidrólise de ATP no estriado, não foi 

observada diferença significativa entre os grupos (p = 0,801) (Figura 

12). 
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Figura 12. Hidrólise de ATP no estriado de ratos tratados cronicamente com 

cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e agudamente com metilfenidato. Os dados 

estão expressos como média ± erro padrão da média de 5-6 animais, para 

medidas realizadas em triplicata. 

 

Devido a problemas metodológicos no desenvolvimento da 

técnica enzimática, a medida da hidrólise do ADP não foi realizada no 

estriado. Quando avaliada a hidrólise de AMP no estriado dos ratos não 

foi observada diferença significativa entre os grupos de tratamento (p = 

0,715) (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Hidrólise de AMP no estriado de ratos tratados cronicamente com 

cafeína (0,3 g/L) durante 28 dias e agudamente com metilfenidato. Os dados 

estão expressos como média ± erro padrão da média de 5-6 animais, para 

medidas realizadas em triplicata. 
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10. DISCUSSÃO 

 

A sensibilização cruzada ocorre quando um pré-tratamento com 

um psicoestimulante leva ao aumento da sensibilização da célula ao 

efeito de outro psicoestimulante (Antoniou et al., 1998). Há estudos que 

evidenciam a sensibilização cruzada entre a cafeína e o metilfenidato 

(Boeck et al., 2009), porém o mecanismo envolvido nesse processo 

ainda é pouco conhecido, havendo necessidade de mais estudos focando 

a atuação da cafeína e metilfenidato nas vias celulares pelas quais essas 

substâncias exercem suas propriedades. 

No presente trabalho foi avaliada a atividade locomotora dos 

ratos tratados cronicamente com cafeína quando adolescentes e de forma 

aguda com metilfenidato na vida adulta. Observamos que houve 

sensibilização cruzada de cafeína com metilfenidato na dose de 10 

mg/kg. Isso deve ao fato de que, a referida dose não apresentou efeito 

per se, porém, quando administrada em animais tratados com cafeína, 

induziu a hiperlocomoção. Essa caraterística comportamental também 

foi detectada em estudos prévios do grupo onde foi observado que 

animais tratados com metilfenidato e posteriormente com anfetamina 

(Valvassori et al., 2007) apresentavam sensibilização, assim como 

quando tratados com cafeína e depois com metilfenidato (Boeck et al., 

2009). Apesar de no presente estudo não ser observada a sensibilização 

para a dose de 1 mg/kg de metilfenidato como em Boeck e Colls. (2009) 

e sim para 10 mg/kg, a sensibilização cruzada entre os sistemas 

adenosinérgico (onde age a cafeína) e dopaminérgico (onde age o 

metilfenidato) é evidente. A partir desse efeito, investigou-se a 

participação dos componentes adenosinérgicos celulares, tais como: 

receptores de membrana plasmática do tipo A1 e A2A, e cascata 

enzimática responsável pela produção extracelular do nucleosídeo. 

Para avaliar o envolvimento da enzima ecto-5’-nucleotidase na 

hiperlocomoção induzida pela sensibilização cruzada entre cafeína e 

metilfenidato, o inibidor desta enzima, o AOPCP, foi administrado por 

via i.c.v. 5 minutos depois do metilfenidato. Os resultados indicaram 

nenhuma alteração comportamental induzida por este inibidor, ou seja 

não reverteu o efeito hiperlocomotor dos ratos tratados com 

metilfenidato 10 mg/kg que foram tratados cronicamente com cafeína na 

adolescência. Pode-se especular que a enzima pode ter sido reduzida 

com o tratamento com cafeína, e portanto, neste caso, não pode-se 

observar o efeito do AOPCP. 

Com o intuito de avaliar a participação dos receptores de 

adenosina na hiperlocomoção induzida pela sensibilização cruzada entre 
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cafeína e metilfenidato, antagonistas de receptores A1 e A2A de 

adenosina (CPT e ZM241385, respectivamente) para ambos os 

receptores foram administrados por via i.c.v. nos ratos. Não foi 

observada qualquer alteração na hiperlocomoção, o que indica que, no 

tempo em que os fármacos foram administrados, não há participação da 

adenosina extracelular. Os resultados comportamentais com os fármacos 

antagonistas de receptores de adenosina também podem indicar que a 

cafeína pode levar a uma redução (taquifilaxia ou desenssibilização) dos 

receptores A1 e A2A de adenosina para favorecer o aumento do 

receptores de dopamina e, portanto, não se poderia observar o efeito dos 

antagonistas CPT e ZM241385 em reverter o aumento da locomoção 

induzido pela sensibilização cruzada entre cafeína e metilfenidato.  

Outra explicação para os resultados comportamentais 

encontrados no presente estudo, em que nenhum dos fármacos (AOPCP, 

CPT e ZM241385) foi capaz de alterar o efeito hiperlocomotor 

observado nos ratos que apresentam sensibilização cruzada de cafeína 

com metilfenidato 10 mg/kg, pode envolver uma limitação 

experimental. Os fármacos (AOPCP, CPT e ZM241385), administrados 

por via i.c.v., utilizados no presente estudo poderiam ter sido 

administrados com um intervalo de tempo maior antes do metilfenidato 

e não 5 minutos depois como foi realizado no presente estudo. Estudos 

posteriores deverão ser realizados para verificar essa possibilidade de 

ação adenosinérgica. 

Outra forma de investigação da participação do sistema 

adenosinérgico na sensibilização cruzada entre cafeína e metilfenidato, é 

através da medida da atividade das enzimas responsáveis pela sua 

produção. Assim, foram avaliadas as hidrólises dos nucleotídeos ATP, 

ADP e AMP, para que fosse verificada a cascata enzimática, a fim de 

avaliar a relação da  sensibilização cruzada entre cafeína e metilfenidato 

com a produção extracelular de adenosina.  

Nesse estudo, ocorreu uma diminuição significativa na hidrólise 

de ATP no hipocampo dos ratos. Sabe-se que a disponibilidade de 

adenosina extracelular é determinada por um equilíbrio entre a 

velocidade de decomposição do ATP por ectonucleotidases e a taxa de 

libertação de ATP e adenosina (Sperlagh e Vizi, 2007) e que a presença 

de adenosina na fenda sináptica também depende do catabolismo 

extracelular do ATP promovido pela via das ectonucleotidases 

(Dunwiddie e Masino, 2001). Sendo assim, a diminuição da hidrólise de 

ATP encontrada em nosso trabalho indica diminuição na produção de 

adenosina no hipocampo de animais sob o efeito da sensibilização 

cruzada dos psicolestimulantes. 
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Nossos resultados mostram que não houve alteração na 

hidrólise de ADP. Estudos mostram que nenhuma das NTPDases 

apresenta maior afinidade por ADP em relação a ATP. A afinidade 

destas enzimas varia de 1 a 3 vezes mais por ATP que por ADP, 

dependendo da família de enzimas envolvidas (Kirley et al., 1997; 

Bigonnesse al., 2004). 

Também foi observado que ocorreu uma alteração significativa 

na hidrólise de AMP no hipocampo dos ratos, demonstrando que nos 

animais que receberam o tratamento crônico com cafeína e agudo com 

metilfenidato em qualquer uma das doses, ocorreu uma diminuição da 

produção de adenosina extracelular em comparação ao grupo controle. É 

importante salientar que a enzima ecto-5’-nucleotidase é considerada a 

enzima marca-passo de formação de adenosina extracelular, já que ela é 

responsável pela hidrólise de AMP à adenosina (Zimmermann, 2000).  

O estudo de Zimmermann (1996) mostrou que o ATP e o ADP são 

potentes inibidores da ecto-5’-nucleotidase.  

Sabe-se que a adenosina induz seus efeitos através da ativação 

de seus receptores A1, A2A, A2B e A3 (Burnstock, 1972; Ralevic e 

Burnstock, 1998; Durwinnie e Masino, 2001; Fredholm et al., 2001), e 

que os receptores A1 e A2A apresentam alta afinidade pela adenosina 

(Ribeiro et al., 2002). No presente estudo foi utilizada a substância 

cafeína para o tratamento crônico nos ratos, que é um antagonista não 

seletivo dos receptores A1 e A2A  de adenosina (Hsu et al., 2009). 

Evidências sugerem que a maioria dos efeitos 

psicofarmacológicos da cafeína sejam reproduzidos somente pelos 

antagonistas dos receptores A2A   e não pelos antagonistas do subtipo A1, 

embora a cafeína seja um antagonista não seletivo de receptores 

adenosinérgicos (Svenningsson et al., 1997; Huang et al., 2005).  

Acredita-se que o antagonismo adenosinérgico seja responsável pelos 

efeitos estimulatórios da cafeína (Fredholm, 1980), e que a 

administração prolongada da cafeína pode causar um pequeno aumento 

no número de receptores A1, em diversas áreas do cérebro 

(Svenningsson et al., 1999). Após administração crônica, rapidamente é 

desenvolvida tolerância a esses efeitos estimulantes da cafeína (Finn e 

Holtzman, 1987; Svenningsson et al., 1999).  

Segundo Fredholm (1999) e Léon  et al. (2002), o uso crônico 

de cafeína pode ou não induzir alterações na funcionalidade dos 

receptores A1 e A2A  de adenosina. Ferré et al. (2008) presume-se que o 

tratamento crônico com cafeína leva a modificações na função desses 

receptores, que podem estar subjacentes a forte tolerância para os efeitos 

psicomotores da cafeína.  
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Alguns estudos ainda demonstram que o uso crônico de cafeína 

promove um aumento na funcionalidade e/ou na expressão dos 

receptores A1 de adenosina (Green e Stiles, 1986; Ramkumar et al., 

1988; Svennigsson et al., 1999)  em diversas regiões do cérebro, 

podendo inclusive levar a tolerância ao uso dessa substância 

(Svennigsson et al., 1999). Sabendo que o hipocampo é mais 

enriquecido com receptores A1 (Ramkumar et al., 2001), enquanto que o 

estriado possui mais receptores A2A, (Quarta et al., 2004), através do 

presente estudo demonstra-se que os efeitos da diminuição da hidrólise 

dos nucleotídeos ocorreram somente no hipocampo, corroborando com 

os estudos supracitados.  

Karcz-Kubicha et al. (2003) demonstrou que os efeitos da 

ativação motora produzida por doses agudas de cafeína em ratos 

envolvem bloqueio central tanto de receptores A1 quanto A2A. 

Entretanto, durante a exposição crônica a cafeína na água de beber, o 

aparecimento da tolerância aos efeitos do bloqueio dos receptores A1 

parece ser o principal responsável pela tolerância aos efeitos da 

hiperativação motora provocada pela cafeína. Já os receptores A2A 

estariam relacionados aos efeitos residuais dessa ativação motora.  

 Com isso, concluímos que o uso crônico de cafeína em nosso 

estudo pode ter gerado a adaptação do sistema adenosinérgico 

diminuindo a hidrólise de AMP e consequente diminução de adenosina, 

quando há desafio estimulador do sistema com metilfenidato. Além de 

seus efeitos no sistema adenosinérgico, a cafeína ainda possui efeitos de 

sensibilização cruzada com o metilfenidato. O estudo de Boeck et al. 

(2009)  demonstrou que há  importante sensibilização induzida por 

cafeína no efeito estimulante do metilfenidato com a participação 

DARPP-32 nas áreas cerebrais dopaminérgicas envolvidas na regulação 

de comportamentos motores e de ação.  

No presente trabalho foi utilizado o metilfenidato no tratamento 

agudo. É sabido através de estudos que o metilfenidato atua aumentando 

a concentração extracelular de dopamina na fenda sináptica, que é 

liberada em resposta a um estímulo (Castellanos et al., 1996; Volkow et 

al., 1994). A dopamina é um neurotransmissor modulado pela 

adenosina, sendo que através da ativação dos receptores adenosinérgicos 

(Durwinnie e Masino, 2001; Fisone et al., 2004) forma-se heterodímeros 

A2A-D2 e A1- D1 no cérebro (Ferré et al., 1997; Franco et al., 2007) de 

interação antagônica (Ferré et al., 1997; Franco et al., 2007). Sendo 

assim, o metilfenidato age com menos adenosina no meio. Logo, o 

efeito da adenosina em bloquear a dopamina está reduzido com o uso do 
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metilfenidato, facilitando seu efeito via a ação da dopamina em 

receptores D1. 

Estima-se que os efeitos de antagonistas adenosinérgicos 

estejam intimamente relacionados com a ativação de receptores 

dopaminérgicos, sugerindo inclusive que a integridade do sistema 

dopaminérgico seja imprescindível para que a cafeína exerça seus 

efeitos estimulatórios (Ferré et al., 1992). Além disso, sabe-se que a 

sensibilização de receptores da dopamina reforça o efeito da cafeína 

(Fenu e Morelli, 1998).  

Considerando que o uso de metilfenidato atua aumentando os 

níveis de dopamina e que essa tem efeitos antagônicos aos da adenosina, 

e sendo a cafeína um antagonista do sistema adenosinérgico, o sistema 

dopaminérgico poderia estar potencializado após o uso associado de 

cafeína e metilfenidato, provavelmente devido a baixa ação dos 

receptores adenosinérgicos devido à menor quantidade de adenosina 

extracelular disponível.    



51 

11.  CONCLUSÃO 

 

A cafeína possui efeitos de sensibilização cruzada com o 

metilfenidato e esta sensibilização pode ter gerado a adaptação do 

sistema adenosinérgico diminuindo a hidrólise de AMP e induzindo 

consequentemente a redução da adenosina extracelular. Contudo, 

adicionais estudos são necessários para avaliar esta interação. 

Em uma visão translacional, este estudo visa contribuir para a 

redução do abuso, mau uso e vício dessas substâncias, visto que ambas 

possuem propriedades psicoativas e são amplamente usadas pela 

população. 
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