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RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é uma das
doencas psiquidtricas mais prevalentes na infancia, afetando
aproximadamente 5% das criancas em idade escolar. O TDAH esta
caracterizado pelos sintomas de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade, o0s quais parecem resultar de desequilibrios
dopaminérgicos nos circuitos do estriado (EST) e cortex pré-frontal
(CPF). Além disso, a associacdo entre 0 TDAH e o0 abuso de drogas na
adolescéncia e idade adulta estd bem estabelecida. Notavelmente, a
maconha (Cannabis sativa) é a droga ilicita mais usada em individuos
com TDAH. O metilfenidato (MFD) é um psicoestimulante utilizado
como tratamento de escolha no TDAH, podendo causar conseqliéncias
duradouras no desenvolvimento neurobiolégico e aumentar o risco para
0 abuso de drogas. Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) séo
considerados como um modelo genético adequado para o estudo do
TDAH, uma vez que esta linhagem apresenta caracteristicas
comportamentais e neurogquimicas observadas no transtorno. Visto que
as interagbes entre dopamina e adenosina no sistema nervoso central
(SNC) tém sido amplamente estudadas, o objetivo do presente estudo foi
investigar se a cafeina (antagonista ndo seletivo dos receptores de
adenosina) previne as modificacdes comportamentais e neuroguimicas
exibidas pelos ratos SHR. Primeiro, ratos SHR e Wistar-Kyoto (WKY)
foram tratados com cafeina durante a adolescéncia e testados na idade
adulta nos testes attentional set-shifting, campo aberto e labirinto em
“Y” antes de serem sacrificados para as analises neuroquimicas de
captacdo de dopamina em terminais nervosos, niveis do transportador de
dopamina (DAT) e de receptores Dy, D,, Aza, € CB; no EST e CPF.
Além disso, outros alvos também foram investigados em ambas as areas
cerebrais: tirosina hidroxilase (TH), sinaptofisina, (SNAP-25),
transportador vesicular de glutamato (VGlut), transportador vesicular de
GABA (VGAT) e a co-localizacdo dos receptores A, com DAT, VGlut
ou VGAT. Segundo, investigar o papel de antagonistas adenosinérgicos,
incluindo a cafeina, sobre os efeitos impulsivos e motivacionais do
agonista canabindide WIN55,212-2 (WIN) em SHR. Os ratos SHR
exibiram hiperatividade e baixo desempenho no attentional set-shifting
e no labirinto em “Y” comparados aos WKY/; o tratamento com cafeina
melhorou os prejuizos de atencdo e de memoria em SHR. Os ratos SHR
apresentaram niveis elevados de DAT e de captacdo de dopamina em
terminais do EST e do CPF; o tratamento cronico com cafeina eliminou
as diferencas entre linhagens para os niveis de DAT e para a captacdo de
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dopamina. Uma maior densidade dos receptores A,a, CB;, Dy e D foi
observada em terminais do CPF de SHR. Além disso, a co-localizacédo
de A;a-DAT no EST de SHR estava significantemente menor do que em
WKY. O WIN prejudicou a tolerdncia ao atraso da recompensa e
produziu preferéncia condicionada ao lugar (PCL) em ratos SHR, esses
efeitos foram prevenidos pelo pré-tratamento com cafeina. Os efeitos
comportamentais do WIN mediados pelos receptores CB ndo estavam
relacionados com pressdo arterial. Esses achados indicam o potencial
terapéutico da cafeina em tratar os prejuizos de atencdo e de memodria
tipicos do TDAH e na relacédo deste transtorno com abuso de drogas. Os
resultados do presente estudo encorajam estudos adicionais para
investigar o valor terapéutico da cafeina em pacientes com TDAH.
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ABSTRACT

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most
prevalent childhood psychiatric disorders, affecting approximately 5%
of grade-school children. ADHD is characterized by symptoms of
hyperactivity, inattention and impulsivity, which seem to result from the
dopaminergic dysfunctions in the prefrontal cortex (PFC) and striatum
(ST) circuits. Moreover, the association between ADHD and substance
abuse in adolescence and adulthood is well-established. Notably,
marijuana (Cannabis sativa) is the most popular illicit drug used by
ADHD patients. The psychostimulant methylphenidate (MPD) is the
prescribed drug of choice for treatment of ADHD, which may cause
long-lasting neurobiological developmental consequences and can
enhance the risk of substance abuse. Spontaneously hypertensive rats
(SHR) are generally considered to be a suitable genetic model for the
study of ADHD, since they display the expected behavioral and
neurochemical features. Since adenosine-dopamine interactions in the
central nervous system (CNS) have been widely studied, the aim of the
present study is to evaluate if caffeine (non-selective adenosine receptor
antagonist) prevented behavioral and neurochemical modifications in
SHR. First, male SHR and Wistar-Kyoto (WKY) were treated with
caffeine during adolescence and tested in adulthood in the attentional
set-shifting, open field and Y-maze tasks before sacrifice for
neurochemical analysis of dopamine uptake by nerve terminals, levels of
dopamine transporter (DAT), Dy, D,, Aza, and CB; receptors in the ST
and PFC. Moreover, other targets were also investigated in the both
cerebral areas: tyrosine hidroxilase (TH), synaptophysin, synaptosome-
associated protein 25 kDa (SNAP-25), vesicular glutamate transporter
(VGlut), vesicular GABA transporter (VGAT), and co-localization of
A, receptors with DAT, VGIlut, or VGAT. Second, to investigate the
role of adenosinergic antagonists, including caffeine, on the impulsive
and motivational effects of the cannabinoid agonist WIN55,212-2
(WIN) in SHR. SHR showed hyperactivity and poor performance in the
attentional set-shifting and Y-maze paradigms compared with the WKY;
caffeine treatment improved memory and attentional deficits in SHR,
while having no effect in WKY. SHR displayed increased levels of
DAT and increased dopamine uptake in prefrontal cortex and striatal
terminals; chronic caffeine treatment eliminated strain differences in
DAT levels and dopamine uptake. A,a, CBy, D; and D, receptor
densities were increased in PFC terminals of SHR. Furthermore, the co-
localization A,a-DAT in the ST of SHR was significantly lower than in
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WKY. WIN lead impairment tolerance to delay and produced
conditioned place preference (CPP) in SHR rats, which were prevented
by pretreatment with caffeine. The behavioral effects of WIN were
CB1-mediated and not related to blood pressure. These findings indicate
therapeutic potential of caffeine to manage the attention and memory
impairments characteristic of ADHD and in the relationship of this
disorder with substance abuse. The present results encourage additional
studies to investigate potential therapeutic value of caffeine in ADHD
patients.
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é
um distarbio do desenvolvimento que afeta o Sistema Nervoso Central
(SNC), sendo geralmente observado na infancia e adolescéncia. De
acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
— DSM - IV (4% Edicdo), Texto Revisado (2000), o TDAH esta
caracterizado por um padrdo persistente de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade que comeca antes dos 7 anos de idade. Algum prejuizo
devido aos sintomas deve aparecer em pelo menos 2 contextos
diferentes, por exemplo, em casa e na escola, e causar clara interferéncia
no desempenho social, académico e ocupacional. Embora edi¢des do
DSM tragam o inicio do transtorno antes dos 7 anos, as evidéncias
indicam que a transicdo entre infancia e adolescéncia pode ser a fase
determinante das primeiras manifestacdes clinicas do TDAH (Kieling,
Kieling et al., 2010).

O TDAH é um dos transtornos psiquiatricos mais prevalentes
em todo o mundo, estimado em torno de 5% entre as criancas em idade
escolar (Polanczyk, De Lima et al., 2007). Apesar de existirem poucos
dados com adolescentes e adultos, alguns fatores podem influenciar a
prevaléncia do TDAH. Por exemplo, uma revisdo compreendendo
estudos realizados de Janeiro de 1978 até Dezembro de 2005
abrangendo quase 180 mil individuos de 18 anos ou mais novos e
diagnosticados com TDAH mostrou que a localizacdo geografica € um
importante balizador (Polanczyk, De Lima et al., 2007). Segundo este
levantamento, existe uma diferenca consideravel na prevaléncia (Figura
1) dessa doenca entre a América do Norte (~6%), Africa (~10%) e
Oriente Médio (~2%). Além disso, fatores socioecondmicos como
problemas familiares, baixos rendimentos financeiros e viver em
condi¢cbes de superlotacdo estdo intimamente relacionados com a
severidade dos sintomas no TDAH (Scahill, Schwab-Stone et al., 1999).
Em Florian6polis, um estudo realizado com cerca de 2 mil criancas da 12
a 4* série do ensino fundamental da rede plblica revelou que a
prevaléncia do TDAH é similar a encontrada na populacdo mundial, ou
seja, de 5% incluindo ambos os géneros (Poeta e Rosa Neto, 2004).
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Figura 1. Prevaléncia aproximada do TDAH segundo a localizacdo geogréfica.
Dados retirados de Polanczyk, De Lima et al. (2007) e Poeta e Rosa Neto
(2004).

A prevaléncia e a severidade dos sintomas diminuem, na
populacdo em geral, com o avancar da idade (Hill e Schoener, 1996;
Heiligenstein, Conyers et al., 1998; Faraone e Biederman, 2005;
Kessler, Adler et al., 2006; Fayyad, De Graaf et al., 2007). Porém,
acredita-se que o género também influencie o percurso do TDAH
(Simon, Czobor et al., 2009). Na Figura 2A, a associac¢do da prevaléncia
do TDAH com o género esta representada em trés faixas de idade (20,
30 e 40 anos); pode-se observar que a prevaléncia aumenta em faixas
etarias menores e diminui para os mais velhos em funcdo da propor¢édo
de homens na amostragem. Analogamente, a Figura 2B mostra a
associacao da prevaléncia com a idade quando o percentual de homens
na amostragem é dividido em um terco, metade e dois tercos: a
prevaléncia diminui com a idade quando os homens estdo representados
em 50% ou mais da amostragem e aumenta quando as mulheres estdo
predominantemente representadas na amostra (proporcdo do Sexo
masculino; 33,3%).
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Figura 2. Relagéo entre o género (masculino %) e a prevaléncia (%) de adultos
com TDAH. (a) Relagéo entre género e prevaléncia nas idades de 20, 30 e 40
anos. (b) Relagdo entre idade e prevaléncia em funcdo do género (um tergo,
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metade e dois tercos do sexo masculino). Grafico adaptado de Simon, Czobor et
al. (2009).

Embora a maioria dos individuos com TDAH apresente
sintomas tanto de desatencdo quanto de hiperatividade/impulsividade,
trés subtipos de TDAH podem ser diagnosticos: predominantemente
desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo ou o subtipo
combinado (DSM-IV-TR, 2000). Geralmente, o tratamento de escolha
para os trés subtipos é feito da mesma maneira: a prescricdo de
metilfenidato (MFD), um bloqueador do transportador de dopamina
(DAT) (Figura 3). O MFD é uma droga estimulante e, embora isso
possa parecer a primeira vista paradoxal, tem consistentemente sido
mencionado por melhorar os sintomas do TDAH em aproximadamente
70% dos individuos (Spencer, Biederman et al., 1996; Taylor, Dopfner
et al., 2004).

Pré-sinapse

! _Transportadores de DA (DAT)
(D\f - Metilfenidato (MFD)

Receptores /

de DA

Figura 3. llustracdo esquematica do mecanismo de acdo do metilfenidato
(MFD). O MFD aumenta a disponibilidade de dopamina (DA) na sinapse
através do blogueio dos transportadores de dopamina (DAT) localizados na pré-
sinapse. Figura adaptada de Bush (2010).

A hipdtese neurobioldgica mais aceita para o TDAH atribui que
uma hipofuncdo dopaminérgica em areas corticais, limbicas e motoras
do SNC seja a principal responsavel pelas alteracdes comportamentais
observadas nos pacientes (Biederman e Faraone, 2002; Tripp e Wickens,
2009). Esta teoria estd reforcada pelas evidéncias clinicas que
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demonstram uma melhora substancial na qualidade de vida dos
portadores de TDAH tratados, ndo s6 com MFD, mas também com
outros inibidores da re-captacdo de dopamina, como a anfetamina
(Seeman e Madras, 1998).

As principais areas do cérebro implicadas na sintomatologia do
TDAH sédo o estriado (EST) e cortex pré-frontal (CPF) (Himelstein,
Newcorn et al., 2000). Os neurénios dopaminérgicos que conectam
essas regides formam o circuito corticoestriatal, esses neurdnios
possuem seus corpos celulares na area tegmental ventral (VTA) e
emitem projecdes diretamente a diferentes regies do EST (via
mesolimbica e mesoestriatal) ou do CPF (via mesocortical) (Figura 4).
Na via mesolimbica, os neurbnios dopaminérgicos projetam-se para 0
ndcleo accumbens (NAC), uma regido do EST, e estendem-se ao CPF
para formar a via mesocorticolimbica. Esta via é conhecida como
sistema de recompensa, uma vez que medeia a motivagdo e as respostas
gratificantes de drogas de abuso ou de reforcadores naturais como, por
exemplo, alimentos, sexo e interacdo social (Fibiger e Phillips, 1988;
Bressan e Crippa, 2005; Carlezon e Thomas, 2009). Na via
mesocortical, a DA possui um papel fundamental na organizacdo dos
niveis mais complexos da cognicdo, regulando habilidades como
atencdo, memoria, planejamento e flexibilidade comportamental
(Floresco e Magyar, 2006). A integracdo desses aspectos de forma a
definir um comportamento voluntario e objetivo constitui as fungdes
executivas. A flexibilidade comportamental pode ser definida como a
capacidade gque o sujeito tem de, frente a uma situacdo nova (p. ex. uma
tarefa), reorganizar o comportamento para tentar resolver a situacao
(Floresco e Magyar, 2006). Além das vias dopaminérgicas originadas na
VTA, a via nigroestriatal, que possui neurdnios de DA cujos corpos
celulares estdo situados na parte compacta da substancia negra (SNc) e
projetam-se para regides do EST (Figura 4), também participa dos
sintomas observados em individuos com TDAH (Romanos, Weise et al.,
2010).

Embora as vias dopaminérgicas sejam geralmente estudadas
separadamente, do ponto de vista funcional existe uma sobreposi¢do no
controle das fungbes executivas, motivacionais e motoras; sendo que
cada via contribui de maneira diferenciada nesses processos (Mcdonald
e White, 1993; Haber, Fudge et al., 2000; Everitt e Robbins, 2005).
Além disso, 0 EST e o CPF ndo sdo as Unicas areas envolvidas na
fisiopatologia do TDAH, os cortices parietais e temporais, que podem
inclusive ser controlados por eferéncias do CPF, também estdo
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implicados neste transtorno (Rhodes e Killcross, 2004; Casey, Epstein et

al., 2007).

Figura 4. Representacdo de um corte sagital de cérebro humano, mostrando as
estruturas e as vias dopaminérgicas implicadas no TDAH. llustram-se as
projecBes da area tegmental ventral (VTA) ao nicleo accumbens (NAc, via
mesolimbica) ou cértex pré-frontal (CPF, via mesocortical); e as projecfes da
parte compacta da substancia negra (SNc) as estruturas do estriado (EST, via
nigroestriatal). Figura adaptada de Arias-Carrion e Poppel (2007).

Sugere-se que uma atividade aumentada dos DAT (Krause,
Dresel et al.,, 2003) e da monoamino oxidase (MAO), enzima
responsavel pela metabolizacdo da DA (Stoff, Friedman et al., 1989),
contribuam para a hipofuncdo do sistema de DA observada em
individuos com TDAH (Figura 5). Dougherty, Bonab e colaboradores
(1999) encontraram um aumento de aproximadamente 70% na atividade
do DAT em adultos com TDAH. Os efeitos da DA sobre a atividade
neuronal podem ser mediados por duas familias de receptores: D; (D; e
Ds) e D, (D,, D3 e Dg). Todos, conhecidos até o momento, sdo
receptores metabotrdpicos, sendo os da familia D; acoplados a proteinas
G estimulatorias e os da familia D, a proteinas G inibitérias. Ambas as
familias de receptores podem ser encontradas em interneurdnios
gabaérgicos e em terminais pré-sinapticos de neurdnios glutamatérgicos
(Sesack, Snyder et al., 1995; Muly, Szigeti et al., 1998; Wedzony,
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Czepiel et al., 2001). No CPF, a expressao dos receptores estimulatdrios
da familia D; é substancialmente maior que dos receptores D, e Dy
(Gaspar, Bloch et al., 1995); j& os receptores D3 estdo fracamente
expressos nesta area (Levesque, Diaz et al., 1992). No EST, os
receptores D, e D, estdo em predominio no NAc e os D4 na pré-sinapse
das fibras aferentes corticoestriatal (Tarazi e Baldessarini, 2000; Tarazi,
Zhang et al., 2004). Como conseqliéncia provavel da hipofuncdo deste
sistema, criancas com sintomas de hiperatividade relacionados ao
TDAH apresentam também uma densidade aumentada de receptores
dopaminérgicos D, no cérebro em relagdo aos individuos sadios (grupo
controle) de mesma faixa etaria (Jucaite, Fernell et al., 2005).

Produgdo de
dopamina

[

Corpo celular
Hipofuncdo
dopaminérgica

Dopamina Axénio

vesiculada o

O

l Dopamina
extracelular

Sinapse

Receptor de /ks{?— T DAt
dopamina

Figura 5. Esquema simplificado de um neurénio dopaminérgico no TDAH.
Destaque para os baixos niveis de DA extracelular e os elevados niveis dos
DAT e dos receptores de DA.

O desenvolvimento do sistema dopaminérgico é pronunciado
durante a adolescéncia. Os tracos comportamentais observados em
adolescentes podem estar relacionados com a intensa maturacdo que o
EST e o CPF (Figura 6) sofrem durante esta fase (Casey, Getz et al.,
2008; Fareri, Martin et al., 2008; Steinberg, 2008). Isto pode explicar
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porque este periodo da vida tem sido considerado determinante na
manifestacdo dos primeiros sintomas do TDAH (Kieling, Kieling et al.,
2010).

1.2. Adolescéncia e o desenvolvimento neural

A adolescéncia é um periodo da vida caracterizado por um
processo complexo de desenvolvimento bioldgico, psicolégico e social.
Embora esses aspectos sejam positivos no sentido de sobrevivéncia
individual, a adolescéncia é um periodo da vida caracterizado por
elevado comportamento de risco (Steinberg, 2008) e de vulnerabilidade
a transtornos psiquiatricos (Kessler, Adler et al., 2005; Paus, Keshavan
et al., 2008). O conhecimento sobre a adolescéncia esta mudando, pois
atualmente tem-se demonstrado que o cérebro humano continua a se
desenvolver durante a adolescéncia.

Estudos clinicos utilizando imagens de ressonancia magnética
mostram uma acentuada diminuicdo na densidade da massa cinzenta em
diversas areas do cérebro durante periodos de transi¢do entre a infancia,
adolescéncia e idade adulta (De Bellis, Keshavan et al., 2001; Sowell,
Thompson et al., 2001). Acredita-se que a perda gradual de sinapses,
aliada ao fortalecimento das conexBes sinapticas remanescentes,
coincide com a maturacdo das habilidades cognitivas durante a infancia
e a adolescéncia (Casey, Giedd et al., 2000).

Regides sub-corticais (p.ex. estriado)

Figura 6. llustracdo das regides do cérebro que sofrem mudangas estruturais
durante a adolescéncia. Em roxo estdo representadas as regides do cortex frontal
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e em verde as regides sub-corticais; cortex parietal (vermelho), cértex occipital
(amarelo) e cortex temporal (azul). Figura adaptada de Sowell, Thompson e
colaboradores (1999).

Durante a adolescéncia, o desenvolvimento das areas corticais
do cérebro é mais tardio do que das areas limbicas (Sowell, Thompson
et al., 2003). Esta incompatibilidade temporal na maturacdo (Figura 7)
tem sido atribuida, pelo menos em parte, ao perfil comportamental
observado em adolescentes. Por exemplo, o desempenho das funcdes
executivas, tais como o controle inibitério e a memoria de trabalho,
melhoram continuamente a partir da metade da infancia (Gathercole,
Pickering et al., 2004; Leon-Carrion, Garcia-Orza et al., 2004; Luna,
Garver et al., 2004; Luciana, Conklin et al., 2005). A memoria de
trabalho € um componente executivo que se refere ao armazenamento
temporario de informacOes para executar uma determinada acdo, o qual
necessita da integragdo adequada do EST e do CPF a outras regies do
cérebro (Levy e Farrow, 2001). Por outro lado, a tomada de decisdes
ndo apresenta melhoria significativa até a puberdade (Hooper, Luciana
et al., 2004; Overman, Frassrand et al., 2004). De modo que o ajuste das
habilidades cognitivas depende da maturacdo do CPF e as regibes por
ele integradas através do sistema dopaminérgico, tornando a
adolescéncia um periodo de vulnerabilidade a doencas psiquidtricas,
incluindo o TDAH e o abuso de drogas.

Estriado
CPF

Desenvolvimentoneural

5 10 15 20 25 30 35

Idade (anos)
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Figura 7. Representacdo do desenvolvimento do EST e do CPF ao longo dos
anos. A incompatibilidade entre o desenvolvimento dessas estruturas (area
sombreada) é intensa durante a adolescéncia. Gréafico adaptado de Davey, Yucel
et al. (2008).

Nesta fase da vida, a densidade de DAT e o numero de
terminacdes dopaminérgicas no CPF sdo maiores do que na idade adulta
(Verney, Berger et al., 1982; Kalsbeek, Voorn et al., 1988). De maneira
geral, a densidade dos receptores D; e D, atinge o pico durante a
adolescéncia e decai ao longo dos anos até os niveis encontrados na
idade adulta (Seeman, Bzowej et al., 1987; Verney, Gaspar et al., 1987;
Teicher, Andersen et al., 1995; Andersen, Dumont et al., 1997; Tarazi e
Baldessarini, 2000). Para uma revisao detalhada da ontogenia do sistema
dopaminérgico, incluindo densidade das inervacGes dopaminérgica,
niveis dos diferentes subtipos de receptores, concentracdo de DAT,
precursores e metabdlitos ver Wahlstrom, White e colaboradores (2010).

A adolescéncia estd freqlientemente associada com niveis
elevados de agitacdo e de busca ao prazer (Arnett, Offer et al., 1997,
Wills, Sandy et al., 1999). Estudos demonstram que grande parte dos
usuarios de drogas, como psicoestimulantes e heroina, iniciaram
consumindo tabaco e/ou etanol durante a adolescéncia (Yamaguchi e
Kandel, 1984). Por outro lado, individuos que comegam a consumir
etanol na idade adulta apresentam menor probabilidade de passarem a
fazer uso de outras drogas (Clark, Kirisci et al., 1998). Estas evidéncias
sugerem que pode haver uma maior vulnerabilidade dos adolescentes
aos efeitos de drogas de abuso, o que poderia favorecer o aparecimento
de comportamentos relacionados a dependéncia durante a idade adulta.

Adolescentes consomem drogas por diversos fatores e ndo
existem razdes simples pelas quais muitos as consomem, logo, ndo
existem solucbes faceis para resolver esse fendmeno. Esses fatores
incluem o rito de passagem da puberdade, o proprio desenvolvimento da
adolescéncia (biol6gico e psicoldgico), transtornos mentais como o
TDAH e a ampla disponibilidade de drogas (Greydanus e Patel, 2005).
Varias teorias foram propostas para a etiologia do abuso de drogas,
incluindo o modelo da escalada ou da porta de entrada (do inglés,
Gateway Model) e 0 modelo do comportamento de risco proposto por
Jessor (do inglés, Risk Behavior Model of Jessor). No modelo da
escalada ou da porta de entrada, o uso de uma determinada droga
aumenta a probabilidade da progressdo a outras drogas. Por exemplo, o
individuo progride do consumo do alcool e tabaco para a cocaina e
outras drogas ilicitas (Kandel e Logan, 1984). Ja no modelo do
comportamento de risco, uma condi¢do psicossocial subjacente pode
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explicar o comportamento de risco. Por exemplo, 0 uso de uma
substancia é funcional para conseguir objetivos pessoais ou lidar com
uma falha, aborrecimento e/ou baixa estima (Jessor, 1991). Outras
teorias focam na interagdo complexa de fatores pessoais (cognicao,
atitudes, opinides), fatores genético-fisiolégicos e fatores ambientais.
Segundo Chambers, Taylor e colaboradores (2003), a maturacdo dos
circuitos encefalicos relacionados a motivacdo e a tomada de decisdes
torna a adolescéncia um periodo critico de vulnerabilidade para a falta
do controle impulsivo e aumento do comportamento de busca as drogas.

1.3. TDAH e o0 abuso de drogas

Acredita-se que das criancas diagnosticadas com TDAH 75%
permanecam com 0s sintomas na adolescéncia e aproximadamente
metade na idade adulta (Schubiner e Katragadda, 2008). Geralmente, o
consumo de substancias psicoativas comeca na adolescéncia ou inicio da
idade adulta e as conseqiiéncias do abuso de drogas afetam cerca 10%
da populacdo mundial (Harwood, Sayer et al., 2004). Conforme foi
comentado, a associacdo entre TDAH e o abuso de drogas é bastante
comum, o TDAH pode ser um importante fator na patogénese e
manutencdo da dependéncia as drogas (Biederman, Wilens et al., 1995;
Mcgough, Smalley et al., 2005). O TDAH e o abuso de drogas
apresentam similaridades em termos de sistema de transmissdo e
estruturas cerebrais, como um desequilibrio dopaminérgico na via
mesocorticolimbica (Wilens, 2004).

O NAC, localizado no EST ventral, é uma estrutura chave no
sistema de recompensa de mamiferos e pode ser anatomicamente
subdividido em duas regides, a porcdo shell e a core. A porcao shell
localiza-se mais ventralmente e esti intimamente conectada com a
amigdala estendida, uma estrutura composta por um conjunto de regides
limbicas situadas proximas a linha medial, responsavel por respostas
emocionais em humanos e roedores. A por¢do core, por sua vez,
localiza-se mais dorsalmente e relaciona-se com areas que controlam a
funcdo motora (Usuda, Tanaka et al., 1998; Zahm, 2000). O uso de
qualquer droga de abuso promove a ativacao das células dopaminérgicas
da VTA que emitem projecdes ao NAc. O NAc conecta-se ao globo
palido ventral (GPV) e a outras areas importantes para a expressdo de
comportamentos relacionados a recompensa e a motivagdo/incentivo
(Bardo, 1998; Mcbride, Murphy et al., 1999; Napier e Mitrovic, 1999).
Esse sistema recebe uma extensa modulagdo neural, incluindo os
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sistemas opioidérgicos, serotoninérgicos, gabaérgicos e glutamatérgicos
(Leshner e Koob, 1999).

O MFD tem sido considerado util para a sintomatologia
primaria do TDAH, isto é, na remissdo da desatencdo, impulsividade e
hiperatividade em cerca de 70% dos casos. Porém, o MFD e os
derivados anfetaminicos sdo drogas com grande potencial de abuso e a
relagdo do tratamento do TDAH com a dependéncia permanece
controversa (Levin e Kleber, 1995). Existem evidéncias mostrando que
a exposicdo a0 MFD durante a infancia pode impedir o consumo
abusivo de substancias em ratos (Andersen, Arvanitogiannis et al.,
2002) e em humanos (Goodwin, Schulsinger et al., 1975; Wilson e
Levin, 2005), ao passo que outros estudos relatam um risco aumentado
para o desenvolvimento de dependéncia (Kaminer, 1995). Logo, a
identificacdo dos mecanismos neurobioldgicos subjacentes a associacao
entre TDAH e 0 abuso de droga torna-se necessaria.

1.4. Modelos animais do TDAH

Os modelos animais simplificam e promovem o entendimento
de varios aspectos biolégicos e patolégicos de uma determinada doenca,
constituindo-se como uma importante ferramenta no desenvolvimento
de novas terapias. Embora dificil de ser encontrado ou construido, o
modelo de doenca psiquiatrica mais fidedigno deve atender trés critérios
de validacdo: o preditivo, o de analogia e o de homologia (Willner,
1984). O critério preditivo é menos rigoroso e a validacdo esta
relacionada com o tratamento da doenca, ou seja, a droga utilizada
clinicamente e com eficacia terapéutica conhecida deve ter efeito similar
no modelo animal. Na validacdo de analogia, o animal deve mimetizar
as caracteristicas comportamentais observadas na condicdo humana,
como a desatencdo, impulsividade e hiperatividade no caso do TDAH.
Ja para o critério de homologia deve haver uma relacéo tedrica entre o
modelo e a neurobiologia da doenca.

Varias manipulacdes moleculares ou genéticas podem produzir
animais hiperativos, mas somente 0 aumento da atividade motora néo €
suficiente para enquadra-los como modelo do TDAH. O modelo
adequado deve representar outras particularidades do TDAH, ou seja,
mimetizar as caracteristicas fundamentais do TDAH como desatencéo,
impulsividade e hiperatividade; possuir semelhanga genética e
molecular com o transtorno, como uma hipofuncdo dopaminérgica; e as
alteragbes comportamentais dos animais devem responder ao tratamento
com MFD. A Tabela 1 mostra a variedade de modelos propostos para o
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TDAH e uma andlise quanto aos critérios de validacdo. Os modelos
mais estudados incluem os ratos neonatos lesionados com 6-
hidréxidopamina (6-OHDA) e pelo menos trés modelos genéticos:
Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR), ratos Naple com alta
excitabilidade (NHE) e camundongos com eliminagcdo génica para o
transportador de dopamina (DAT KO).

Tabela 1. Modelos animais propostos para o estudo do TDAH. Dados retirados
de Davids, Zhang et al. (2003); Sagvolden, Russell et al. (2005); Russell
(2007).

MODELO ANIMAL ANALOGIA HOMOLOGIA PREDITIVO
HIPERATIVIDADE DESATENGAO IMPUL SIVIDADE DAT 0, METILFENIDATO

Lesdo neonatal com6-OHDA  SIM sIM — — SIM SIM
Modelodahipéxianeonatal ~ SiM - — NAO — —
Modelo BrdU-neonatal SIM - i - NAO

Stunting Cerebelar SiM - — - - NAO

rliﬂdML o e — — = =

SHR ] T ] ] T ]
Ratos WKHA SIM SIM SIM e — NAO

Ratos NHE SIM SIM — SiM — —
Camundongos running SIM - — — - SIM
Camundongos coloboma SiM — - - — NAO
Camundongos acallosal SIM Sim — — — —
Camundongos DATKO SIM — SIM SIM - SIM
Camundongos DATKD SIM —_ SIM SIM - —_
Mutagdes na tiredide SiM siM SimM - — NAO

Rato hiposexual SIM SIM - - —_ —_

Cada um desses modelos apresenta suas vantagens e
desvantagens e, de certa forma, cada um deles é capaz de mimetizar uma
ou outra caracteristica do TDAH. No entanto, a linhagem SHR tem sido
considerada como o melhor modelo animal do TDAH (Sagvolden,
Russell et al., 2005; Russell, 2007). Esta linhagem foi desenvolvida a
partir da selecdo de ratos Wistar-Kyoto (WKY) com fenédtipo de
hipertensdo e, surpreendentemente, 0s animais apresentavam
caracteristicas neurobiologicas e comportamentais semelhantes as
observadas em pacientes com TDAH, como uma hipofun¢do do sistema
dopaminérgico e a triade de sintomas. Além disso, os ratos SHR
apresentam uma relativa diminuicdo na atividade locomotora e uma
melhora nos prejuizos de aprendizagem apds o tratamento com MFD
(Wultz, Sagvolden et al., 1990; Sagvolden, Metzger et al., 1992;
Kantak, Singh et al., 2008).
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Como qualquer modelo animal, algumas ressalvas também
devem ser feitas ao modelo SHR. Por exemplo, a hiperatividade
verificada nestes animais, que é diminuida pelo metilfenidato, é
observada apenas quando os SHR sdo comparados aos WKY (Ramos,
Berton et al., 1997). Assim, Sagvolden, Johansen e colegas em recente
revisdo (2009) alertam que, além da escolha apropriada da linhagem
comparativa, sublinhagens de SHR também podem apresentar
comportamentos diferentes. Estes autores indicam que o modelo mais
fidedigno para estudar o subtipo combinado de TDAH € a linhagem
SHR/NCrl oriunda da empresa Charles River — Alemanha. Além disso,
o comportamento de qualquer animal pode ser profundamente alterado
pela interacdo gene e ambiente (Crabbe, Wahlsten et al., 1999; Izidio,
Lopes et al., 2005; Mcclearn, 2006; Wahlsten, Bachmanov et al., 2006;
Mackay e Anholt, 2007). Neste sentido, o presente estudo investigou o
perfil comportamental e neuroquimico de SHR/NCrl e WKY/NIcoCrl
obtidos da empresa Charles River — Alemanha e rigorosamente
mantidos no mesmo ambiente.

Assim como em individuos com TDAH, os ratos SHR
apresentam uma hipofuncdo do sistema dopaminérgico corticoestriatal
(Figura 8), resultante de uma baixa liberagdo de DA (Russell, De
Villiers et al., 1995), aliada a uma atividade aumentada das enzimas de
metabolizacdo da DA, o que diminui a disponibilidade deste
neurotransmissor na fenda sinaptica (Boix, Qiao et al., 1998). Além
disso, foi demonstrado um prejuizo no estoque vesicular de DA em ratos
SHR (Russell, De Villiers et al., 1998). Possivelmente em resposta a
hipofuncdo dopaminérgica, os receptores D; tornam-se supra-regulados
no EST e CPF de ratos SHR (Watanabe, Fujita et al., 1997; Carey,
Diewald et al., 1998). Além disso, foi encontrada uma densidade
reduzida de receptores D4 no CPF de SHR (Li, Lu et al., 2007). E a
liberacdo de DA evocada por estimulacdo elétrica é significativamente
menor nos SHR, tanto no CPF como no EST, em relacdo aos WKY
(Russell, De Villiers et al., 1998; Russell, Allie et al., 2000; Sagvolden,
Johansen et al., 2005).
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Figura 8. Representacdo de um corte sagital de cérebro de rato, mostrando as
estruturas e as vias dopaminérgicas responsaveis pelos comportamentos
observados na linhagem SHR. De forma correlata aos humanos com TDAH, os
ratos SHR apresentam alteracbes dopaminérgicas nas vias mesolimbica,
mesocortical e nigroestriatal. CPF: cértex pré-frontal; NAc: nicleo accumbens;
SNc: parte compacta da substancia negra; VTA: area tegmental ventral.

Considerando a neurobiologia dos SHR e a frequente co-
ocorréncia do TDAH com a dependéncia de drogas, os animais SHR
também tém sido propostos como um modelo apropriado para o estudo
da relacdo entre TDAH e abuso de drogas (Vendruscolo, lzidio et al.,
2009). Vérios estudos tém relatado que a linhagem SHR apresenta uma
resposta aumentada a diversas classes de drogas. Por exemplo, os ratos
SHR sdo mais sensiveis aos efeitos estimulantes de derivados
anfetaminicos e da cocaina quando comparados a outras linhagens,
provavelmente devido a alteracdo da via dopaminérgica mesolimbica
(Tsai e Lin, 1988; Vendruscolo, Vendruscolo et al., 2009). Além disso,
tém sido constantemente observado que os SHR consomem mais etanol
e sdo mais sensiveis aos efeitos estimulantes e ansioliticos do etanol do
que outras linhagens (Khanna, Kalant et al., 1990; Cailhol e Mormede,
2001; 2002; Da Silva, Ramos et al., 2004; Vendruscolo, Terenina-
Rigaldie et al., 2006; Chiavegatto, lIzidio et al., 2009). Por outro lado,
existe uma caréncia de estudos investigando diretamente as propriedades
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motivacionais e reforcadoras de outras drogas, incluindo canabindides
em modelos animais do TDAH.

O A%-tetrahidrocanabinol (A%-THC) é considerado o principal
responsavel pelos efeitos psicoativos de preparacdes da Cannabis
Sativa. O A%-THC é a substancia ilegal mais consumida no mundo,
especialmente por adolescentes e jovens adultos (Von Sydow, Lieb et
al., 2001). Além disso, o uso de derivados da Cannabis pode agravar o0s
sintomas do TDAH e aumentar probabilidade do consumo de outras
substancias de abuso (Fergusson e Boden, 2008). Embora canabindides
sejam amplamente consumidos e abusados por humanos, em animais de
laboratério os resultados relativos aos efeitos reforcadores dos
canabindides sdo inconclusivos. Acredita-se que os canabindide sejam
predominantemente aversivos para roedores; porém, em situacdes
especificas, os canabindides podem revelar propriedades reforcadoras
(Takahashi e Singer, 1979; Mcgregor, Issakidis et al., 1996; Valjent e
Maldonado, 2000). Além disso, o sistema canabindide tem sido
reconhecido como um importante modulador do eixo de recompensa
(Sperlagh, Windisch et al., 2009). Os receptores canabindide CB; estdo
relacionados com uma gama de mecanismos transducionais de segundos
mensageiros, como a ativacdo de canais de potassio e de proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPKS), e a inibicdo da adenilato
ciclase e de canais de calcio voltagem-dependente (Bidaut-Russell,
Devane et al., 1990; Henry e Chavkin, 1995; Twitchell, Brown et al.,
1997; Hoffman e Lupica, 2000). E segundo Robbins (2002), os mesmos
substratos que estdo implicados no consumo descontrolado de
substancias podem se encontrar desregulados no TDAH.

Apurou-se que a densidade dos receptores canabinéide CB; no
CPF de ratos SHR adolescentes € menor em comparagao aos ratos WKY
da mesma idade (Adriani, Caprioli et al., 2003). Beltramo, De Fonseca e
colegas (2000) relataram que os SHR sdo mais sensiveis aos efeitos
locomotores do AMA404, um inibidor sintético do transporte de
anandamida (canabindide produzido pelo organismo), em relagcdo aos
WKY. Além disso, os canabindides induzem efeitos contrastantes
dependendo de aspectos genéticos e ontogénicos (Pandolfo, Pamplona et
al., 2007). Por exemplo, os ratos SHR adolescentes sdo mais sensiveis a
estimulacdo locomotora em ambientes novos do que os adultos, ou em
relacdo aos ratos adolescentes e adultos da linhagem Wistar (Pandolfo,
Pamplona et al., 2007). A atividade de roedores em ambientes novos,
presumivelmente relacionada com a busca por novidade em humanos,
pode prever uma predisposicdo a auto-administracdo de drogas
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(Klebaur, Bevins et al., 2001; Nadal, Armario et al., 2002). Assim, a
adolescéncia e o perfil relacionado ao TDAH apresentado pela linhagem
SHR podem constituir fatores de vulnerabilidade também ao abuso de
canabindides.

O progresso com os estudos moleculares e de imagem forneceu
um avango consideravel na nossa compreensao sobre a fisiopatologia do
TDAH (Cherkasova e Hechtman, 2009). A busca por genes candidatos
tem repetidamente confirmado a participacdo do sistema dopaminérgico
no TDAH e também tem encontrado associacdes de outras moléculas
com o transtorno, como a proteina de 25 KDa associada a sinaptossoma
(SNAP25), o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), o fator de
crescimento neural (NGF) e o gene da subunidade alfa 4 do receptor
nicotinico (CHRNA4) (para uma revisdo ver Banaschewski, Becker et
al., 2010). O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
cafeina e dos receptores adenosina (ver abaixo) nos parametros mais
conhecidos e estudados do TDAH, como as altera¢cdes comportamentais,
os transportadores e receptores de DA, em um modelo validado do
TDAH.

1.5. Receptores da adenosina e a regulagdo do sistema
dopaminérgico

Os receptores da adenosina (AD) regulam a acdo de diversos
sistemas de neurotransmissores, inclusive de vias dopaminérgicas e
glutamatérgicas do circuito corticoestriatal (Gomes, Simoes et al., 2009;
Quiroz, Lujan et al., 2009). Até o presente momento, quatro diferentes
subtipos de receptores para AD (A1, Aza, Azs € Ag), todos acoplados a
proteina G, foram clonados e identificados em humanos e roedores
(Fredholm, Ap et al., 2001). Os receptores A; e Az inibem a producao
do fator transducdo adenosina monofosfato-ciclico (AMPc) pelo
acoplamento a uma proteina G inibitéria (Gi) . Por outro lado, os
receptores A, € Ayp ativam a adenilato ciclase através de proteinas G
estimulatorias (Gs e Gg) (Figura 9). Embora os receptores A,g também
possam ativar a via mediada pela fosfolipase C (PLC) pelo acoplamento
a uma proteina Gg (Ryzhov, Goldstein et al., 2006), a AD possui baixa
afinidade a esses receptores. A maior afinidade da AD é pelos receptores
A; e Apa enquanto os receptores Az possuem uma afinidade
intermediaria (Jacobson e Gao, 2006). Além disso, outros mecanismos
transducionais podem ser recrutados pela a ativacdo dos receptores da
AD, tais como o do fosfoinositol-3 quinase (PI3K), das proteinas
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MAPKSs e da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (Schulte e

Fredholm, 2003b; a).
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Figura 9. Mecanismo simplificado dos receptores da AD e suas sinalizaces
intracelulares.

Os receptores A; estdo altamente expressos no cdrtex cerebral,
cerebelo, hipocampo e no corno dorsal da medula espinhal (Ribeiro,
Sebastiao et al., 2002). Os receptores A, estdo em alta densidade no
NAc e em outras regides do EST, particularmente em neurdnios
glutamatérgicos, gabaérgicos e em interneurénios colinérgicos (Jarvis,
Jackson et al., 1989; Schiffmann, Jacobs et al., 1991; Kurokawa, Kirk et
al., 1994; Latini, Pazzagli et al., 1996; Ongini e Fredholm, 1996;
Moreau e Huber, 1999; Ferre, Borycz et al., 2005). Os receptores Asa
também sdo expressos no bulbo olfatério e no hipocampo de ratos
(Cunha, Johansson et al., 1994; Cunha, Milusheva et al., 1994; Cunha,
Johansson et al., 1995; Dixon, Gubitz et al., 1996). Contudo, ambos 0s
receptores podem interferir com transmissdo sinaptica em vérias areas
do cérebro, orquestrando funcbes como aprendizagem, memodria,
atividade motora, sono e vigilia. Ja os receptores Az sdo fracamente
expressos no SNC (Dixon, Gubitz et al., 1996), enquanto que 0s
receptores Az aparecem em niveis moderados no cerebelo e hipocampo
(Fredholm, Ap et al., 2001; Lopes, Rebola et al., 2003).

A AD tem sido considerada como um maestro na sinapse, uma
vez que seus receptores estdo localizados em neurdnios da pré e pos-
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sinapse e em células da glia, onde promovem a homeostasia da fungédo
neural (Cunha, 2001). Desta forma, a AD funciona como “sintonizador”
de uma complexa interacdo entre seus proprios receptores e de outros
neurotransmissores (Sebastiao e Ribeiro, 2000; Cunha, 2001; Ferre,
Ciruela et al,, 2007). Um namero crescente de evidéncias tem
demonstrado que a AD apresenta efeitos opostos aos da DA no CNS e,
por isso, 0s antagonistas dos receptores A; e A,a constituem uma
promessa terapéutica em distdrbios motores e cognitivos, como a
doenca de Parkinson, depressdo e na dependéncia as drogas (Brown e
Short, 2008; Cunha, Ferre et al., 2008; Takahashi, Pamplona et al.,
2008; Sebastiao e Ribeiro, 2009). Embora os portadores dessas doencas
também apresentem um desequilibrio dopaminérgico em sistemas
limbicos e no CPF, é surpreendente como o sistema adenosinérgico
tenha sido tdo pouco estudado no TDAH.

A idade pode alterar o equilibrio sindptico produzido pelas
modulacdes inibitdrias e excitatdrias dos receptores da AD em terminais
gabaérgicos, glutamatérgicos e dopaminérgicos. A densidade de
receptores A; no cdrtex e no hipocampo de ratos idosos esta reduzida em
relacdo a de adultos jovens, ao passo que os niveis de A; no EST sofrem
pouca influéncia do envelhecimento (Pagonopoulou e Angelatou, 1992;
Cunha, Constantino et al.,, 1995). Por outro lado, ratos idosos
apresentam uma densidade elevada de receptores Aa no cdrtex e no
hipocampo (Cunha, Constantino et al., 1995; Rebola, Sebastiao et al.,
2003). Ja no EST, parece que a densidade de A, diminui com o
envelhecimento (Cunha, Constantino et al., 1995). Contudo, a influéncia
dos receptores da AD no processo de maturagdo do sistema
corticoestriatal durante a adolescéncia precisa ser esclarecida.

Os antagonistas protétipos dos receptores da AD sdo a cafeina e
a teofilina, alcaldides do grupo das xantinas, que sdo popularmente
conhecidos pelos seus efeitos estimulantes. De modo que a cafeina
tornou-se a substancia psicoativa mais consumida no mundo e pode ser
encontrada no café, cha, bebidas de cola e chocolate. O teor de cafeina
em um copo de café, por exemplo, flutua em torno de 100 mg, variando
de acordo com a preparacdo e o tipo de café utilizado (Tabela 2). Os
efeitos estimulantes da cafeina ocorrem nessa faixa de dose através
antagonismo dos receptores A; e a A,a (Fredholm, Battig et al., 1999).
Em doses tdxicas (Figura 10) ou em individuos sensiveis, a cafeina pode
produzir efeitos desagradaveis, tais como ansiedade, agitacdo, insbnia e
taquicardia.

29



Tabela 2. Teor de cafeina em alguns alimentos e bebidas. Os dados foram
retirados Debry e Nehlig (1994) e Barone e Roberts (1996).

Produto Volume ou peso Teor decafeina (mg)
Café torado e moido
Filtrado 100 mL 27-130
Expresso 100 mL 60-180
Descafeinado 100 mL 14
Café Instantaneo
Cafeinado 100 mL 27-120
Descafeinado 100 mL 15
Cha
Instantaneo 100 mL 16-33
Folhas 100 mL 20-32
Gelado 100 mL 19-21
Barra de chocolate
Ao leite 100¢g 3-50
Amargo 100 g 18-125
Refrigerante
Cola 100 mL 8-13
Cola Diet 100 mL 7-16

Estima-se que o consumo mundial de cafeina, incluindo todas
as fontes de consumo, esteja por volta de 75 mg/pessoa/dia; ja no Brasil,
o consumo fica na faixa de 40 mg/pessoa/dia (Fredholm, Battig et al.,
1999). Além dos alimentos e bebidas citados na tabela 2, o mate ou
chimarrdo, preparados a partir das folhas da erva-mate (llex
paraguariensis), ¢ uma fonte de cafeina muito utilizada no sul do Brasil,
Paraguai e Argentina. Cingllenta gramas de erva-mate processada,
suficiente para fazer 1 litro de chimarrdo, contém aproximadamente 160
mg de cafeina. Além disso, a Paullinia cupana é uma planta nativa da
Amazo6nia, conhecida como guaranazeiro que produz o fruto guarana. A
semente do guarana, utilizada na preparacdo de comidas e bebidas, pode
conter de 2 a 5% (do peso seco) de cafeina; um teor maior do que o
encontrado no café: 1 a 2%.
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Figura 10. Efeitos da cafeina em diferentes alvos bioquimicos em funcdo dos
niveis plasmaticos em humanos. Observe que a cafeina blogueia
significativamente os receptores A; e A,» da AD em baixas concentragdes;
obtidas apds o consumo de apenas uma xicara de café. A inibicdo de
fosfodiesterases pela cafeina ocorre em concentragfes 20 vezes maiores e para
bloquear os receptores GABA, sd0 necessarias concentragdes 40 vezes maiores,
a mobilizagdo dos estoques intracelulares de Ca®* ocorre somente com o
aumento de 100 vezes na concentracdo plasmatica de cafeina. Estes niveis sdo
praticamente impossiveis de se alcancar com o consumo de bebidas ou
alimentos. Figura adaptada de Fredholm, Battig et al.(1999).

Uma explicacdo mecanistica para os efeitos estimulantes da
cafeina partiu de um estudo mostrando que a ativacdo dos receptores
A, diminuia a afinidade dos receptores D, em membranas do EST de
ratos (Ferre, Von Euler et al., 1991). A partir dai, varios estudos
confirmaram as interacdes fisicas e funcionais entre os receptores de AD
e DA (Ferre, O'connor et al., 1994; Ferre, Popoli et al., 1994; Mayfield,
Jones et al., 1999; Ferre, Ciruela et al., 2007). Por exemplo, no EST os
receptores A,a podem ser co-expressos com receptores D, (Fuxe, Ferre
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et al., 1998) ou CB; (Carriba, Ortiz et al., 2007) e os receptores A;
podem formar dimeros com os receptores D; (Franco, Lluis et al.,
2007). Além disso, a formacdo de homo ou heterodimeros também pode
ocorrer entre os receptores da AD (Franco, Lluis et al., 2007). Os
heterodimeros A;-D; também estdo presentes nos nucleos da base e no
CPF, especialmente em vias gabaérgicas; e interacdes entre 0s
receptores A,a-D, podem ser encontradas em vias gabaérgicas do EST
dorsal e ventral (Ferre, Quiroz et al., 2008). O grau de complexidade
dos receptores A; e Aa em modular a atividade dos neurotransmissores
vai além dessas interagdes, o0 sistema adenosinérgico pode regular uma
miriade de eventos celulares (Ciruela, Albergaria et al. 2010; Sebastiao
e Ribeiro, 2009).

Apesar dos efeitos benéficos da cafeina ou de antagonistas
seletivos A; e A,a nas alteracbes motoras e cognitivas terem
constantemente sido documentados, os estudos que avaliam os efeitos
terapéuticos da cafeina sobre o TDAH em humanos sdo insuficientes e
inconclusivos. Alguns trabalhos indicaram que a cafeina por si ou em
associacdo com o MFD melhora os sintomas do TDAH (Garfinkel,
Webster et al., 1975a; Arnold, Christopher et al., 1978; Garfinkel,
Webster et al., 1981; Dalby, 1985; Schechter e Timmons, 1985) e outros
trabalhos mostraram efeitos similares ao placebo (Garfinkel, Webster et
al., 1975b; Huestis, Arnold et al., 1975; Conners, 1979). Entretanto,
esses trabalhos possuem uma série de limitagdes que comprometem a
identificacdo do valor terapéutico da cafeina para o TDAH. Por
exemplo, parte dos estudos foi conduzida com um grupo muito pequeno
da amostra (6-8 individuos) e os critérios, assim como a terminologia,
do TDAH conhecidas atualmente foram somente descritas a partir de
1987 (DSM-III). Apesar de ndo existirem trabalhos recentes
investigando os efeitos da cafeina ou de antagonistas adenosinérgicos
em humanos com TDAH, perspectivas do potencial terapéutico dessas
drogas tém surgido de estudos comportamentais com a linhagem SHR
(Prediger, Fernandes et al., 2005; Prediger, Pamplona et al., 2005; Pires,
Pamplona et al., 2009; Pires, Pamplona et al. 2010). Estes estudos
focaram principalmente em tarefas de aprendizagem discriminativa e
reconhecimento espacial; mas caracteristicas como desatencdo,
impulsividade, hiperatividade e os mecanismos moleculares subjacentes
a esses comportamentos permanecem por serem elucidados.

Conforme foi mencionado, os antagonistas adenosinérgicos tém
sido considerados promissores no tratamento da dependéncia as drogas.
Yao, Mcfarland e colaboradores (2006) relataram que 0s receptores Aa

32



sdo fundamentais na atividade transducional dos receptores opioides,
dopaminérgicos e canabindides no NAc, e o antagonismo dos A, pode
eliminar o desejo compulsivo em ratos considerados dependentes de
heroina. Assim, foi demonstrado que os receptores Axa compartilham
mensageiros intracelulares com os receptores 6, D, e CB; (Figura 11),
de modo que agonistas A, causam efeitos sinérgicos com esses
receptores, que culmina na ativacdo de mensageiros intracelulares da via
PKA (Yao, Fan et al.,, 2003). Entdo, pelo fato da adenosina ser
necessaria para a ativacdo sinérgica dessa via, 0 tratamento com
antagonistas de receptores A, poderia diminuir o abuso de drogas.

° 00 ;
.o.... adenosina

d-opioid W D2 mw CB1 we——— A2

g T e

cAMP‘l,,
PKA (Cc
¥ Ndcleo
"CREB

CRE JE——

Figura 11. Representagdo esquematica do compartilhamento da sinalizagdo
intracelular mediada pelos receptores & opidides, D2, CB1 e A2A. A ativagdo
dos receptores de 9, D, ou CB; induz a expressdo génica mediada pela proteina
de ligagéo ao elemento responsivo ao AMPc (CREB). Linhas azuis representam
a ativacdo dos receptores 6 e CB; com os receptores D, (linhas vermelhas). A
ativacdo de A,a é fundamental para a sinergia dessa transducéo. Figura adaptada
de Yao, Fan et al. (2003).

Considerando os fatos apresentados na Introducédo e que o MFD
pode causar consequéncias duradouras no desenvolvimento
neurobiolégico quando o tratamento € feito durante a infancia e
adolescéncia, incluindo um aumento no risco de dependéncia as drogas
(Efron, Jarman et al., 1997; Lambert e Hartsough, 1998; Greenhill,
Swanson et al., 2001; Wigal, Greenhill et al., 2006; Vitiello, 2008), os
seguintes objetivos foram desenhados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O principal objetivo da presente tese foi investigar a
participacdo dos receptores adenosinérgicos nas caracteristicas
comportamentais e neuroquimicas de um modelo animal do TDAH.

2.2. Objetivos especificos

O objetivo da primeira parte deste estudo foi comparar os
efeitos do tratamento com cafeina, durante o periodo da adolescéncia,
em ratos SHR e WKY na desatencéo, hiperatividade e na aprendizagem
e meméria. O proximo passo foi avaliar se os perfis comportamentais
desses animais estavam relacionados com alteracdes e/ou interacdes
dopaminérgicas e adenosinér-gicas, bem como na densidade de outras
proteinas pré-sinapticas (p.ex. receptores CB1), do EST e do CPF.
Também foram comparados os niveis de receptores A,a em terminais
gabaérgicos e glutamatérgicos de ratos WKY e SHR, tratados ou ndo
com cafeina.

Apos identificar as diferencas entre as linhagens WKY e SHR,
os efeitos da cafeina e de um agonista canabindide no comportamento
impulsivo dos ratos SHR foram avaliados em um teste baseado na
tolerancia ao atraso da recompensa.

Por dltimo, a participacdo dos receptores A; € Axa NO
comportamento relacionado ao abuso de canabinoides foi investigada
em animais SHR utilizando o teste da preferéncia condicionada ao lugar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Conforme mencionado na Introducdo, os ratos da linhagem
SHR representam um modelo apropriado para o estudo do TDAH. Uma
parte dos resultados expostos neste documento (item 4.1. — 4.13.) foi
obtida em experimentos realizados no Centro de Neurociéncias da
Universidade de Coimbra/Portugal utilizando ratos machos das
linhagens WKY e SHR, sub-linhagens WKY/NIcoCrl e SHR/NCrl,
comprados do Laboratério Charles River, Alemanha. Os experimentos
foram desenhados para reduzir a0 maximo o nimero de animais
utilizados. Nesse sentido, os mesmos animais avaliados nos testes
comportamentais foram utilizados para as analises neurogquimicas. Ao
total foram adquiridos 16 ratos WKY e 16 ratos SHR para esta etapa.

Os demais resultados (item 4.14. — 4.19.) foram obtidos em
experimentos realizados no Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (USFC) utilizando ratos machos
da linhagem SHR originaria da Universidade de Harvard (Boston, MA)
sendo obtida a partir da UNESP (Botucatu, SP, Brasil) em 1999. A
partir dai, os ratos SHR foram mantidos no laboratério de Genética do
Comportamento da UFSC (Floriandpolis, SC, Brasil) sob um sistema de
acasalamento irmdo/irmd como recomendado para todas as linhagens
consanglineas (llar, 1992). Para realizacdo desta parte experimental as
coldnias de ratos SHR foram criadas e mantidas em nosso laboratério. A
linhagem SHR, considerada como isogénica uma vez que 0S animais
apresentam uma alta homologia de DNA entre seus individuos, foi
comparada com ratos Wistar, considerada uma populagdo “normal” por
ser geneticamente heterogénica. A linhagem Wistar é originaria da
EPM/UNIFESP (S&o Paulo, SP, Brasil), sendo criada e mantida no
biotério central da UFSC desde 1991.

Os animais foram desmamados e separados por sexo com
quatro semanas de idade e, em seguida, foram agrupados em cinco ou
seis em gaiolas plasticas (40 x 32 x 17 cm), tendo livre acesso a agua e a
comida. Os ratos foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (23 £ 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (fase clara
07h00mMin-19h00min). Todos os procedimentos usados no presente
estudo estdo de acordo com as normas de conduta com animais
experimentais da Unido Européia e do Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC,
protocolos: PP00020 e PP00455)
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3.2. Drogas e Tratamento

Diante do intenso desenvolvimento que ocorre nos sistemas
neurais durante a adolescéncia e suas implicagdes com o TDAH, em
parte deste estudo o tratamento com cafeina (antagonista ndo seletivo de
receptores adenosinérgicos, Sigma) abrangeu os 21 dias que
correspondem a fase da adolescéncia em ratos (Spear, 2000). A cafeina
foi dissolvida em salina (NaCl 0,9%) e administrada sistemicamente na
dose de 2 mg/kg duas vezes ao dia, com o intervalo de 12 horas
(07h00min e 19h00min), por inje¢des intraperitoneais (i.p.) aplicadas de
maneira alternada em cada lado do periténio. Os animais tinham 24 dias
de idade (periodo pds-natal, PN24) no inicio do tratamento e 24 horas
apos a Ultima administracdo, com 46 dias de idade (PN46), os animais
foram submetidos aos testes comportamentais antes de serem
sacrificados (PN53) para as analises neuroquimicas e funcionais.

Na outra etapa do estudo, experimentos que investigaram
aspectos reforcadores ou impulsivos, 0 esquema de tratamento esta
descrito nos itens 3.3.4. e 3.3.5., respectivamente. Nestes experimentos,
as seguintes drogas foram utilizadas: o agonista canabindide seletivo
para os receptores CB; WIN 55,212-2, [R-(+)-(2,3-dihidro-5-metil-3-
[{4-morfolinil}metil] pirol [1,2,3-de-]-1,4-benzoxazina-6-il)(1-
naftalenil) metanona mesilato] (Tocris, USA), nas doses de 0,125; 0,25;
1,25 ou 2,5 mg/kg (i.p.); o antagonista canabindide seletivo para os
receptores CB; AM251, N-(Piperidina-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-
diclorofenol)-4-metil-1H-pirazola-3-carbox-amida (Tocris, USA), na
dose de 0,25 mg/kg (i.p.); o antagonista ndo seletivo dos receptores A; e
A,p, cafeina, nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg (i.p.); o antagonista
adenosinérgico seletivo para os receptores A; DPCPX 8-ciclopentil-1,3-
dipropilxantina (Tocris, USA), na dose de 2 mg/kg (i.p.); o antagonista
adenosinérgico seletivo para os receptores A,a ZM241385, fenol-4-(2-
[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazol[2,3-a][1,3,5]triazina-5-ilamino]etil),
(Tocris, USA), nas doses de 0,25 e 2 mg/kg (i.p.) e o agonista
dopaminérgico seletivo para os receptores D, e Dz quinpirole,
hidroclorato  quinolinico  (4aR-trans)-4,4a,5,6,7,8,8a,9-Octahydro-5-
propyl-1H-pirazolo[3,4-g] (Tocris, USA), nas doses de 0,25 e 1 mg/kg
(subcutaneo, s.c.).

Devido a caracteristica lipofilica dos ligantes canabindides, o
WIN e 0 AM251 foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%) com 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) mais 0,1% de Tween 80. A solucdo controle
consistiu do veiculo utilizado para dissolver essas drogas.
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Todas as doses foram selecionadas a partir de experimentos
pilotos e com base em trabalhos prévios (Gevaerd, Takahashi et al.,
2001; Prediger, Batista et al., 2005; Prediger, Da Cunha et al., 2005;
Pandolfo, Pamplona et al., 2007; Pandolfo, Vendruscolo et al., 2009;
Pires, Pamplona et al., 2009; Pires, Pamplona et al. 2010) e foram
administradas no volume de 2 ml/kg de peso corporal.

3.3. Medidas comportamentais
3.3.1. Atencao e flexibilidade comportamental

O protocolo utilizado para investigar os efeitos da cafeina sobre
a capacidade dos animais em manter a atencdo (teste chamado de
attentional set-shifting) foi realizado conforme descricdo prévia
(Floresco, Ghods-Sharifi et al., 2006). Para a execugdo desta tarefa os
animais foram alojados individualmente e submetidos a restricdo
alimentar, com o peso dos animais mantido em aproximadamente 80%
da dieta livre. O teste foi realizado em um labirinto de quatro bragos
feito de madeira revestida com formica; cada braco media 60 cm de
comprimento e 10 cm de largura, cercado por paredes de 20 cm de
altura. Os quatro bragos estavam conectados por uma plataforma central
(10 x 13,5 cm) que dava livre acesso a todos os bragos. A sala de
experimentacdo onde estava o0 labirinto possuia pelo menos 1 dica visual
em cada parede: porta, janela, circulo (1 m de diametro) e duas linhas
pretas (1 m de comprimento cada). Uma lamina de acrilico na cor
branca, colocada de maneira aleatéria no assoalho de cada braco, foi
utilizada como dica visual. No dia que precedeu o inicio do teste, 0s
animais receberam, em suas caixas moradia, cerca de 10 granulos de
racdo para cdes (Royal Canin®) para conhecerem 0 gosto da
recompensa.

No primeiro dia de familiarizacdo ao labirinto, trés granulos de
comida foram colocados ao longo de cada um dos bragos e, em seguida,
os animais foram colocados na plataforma central para livre exploracédo
dos quatro bragos durante um tempo maximo de 15 min ou até comerem
todos os granulos. O critério de familiarizacdo foi definido pelo
consumo de todos os granulos em menos de 10 min, o animal que nédo
atingiu tal critério em menos de quatro dias foi excluido do teste. O
procedimento de familiarizacdo foi realizado para 0s animais se
habituarem a manipulacdo repetida apds o consumo da recompensa.
Apbs todos os animais alcancarem o critério de familiarizacdo, o
labirinto foi conformado em “T” com a finalidade de que cada animal
pudesse virar a esquerda ou a direita para obter a recompensa. Em
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seguida, cada animal foi exposto repetidamente ao labirinto para
consumir a recompensa e um “viés de escolha” foi definido quando o
nimero de escolhas para o mesmo lado foi maior do que quatro vezes
seguidas. Entdo, nos dois dias seguintes, os animais foram avaliados em
duas diferentes fases: discriminacao de respostas (dia 1) e discriminacdo
da dica visual (dia 2).

Na fase da discriminacdo de respostas, a recompensa foi
colocada apenas no braco oposto ao do “viés de escolha”,
independentemente da dica visual no assoalho. Em cada exposi¢do, o
animal partiu de um dos bracos designados como sul, leste e oeste para
desencoraja-lo a usar dicas espaciais da sala de experimentacdo para
localizar a recompensa (Figura 12A, painel superior). Cada rato
continuou a receber exposicdes consecutivas, intervalo de 20 s, até
atingir um critério de dez escolhas consecutivas bem sucedidas, mais
uma “prova real” que consistiu em colocar o0 animal em uma posi¢édo
desconhecida (braco norte) com a dica na direcdo oposta ao “viés de
escolha”. Quando o animal escolheu a direcdo correta, a fase da
discriminacdo de respostas termina com sucesso, caso contrario, o
procedimento recomeca com um critério de cinco escolhas bem
sucedidas.

Vinte e quatro horas depois, na fase de discriminagdo da dica
visual, os ratos foram treinados a entrar no brago contendo a dica visual,
com localizacdo aleatéria (Figura 12A, painel inferior). Neste caso, o
critério de tarefa aprendida foi o mesmo da fase da discriminacdo de
respostas, ou seja, acertar dez escolhas consecutivas. Até o animal
terminar esta fase, trés tipos de erros podem ser cometidos:
perseverantes, regressivos e nunca-refor¢ados (Figura 12B). Os erros
perseverantes foram registrados quando o rato continuava fazendo a
mesma estratégia egocéntrica da fase de discriminagdo de respostas.
Depois que cada rato fez menos de trés erros perseverantes em uma série
de cinco exposicdes, ou seja, o animal acertou trés escolhas seguidas
(dando indicios de uma mudanca de estratégia), os erros subseqlientes
foram considerados regressivos (ver Figura 12B, esquerda). O Ultimo
tipo de erro, dito nunca-reforgcado, ocorre quando o animal faz uma
escolha mal sucedida pelo lado oposto ao da estratégia egocéntrica da
fase de discriminagéo de respostas (Figura 12B, direita). Logo, 0s erros
regressivos e nunca-reforcados fornecem um indice da capacidade dos
animais em manter a atengdo e 0s erros perseverantes, um indice de
flexibilidade comportamental.
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Figura 12. Esquema da tarefa que avalia a atencdo e a flexibilidade
comportamental. As setas no labirinto da figura A representam a trajetoria
correta para obter a recompensa. A fase da discriminagdo de respostas no dia 1
(Figura A, painel superior), neste exemplo, o animal foi colocado nos bracos sul
(S), leste (E) e oeste (W) e precisou virar 90° a direita para obter a recompensa.
Uma dica visual branca foi colocada aleatoriamente em um dos bracos a cada
exposicdo, mas ndo predizia a localizagdo da comida. No dia 2, o animal foi
colocado em um dos bragos e, para conseguir a recompensa, precisou entrar no
braco com a dica visual. Assim, o0 animal precisou modificar a estratégia antiga
e escolheu o braco com a dica visual, previamente irrelevante, para obter a
recompensa. A figura B exemplifica os trés tipos de erros que os animais podem
cometer.
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3.3.2. Atividade motora e emocionalidade

O teste do campo aberto (CA) consiste de uma arena contendo
uma area central aversiva e representa um modelo amplamente utilizado
para a avaliacdo tanto da atividade motora como de comportamentos
relacionados a ansiedade (Prut e Belzung, 2003). O aparelho feito de
madeira com assoalho preto foi dividido por linhas brancas em 25
quadrados (20 x 20 cm) e cercado por paredes elevadas em 40 cm de
altura. Cada rato foi colocado no centro do CA e as seguintes variaveis
foram registradas por 10 minutos: nimero de quadrados periféricos
(adjacentes as paredes) cruzados (locomocdo periférica), nimero de
quadrados centrais (longe das paredes) cruzados (locomogdo central),
porcentagem de locomocdo central em relacdo a locomocédo total
(locomogdo periférica mais locomogdo central). Um cruzamento foi
registrado quando o animal atravessou o quadrado com as quatro patas
(Figura 13).

Locomogacd

central

Figura 13. Representacéo do aparelho utilizado no teste do campo aberto.

3.3.3. Memdria espacial

A memoria de reconhecimento espacial dos animais foi
investigada usando um labirinto em “Y” (Dellu, Mayo et al., 1992). O
aparelho feito de acrilico preto possuia trés bracos iguais (50 x 10 x 20
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cm, cada brago) afastados em 120° e foi colocado em uma sala com
dicas visuais nas paredes para facilitar a localizacdo espacial dos
animais. O protocolo consistiu de duas sessdes separadas por um
intervalo de 1 hora. Na primeira sessdo, o animal foi colocado no final
de um dos bracos, chamado de brago principal, e teve livre acesso para
explorar o outro braco durante 5 min. O terceiro brago estava blogueado
por uma porta guilhotina (Figura 14A) e foi chamado de braco novo. O
rato foi entdo removido do labirinto e retornou a caixa moradia. Depois
de uma hora, na segunda sessdo, o animal foi novamente colocado no
braco principal do labirinto para explorar livremente todos os trés bracos
durante 5 min (Figura 14B). O nimero de entradas e o tempo de
permanéncia em cada brago foram registrados. Os resultados estdo
expressos pelo percentual de entradas e de tempo gasto no brago novo.

12 sessdo 22 sessdo
Intervalo
A 1 hora s
20cm
Brago novo
50cm
Brago principal 10cm

Figura 14. llustracdo do protocolo utilizado no teste do labirinto em “Y’.

3.3.4. Impulsividade

O comportamento impulsivo dos ratos SHR foi investigado com
o paradigma da tolerancia ao atraso da recompensa, que se baseia na
preferéncia entre recompensas “menores e imediatas” ou “maiores e
demoradas”, conforme protocolo previamente descrito (Thiebot, Le
Bihan et al., 1985; Bizot, Thiebot et al., 1988). Para tal, os animais
foram submetidos a restricio alimentar durante 1 semana. Os
experimentos foram realizados em um labirinto em ‘T’ feito de madeira
revestida com férmica impermeavel da cor preta e elevado 52 cm do
chdo. Cada braco media 50 cm de comprimento e 10 cm de largura,
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cercados por paredes de 40 cm de altura. Um dos bracos do labirinto foi
utilizado como ponto de partida para cada animal, os outros dois bracos
permitiam o animal virar & esquerda ou a direita para conseguir a
recompensa. Estes bragcos eram providos com portas guilhotinas que
poderiam ser inseridas em fendas situadas na entrada (p1) e no final de
cada brago (p2). No final de um dos bracos, eleito aleatoriamente para
cada animal, foi colocada a recompensa maior (aproximadamente
500mg de ragdo) e no brago oposto a recompensa menor
(aproximadamente 100mg) (Figura 15). O protocolo experimental foi
divido em quatro fases: familiarizacdo, pré-treinamento, treinamento e
teste. Na fase de familiarizacdo, cada animal explorou o labirinto duas
vezes, com intervalo de 2 h entre as explora¢des, durante 5 min. e todas
as portas guilhotinas ficaram abertas, possibilitando a obtencdo da
recompensa em ambos 0s bracos.

Na fase de pré-treinamento, o animal foi colocado no labirinto
com portas p2 fechadas e quando ele escolheu um dos bragos a porta pl
foi fechada e a porta p2 foi aberta, revelando a recompensa. O animal
foi removido do aparelho apds ter consumido completamente a
recompensa e retornou a sua caixa moradia para um intervalo de 2-3
min. Esse procedimento foi repetido cinco vezes e, ap6s o intervalo de
uma hora, os animais foram submetidos a mais uma sessdo com cinco
exposicdes. Essas duas sessGes, com cinco exposi¢Oes cada, foram
executadas durante seis dias. No Ultimo dia, cada animal apresentou
mais de 80% de preferéncia pelo brago com a recompensa maior.

A fase de treinamento consistiu de cinco exposic¢des diarias por
cinco dias. Quando o animal escolheu o brago da recompensa maior, a
porta pl foi fechada, confinando-o entre as portas pl e p2, onde
permaneceu durante 15 segundos antes ter acesso a recompensa. Por
outro lado, quando a escolha do animal foi pelo brago com recompensa
menor ndo houve qualquer atraso na entrega da comida. No final desta
fase, os tracos impulsivos dos animais SHR ja foram claramente
observados: a preferéncia pelo braco com a recompensa maior caiu de
80% para aproximadamente 20%.
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Recompensa Recompensa
menor maior

p2 p2

hd y

Figura 15. llustragdo esquematica do labirinto em “T” usado no teste da
tolerancia ao atraso da recompensa.

A fase de teste consistiu de cinco sessdes diarias durante seis
dias. Todos os animais foram injetados i.p. com solucéo controle (NaCl
0,9%, DMSO 10%, Tween80 0,1%), nos dois primeiros dias (controle
pré-tratamento), 30 min. antes de serem submetidos ao labirinto. Nos
proximos dois dias (tratamento), os animais foram divididos em cinco
grupos: cafeina 2 m/kg; cafeina 5 m/kg; WIN 0,125 mg/kg; WIN 0,25
mg/kg e AM251 0,25 mg/kg. Grupos independentes de animais foram
pré-tratados com cafeina (2 mg/kg, i.p.) ou AM251 (0,25 mg/kg, i.p.) 20
min antes do tratamento com WIN (0,25 mg/kg, i.p.), o qual induziu
aumento no comportamento de impulsividade neste teste. Nos ltimos
dois dias desta fase (controle pds-tratamento) os animais receberam
solucdo controle e foram, apds 30 min., submetidos ao aparelho com o
intuito de investigar um possivel efeito residual ou prolongado de cada
droga.

3.3.5. Propriedades reforcadoras e aversivas

A preferéncia condicionada ao lugar (PCL) € um modelo
amplamente utilizado para mensurar os efeitos reforcadores ou aversivos
de drogas comumente abusadas por humanos. O paradigma esta baseado
na capacidade do animal em associar o efeito de uma determinada droga
a pistas contidas em um ambiente, como em um condicionamento
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pavloviano classico (Tzschentke, 2007). A preferéncia ou aversdo ao
lugar foi avaliada em caixas feitas de madeira e revestidas com formica.
Cada caixa possuia trés diferentes compartimentos separados por portas
guilhotinas. Os dois compartimentos de condicionamento (30 x 25 x 40
cm) tinham distintas dicas visuais e tateis: um compartimento era preto
com o assoalho de madeira e 0 outro era branco com listras verticais
pretas e assoalho metalico. O compartimento “neutro” (15 x 25 x 40 cm)
era cinza com assoalho de madeira e dava acesso aos outros dois
compartimentos de condicionamento (Figura 16A). O protocolo
utilizado é conhecido como sem viés (do inglés, unbiased conditioned
place preference) onde as condicGes experimentais sdo selecionadas
para resultar em uma preferéncia balanceada dos animais para ambos 0s
compartimentos antes do condicionamento. Neste sentido, os animais
que permaneceram acima de 85% em um determinado compartimento
foram excluidos do experimento. O comportamento de cada animal foi
registrado via uma camera de video posicionada acima das caixas e
monitorado em uma sala adjacente.

O protocolo foi executado em 11 dias (Figura 16B), divididos
em trés fases: pré-condicionamento, condicionamento e p0s-
condicionamento. Na fase de pré-condicionamento (os dois primeiros
dias), os ratos exploraram livremente os trés compartimentos durante 15
min. por dia e o tempo gasto no segundo dia em cada um dos trés
compartimentos foi registrado.

A fase de condicionamento consistiu de oito sessdes, uma por
dia. Divididos em grupos independentes, cada animal foi injetado i.p.
com WIN (0,125; 0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg), AM251 (0,25 mg/Kkg),
cafeina (2 ou 5 mg/kg), ou ZM241385 (0,5 ou 2 mg/kg), DPCPX (2
mg/kg) ou quinpirole (0,25 ou 1 mg/kg) e, imediatamente apds,
confinado em um dos dois compartimentos por 25 min. Em dias
alternados, os ratos receberam veiculo (NaCl 0,9%, DMSO 10%, Tween
80 0,1%) e foram confinados no compartimento oposto. Os animais do
grupo controle receberam veiculo em ambos 0s compartimentos.

Na fase de po6s-condicionamento, cada animal foi colocado no
compartimento neutro, as portas que davam acesso aos dois
compartimentos de condicionamento estavam abertas, e o tempo de
permanéncia no compartimento condicionado com a droga foi registrado
por 15 min. Os niveis de preferéncia ou aversdo ao lugar foram
definidos pela comparacdo do tempo gasto no compartimento de
condicionamento com a droga antes e depois do condicionamento (pré e
pds-condicionamento, respectivamente).
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Condicionamento
B 25 min.
~ —- ~
Pré-condicionamento Pés-condicionamento
15 min. 15 min.
Dias: 1 2 3 10 11

Figura 16. Foto da caixa utilizada no teste da PCL (A) e a representacdo
esquematica das trés fases (pré-condicionamento, condicionamento e pés-
condicionamento) do protocolo (B).

Experimentos adicionais, repetidos com o mesmo protocolo,
foram realizados para a associacdo do tratamento com cafeina (2 ou 5
mg/kg), DPCPX (2 mg/kg), ZM241385 (2 mg/kg) ou AM 251 (0,25
mg/kg) com a dose de 0,25 mg/kg de WIN. O pré-tratamento foi feito 20
min antes do tratamento.

Para investigar os efeitos do tratamento crénico com cafeina nas
propriedades reforcadoras do WIN em ratos SHR, dois grupos de
animais foram tratados durante a adolescéncia com cafeina (2 mg/kg,
i.p., intervalo de 12h entre cada administracdo) ou salina. Apds o
tratamento, na idade adulta, os animais foram submetidos ao esquema
da PCL, cada grupo foi subdividido em dois, para o tratamento com
WIN ou veiculo, resultando em quatro diferentes grupos: salina-salina;
salina-WIN; cafeina-salina e cafeina-WIN.

3.4. Preparacdo de sinaptossomas

Os sinaptossomas sdo formados a partir de terminais nervosos,
separados de seus axdnios e de partes das conexBes pos-sinapticas,
através de consecutivas centrifugacdes, de modo que as membranas dos
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terminais nervosos se fechem para formar uma vesicula contendo
organelas como as encontradas nos botbes sindpticos. Esta preparacdo
tem sido habitualmente utilizada para estudar a transmissdo sinéptica,
uma vez que os sinaptossomas possuem organelas celulares necessarias
para captar, armazenar e liberar neurotransmissores (Dunkley, Jarvie et
al., 2008).

Os mesmos grupos de animais experimentados nos
procedimentos de atencdo, locomocdo e memoéria espacial foram
utilizados para as analises neuroquimicas. Vinte e quatro horas ap6s o
altimo teste comportamental, os animais foram profundamente
anestesiados sob uma atmosfera de halotano antes de serem sacrificados
por decapitacdo. Entdo, o cortex pré-frontal (CPF) e o estriado (EST)
dos animais foram rapidamente dissecados sobre uma placa de Petri
apoiada em gelo picado, em menos de 3 min. Apos a dissecacdo, cada
estrutura foi homogeneizada separadamente para a preparacdo dos
sinaptossomas.

Foram utilizados dois métodos para a preparacdo dos
sinaptossomas, 0 primeiro método resulta em um tipo de sinaptossoma
contendo predominantemente terminais pré-sindpticos (terminais
nervosos purificados) e outro tipo contendo material da pré, pos-sinapse
e células da glia (sinaptossomas ndo purificados). Os terminais nervosos
purificados foram preparados conforme descrito por Dunkley et al.
(2008) e serviram para investigar os niveis e a co-localizacdo de
diferentes proteinas pré-sinapticas. Nos estudos de captacdo, 0 método
mais rapido de obtencdo de sinaptossomas (ndo purificados) foi
utilizado para manter uma boa viabilidade funcional (3-4h) durante os
ensaios. Este tipo de sinaptossomas também foi utilizado para os
experimentos com a técnica de Western blot e foi preparado conforme
descrito por Canas et al. (2009).

Para a obtencdo de terminais nervosos purificados, 0s
sinaptossomas foram isolados usando um gradiente descontinuo de
Percoll. O CPF ou 0 EST de cada animal foi homogeneizado em 10 ml
da solugéo: sacarose 0,25 M; HEPES 10 mM; pH 7,4. O homogenato foi
mantido a 4°C e centrifugado a 3000x g durante 10 min, entdo o
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 14000x g durante 12 min.
Em seguida, o precipitado foi re-suspendido em 2 ml de sacarose 0,25
M e HEPES 10 mM e foi colocado em tudo de ensaio contendo 5
diferentes fases de Percoll: 0, 3, 10, 15 e 23%. Este gradiente foi criado
com a ajuda de uma bomba peristéltica que permitiu a sobreposi¢édo das
diferentes camadas de Percoll (Figura 17A). O tubo de ensaio contendo
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a amostra e o gradiente de Percoll foi centrifugado a 25000x g por 11
min a 4°C sem desaceleracdo. Os sinaptossomas foram coletados entre
as fases 15 e 23% de Percoll (Figura 17B) e diluidos em 15 ml de
HEPES tamponado (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM NaHCO;, 1.2
mM NaH,PO,;, 1 mM MgCl,, 10 mM glicose e 10 mM HEPES) para
outra centrifugacéo a 22000x g por 11 min. A fragdo sinpatossomal foi o
precipitado resultante desta centrifugaco. Para obter um material
predominantemente pré-sinaptico, os procedimentos precisam ser feitos
com solucgdes sem calcio e com o pH rigorosamente ajustado a 7,4.

E Cértex pré-frontal e Estriado

Precipitado Sobrenadante

PRSSSSI. Percoll

F1: MEMBRANAS —

F2: MIELINA E
MEMBRANAS

F3:SINAPTOSOMASE —> Y e
MEMBRANAS

F4:SINAPTOSSOMAS  —> |
PRE-SINAPTICOS

F5: MITOCONDRIA —

Figura 17. (A) Foto de uma bomba peristaltica utilizada para preparacdo do
gradiente de Percoll. (B) As cinco diferentes fases de Percoll (0, 3, 10, 15 e
23%) e o tipo de material presente em cada interfase. Adaptado de Dunkley et
al. 2008.

O método de preparacdo de sinaptossomas ndo purificados
utilizou apenas 1 concentracdo de Percoll: 45% v/v. Cada estrutura foi
homogeneizada a 4°C em soluc¢do de sacarose (0,32 M) contendo 1 mM
de EDTA, 10 mM de HEPES, albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/ml
pH 7,4, e centrifugados a 3000x g durante 10 min, entdo o sobrenadante
foi coletado e centrifugado a 14000x g durante 12 min a 4°C. Em
seguida, o precipitado foi re-suspendido em 1 ml de uma solucdo de
Percoll 45% preparado em uma solugdo de Krebs (composicdo de 140
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mM NacCl, 5 mM de KCI, 25 mM de HEPES, 1 mM de EDTA, 10 mM
de glicose, pH 7,4). Depois da centrifugacdo a 14000x g durante 2 min a
4°C, a camada superficial, enriquecida com sinaptossomas, foi removida
lavada em 1 ml de solucdo de Krebs e re-suspendida em Krebs-HEPES
(140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 Mm HEPES, 5 mM glucose, pH 7.4).

3.5. Medidas neuroquimicas

3.5.1. Imunocitoquimica

Os terminais nervosos purificados foram colocados em
laminulas cobertas com poli-D-lisina (Sigma, Portugal) e fixados com
paraformaldeido 4% durante 15 min. Os sinaptossomas foram
permeabilizados em PBS com 0,2% de Triton X-100 por 10 min. e entdo
bloqueados durante 1 hora com PBS contendo 3% de albumina sérica
bovina (BSA) e 5% de soro bovino normal. Os sinaptossomas foram
entdo lavados duas vezes com PBS e incubados com anticorpos
primarios, ver Tabela 3. Em seguida, os sinaptossomas foram lavados
trés vezes com PBS contendo 3% de BSA e incubados por 1 hora a
temperatura ambiente com anticorpos secundarios marcados com um
fluor6foro (Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 594, diluicdo 1:200,
Invitrogen). Depois das laminas montadas com meio Prolong Antifade
(Molecular Probes, Leiden, Holanda), as preparac6es foram visualizadas
em um miscroscépio de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200 com o
programa Axiovision 4.6 (PG-Hitec, Lisboa, Portugal). Cada laminula,
duas ou trés por experimento, foi analisada pela contagem de trés ou
quatro diferentes campos com um minimo de 500 elementos
individualizados.
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Tabela 3. Anticorpos primarios usados na imunocitoquimica.

Anticorpo Empresa Tipo Origem Diluicéo
Sinaptofisina  Sigma Monoclonal Camundongo 1:200
Coelho 1:200
SNAP-25 Sigma Monoclonal  Coelho 1:200
PSD-95 Sigma Monoclonal Camundongo 1:200
GFAP Sigma Monoclonal  Coelho 1:400
DAT Chemicon Monoclonal Coelho 1:200

Santa Cruz  Policlonal Camundongo  1:200

Aop Santa Cruz  Policlonal Camundongo  1:200
Millipore Monoclonal Cobaia 1:500

VGlut-1 Millipore Policlonal Cobaia 1:1000

VGAT Calbiochem  Policlonal Cobaia 1:1000

Os controles para a verificacdo de que os sinaptossomas aqui
utilizados eram predominantemente pré-sinapticos, bem como a
seletividade dos anticorpos secundarios, estdo expressos no Anexo |
(Figura | e Tabela I, respectivamente).

3.5.2. Western blot

Os sinaptossomas foram solubilizados em dodecil sulfato de
sodio 5% (SDS - Bio-Rad, Portugal) contendo 2 mM de DTT e 100 uM
de fenilmetilsulfonilflior (PMSF) e entdo sonicados rapidamente. Apds
a mensuracdo da quantidade de proteinas usando o método do &cido
bicinconinico (Pierce, Dagma, Portugal), 1/6 volume do tampdo de
amostra SDS-PAGE foi adicionado antes da armazenagem a -80°C. A
eletroforese foi feita usando um gel SDS-PAGE 7,5% (Tabela 4).
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Tabela 4. Preparacdo do gel de entrada e de corrida para o Western blot

Preparacédo do gel 4% 7,5%
Tampado Tris; 0,5 M; pH 6,8 (gel de entrada) 2,5ml -
Tampao Tris; 1,5 M; pH 8,8 (gel de corrida)  -- 3,02 ml
Acrilamina 30% (Bio-Rad) 1,3ml  2,25ml
Agua 6,1ml 3,45ml
SDS 10% (Sigma-Aldrich, Portugal) 100 pl 195 pl
TEMED (Sigma-Aldrich, Portugal) W0u 6yl
APS 10% (Sigma-Aldrich, Portugal) 50l 50 pl

As proteinas foram entdo transferidas para membranas de
polivinilideno difluoridico (PVDF) (GE Healthcare, Buckingamshire,
UK). As membranas foram bloqueadas durante 1 h a temperatura
ambiente com BSA 3%, pH 7,6; contendo 0,1% de Tween20 (TBS-T).
As membranas foram incubadas durante 12 h a 4°C com o anticorpo
primario (Tabela 5) e depois lavadas com TBS-T e incubadas com
anticorpo secundario durante 1 h. Apds lavar com TBS-T, as
membranas foram reveladas com um kit de fluorescéncia (ECF, GE
Healthcare Buckingamshire, UK) e visualizadas em um VersaDoc 3000
(Bio-Rad, Portugal).

Tabela 5. Lista de anticorpos primarios usados no Western blot

Anticorpo Empresa Tipo Origem Diluicdo P.M (kda)
SNAP-25 Sigma Monoclonal Camundongo 1:20000 ~25
Sinaptofisina  Sigma Monoclonal Camundongo 1:20000 ~38

D1 Doagcdo*  Monoclonal Cabra 1:500 ~49

D2 Doacdo*  Monoclonal  Coelho 1:500 48-51
DAT Chemicon  Monoclonal Camundongo 1:1000 43-55
TH Chemicon  Monoclonal Camundongo 1:1000 56-60
A2A Chemicon  Monoclonal Camundongo 1:1000 ~43
CB1 Proteimax  Policlonal Coelho 1:1000 ~50
B-tubulina Sigma Monoclonal Camundongo 1:20000 ~55

*Gentilmente fornecido por Takahashi, L.M.
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Os anticorpos foram removidos das membranas para marcacdo
com a [-tubulina (controle de carregamento). Para isso, o ECF foi
retirado com metanol 40% durante 20-30 min. a temperatura ambiente,
sob agitacdo. A membrana foi entdo lavada com dgua. A membrana foi
submergida em uma solucéo de glicina 0,2M (75,07g/mol; + 1 g de SDS
+ 10 ml Tween para 1 L; pH 2,2) durante 40min a temperatura ambiente
e sob agitacdo. Apos ser lavada 2x em TBS-Tween (0,1%) por 5 min, a
membrana foi bloqueada BSA e, em seguida, incubada com o anticorpo
primario contra B-tubulina.

3.5.3. Captacdo de dopamina

No ensaio de captacdo de [’DA], os sinaptossomas foram
diluidos em uma solugdo contendo (134 mM de NaCl; 4,8 mM de KCI;
1,3 mM de CaCl2; 1,4 mM de MgSO4; 3,3 mM de NaH2P0O4.H20; 12,7
mM de Na2HPO4.12H20; 10 mM de glicose; 1 mM de ascorbato; 1 uM
de pargilina). Uma aliquota de 100 pL de sinaptossoma,
aproximadamente 500ug de proteina, foi aquecida a 37°C por 10 min.

A captacdo de dopamina radioativa foi iniciada pela adicdo de
50 pl de solucdo contendo 1 pCi/mL de [*H]DA por 3 min. a 37 °C. Em
seguida, as amostras foram rapidamente filtradas a vacuo, e apés
sucessivas lavagens, os filtros foram deixados para secar a temperatura
ambiente. Apds adicionar 3 ml de liquido de cintilacdo, o contetdo de
[*H] captado pelos sinaptossomas foi lido por 2 min. em um contador
(Tricarb B-counter — PerkinElmer) e o nimero de desintegracdes por
min foi expresso pela porcentagem em relagdo ao grupo controle
(WKY-Controle), separadamente para cada area cerebral (EST e CPF).
A captacao de [*H]DA foi calculada como a diferenca entre a
quantidade total de DA captada pelos sinaptossomas e 0 componente
inespecifico da captacao de [°H]DA foi determinado na presenca do
inibidor dos transportadores de dopamina (GBR12783, 1uM). Os
valores das contagens e desintegracGes por minutos obtidos em
terminais nervosos do EST e do CPF de ambas as linhagens estdo
expressos no Anexo Il (Tabela II).

3.6. Presséo arterial

A pressdo arterial (mmHg) dos animais foi medida apds o
tratamento agudo com o agonista canabindide WIN (0,125 — 2,5 mg/kg,
i.p.). Sob anestesia com ketamina (90 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg),
injetada pela via intramuscular, um cateter heparinizado PE20 foi
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inserido na artéria cardtida direita para o registro da pressao arterial
sistolica e diastélica. O cateter estava conectado ao transdutor de
pressao (Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Houston, Texas, USA)
acoplado a um sistema de aquisi¢do Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty
Ltd., Castle Hill, Australia). Para prevenir a formacao de coagulos e a
obstrucdo das canulas os animais receberam uma injecédo intraperitoneal
de heparina (300 UIl) 10 min antes da anestesia. Os animais respiraram
espontaneamente através de uma canula traqueal e a temperatura do
corpo (mantida a 37 + 1°C) foi monitorada por um termémetro retal.
Apbs o procedimento cirdrgico e de um periodo de 5 min para a
estabilizacdo da pressdo arterial, e imediatamente ap6s a administracdo
de WIN, a pressdo arterial diastélica e sistélica foi registrada por 30
min.

3.7. Andlise estatistica

Todos os valores estdo expressos pela média * erro padrdo da
média (E.P.M). As comparacfes estatisticas em todas as medidas
neuroquimicas, nos parametros do campo aberto, do teste de atencédo e
do labirinto em “Y” foram realizadas pela analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, com linhagem e tratamento como variaveis
independentes. Os dados do teste da preferéncia condicionada ao lugar e
da tolerancia ao atraso da recompensa, realizados somente em ratos
SHR, foram analisados pela ANOVA de duas vias, com o fator
tratamento e medida repetida como variaveis independentes. Quando
significante a ANOVA, miltiplas comparacdes post hoc foram feitas
usando o teste de Duncan. O nivel de significancia adotado em todos 0s
experimentos foi P<0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma,
USA).
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4. RESULTADOS

4.1.Massa corporal de ratos WKY e SHR durante o tratamento com
cafeina

Para o cumprimento da tarefa que investigou a atengdo, 0s
animais foram tratados com salina ou cafeina durante a adolescéncia sob
restricdo alimentar. No inicio do tratamento, os animais foram isolados
com 24 dias pos-natal (PN) e, cada animal, pesando aproximadamente
65 g, recebeu 6 g de comida por dia durante 5 dias. Com 29 PN a
quantidade de comida aumentou para 9 g por dia por animal até o dia 34
PN, quando a dieta passou a ser de 12 g até o fim dos experimentos
(Figura 18). Conforme pode ser visualizado na Figura 18, os animais
WKY possuem uma massa corporal ligeiramente maior do que os
animais SHR (tipico dessas linhagens) e o tratamento com cafeina nédo
interferiu no ganho de peso em ambas as linhagens.
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Figura 18. Massa corpdrea de ratos WKY e SHR submetido a restrigdo
alimentar durante 21 dias de tratamento com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p.,
durante 21 dias, duas vezes ao dia).

55



4.2. Atencdo e flexibilidade comportamental

Os efeitos do tratamento crdnico com cafeina na capacidade dos
animais WKY e SHR em desempenhar uma tarefa que exigiu foco e
manutencdo da atencdo perante a um conjunto de mudancas necessarias
para obtencdo da recompensa estdo sumarizados na Figura 19. Para a
fase de discriminacdo de respostas (Figura 19A), a qual exige a
aprendizagem de uma simples tarefa egocéntrica, a ANOVA de duas
vias revelou um efeito estatisticamente significante da interagdo entre 0s
fatores tratamento e linhagem [F(1,26) = 4,66; P<0,05] para o nimero
total de exposicdes ao labirinto. As comparagdes subseqlentes
indicaram que os ratos SHR do grupo controle, tratados com salina,
precisaram um nimero maior de exposi¢Oes ao labirinto para atingirem
o critério de 10 escolhas corretas consecutivamente em comparagdo aos
animais WKY. Além disso, o tratamento com cafeina melhorou o
prejuizo de aprendizagem discriminativa apresentado pelos SHR, como
indicado pela reducdo no nimero total de exposicdo ao labirinto. Por
outro lado, o desempenho dos animais WKY nesta fase ndo foi alterado
pelo tratamento com cafeina.

Resultados similares foram notados no dia 2, durante a fase de
discriminacdo da dica visual, com ANOVA de duas vias indicando
efeito significante da interacdo entre os fatores linhagem e tratamento
[F(1,26) = 6,24; P<0,05] para o nimero total de exposicBes ao labirinto.
Os animais SHR demandam mais exposices ao labirinto para
alcangcarem o critério desta fase em comparacdo aos animais WKY.,
Novamente, somente em ratos SHR, o tratamento com cafeina reduziu o
namero total de exposicdes para completar a missao (Figura 19B).

Em relacdo aos erros perseverantes, regressivos e nunca-
reforcados, a analise estatistica foi efetuada separadamente para cada
tipo de erro (Figura 19C). A ANOVA revelou um efeito significante da
linhagem {[F(1,26) = 44,6; P<0,001] para 0Ss erros regressivos e
[F(1,26) = 15,88; P<0,001] para os erros nunca-reforgados}, tratamento
{[F(1,26) = 30,67; P<0,001] para os erros regressivos e [F(1,26) =
43,58; P<0,00] para os erros nunca-refor¢ados} e para a interacdo entre
linhagem e tratamento {[F(1,26) = 18,18; P<0,001] para 0s erros
regressivos e [F(1,26) = 29,29; P<0,001] para 0s erros nunca-
reforcados} no nimero total de erros cometidos. Por outro lado, a
andlise dos erros perseverantes ndo revelou efeitos estatisticamente
significantes para nenhum dos fatores: linhagem, tratamento e sua
interacdo. Comparagdes mdltiplas entre 0os grupos mostraram que 0S
ratos SHR tratados com salina cometem mais erros regressivos e nunca-
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reforcados do que os ratos WKY. E a andlise indicou que os animais
SHR tratados cronicamente com cafeina diminuiram significantemente o
cometimento de erros regressivos e nunca-reforgados. Em ratos WKY, o
tratamento com cafeina ndo afetou significantemente o desempenho na
tarefa.

Em conjunto, os dados mostram que 0s animais SHR
apresentam uma dificuldade em manter a atengdo, como indicado pelo
elevado nimero de erros regressivos e nunca-reforcados, em relacio aos
animais WKY, confirmando as caracteristicas de desatencdo modeladas
pela linhagem. Os SHR também mostraram um desempenho reduzido
na aquisicdo de uma aprendizagem discriminativa, seja pela formacgéo de
uma estratégia egocéntrica (dia 1) ou visual (dia 2). Além disso, o
tratamento com cafeina melhorou o0s pardmetros atencionais e
mnemaonicos exibidos por um modelo animal do TDAH.
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Figura 19. Efeitos do tratamento crénico com cafeina durante 21 dias (2 mg/kg,
i.p., duas vezes ao dia) em ratos WKY e SHR na atencdo avaliada pelo
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Locomocao central (%)

attentional set-shifting. O nimero total de exposi¢des para atingir o critério das
fases de (A) discriminacéo de respostas, (B) discriminagdo da dica visual e nos
(C) trés diferentes tipos de erros: perseverantes, regressivos e nunca-reforgados.
As barras representam a média = E.P.M. de 6-8 animais por grupo e foram
separadas de acordo com o tratamento e linhagem. *p<0,05 quando comparado
ao grupo controle da mesma linhagem. “p<0,05 quando comparado ao grupo
controle da linhagem WKY.

4.3. Atividade motora e emocionalidade

O teste do campo aberto foi utilizado para confirmar a
hiperatividade e o baixo perfil de ansiedade apresentados pelos ratos
SHR em compara¢do aos WKY e uma possivel influéncia do tratamento
crénico, 21 dias, com cafeina (2mg/kg, i.p. duas vezes ao dia) em ambas
as linhagens. O indice relacionado a emocionalidade esta sumarizado na
Figura 20A e a atividade motora na Figura 20B.

A ANOVA de duas vias, linhagem e tratamento, revelou um
efeito estatisticamente significante do fator linhagem no percentual de
locomogdo central [F(1,26) = 42,03; P<0,001] e total [F(1,26) = 34.94,
P<0.001]. A analise ndo revelou efeito significante para o tratamento ou
interacdo entre linhagem e tratamento em nenhum dos dois parametros.
Como esperado, as comparac8es muiltiplas mostraram que os ratos SHR
cruzam mais quadrados na area central aversiva e periférica do campo
aberto em relagdo aos WKY. O tratamento crénico com cafeina néo
alterou a hiperatividade e o0 comportamento relacionado a
emocionalidade exibidos pelos SHR.
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Figura 20. Efeitos do tratamento crénico com cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes
ao dia durante 21 dias) na porcentagem de locomogdo central (A) e locomogéo
total (B) de ratos WKY e SHR no teste do campo aberto durante 10 min. As
barras representam a média £ E.P.M. de 6-8 animais por grupo e foram
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separadas de acordo com o tratamento e linhagem. *p<0,05 quando comparado
ao grupo controle da linhagem WKY.

4.4. Memodria espacial

A Figura 21 ilustra os efeitos da cafeina sobre o numero de
entradas (A) e o tempo de permanéncia (B) no brago novo do labirinto
em “Y”, parametros ligados ao reconhecimento espacial de curto prazo.
Confirmando as expectativas, a analise revelou um efeito significante
para o fator linhagem no nimero de entradas [F(1,26) = 13,46; P<0,001;
Figura 21A] e no tempo de permanéncia [F(1,26) = 7,04; P<0,05; Figura
21B] no brago novo. As comparacgdes seguintes mostraram que 0s ratos
SHR do grupo controle entram menos e permanecem menos tempo no
braco novo em relacdo ao WKY. Além disso, ANOVA revelou um
efeito significante da interacdo entre linhagem e tratamento para o
namero de entradas [F(1,26) = 4,56; P<0,05] e tempo gasto [F(1,26) =
6,03; P<0,05] no braco novo. O teste post-hoc demonstrou que o
tratamento com cafeina melhora o prejuizo de reconhecimento espacial
apresentado pelos SHR uma vez que houve um aumento significante no
ndmero de entradas e no tempo de permanéncia no braco novo do
labirinto em “Y”. Por outro lado, os animais da linhagem WKY néao
apresentaram alteracGes significativas nesses pardmetros quando
tratados com cafeina.
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Figura 21. Efeitos do tratamento crénico com cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes
ao dia durante 21 dias) em ratos WKY e SHR no ndmero de entradas (A) e no
tempo gasto (B) no brago novo do labirinto em “Y” durante 5 min da 22 sessdo.
As barras representam a média = E.P.M. de 6-8 animais por grupo e foram
separadas de acordo com o tratamento e linhagem. *p<0,05 quando comparado
ao grupo controle da linhagem WKY. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle da mesma linhagem.
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4.5. Receptores de dopamina, subtipos D; e D,

O préximo passo foi verificar se o baixo desempenho cognitivo
dos SHR, melhorado com o tratamento com cafeina, estava associado
com alteracdes dopaminérgicas no EST e CPF. No EST (Figura 22,
painel superior), apesar da ANOVA de duas vias ter indicado um efeito
estatisticamente significante da interacdo entre os fatores linhagem e
tratamento [F(1,12) = 4,72; P<0,05], as comparac¢des subsequentes ndo
revelaram efeito significante para o tratamento com cafeina e mostraram
que os sinaptossomas de ratos SHR do grupo controle apresentaram uma
maior imunoreatividade de receptores D; em compara¢do aos controles
WKY (60% p<0,05; Figura 22A). Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes dos fatores linhagem e tratamento, ou da
interacdo entre eles, para a imunoreatividade de receptores D, em
terminais nervosos do ST (Figura 22B). No CPF (Figura 22, painel
inferior), a andlise indicou um efeito estatisticamente significante da
interacdo entre os fatores [F(1,11) = 5,41; P<0,05], as compara¢Ges
mostraram que, apesar da cafeina ndo alterar significantemente a
densidade de receptores D; e D, em ambas as linhagens, os SHR
apresentaram maior densidade de D; (210%, p < 0.05; Figura 22C) e D,
(240%, p < 0.05; Figura 22D) em relacdo aos WKY.
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Figura 22. Densidade de receptores dopaminérgicos D1 e D2 em terminais
nervosos do EST (painel superior, A e B) e CPF (painel inferior, C e D) de ratos
WKY e SHR tratados com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia
durante 21 dias). As densidades foram mensuradas por Western blot e
normalizadas pela densidade de B-tubulina. As barras representam a média *
E.P.M. de 3-4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o tratamento
e linhagem. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da linhagem WKY.

4.6. Transportador de dopamina (DAT)

Os presentes resultados estendem achados prévios (Roessner,
Sagvolden et al. 2010; Watanabe, Fujita et al., 1997) que mostram uma
densidade aumentada de DAT em sinaptossomas do EST e CPF de ratos
SHR comparados com WKY. Porém, o mais importante foi a evidéncia
inédita do presente estudo que o tratamento cronico durante a
adolescéncia com cafeina diminui significantemente a densidade de
DAT em SHR, tanto no EST como no CPF. No EST (Figura 23 A e B,
painel superior), resultados obtidos aplicando a técnica de Western blot,
a ANOVA indicou um efeito significante na imunoreatividade de DAT
para interacdo tratamento e linhagem [F(1,11) = 4,91; P<0,05]. As
comparacdes entre 0s grupos revelaram que os terminais nervosos dos
SHR possuem uma densidade maior de DAT em relacdo aos dos WKY.
Além disso, o tratamento com cafeina diminuiu significantemente a
imunoreatividade de DAT em ratos SHR, mas ndo em WKY. Em
virtude da dificuldade em mensurar DAT no CPF pela técnica de
Western blot, foi utilizada a técnica de imunocitoquimica em terminais
predominantemente pré-sinapticos. Como visto no EST, houve um
efeito estatisticamente significante da imunoreatividade de DAT para a
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DAT / Tubulina

interacdo tratamento e linhagem [F(1,11) = 4,24; P<0,05]; e foi
observado que o tratamento com cafeina normalizou a densidade de
DAT (Figura 23 C e D, painel inferior).
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Figura 23. Densidade de DAT em terminais nervosos do EST e CPF de ratos
WKY e SHR tratados com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia
durante 21 dias). Os painéis A e B foram construidos a partir de dados obtidos
com a técnica de Western blot e foram normalizados pela densidade de [-
tubulina. Nos painéis C e D foi utilizada a técnica de imunocitoquimica e os
dados estdo apresentados pelo percentual da imunoreatividade de DAT em
laminulas contendo sinaptofisina. As barras, nos painéis A e C representam a
média £ E.P.M. de 2-4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o
tratamento e linhagem. (B) bandas representativas obtidas por Western blot. (D)
imagens representativas obtidas por imunocitoquimica em terminais pré-
sinapticos, em vermelho a imunoreatividade de sinaptofisina e em amarelo
[sobreposicdo do vermelho e verde (marcacdo para DAT)] a co-localizagéo de
sinaptofisina com DAT. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da
linhagem WKY. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da mesma
linhagem.
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4.7. Captacéo de dopamina

Em vista aos resultados da alta densidade de DAT e que a
atividade dopaminérgica € um dos principais reguladores dos
comportamentos exibidos pelos SHR, foi realizado um ensaio de
captacdo de DA em terminais nervosos do EST e CPF. No EST (Figura
24A), a ANOVA revelou um efeito significante da interacdo entre os
fatores linhagem e tratamento [F(1,12) = 41,89; P<0,001] para o
percentual de DA captada em relacdo aos WKY controles. Da mesma
forma, diferencas estatisticamente significante foram observadas no
CPF para a interagdo [F(1,12) = 4,89; P<0,05] (Figura 24B) no
percentual de captacdo. As comparagfes indicaram uma captacdo
aumentada de DA em terminais nervosos de SHR em relacdo aos WKY
nas duas &reas cerebrais e o tratamento com cafeina diminuiu
significantemente, acompanhando a diminuicdo da densidade de DAT, a
captacdo de DA nos sinaptossomas dos SHR. Além disso, ndo foram
observadas diferencas significantes na captacdo de DA com terminais
nervosos extraidos de ratos WKY.
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Figura 24. Efeitos do tratamento crénico com cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes
ao dia, durante 21 dias) em ratos WKY e SHR sobre a captagdo de DA, durante
3 min., em terminais nervosos do EST (A) e CPF (B). As barras representam a
média = E.P.M. de 4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o
tratamento e linhagem. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da
linhagem WKY. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da mesma
linhagem.

4.8. Enzima tirosina hidroxilase

Ao contrario da alta densidade de transportador e receptores da
dopamina vista na linhagem SHR, a analise ndo mostrou diferencas
estatisticamente significantes na imunoreatividade da enzima que
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catalisa a sintese de dopamina, tirosina hidroxilase (TH), entre os grupos
controles WKY e SHR e nem entre os grupos tratados com salina e
cafeina. Os valores foram obtidos utilizando a técnica de Western blot e
estdo representados na Figura 25 pela relacéo entre a densidade de TH e
B-tubulina.
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Figura 25. Quantificacdo por Western blot da enzima tirosina hidroxilase em
terminais nervosos do EST (A) e CPF (B) de ratos WKY e SHR tratados com
salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia, durante 21 dias). Os dados
foram normalizados pela densidade de B-tubulina. As barras representam a
média £ E.P.M. de 3-4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o
tratamento e linhagem.

4.9. Receptores A, da adenosina

A Figura 26 mostra a densidade de receptores A, da adenosina
em sinaptossomas do EST e CPF, usando as técnicas de Western blot e
imunocitoquimica, respectivamente; em ratos WKY e SHR tratados ou
ndo com cafeina. No EST (Figura 26, painel superior), houve efeito
estatisticamente significante para interacdo entre os fatores linhagem e
tratamento [F(1,12) = 5,01; P<0,05] para a imunoreatividade de Aa em
sinaptossomas. Subsequente teste de Duncan revelou que, apesar da
densidade de A, ndo diferir entre os animais WKY e SHR tratados com
salina, este parametro foi seletivamente diminuido em terminais
nervosos de ratos SHR tratados cronicamente com cafeina. No CPF
(Figura 26, painel inferior), também houve um efeito esteticamente
significante para a interacdo linhagem e tratamento [F(1,12) = 5,01;
P<0,05] e as compara¢Ges mostraram que os terminais nervosos do CPF
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de SHR apresentam uma maior imunoreatividade de receptores Aza em
relacdo aos WKY.

Estriado
S A wky SHR
B
- % - WKY SHR
=
= ¥ =3
2 L o receporan—i— [
e -tubulina
X T e
< Controle Cafeina Controle Cafeina
1
Controle Cafeina Controle Cafeina
WKY SHR
Cortex Pré-frontal
c WKY SHR
50 - WKY ; SHR D -
g
© Controle— 4
c .
= 254 Y ’
S Sinaptofisina + A2A Sinaptofisina + A2A
a #
g -
&
H Cafeina— < ¥
Controle Cafeina Controle Cafeina & ’ L

Receptor A2A da adenosina

Sinaptofisina + A2A Sinaptofisina + A2A

Figura 26. Densidade de receptores A2A em terminais nervosos do EST e CPF
de ratos WKY e SHR tratados com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes
ao dia, durante 21 dias). Os painéis A e B foram construidos a partir de dados
obtidos com a técnica de Western blot e foram normalizados pela densidade de
B-tubulina. Nos painéis C e D foi utilizada a técnica de imunocitoquimica e os
dados estdo apresentados pelo percentual da imunoreatividade de A, em
laminulas contendo sinaptofisina. As barras, nos painéis A e C representam a
média £ E.P.M. de 2-4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o
tratamento e linhagem. (B) bandas representativas obtidas por Western blot. (D)
imagens representativas obtidas por imunocitoquimica em terminais pré-
sinapticos, em verde a imunoreatividade de sinaptofisina e em amarelo
[sobreposicdo do verde e vermelho (marcacdo para A,a)] a co-localizagdo de
sinaptofisina com A,a. “p<0,05 quando comparado ao grupo controle da
linhagem WKY. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da mesma
linhagem.
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4.10. Receptores A;a em terminais gabaérgicos e glutamatérgicos

Como descrito anteriormente, 0s receptores A,a estdo
amplamente expressos em terminais glutamatérgicos e gabaérgicos, e,
apesar dos animais SHR apresentarem uma elevada densidade de Aza
em terminais do CPF, os resultados apresentados na Figura 27 mostram
que, no desenho experimental do presente estudo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes na densidade de
receptores A,a em terminais glutamatérgicos ou gabaérgicos entre 0s
grupos testados. Entretanto, foi observado um efeito significante para a
interacdo entre tratamento e linhagem na densidade de Vglut-1 em
laminulas do CPF [F(1,5) = 6,58; P<0,05], posteriormente identificado
como um aumento na porcentagem (relativa a densidade de
sinaptofisina) de marcacdo de VGlut-1 em comparacdo a linhagem
WKY.
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Figura 27. Quantificacdo imunocitoquimica em terminais pré-sinapticos do
EST e CPF. (A) e (D), o percentual de elementos marcados para VGAT e
VGlut-1 no EST (painel superior) e CPF (painel inferior). Nos demais painéis
(B,C,E,F), o percentual de marcacdo de A, em relagdo a marcacdo de VGAT e
VGlut-1. As barras representam o percentual da média £ E.P.M. de 2-3 animais
por grupo e foram separadas de acordo com o tratamento e linhagem. #p<0,05
guando comparado ao grupo controle da linhagem WKY.
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4.11. Co-localizacdo de DAT e receptores Asa

Em virtude das diversas interacdes, apresentadas na Introducéo,
dos receptores de A,a com sistemas de neurotransmissdo, foram
investigados as co-localizacbes dos receptores A,a com DAT por
imunocitoquimica em sinaptossomas purificados. A Figura 28 mostra a
porcentagem de elementos fluorescentes marcados com DAT e/ou Aoa
em terminais pré-sinapticos do EST (A e B) e CPF (C). Os resultados
sugerem, pela primeira vez, que os receptores A, podem estar co-
localizados com os DAT tanto no EST como no CPF. Além disso, a
ANOVA de duas vias indicou um efeito estatisticamente significante do
fator linhagem [F(1,7) = 6,98; P<0,05] no EST para a imunoreatividade
de Aza € DAT. Subsequente teste de Duncan revelou que, apesar da alta
densidade de DAT (Figura 23), os terminais nervosos dos SHR
apresentaram uma co-localizacdo diminuida entre A;a € DAT em
comparacdo aos WKY. Contudo, no CPF, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes em nenhum dos fatores
analisados.

A — Co-localizagdo DAT x A2A no estriado Estriado
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Figura 28. Quantificagdo imunocitoquimica de receptores A2A e/ou DAT em
terminais nervosos do EST (A e B) e CPF (C) obtidos de ratos WKY e SHR
tratados com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia durante 21 dias).
As barras, nos painéis B e C representam a média + E.P.M. de 2-4 animais por
grupo e foram separadas de acordo com o tratamento e linhagem. (A) imagens
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representativas de terminais pré-sinapticos, em verde a imunoreatividade de
DAT, vermelho de A,, e amarelo (verde mais vermelho) a co-localizagdo de
Asa. 7p<0,05 quando comparado ao grupo que recebeu salina da linhagem
WKY.

4.12. SNAP-25 e sinaptofisina.

Os niveis das proteinas pré-sindpticas SNAP-25 e sinaptofisina
foram medidos pela técnica de Western blot. A Figura 29 mostra os
resultados obtidos com sinaptossomas do EST (painel superior) e CPF
(painel inferior) de ratos WKY e SHR tratados com salina ou cafeina. A
ANOVA indicou que ndo existem diferencas estatisticamente
significantes nas variaveis independentes analisadas.
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Figura 29. Quantificacdo por Western blot das proteinas SNAP-25 (A e C) e
sinaptofisina (C e D) em terminais obtidos a partir do EST (painel superior) e
CPF (painel inferior) de ratos WKY e SHR tratados com salina ou cafeina (2
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mg/kg, i.p., duas vezes ao dia durante 21 dias). Os dados foram normalizados
pela densidade de B-tubulina. As barras representam a média + E.P.M. de 3-4
animais por grupo e foram separadas de acordo com o tratamento e linhagem.

4.13. Receptores canabindides CB1

Os resultados da Figura 30 mostram os niveis de outro
importante  modulador pré-sinaptico, os receptores CBl. Como
observado para receptores Aza, 0s terminais do CPF de SHR apresentam
alta densidade de CB1 em relacdo aos WKY (p<0,05). Além disso, o
tratamento crdnico com cafeina normalizou os niveis de CB1 no CPF.
Né&o foi observado efeito estatisticamente significante para o tratamento
na linhagem WKY.
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Figura 30. Niveis de receptores CB1 quantificados por Western blot em
terminais nervosos do EST (A) e CPF (B) de ratos WKY e SHR tratados com
salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia durante 21 dias). Os dados
foram normalizados pela densidade de B-tubulina. As barras representam a
média £ E.P.M. de 3-4 animais por grupo e foram separadas de acordo com o
tratamento e linhagem. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da
linhagem WKY. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da mesma
linhagem.
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4.14. Impulsividade

Apos identificar as diferencas entre os animais WKY e SHR,
grupos independentes de animais SHR foram avaliados quanto a
impulsividade no teste da tolerancia ao atraso da recompensa. A Figura
31 ilustra os resultados obtidos nas diferentes partes do protocolo: (A)
restricdo alimentar, (B) pré-treinamento, (C) Treinamento e (D e E)
teste. Em (A), animais adultos (9-11 semanas) pesavam cerca de 220 g
no inicio do experimento e ap6s uma semana de restricdo alimentar cada
animal teve o seu peso mantido em aproximadamente 180 g. No
primeiro dia da fase de pré-treinamento, os animais faziam cerca de 50%
de escolhas para a recompensa maior e, ao longo desta fase, a
preferéncia foi aumentando até atingir cerca de 80% nos dois Ultimos
dias. Quando o atraso foi introduzido, na fase de treinamento (C), a
preferéncia ao braco com a recompensa grande caiu ja no primeiro dia
de 80% a 75%, chegando a cerca de 25% no Ultimo dia de treinamento.
Esta diminuicdo revela os tracos impulsivos dos animais SHR quando
um atraso de 15 s. foi introduzido antes da entrega da recompensa. No
dia do teste (D), as comparacdes indicaram que a administragdo do
agonista canabindide WIN (0,25 mg/kg) induziu um aumento no
comportamento impulsivo dos animais SHR, como indicado pela
diminuicdo do percentual de escolhas para o braco com a recompensa
grande (p<0,05). A administracdo de cafeina (2 e 5 mg/kg) ou do
antagonista canabindide AM251 (0,25 mg/kg) ndo alterou o
comportamento impulsivo medido pelo presente teste.

Em outro experimento (Figura 31E), foi avaliado se as
propriedades refor¢adores do WIN (0,25 mg/kg) em ratos SHR podiam
ser antagonizadas pela administracdo prévia de cafeina (2 mg/kg) ou do
antagonista canabindide AM251 (0,25 mg/kg). A administracdo de
cafeina 20 min. antes do tratamento com WIN impediu o aumento de
impulsividade induzido pelo WIN. E, de maneira inesperada, a
associacdo de AM251 e WIN aumentou significantemente a
porcentagem de escolhas da recompensa grande (p<0,05) em relagédo aos
dias anteriores (controle pré-droga).
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Figura 31. Teste da tolerancia ao atraso da recompensa. Efeitos do tratamento
com cafeina (2 ou 5 mg/kg), com o agonista canabindide WIN (W, 0,125 ou
0,25 mg/kg) e/ou com o antagonista canabindide AM251 (0,25 mg/kg) no
percentual de escolhas da recompensa grande em ratos SHR adultos. (A) perda
de peso ao longo do tempo de restrigdo alimentar, 8 dias. Percentual de escolhas
da recompensa grande na fase de pré-treinamento (B), treinamento (C) e teste
(D). (E) fase de teste do experimento com antagonistas. Os dados estdo
representados pela média + E.P.M. de 6-8 animais. *p<0,05 em comparacéo ao
“controle pré-tratamento”.

4.15. Propriedades aversivas e reforcadoras do WIN na PCL

As propriedades reforcadoras e aversivas decorrentes da
ativacdo dos receptores CB1 em ratos Wistar e SHR medidas na
preferéncia condicionada ao lugar (PCL) estdo sumarizados na Figura
32. Primeiro, os efeitos do agonista canabin6ide WIN (0,125; 0,25; 1,25
ou 2,5 mg/kg) parecem ter um carater dependente da linhagem, a
ANOVA de trés vias mostrou um efeito estatisticamente significante da
interacdo entre repeticdo (pré e pods-condicionamento), linhagem e
tratamento [F(4,75) = 4,98; P<0,01] para o tempo gasto no
compartimento pareado com o WIN antes e depois da sessdo de
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condicionamento. Entdo, o teste post-hoc de Duncan, para comparacdes
maltiplas, foi empregado e revelou que os ratos condicionados com
veiculo, Wistar e SHR, ndo diferem em termos de preferéncia ao lugar.
Entretanto, o tratamento com WIN claramente induziu aversdo em ratos
Wistar, verificada pela significante diminuicdo do tempo de
permanéncia no compartimento emparelhado com as doses de 0,25; 1,25
ou 25 mg/kg de WIN (Figura 32A, lado esquerdo) apds o
condicionamento. Apesar da alta prevaléncia do uso derivados da
cannabis em humanos, aversio a canabindides tem sido
predominantemente relatada. Os resultados mostraram pela primeira vez
que o tratamento com um canabindide induz PCL em ratos SHR,
aumentando o tempo de permanéncia no compartimento pareado com a
dose de 0,25 mg/kg de WIN (Figura 32A, lado direito).

Os painéis 32 “B” e “C” ilustram os efeitos do antagonista
AM251 nas propriedades aversivas e reforcadores da ativacdo
canabindide em ratos Wistar e SHR, respectivamente. A ANOVA de
trés vias, medida repetida (pré e p6s condicionamento), linhagem e
tratamento, revelou um efeito estatisticamente significante da interacéo
entre os trés fatores [F(3,55) = 21,52; P<0,001] no tempo de
permanéncia no compartimento pareado com o WIN. Para ratos Wistar
(B), o tratamento com WIN (0,25 mg/kg) novamente induziu aversao ao
lugar de condicionamento e a administracdo prévia de AM251 (0,25
mg/kg) impediu a aquisicdo da aversdo causada pelo WIN na PCL. Da
mesma maneira, em ratos SHR, o AM251, que por si ndo produziu
efeito, impediu a PCL induzida pelo WIN. Os resultados mostram que a
aversdo e o efeito de reforco do WIN em ratos Wistar e SHR,
respectivamente, estdo mediados pelos receptores CBL.
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Figura 32. Efeitos do tratamento com o0 agonista canabinéide WIN (0,125;
0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg) e/ou com o antagonista cabaninéide AM251 (0,25
mg/kg) na PCL em ratos Wistar e SHR. (A) ampla faixa de doses de WIN. (B) e
(C) antagonismo das propriedades aversivas e reforcadoras, respectivamente.
Histogramas representam a média £ E.P.M. de 8-10 animais. CRTL: grupo
controle. *p<0,05 em comparacédo a sessdo de pré-condicionamento.

4.16. Pressdo arterial média

Considerando que a hipertensdo apresentada pelos SHR pode
interferir nos estudos comportamentais e que prévios estudos relataram
efeitos cardiovascular de canabindides em ratos normotensos e SHR
(Lake, Compton et al., 1997; Batkai, Pacher et al., 2004; Wheal,
Bennett et al., 2007), o interesse agora foi comparar a pressdo arterial
(PA) de ratos adolescentes e adultos das linhagens WKY e SHR e
investigar o efeito de uma ampla faixa de dose do agonista canabinoide
WIN (0,125 - 2,5 mg/kg) na PA ao longo de 30 min. A ANOVA de trés
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vias revelou um efeito estatisticamente significante da idade [F(1,54) =
79,95; P<0,01] e da interacdo entre os fatores idade, linhagem e
tratamento [F(4,54) = 4,40; P<0,01] para a pressdo média arterial. As
comparacdes indicaram que, como esperado, os ratos SHR apresentaram
uma maior pressdo arterial em relagdo aos Wistar (independentemente
da idade) e aos SHR adolescentes. Além disso, a dose de 1,25 mg/kg de
WIN induziu uma diminuicdo significante na PA dos ratos SHR adultos
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Figura 33. Efeitos da administracdo i.p. do agonista canabinéide WIN (0,125 -
2,5 mg/kg) na pressao arterial média (em mmHg) de ratos adolescentes (painel
superior) e adultos (painel inferior) das linhagens Wistar (A e B) e SHR (C e D)
durante 30 min. As linhas representam a média £ E.P.M. de 3-6 animais por
grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle da mesma linhagem.

74



4.17. Antagonistas de receptores da AD na PCL induzida pelo WIN

Uma vez verificada as diferencas entre as linhagens Wistar e
SHR na PCL de um canabindide, o préximo passo foi investigar a
participacdo do sistema adenosinérgico nas propriedades reforcadoras
do WIN (0,25 mg/kg) apenas em ratos SHR. Primeiro, o sabido
potencial reforcador da cafeina foi agora testado em ratos SHR testados
na PCL (Figura 34A). A analise de ANOVA de duas vias mostrou um
efeito estatisticamente significante da interacdo entre tratamento e
medidas repetidas [F(5,41) = 4,04; P<0,01] para o tempo de
permanéncia no compartimento pareado com WIN antes e depois da
sessdo de condicionamento. Subsequente teste de Duncan indicando
outra vez PCL no grupo tratado com WIN 0,25 mg/kg e a maior dose
testada de cafeina 5 mg/kg também promoveu efeitos reforcadores em
ratos SHR, enquanto que a dose de 2 mg/kg de cafeina ndo alterou o
tempo que os animais ficaram no compartimento antes e depois do
condicionamento. Para a associacdo de cafeina com WIN (Figura 34A,
lado direito), tanto a dose de cafeina que ndo casou efeito por si (2
mg/kg) como a dose que induziu PCL (5 mg/kg) foram capazes de
impedir a aquisi¢do da PCL promovida pelo WIN (0,25 mg/Kkg).

A etapa seguinte foi apurar se o bloqueio da PCL induzida pelo
WIN em ratos SHR estava mediado pelos receptores A, e/ou A; da
adenosina (Figura 34 B e C, respectivamente). A analise estatistica foi
realizada separadamente para cada ligante. Para o antagonista dos
receptores Aza (B), a ANOVA de duas vias revelou um efeito
estatisticamente significante da interacdo entre medidas repetidas e
tratamento [F(5,41) = 4,57; P<0,01] para o tempo de permanéncia. Além
da PCL causada pelo WIN (0,25 mg/kg), as compara¢Ges mostraram
que as duas doses testadas de ZM (0,25 e 2 mg/kg) ndo alteram o tempo
gasto no compartimento apés o condicionamento e somente a associagdo
da maior dose de ZM (2 mg/kg) foi capaz de impedir a PCL induzida
pelo WIN. A situacdo oposta foi observada para o antagonista A; (C),
apesar da ANOVA ter indicado efeito significante da interacdo entre
medidas repetidas e tratamento [F(3,29) = 5,80; P<0,01], a associa¢do
de uma dose ineficaz de DPCPX (2 mg/kg) ndo bloqueou a aquisicdo de
PCL induzida pelo WIN.
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Figura 34. Efeitos da associacdo do agonista canabinéide WIN (0,25 mg/kg)
com cafeina (2 e 5 mg/kg, A), antagonista de receptores A, ZM (0,25 e 2
mg/kg, B) ou do antagonista de receptores A; DPCPX (2 mg/kg, C) na
preferéncia condicionada ao lugar (PCL) em ratos SHR. Histogramas
representam a média + E.P.M. de 8-9 animais. CRTL: grupo controle. *p<0,05
em comparacao a sessdo de pré-condicionamento.

4.18. Interacdo dos receptores da DA e AD na PCL induzida pelo
WIN

A partir das interacGes antagdnicas dos receptores de DA e AD
apresentadas na Introducdo, a associacdo de um agonista de receptores
D, e D3 (Quinpirole, QP) com um antagonista de receptores Aza (ZM)
foi avaliada nas propriedades reforgadoras do WIN em SHR. Antes
disso, duas doses de quinpirole (0,25 e 1 mg/kg) foram testadas na
presenca ou na auséncia de WIN (Figura 35, lado esquerdo e meio), a
ANOVA de duas vias revelou efeito estatisticamente significante da
interacdo dos fatores tratamento e medidas repetidas [F(5,31) = 5,92;
P<0,001] para o tempo gasto no compartimento pareado com WIN antes
e depois da sessdo de condicionamento. Reproduzindo os dados

76



anteriores, 0 WIN causou PCL e ambas as doses de QP testadas ndo
tiveram efeito por si. Por outro lado, a administracdo prévia da maior
dose de QP (1 mg/kg) 20 min. antes do condicionamento com WIN
impediu a aquisicdo da PCL.

Em um experimento a parte, doses ineficazes de ZM (0,25
mg/kg) e QP (0,25 mgkg) 20 min foram administradas antes da
administracdo de WIN. Apesar da ANOVA de duas vias ter revelado um
efeito estatisticamente significante da interacdo tratamento e medidas
repetidas [F(2,17) = 3,94; P<0,05], o teste de Duncan indicou apenas um
tendéncia (p=0,06) de PCL para o grupo que recebeu a associagdo de QP
e ZM antes do WIN, sugerindo que ambos o0s sistemas (Aza € Dy/D3)
estdo envolvidos nos efeitos reforcadores de um canabindide (Figura 35,
lado direito).
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Figura 35. Efeitos do agonista D2/D3 da dopamina quinpirole (QP, 0,25 ou 1
mg/kg) e da sua associagdo com o agonista canabindide WIN (0,25 mg/kg) e/ou
com o antagonista A, ZM (0,25 mg/kg) na PCL em ratos SHR. Histogramas
representam a média + E.P.M. de 6-8 animais por grupo. CRTL: grupo controle.
*p<0,05 em comparacao a sessdo de pré-condicionamento.

4.19. Tratamento crénico com cafeina na PCL induzida pelo WIN
Nesta Ultima etapa experimental, foi investigado se o tratamento
cronico com cafeina, que normalizou a densidade de DAT
corticoestriatal e melhorou os prejuizos cognitivos, era capaz de impedir
a PCL induzida pelo WIN em ratos SHR. A Figura 36A mostra que o
peso corporal dos animais SHR tratados cronicamente durante a
adolescéncia com salina ou cafeina ndo foi alterado. A ANOVA indicou
um efeito estatisticamente significante da interacdo entre os fatores
tratamento e medidas repetidas [F(5,37) = 7,29; P<0,001] para o tempo
gasto no compartimento pareado com WIN antes e depois do
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condicionamento  (Figura 36B). As comparacdes subsequentes
mostraram que 0s somente 0s animais tratados com salina e
condicionados com WIN desenvolveram PCL, indicando que a cafeina
diminui os efeitos reforcadores de um agonista canabindide.
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Figura 36. Efeitos do tratamento crénico, durante a adolescéncia, com salina ou
cafeina (2 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia) na PCL induzida pelo agonista
canabindide WIN (0,25 mg/kg, i.p.) em ratos SHR. (A) massa corporal durante
o tratamento e (B) tempo de permanéncia antes e depois do condicionamento.
Histogramas representam a média £ E.P.M. de 7-8 animais por grupo. CRTL:
grupo controle. *p<0,05 em comparacéo a sessdo de pré-condicionamento.
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5. DISCUSSAO

A principal hipotese desta tese era que os receptores da AD
participavam do perfil comportamental e neuroquimico observado em
um modelo fidedigno do TDAH. De fato, o tratamento com cafeina ou
antagonistas seletivos dos receptores A; ou Aa influencia aspectos
cognitivos ou motivacionais modelados pela linhagem SHR; existem
diferencas entre as linhagens WKY e SHR para os niveis de receptores
da A,a e para a co-localizacdo destes receptores com o DAT em
terminais pré-sinapticos do CPF e do EST, respectivamente; e o
tratamento cronico com cafeina normaliza a densidade de DAT e a
captacdo de DA nas duas areas cerebrais. O presente estudo fornece as
primeiras evidéncias do potencial terapéutico da cafeina tanto na
desatencdo exibida por um modelo animal do TDAH quanto na relacéo
deste transtorno com respostas impulsivas e motivacionais produzidas
por drogas. Além disso, este trabalho inaugura o entendimento das bases
moleculares envolvidas nos efeitos benéficos da cafeina sobre as
caracteristicas do TDAH.

Em paralelo, os resultados do presente estudo confirmam os
ratos SHR como um modelo do TDAH, uma vez que os animais desta
linhagem exibiram caracteristicas comportamentais similares aos
sintomas observados no transtorno: desatencdo, hiperatividade e
impulsividade.  Ainda, os SHR apresentaram  modificacdes
dopaminérgicas na via corticoestriatal quando comparados aos ratos da
linhagem WKY:: densidade aumentada de receptores D; e D, no CPF,
densidade aumentada de receptores D; no EST, densidade aumentada de
DAT e captacdo aumentada de DA em ambas as estruturas. Esses dados
sdo condizentes com a hipo6tese de que uma hipofungdo dopaminérgica
esta subjacente as alteracdes comportamentais vistas na linhagem SHR e
em portadores do TDAH.

Conforme foi comentado na Introducdo, prejuizos no
processamento das funcdes executivas estdo associados com o TDAH. E
0 desequilibrio no sistema dopaminérgico corticoestriatal pode
repercutir em diversos sistemas neurais, levando a uma série de
alteragBes cognitivas (Floresco e Magyar, 2006), tais como desatencéo e
prejuizos de flexibilidade comportamental. No presente estudo foi
utilizado um teste (attentional set-shifting) que fornece parametros
indicativos da capacidade dos animais tanto em manter a atencdo em
uma seqliéncia de mudangas ambientais (erros regressivos e nunca-
reforgados) quanto em alternar o comportamento diante de uma situagédo
nova (erros perseverantes). Neste contexto, animais com dificuldade em
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manter a atencdo fazem mais erros regressivos e nunca-reforgados,
enquanto que problemas de flexibilidade comportamental resultam em
mais erros perseverantes (Floresco, Magyar et al., 2006). Os resultados
encontrados demonstram que os ratos SHR apresentam um aumento no
namero de erros regressivos e nunca-reforcados quando comparados aos
WKY, caracterizando a desatencdo da linhagem SHR nesta tarefa. Além
disso, ndo foram observadas diferencas entre as linhagens em relacdo
aos erros perseverantes. O mesmo perfil de respostas foi observado em
dados prévios da literatura (Kantak, Singh et al., 2008). Da mesma
maneira que individuos com TDAH, mesmo desatentos, ndo fazem
significantemente mais erros perseverantes do que individuos normais
em tarefas de flexibilidade comportamental (Grodzinsky e Barkley,
1999; Scheres, Oosterlaan et al., 2004).

O tratamento cronico com cafeina durante o periodo da
adolescéncia melhorou o desempenho dos ratos SHR tanto em criar uma
simples estratégia egocéntrica (Figura 19A e B) quanto em manter a
atencdo perante uma complexa seqiiéncia de mudancas (Figura 19C).
Quando administrada agudamente, os efeitos da cafeina sdo
predominantemente mediados pelos receptores A;, uma vez que esses
receptores sdo preferencialmente ativados pela AD em condicdes
fisioldgicas (Ballarin, Fredholm et al., 1991). Embora a cafeina seja um
antagonista ndo seletivo com a afinidade semelhante para os receptores
A; e Aya, a cronicidade do tratamento pode alterar o mecanismo pelo
qual exerce seus efeitos (Ramkumar, Bumgarner et al., 1988; Jacobson,
Von Lubitz et al., 1996; Ciruela, Casado et al., 2006; Ferre, Quiroz et
al., 2008). A exposicdo crbnica de cafeina aumenta os niveis
extracelulares de AD (Conlay, Conant et al.,, 1997) causando a
tolerancia dos receptores A; a cafeina (Klotz, Hessling et al., 1998).
Nestas condices, os efeitos da cafeina nos receptores Al sdo diminutos
e o papel dos receptores A,a torna-se prevalente (Klotz, Hessling et al.,
1998).

Da mesma forma, os efeitos estimulantes da cafeina também
dependem do tempo de exposicdo. Acredita-se que 0s receptores A;
sejam o0s protagonistas da estimulagdo motora produzida pela
administracdo aguda de cafeina (Antoniou, Papadopoulou-Daifoti et al.,
2005). Uma possivel explicacdo para o mecanismo da tolerancia motora
induzida pela cafeina foi dada por Ciruela, Casado e colaboradores
(2006); estes autores mostraram que a funcdo de heterdmeros A;-A; no
EST, os quais modulam a transmissdo glutamatérgica, pode ser
modificada pelo tratamento crénico com cafeina. Contudo, embora o0s
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receptores Aa possuam uma pequena participagdo nos efeitos
estimulantes agudos da cafeina, eles sdo fundamentais nos efeitos
residuais de estimulagdo em individuos tolerantes a cafeina (Karcz-
Kubicha, Antoniou et al., 2003). Além disso, outros estudos mostram
que antagonistas seletivos para A; podem induzir estimulagdo motora e
ainda potencializar os efeitos de antagonistas seletivos A, (Popoli,
Reggio et al., 1998). Em conjunto, esses estudos contém resultados
corroborando a idéia de que antagonistas seletivos A,a induzem apenas
uma fraca estimulacdo motora (Svenningsson, Nomikos et al., 1997; El
Yacoubi, Ledent et al.,, 2000) e ndo produzem tolerdncia apds
tratamento repetido (Halldner, Lozza et al., 2000). Embora ndo haja
davidas do envolvimento dos receptores de AD sobre a ativagdo motora,
no presente estudo ndo foram encontradas diferencas na hiperatividade
apresentada pelos SHR ap6s o tratamento croénico com cafeina (Figura
21B).

Recentemente, foi demonstrado que os receptores Aza no EST
podem ter fungdes opostas aos do cortex e hipocampo sobre o controle
motor (Shen, Coelho et al., 2008). Neste estudo, os animais com
eliminacdo génica dos receptores A,a especificamente no EST foram
sensiveis aos efeitos estimulantes da cocaina, enquanto que os animais
com eliminagdo génica no cortex e no hipocampo apresentaram uma
atenuacdo na resposta estimulatoria da cocaina. Esta dissociacdo no
funcionamento dos receptores Axa entre regides do EST e corticais pode
ser atribuida, ndo somente a alta densidade de dimeros A,a-D, no EST e
as suas interacdes antagonicas (Ferre, 1997), mas também por uma
possivel regulacdo da disponibilidade sinaptica de DA através da
interacdo entre os DAT e o0s receptores A, (Figura 28). Além disso, a
modulacdo contrastante dos receptores A,a, dependente da localizacdo
cerebral, sobre os efeitos motores, sugerem que 0s receptores Aza
podem orquestrar diferenciadamente o funcionamento executivo e
controle motor. Esta especulagdo esta apoiada pelos efeitos benéficos da
cafeina sobre os aspectos cognitivos (Figura 19 e 21), mas nao sobre os
hiperativos, possivelmente por estarem associados com a alta densidade
de receptores Az no CPF (Figura 26) e com a reduzida co-localizacdo
de Axa-DAT no EST (Figura 28) de ratos SHR.

Ja a influéncia da cafeina sobre a emocionalidade permanece
sob debate, acredita-se que os efeitos dependam ndo s6 do esquema de
tratamento, mas também da dose de cafeina utilizada. Alguns resultados
mostram que a cafeina aumenta a ansiedade em humanos (Greden,
1974; Uhde, Boulenger et al., 1984; Bruce, 1990), enquanto outros
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mostram o desenvolvimento de tolerancia aos efeitos ansiogénicos
(Evans e Griffiths, 1992). A tolerancia aos efeitos ansiogénicos da
cafeina também tém sido demonstrada em ratos, utilizando diferentes
testes de ansiedade (File, Baldwin et al., 1988; Bhattacharya, Satyan et
al., 1997). Além disso, altas doses de cafeina podem aumentar enquanto
baixas doses tendem a diminuir os niveis de ansiedade em humanos
(Greden, 1974; Loke, 1988; Sicard, Perault et al., 1996; Lieberman,
Tharion et al., 2002). De qualquer forma, o impacto do tratamento com
cafeina sobre os tracos de ansiedade em individuos com TDAH tem sido
muito pouco estudado. Os ratos SHR exibem um baixo perfil de
ansiedade no teste do campo aberto quando comparados aos WKY
(Figura 20A) e a ratos de outras linhagens (Ramos, Berton et al., 1997;
Pandolfo, Pamplona et al., 2007). E o tratamento cronico com cafeina de
maneira diferente ao MFD (Vendruscolo, Izidio et al., 2008) ndo alterou
0s comportamentos relacionados a ansiedade em WKY ou em SHR, o
que pode ser uma perspectiva favoravel no tratamento dos prejuizos
cognitivos que afetam portadores do TDAH.

Ha uma concordancia entre as evidéncias obtidas na clinica ou
em modelos animais que a cafeina previne prejuizos de meméria (Cunha
e Agostinho 2010; Ritchie, Carriere et al., 2007; Takahashi, Pamplona
et al., 2008). Os resultados do presente estudo estdo condizentes com
essas evidéncias; os animais da linhagem SHR, que apresentaram um
prejuizo na memoria de reconhecimento espacial de curto-prazo,
melhoraram o desempenho cognitivo ap6s o tratamento crénico com
cafeina [(Figura 19 — atencdo) e (Figura 21 — memoria espacial)].
Embora tanto os receptores A; quanto os receptores A, tenham papel
fundamental no processamento cognitivo (Mihara, Mihara et al., 2007),
a cronicidade do tratamento sugere que a melhora cognitiva dos ratos
SHR pela cafeina esteja mediada preferencialmente pelos receptores
A, Esta hipoOtese estd reforcada pelo fato que a cafeina ou o
ZM241385 (antagonista seletivo A;»), mas ndo o DPCPX (antagonista
seletivo A;), reverte o prejuizo no reconhecimento social de ratos SHR
(Prediger, Fernandes et al., 2005), de ratos com baixos niveis cerebrais
de catecolaminas (Prediger, Da Cunha et al., 2005) e de ratos idosos
(Prediger, Batista et al.,, 2005). Além disso, recentemente foi
demonstrado que o tratamento agudo (Pires, Pamplona et al., 2009) ou
cronico (Pires, Pamplona et al. 2010) com cafeina melhora a
aprendizagem discriminativa de ratos SHR em uma tarefa de
reconhecimento de objetos. E 0 envolvimento dos receptores A,a nos
efeitos positivos do tratamento crénico com cafeina sobre a desatencéo e
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memoria espacial estd fortalecido por estudos prévios. Por exemplo, 0s
dados de Higgins, Grzelak e colaboradores (2007) sugerem que a
cafeina aumenta a atencdo seletiva em ratos normais, preferencialmente
através dos receptores Aa. E camundongos com eliminacdo génica dos
receptores A,a apresentaram uma melhora significativa na memdria de
reconhecimento espacial, avaliada em um labirinto em “Y” (Wang, Ma
et al., 2006).

O papel do sistema dopaminérgico corticoestriatal em regular o
processamento executivo estd bem conhecido. A tarefa utilizada neste
estudo para avaliar a flexibilidade comportamental e a capacidade dos
animais em manter a atencdo (attentional set-shifting) depende tanto do
EST (Floresco, Ghods-Sharifi et al., 2006) quanto do CPF (Floresco,
Magyar et al., 2006). No entanto, a via dopaminérgica mesocortical
também pode modular outras funcdes executivas (Floresco e Magyar,
2006). Por exemplo, o desempenho de animais em tarefas que envolvem
memoria de trabalho pode ser controlado pela atividade dos receptores
Dy, a qual obedece a uma “curva em U invertido”, em que o blogueio ou
a estimulacdo excessiva dos receptores D; no CPF prejudicam o
desempenho nesta tarefa (Zahrt, Taylor et al., 1997; Romanides, Duffy
et al., 1999). De maneira correlata, se os niveis de DA no CPF estdo
baixos a estimulacdo dos receptores D; pode melhorar a memdria de
trabalho (Floresco e Phillips, 2001; Chudasama e Robbins, 2004). Aléem
disso, foi demonstrado que os receptores Dy, D, e D4 da via mesocortical
também participam da tomada de decisdo em ratos (Floresco e Magyar
2006). Em relacdo as regides do EST, os dados mostram que o NAc
core estd envolvido na capacidade dos animais em adquirir e manter
novas estratégias comportamentais enquanto que a porcao shell medeia
a aprendizagem sobre estimulos irrelevantes (Floresco, Ghods-Sharifi et
al., 2006). Em outras palavras, a porcdo core medeia as funcdes
necessarias para completar a tarefa utilizada neste trabalho (attentional
set shifting) enquanto que a porcéo shell estd envolvida nos efeitos
gratificantes da recompensa; de tal modo que a inativacdo da porcdo
shell melhora o desempenho dos animais nesta tarefa (Floresco, Ghods-
Sharifi et al., 2006). Deve ser lembrado que a aquisi¢do e a manutencéo
de novas estratégias comportamentais sdo controladas por uma agédo
cooperativa dos receptores D; e D, (Floresco e Maygar 2006). De
acordo com esse conjunto de evidéncias, os animais SHR, que possuem
baixo desempenho “executivo”, no presente estudo, apresentam
alteracBes na densidade de receptores de DA no EST e no CPF (Figura
22). Os resultados mostram que o0s receptores D; estdo altamente
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expressos em terminais nervosos do EST e do CPF de ratos SHR
(Figura 22A e C); j& os receptores D, estdo presentes em altas
densidades apenas em terminais do CPF, mas ndo em terminais do EST
de ratos SHR (Figura 22B e D). Esses resultados estdo de acordo com as
caracteristicas neurobiolégicas da linhagem SHR descritas previamente
na Introducdo. Apesar da sabida interacdo entre os receptores de DA e
de AD, existem poucos dados sobre a influéncia do tratamento crénico
com cafeina na densidade de receptores de DA durante a adolescéncia.
Nas condi¢bes experimentais do presente estudo, o tratamento com
cafeina ndo alterou a densidade de receptores D; e D, em sinaptossomas
do EST ou do CPF das duas linhagens. Estes resultados sdo similares
aos obtidos por Shi, Nikodijevic e colegas (1993), os quais mostram que
o consumo crénico de cafeina (100 mg/kg/dia) na idade adulta ndo altera
os niveis de receptores D; e D, no EST. Da mesma maneira, outro
estudo mostrou que o tratamento cronico com cafeina ndo modifica o
ndimero ou a afinidade de receptores D,, no EST e no CPF (Powell,
luvone et al., 2001). Contudo, neste estudo foi encontrada uma
diminuicdo no EST, e um aumento no CPF, da densidade de receptores
D;. Assim, 0s prejuizos cognitivos e motores dos ratos SHR podem ser
resultantes de diversas alteracfes no sistema dopaminérgico (densidade
de receptores, DAT e captacdo de DA) e os efeitos benéficos da cafeina
parecem estar mais relacionados com o aumento da disponibilidade de
DA (normalizacdo de DAT e captacdo de DA).

Contudo, deve ainda ser mencionado que, no presente estudo,
0s mesmo animais avaliados nos testes comportamentais foram
utilizados para as analises neuroquimicas. Desta forma, todos os animais
passaram por um periodo de restricdo alimentar durante a adolescéncia
para 0 cumprimento das tarefas comportamentais. A restricdo alimentar
pode induzir alteragdes nos receptores D; e D, do EST (Carr, Tsimberg
et al., 2003; Haberny e Carr, 2005) e, portanto, influenciar nas possiveis
adaptacdes produzidas pelo tratamento com cafeina. Logo, as
conseqliéncias neuroquimicas do tratamento cronico com cafeina
durante a adolescéncia sem a eventual interferéncia da restricdo
alimentar devem ser esclarecidas em experimentos futuros. Além da
densidade de receptores, outros mecanismos, tais como o acoplamento
da proteina G aos receptores da DA e a afinidade destes receptores,
também podem ser influenciados pelo tratamento cronico com cafeina.

Importantes modificacfes sobre a transmissdo dopaminérgica
foram observadas para os niveis de DAT (Figura 23) e para a captacio
de DA (Figura 24) ap6s o tratamento crénico com cafeina.
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Primeiramente, estes dados confirmam estudos prévios (Roessner,
Sagvolden et al.; Russell, 2007) que mostram um aumento na densidade
de DAT e na captacdo de DA, tanto em terminais do EST quanto do
CPF, de ratos SHR em comparacdo a ratos WKY. Os resultados
mostram, de maneira inédita, que o tratamento com cafeina reduziu os
niveis de DAT a captacdo aumentada de DA em ambas as areas
cerebrais avaliadas de ratos SHR, sugerindo uma normalizacdo da
hipofuncdo dopaminérgica corticoestriatal de ratos SHR. Da mesma
forma que ocorre para os receptores de DA, ainda ndo existem
evidéncias de como o tratamento com cafeina durante a adolescéncia
influencia a atividade ou densidade de DAT. Contudo, o DAT, que esta
exclusivamente expresso em neurdnios dopaminérgicos (Ciliax,
Heilman et al., 1995; Kuhar, Vaughan et al., 1998), é um dos principais
reguladores da concentracdo sinaptica de DA (Giros, Jaber et al., 1996).
A captacdo de DA ao terminal pré-sinaptico mediada pelo DAT encerra
as acOes sinapticas da DA em seus receptores, logo a atividade do DAT
determina a intensidade, duracdo e amplitude da transmissdo
dopaminérgica. Diversas proteinas pré-sinapticas como receptores e
segundos mensageiros intracelulares podem controlar a funcdo do DAT
e, consequentemente, a transmissdo dopaminérgica (Meiergerd,
Patterson et al., 1993; Mayfield e Zahniser, 2001; Granas, Ferrer et al.,
2003; Mortensen e Amara, 2003; Bolan, Kivell et al., 2007; Zapata,
Kivell et al., 2007; Mortensen, Larsen et al., 2008). A atividade do DAT
também pode ser regulada por fosforilagdo (Khoshbouei, Sen et al.,
2004); o que pode ser particularmente interessante nos efeitos cronicos
da cafeina, uma vez que a ativacdo dos receptores A,a estimula a
formacgdo de AMPc (Fredholm, Ap et al., 2001).

Os DAT podem ser o0s principais responsaveis pela
hipoatividade dopaminérgica em individuos com TDAH, uma vez que
ndo foram encontradas associacdes entre a enzima limitante da sintese
de DA, TH, e o TDAH (Comings, 1995; Barr, Wigg et al., 2000;
Payton, Holmes et al., 2001). Os resultados do presente estudo
concordam os dados obtidos em humanos, em outras palavras, ndo
foram observadas diferengas na densidade de TH entre os animais
controles das linhagens WKY e SHR (Figura 25). E sob as condi¢des de
tratamento do presente estudo, a cafeina ndo interferiu nos niveis da TH
no EST e no CPF dos ratos de ambas as linhagens. Resultados anteriores
(Leo, Sorrentino et al., 2003) mostraram que os niveis de TH em
neurdnios do mesencéfalo de ratos SHR estdo diminuidos apenas
durante a primeira semana do desenvolvimento pds-natal (PN5 e PN7),
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mas resta saber se essa alteracdo transitoria participa das modificacdes
dopaminérgicas vistas nestes animais. No mesmo sentido, outro trabalho
mostrou gque a expressdo génica e a densidade de TH, tanto no EST
quanto no CPF, de ratos SHR sdo similares as encontradas nos ratos
WKY (Li, Lu et al., 2007). Entretanto, somente um trabalho encontrou
resultados opostos, isto &, preparacbes do EST de ratos SHR
apresentaram uma elevada expressdo da TH em relacdo aos WKY
(Roessner, Sagvolden et al., 2010). De qualquer forma, torna-se
evidente que a neurobiologia do TDAH, mesmo com 0s recentes
avangos, permanece desconhecida, principalmente durante a intensa
maturacdo que o cérebro passa durante a infancia e adolescéncia.
Recentemente foi demonstrado, com o auxilio da ressonancia
magnética nuclear, que a cafeina melhora a memoria de trabalho, em
individuos normais, atuando em diferentes regides do CPF,
especificamente nas porcdes associadas a atencdo (Koppelstaetter,
Poeppel et al.,, 2008). Os dados do presente estudo reforcam a
participacdo dos receptores de AD nas funcBes executivas, uma vez que
0s animais SHR, além de apresentarem uma melhora em resposta ao
tratamento com cafeina, possuem terminais nervosos do CPF com
elevada densidade de receptores A, em comparacao aos animais WKY
(Figura 26). Além disso, o tratamento com cafeina diminuiu
significantemente os niveis de receptores A, no EST de forma seletiva
para a linhagem SHR. A idéia de que os elevados niveis de receptores
A,a no CPF de ratos SHR participem do controle executivo vai de
encontro com evidéncias prévias (Gimenez-Llort, Schiffmann et al.,
2007). Estes autores desenvolveram uma linhagem de ratos que
possuem uma expressdo aumentada de receptores A,a em regides
corticais; estes animais ndo apresentam alteracGes motoras, mas tém um
baixo desempenho em tarefas que necessitam da memaria de trabalho.
Os neurdnios glutamatérgicos piramidais e os interneurdnios
gabaérgicos do CPF sdo fundamentais para a sincronizagdo do
funcionamento executivo (Rao, Williams et al., 2000; Constantinidis e
Goldman-Rakic, 2002). Neste contexto, as evidéncias indicam que a
transmissdo glutamatérgica em fatias do CPF de ratos SHR é mais
responsiva do que de ratos WKY (Russell e Wiggins, 2000; Russell,
2001). E alteragbes na atividade dos receptores NMDA foram
observadas no CPF de ratos SHR (Lehohla, Kellaway et al., 2004;
Lehohla, Russell et al., 2004). Os resultados obtidos no presente
trabalho corroboram essas evidéncias, como observado pela alta
imunoreatividade de um marcador de terminais glutamatérgicos (Figura
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27) no CPF de ratos SHR. Os receptores A,a regulam a transmissdo
excitatdria corticoestriatal (Norenberg, Wirkner et al., 1997; Norenberg,
Wirkner et al., 1998; Gerevich, Wirkner et al., 2002; Wirkner, Gerevich
et al., 2004). Contudo, a interacdo dos receptores de AD com a
modulacdo dos sistemas gabaérgicos e glutamatérgicos no CPF e no
EST, sobretudo nas vias relacionadas ao controle motor, tem sido
amplamente estudada com enfoque na doenca de Parkinson (Ferre,
Ciruela et al., 2007; Cunha, Ferre et al., 2008). Embora os animais SHR
apresentem elevados niveis de receptores A;a no CPF e o tratamento
com cafeina diminua a densidade destes receptores no EST (Figura 26),
os resultados sugerem que ndo existem diferencas significantes na
densidade de receptores A,n em terminais gabaérgicos ou
glutamatérgicos do circuito corticoestriatal entre as duas linhagens
(Figura 27).

Contudo, os receptores A;a podem orquestrar a transmissao
sinaptica de diversas maneiras, inclusive pela formacdo de dimeros com
outros receptores (Carriba, Ortiz et al., 2007; Fuxe, Marcellino et al.,
2008). Como discutido anteriormente, a co-localiza¢do dos receptores
Ayp-D; estd aumentada no EST (Fink, Weaver et al., 1992) e tem sido
frequentemente relacionada ndo s6 com aspectos motores, mas também
motivacionais (Ferre, Diamond et al., 2007; Worden, Shahriari et al.,
2009). Os dados do presente trabalho mostram que os receptores Aza
estdo co-localizados com os DAT em terminais pré-sinapticos do EST e
do CPF nas duas linhagens (Figura 28). Em concordancia com os altos
niveis de receptores A,a no EST, o percentual de co-localizacGes Aza-
DAT foi maior no EST do que no CPF. Além disso, foi claramente
observado, no EST, que os animais SHR apresentam menos receptores
A, co-localizados com DAT em comparacdo aos animais WKY. Estes
resultados sugerem que os receptores A,a podem controlar diretamente
a transmissdo dopaminérgica por co-existirem com os DAT. Se esta
premissa for verdadeira, algumas especula¢Ges podem ser feitas. Por
exemplo, o caso de uma interacdo antagonica entre A,a-DAT explicaria
a co-localizacdo diminuida no EST dos SHR em comparacdo aos WKY;
Ou seja, 0s receptores A,a, estando menos co-localizados com os DAT,
exerceriam um menor controle inibitério sobre os DAT, aumentando a
captacdo de DA e favorecendo assim a hipoatividade dopaminérgica.
Porém, isso ndo explicaria os efeitos farmacol6gicos da cafeina, ou seja,
0 antagonismo dos receptores A,a estaria retirando o controle inibitério
destes receptores sobre os DAT, aumentando a captacdo de DA. Mas,
mesmo as conhecidas interacdes antagbnicas A,a-D, podem se tornar
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sinérgicas em situacdes especificas, como no uso repetido de cocaina
(ver em Ferré, Quiroz et al., 2008). Portanto, primeiramente outras
técnicas moleculares precisam ser empregadas para saber como ocorre a
possivel interacdo A,a-DAT; p. ex, utilizando abordagens de
transferéncia de energia por ressonancia de bioluminescéncia ou de
fluorescéncia para observar se essas proteinas estdo fisicamente ligadas.
Obviamente, os resultados que mostram uma menor co-localizacdo de
A,a-DAT induzem a pensar que esta interacdo pode ter papel crucial nos
desajustes comportamentais observados na linhagem SHR e nos
individuos com TDAH.

Neste contexto, 0 avanco cientifico tem mostrado que o TDAH
possui uma etiologia muito complexa, que vai muito além da hipofuncéo
dopaminérgica. Recentemente, a busca por genes candidatos tem
identificado importantes associac¢des entre polimorfismos na SNAP-25 e
a susceptibilidade ao TDAH (Zhang, Zhu et al. 2010; Gizer, Ficks et al.,
2009). A SNAP-25 é uma proteina de membrana, localizada na pré-
sinapse, que controla a exocitose de neurotransmissores; de modo que a
expressdo alterada de SNAP-25 pode prejudicar a funcdo neuronal
(Horikawa, Saisu et al., 1993; Sollner, Bennett et al., 1993; Sollner,
Whiteheart et al., 1993). Na verdade, as primeiras evidéncias da SNAP-
25 no TDAH surgiram com os camundongos mutantes coloboma, os
quais exibem o fendtipo de hiperatividade e uma expressao de SNAP-25
diminuida, em aproximadamente 50%, por todo o SNC (Hess, Collins et
al., 1996). A SNAP-25 parece ter um papel fundamental na
manifestagdo da hiperatividade, uma vez que o restabelecimento dos
niveis de SNAP-25 resulta na normalizacdo da atividade motora (Hess,
Collins et al., 1996). Nas condi¢bes do presente estudo, nenhuma
diferenca na densidade de SNAP-25 foi observada em funcdo do
tratamento com cafeina ou entre as linhagens WKY e SHR nas duas
estruturas (Figura 29A e C). Estes resultados estdo em desacordo nédo
somente com as evidéncias em humanos, mas também a um recente
trabalho mostrando que os animais SHR apresentam uma expressdo
reduzida da SNAP-25 no CPF (Li, Wong et al., 2009). Além disso, a
sinaptofisina esta situada na membrana das vesiculas sinapticas e pode,
desta forma, participar do funcionamento sinaptico, controlando o
contetdo de neurotransmissor dentro das vesiculas (Valtorta, Pennuto et
al., 2004). Embora existam poucas evidéncias mostrando uma
associacdo da sinaptofisina e 0 TDAH, pelo menos um trabalho mostrou
que 0 gene desta proteina pode contribuir para a hereditariedade do
TDAH (Brookes, Knight et al., 2005). Acredita-se que os niveis de
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sinaptofisina no CPF, e também no hipocampo, estejam relacionados
com prejuizos na memdria de reconhecimento espacial (Prediger,
Franco et al., 2007). Contudo, neste estudo, parece que 0 baixo
desempenho cognitivo dos ratos SHR ndo estd relacionado com a
densidade de sinaptofisina no EST ou no CPF (Figura 29B e D).
Novamente, a restricdo alimentar pode ser uma limitagdo na
interpretacdo dos resultados obtidos também para SNAP-25 e
sinaptofisina. Foi demonstrado que a restricdo alimentar, mesmo durante
a idade adulta, pode aumentar os niveis e a taxa de renovacdo da
sinaptofisina no cortex cerebral (Loncarevic-Vasiljkovic, Pesic et al.,
2009). Além disso, acredite-se que a restricdo alimentar pode estimular a
formacdo de novos neurbnios e aumentar a plasticidade sinaptica
(Mattson, 2000; Fontan-Lozano, Lopez-Lluch et al., 2008).

Conforme foi apresentado na Introdugdo, os receptores CB1
estdo vinculados a uma série de mecanismos transducionais e tornam-se,
desta forma, decisivos na modulacdo da funcdo sinaptica. Estes
receptores estdo localizados na pré-sinapse e, de maneira geral, a sua
ativacdo inibe a transmissao sinaptica de diferentes sistemas, tais como
0 gabaérgico e o glutamatérgico (Kofalvi, Rodrigues et al., 2005).
Assim, o0 sistema canabindide controla varias funces comportamentais,
incluindo a ingestdo de alimentos (Di Marzo e Matias, 2005),
nocicepcao (Cravatt e Lichtman, 2004), bem como efeitos motivacionais
de drogas de abuso (De Vries e Schoffelmeer, 2005; Pandolfo,
Vendruscolo et al., 2009). O sistema canabindide tem sido
extensivamente estudado em processos mnemonicos de aquisicao,
consolidacdo e extincdo (Marsicano, Wotjak et al., 2002; Riedel e
Davies, 2005; Takahashi, Pamplona et al., 2005; Pamplona, Prediger et
al., 2006; Pamplona e Takahashi, 2006; Robinson, Goonawardena et al.,
2007). Recentemente, houve um aumento no interesse do sistema
canabindide sobre as funcBes executivas, incluindo atencdo e
flexibilidade comportamental (Pattij, Wiskerke et al., 2008). Em relacéo
a atencdo, a administracdo aguda (Arguello e Jentsch, 2004) ou cronica
(Verrico, Jentsch et al., 2004) de agonistas canabindides prejudica o
desempenho em tarefas que exigem atencdo visual. Analogamente, o
antagonismo dos receptores CB; pode melhorar a atengdo dos animais
(Pattij, Janssen et al., 2007). No mesmo sentido, os resultados do
presente estudo mostram pela primeira vez que os animais SHR
possuem uma densidade aumentada de receptores CB; no CPF em
relacdo aos animais WKY (Figura 30), sugerindo que um
funcionamento exagerado dos receptores CB; pode estar relacionado
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com prejuizos na atencdo. Isto esta reforcado pelo fato de que os
animais SHR tratados cronicamente com cafeina ndo tiveram prejuizos
na atencdo avaliada pelo attentional set-shifting e os niveis de receptores
CB; no CPF foram normalizados apds o tratamento. Possivelmente, nos
proximos anos, a investigacdo dos receptores CB; no TDAH atraira
mais esforcos; até 0 momento, apenas um trabalho encontrou variagdes
do gene para receptores CB; em pacientes com TDAH (Onaivi, 2009).
Deve ainda ser lembrado que os receptores A,a estdo presentes em altas
densidades no EST e podem formar dimeros com os receptores CB; ou
D, (Carriba, Ortiz et al., 2007; Ferre, Quiroz et al., 2008).

A impulsividade ¢ um fendmeno comportamental caracterizado
por uma predisposicao para reacdes rapidas e nao planejadas, tornando-
se patoldgica em individuos com TDAH ou com dependéncia as drogas.
A coeréncia de que a impulsividade participa destes transtornos pode ser
vista em termos neuroanatémicos e farmacoldgicos. O CPF e 0 EST sédo
as principais estruturas responsaveis pelo comportamento impulsivo
(Winstanley, Theobald et al., 2006). O sistema dopaminérgico tem papel
fundamental na impulsividade, de tal modo que drogas como o MFD ou
agonistas dopaminérgicos podem diminuir o descontrole impulsivo (Van
Gaalen, Van Koten et al., 2006). Além disso, as evidéncias sugerem que
0s receptores de AD também estdo envolvidos no comportamento
impulsivo, provavelmente pela interacdo com os receptores de DA, uma
vez que o tratamento com cafeina diminui a impulsividade de animais
testados em gaiolas de condicionamento operante (Barbelivien, Billy et
al., 2008; Diller, Saunders et al., 2008).

Os resultados da Figura 31 confirmam os tracos impulsivos da
linhagem SHR, uma vez que a preferéncia a recompensa maior caiu de
aproximadamente 80% (B) para 25% (C) quando um atraso de 15
segundos foi introduzido antes da entrega da recompensa maior. Além
disso, as doses agudas de cafeina testadas no presente estudo (2 e 5
mg/kg, i.p.) ndo modificaram o percentual de escolhas a recompensa
maior (Figura 31D), sugerindo que a cafeina, nestas doses, ndo alteram a
escolha impulsiva em animais SHR. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos citados anteriormente (Barbelivien, Billy et al., 2008;
Diller, Saunders et al., 2008), os quais também mostram que doses
inferiores a 10 m/kg ndo alteram o comportamento impulsivo. Assim,
uma potencial contribuicdo para o estudo da impulsividade pode estar
nos efeitos da associacdo de baixas doses de cafeina com MFD; ou
ainda, em experimentos que avaliem os efeitos do tratamento crénico
com cafeina durante o periodo da adolescéncia, dada a normalizagdo da
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densidade de DAT e da captacdo de DA vistas, pela primeira vez, no
presente estudo. Deve ser mencionado que a impulsividade pode ser
mensurada em uma variedade de testes (Evenden, 1999). No presente
estudo, a medida impulsiva avaliada pode ser usada tanto em humanos
como em roedores e se refere a capacidade dos animais em manter o
“autocontrole” perante a entrega de uma recompensa demorada.

A participacdo do sistema canabinoide sobre a impulsividade
tem sido confirmada por achados clinicos, em individuos saudaveis, o
A®’-THC pode prejudicar diferentes formas do comportamento impulsivo
(Mcdonald, Schleifer et al., 2003; Ramaekers, Kauert et al., 2006). Da
mesma forma, a administracdo do agonista CB1 WIN prejudicou o
“autocontrole” dos animais SHR, como indicado pela diminui¢do no
percentual de escolhas a recompensa maior e demorada (Figura 31D),
sugerindo um aumento deste traco impulsivo. Ja o antagonista CB1 AM
na dose de 0,25 mg/kg ndo modificou a impulsividade dos animais SHR.
Embora a administracdo de cafeina também ndo tenha alterado o perfil
impulsivo dos SHR, ela foi capaz de impedir o aumento da
impulsividade induzido pelo WIN. Este efeito pode ser particularmente
interessante na relacdo entre o TDAH e dependéncia de drogas.
Considerando que os derivados canabindides podem agravar o0s
sintomas do TDAH (Fergusson e Boden, 2008) e o aumento da
impulsividade pode constituir um fator de risco para 0 consumo
descontrolado de drogas, os efeitos da cafeina sdo promissores no
sentido de impedir a formagdo deste ciclo vicioso.

Assim como o TDAH, a dependéncia as drogas esta
caracterizada pelo desequilibrio de sistemas neurais envolvidos na
motivacdo (Koob e Nestler, 1997; Robinson e Berridge, 2000) e no
controle executivo sobre o comportamento relacionado a recompensa
(Jentsch e Taylor, 1999). Em termos moleculares, o gene que codifica o
DAT possui um polimorfismo que tem sido repetidamente associado ao
TDAH (Gill, Daly et al., 1997; Swanson, Flodman et al., 2000; Roman,
Schmitz et al., 2001; Cornish, Manly et al., 2005) e, recentemente, com
0 abuso de cocaina e tabaco (Guindalini, Howard et al., 2006; Stapleton,
Sutherland et al., 2007). Contudo, os derivados canabindides ocupam o
primeiro lugar no consumo de drogas ilicitas. Apesar desta preferéncia
por canabinoides ser indiscutivel em humanos, a aversdo tem sido
observada como o efeito predominante de canabindides em modelos
animais. Por exemplo, o0s canabindides ndo produzem auto-
administracdo (Leite e Carlini, 1974; Mansbach, Nicholson et al., 1994),
aumentam o limiar de auto-estimulagdo intracranial (Vlachou, Nomikos
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et al., 2005) e induzem aversdo condicionada ao lugar (Mcgregor,
Issakidis et al., 1996) em roedores. Os resultados do presente estudo
fornecem novas evidéncias que um agonista canabindide pode produzir
respostas opostas em ratos SHR e Wistar, mesmo sob condicdes
experimentais idénticas. Em ratos da linhagem Wistar, considerados
como uma populacdo “normal” uma vez que os individuos sédo
geneticamente diferentes entre si, 0 agonista CB; WIN produziu aversdo
ao lugar. Em contraste, na linhagem SHR, o WIN produziu efeitos
reforgadores, como indicado pelo aumento da PCL (Figura 32A). Além
disso, os dados sugerem que tanto o efeito aversivo como o reforgador
do WIN estdo mediados pelos receptores CB1, pois o tratamento prévio
com AM251, um antagonista seletivo dos receptores CB1, preveniu a
aquisicdo ou a aversdo da PCL (Figura 32B e C). O conjunto de
resultados sugere que a alta densidade dos receptores modulatérios CB1
e A2A no CPF, aliada ao aumento da impulsividade induzido pelo WIN,
e a falta de controle executivo sobre os aspectos motivacionais dos ratos
SHR aumentam a sensibilidade aos efeitos reforcadores de canabinoides
e, possivelmente de outras drogas.

Outra limitacdo que deve ser questionada se refere a possivel
interferéncia da hipertensdo nos comportamentos exibidos pelos animais
SHR. Os resultados do presente estudo indicam uma dissociacao entre
os efeitos comportamentais do WIN e a pressdo arterial (Figura 33).
Primeiro, os dados confirmam que os ratos SHR adolescentes ainda ndo
desenvolveram hipertensdo, como indicado pela pressdo arterial média
similar aos animais normotensos Wistar. Segundo, como esperado, 0s
ratos SHR adultos possuem uma elevada pressdo arterial média em
relacdo aos adolescentes ou aos ratos Wistar nas duas faixas etarias.
Terceiro, a administracdo de WIN na dose que produziu PCL (0,25
mg/Kkg; i.p.) em ratos SHR ndo alterou a pressao arterial destes animais.
Somente uma dose de WIN 5 vezes maior (1,25 mg/kg; i.p.) causou um
efeito hipotensivo nos animais SHR adultos. Entretanto, a influéncia da
pressao arterial sobre os efeitos comportamentais do WIN ndo pode ser
completamente descartada porque estudos anteriores mostraram que 0s
canabindides possuem claros efeitos cardiovasculares em ratos
normotensos e em SHR (Lake, Compton et al., 1997; Batkai, Pacher et
al., 2004; Wheal, Bennett et al., 2007). Além disso, embora se acredite
que a hipertensdo seja um efeito adverso da cafeina (Daly, 2007; Riksen,
Rongen et al., 2009), dados anteriores mostraram que o tratamento
cronico durante a adolescéncia ndo altera a pressdo arterial em ratos
SHR (Pires, Pamplona et al., 2010). Contudo, estes resultados e os do
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presente estudo foram obtidos em animais anestesiados e, portanto, mais
estudos utilizando animais conscientes sdo necessarios para dissociar as
respostas comportamentais dos ratos SHR da hipertensdo. Obviamente,
uma proposta adequada para o estudo do TDAH em ratos SHR pode ser
a utilizacdo dos animais durante o periodo da infancia e adolescéncia;
ndo somente por eliminar o fator da hipertensdo, mas também pela
incidéncia do transtorno ser maior neste periodo da vida.

Alguns pesquisadores defendem, algumas vezes de forma
especulativa, que a cafeina induz dependéncia (Holtzman, 1990; Cspi,
2005). Contudo, o consumo de cafeina ndo cumpre os critérios do DSM
IV-TR para dependéncia (Satel, 2006). Além disso, a exposicao diaria a
cafeina desenvolve tolerancia a efeitos como o aumento da ansiedade e a
agitacdo, cujas bases moleculares desta tolerdncia foram discutidas
anteriormente. Entretanto, os resultados da Figura 34A mostram que o
condicionamento com cafeina, apenas na dose de 5 mg/kg (i.p.), induziu
PCL em animais SHR. Na sessdo de condicionamento da PCL, o0s
animais receberam um total de 4 administracdes de cafeina, uma a cada
dois dias. Assim, os efeitos reforcadores da cafeina nesta dose podem
estar relacionados com a falta de tolerancia farmacoldgica frente as
caracteristicas dos animais SHR, tais como comportamento de risco,
impulsividade e pela busca a novidade.

Na verdade, a ativagdo ou o antagonismo dos receptores de AD
estdo relacionados com diferentes aspectos da dependéncia as drogas,
incluindo a motivagdo, emocionalidade e efeitos de retirada (Hack e
Christie, 2003; Prediger, Batista et al., 2004; Prediger, Da Silva et al.,
2006). O uso repetido de drogas causa diversas adapta¢Ges nos sistemas
de transmisséo, preferencialmente nas vias dopaminérgicas do EST e do
CPF. Por exemplo, tem sido constantemente observado que drogas
podem causar adaptacdes a longo-prazo na regulacdo da sinalizagdo
celular mediada pelo AMPc. A importancia dos receptores de AD em
modular esta sinalizacdo, aliada a interagdo direta com 0s receptores e
transportadores (Figura 28) de DA, os tornam alvos promissores para
controlar ou tratar a dependéncia as drogas. Em relacdo ao canabindides,
Soria, Castane e colaboradores (2004) relataram que camundongos com
eliminagdo génica dos receptores A,a S80 menos sensiveis aos efeitos
reforcadores e aversivos de canabindides e apresentam menos
manifestacdes sométicas produzidas pela retirada do A°-THC. Da
mesma maneira, 0 tratamento prévio com cafeina, em doses que
produziram ou ndo efeitos reforcadores por si, impediram a aquisicdo de
PCL produzida pelo WIN em ratos SHR (Figura 34). E os efeitos
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reforcadores do WIN nos ratos SHR foram prevenidos por um
antagonista A,a, Mmas ndo por um antagonista Ay; sugerindo que, nestas
condi¢bes, as propriedades reforcadoras de canabindides estdo
relacionadas aos receptores A;a. Em combinacdo, os resultados
mostram que além do antagonismo Aa, a ativacdo dos receptores D,
impede a aquisicdo de PCL induzida pelo WIN. A modulacdo
cooperativa entre 0s receptores Apa-D, sobre as propriedades
reforcadoras do WIN foi comprovada pela associagdo de um antagonista
A,a com agonista D,, cujas doses eram ineficazes por si, em prevenir a
aquisicdo de PCL induzida pelo WIN (Figura 35). Com base nestes
resultados e nas interagdes em termos de sinalizacdo intracelular
compartilhadas pelos receptores A2A, 9, D, e CB; (Yao, Fan et al.,
2003), os antagonistas A,a, como a cafeina, podem atenuar de forma
intrigante diversos problemas relacionados com a dependéncia as
drogas. Por Gltimo, e baseado na normalizacdo da densidade de DAT e
captacdo de DAT causada pelo tratamento crbnico com cafeina em
SHR, o tratamento durante a adolescéncia foi capaz de prevenir a PCL
induzida pelo WIN em ratos SHR (Figura 36).

Em conclusdo, os resultados do presente estudo fornecem novas
evidéncias do potencial terapéutico da cafeina no TDAH e na relacédo
deste transtorno com o abuso de drogas. Primeiro, o tratamento cronico
com cafeina durante a adolescéncia preveniu os prejuizos de atencdo e
de memoria modelados pela linhagem SHR. Estes prejuizos parecem
estar associados com uma hipofuncdo dopaminérgica, resultante de uma
alta densidade de DAT e de captacdo de DA, a qual é normalizada pelo
tratamento crénico com cafeina. Os resultados indicam ainda que a
densidade aumentada de receptores A;a € CBy no CPF contribui para as
caracteristicas comportamentais observadas em ratos SHR. Além disso,
0s resultados sugerem que 0s receptores A,a podem controlar
diretamente a disponibilidade sindptica de DA por co-existirem com 0s
DAT. Segundo, a administracdo de um agonista canabindide em ratos
SHR induz efeitos reforcadores e aumenta a impulsividade, os quais sdo
impedidos pela administracdo prévia de cafeina ou de um antagonista
seletivo Aza. Os resultados do presente estudo encorajam estudos
adicionais para investigar o valor terapéutico da cafeina em pacientes
com TDAH, tanto do ponto de vista cognitivo quanto da modulagédo do
controle executivo sobre os comportamentos relacionados ao abuso de
drogas.
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Apéndice |

Sinaptofisina (%)

A Figura | mostra que os sinaptossomas utilizados neste estudo
eram predominantemente pré-sinapticos, como confirmado pela alta
imunoreatividade de um marcador de terminais pré-sinaptico (SNAP-
25) e pela baixa imunoreatividade de marcadores pos-sindptico (PSD-
95) e de células gliais (GFAP) em laminulas contendo sinaptofisina.

A Estriado B Cortex pré-frontal

WKY - Controle
WKY - Cafeina
SHR - Controle
SHR - Veiculo

N N
N N
NORO

504

Sinaptofisina (%)

Figura I. Quantificagdo imunocitoquimica da densidade de SNAP-25, PSD-95
e GFAP em sinaptossomas do EST (A) e CPF (B) de ratos WKY e SHR
tratados cronicamente com salina ou cafeina (2 mg/kg, i.p., durante 21 dias,
duas vezes ao dia). As barras representam a média = E.P.M. de 2-3 animais por
grupo e foram separadas de acordo com o tratamento e linhagem. SNAP-25:
Proteina de 25 kDa associada a sinaptossoma; PSD-95: Proteina pés-sinaptica
de densidade 95 kDa; GFAP: Proteina glial fibrilar acida

Tabela I. Imunoreatividade dos anticorpos secundarios utilizados na técnica de
imunocitoguimica em terminais nervosos purificados.

Alexa 488 Alexa 594 Co-localizacéo
(verde) (vermelho) (Amarelo)
WKY controle 0 0 <0,01%
WKY cafeina 0 0 <0,01%
SHR controle 0 0 <0,01%
SHR cafeina 0 0 <0,01%
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Apéndice 11

Tabela Il. Os dados (média £ E.P.M.) foram obtidos em sinaptossomas néo
purificados de ratos WKY e SHR, tratados com salina ou cafeina durante a
adolescéncia, e representam a diferenca entre a quantidade total de DA captada
pelos sinaptossomas e o componente inespecifico da captacdo de [3H]DA,
determinado pela presenca do inibidor dos transportadores de dopamina

(GBR12783, 1uM).

Estrutura Grupo CPM-A*

CPM-B* DPM*

EST WKY controle 10465 + 837
WKY cafeina 12035 +1204
SHR controle 19570 + 2348#
SHR cafeina 14965 + 2095

CPF WKY controle 616 + 99§
WKY cafeina 549 + 55§
SHR controle 1201 + 1448#

SHR cafeina 881 + 1238

9869 + 789 18332 + 1467
11349 £1135 21082 +2108
18456 £ 2215 34281+ 4114#
14112 £1976 26215 + 3675
581 + 93§ 1078 +£ 173§
517 + 528 359 + 968
1132 + 1358# 2102 + 2528#

830 £ 1168 1542 + 216§

EST: estriado; CPF: cértex pré-frontal; CPM: contagem por minuto; DPM:
desintegrac6es por minuto. #p<0,05 em comparacdo ao grupo WKY controle da
mesma estrutura. 8p<0,05 em comparagdo com o respectivo grupo do EST.

N=3-4 por grupo.
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Apéndice 111

Parte dos resultados desta tese estd publicada em periddico
cientifico internacional:
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Abstract

Rationale Cannabis preparations are the most widely
consumed illicit drugs, and their use typically begins in
adolescence. The prevalence of cannabis abuse is higher in
patients with attention deficit/hyperactivity disorder
(ADHD) than in the general population, yet, knowledge
about the motivational properties of cannabinoids in animal
models of ADHD are lacking.

Objective To compare the motivational effects of the
synthetic cannabinoid agonist WINS55,212-2 (WIN) in
adolescent and adult spontaneously hypertensive rats
(SHR), a validated animal model of ADHD, and Wistar
rats, representing a “normal” genetically heterogeneous
population. We also asked whether the effects of WIN
depended (1) on the activation of the cerebral subtype of
cannabinoid receptors, namely, the CB, cannabinoid recep-
tor and (2) on putative changes by WIN in blood pressure.
Methods WIN was tested under an unbiased conditioned
place preference (CPP) paradigm. Blood pressure after WIN
administration was also monitored in additional groups of rats.
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Results Tn the Wistar rats, WIN produced place aversion only in
the adult but not adolescent rats. In contrast, WIN produced CPP
in both adolescent and adult SHR rats. The behavioral effects of
WIN were CB;-mediated and not related to blood pressure.
Conclusion The contrasting effects of WIN in Wistar and
SHR, and the higher resistance of adolescent rats to the
aversive and rewarding effects of WIN in these two strains
suggests that both adolescence and the ADHD-like profile
exhibited by the SHR strain constitute factors that influence
the motivational properties of cannabinoids.

Keywords Attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD) - Drug addiction - Adolescence -
Cannabinoid system - Dopamine - Reward - Aversion -
Conditioned place preference - Inbred strain -
Spontaneously hypertensive rat (SHR)

Introduction

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is the most
commonly diagnosed psychiatric disorder in children, yet
its primary symptoms of hyperactivity, inattention and
impulsivity (Taylor 1998; Himelstein et al. 2000) can
persist into adolescence and adulthood (Biederman et al.
1994). Moreover, comorbidity in ADHD is very common
with other psychiatric disorders, such as drug addiction.
Notably, marijuana (Cannabis sativa) is the most popular
illicit drug used by ADHD patients (Crowley et al. 1998;
Biederman et al. 2006). It has been hypothesized that
hypofunctionality of the mesolimbic dopamine system in
ADHD results in an altered reinforcement of behavior and
in an inadequate extinction of a previously reinforced
behavior (Sagvolden ct al. 2005). The presence of these
characteristics may contribute to the earlier onset and the
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higher prevalence of drug abuse observed in ADHD
patients compared to the normal population (Crowley et
al. 1998; Biederman ct al. 2006). Nonctheless, the
biological mechanisms underlying the comorbidity between
ADHD and drug abuse is largely unknown duc in part to
the lack of appropriate animal models.

One of the most validated animal models of ADHD is
the spontaneously hypertensive rat (SHR). This strain is
derived from the Wistar Kyoto (WKY) rat strain (Okamoto
and Aoki 1963), and as reviewed by Sagvolden (2000), the
SHR presents good face, construct, and predictive validity.
Accordingly, SHR rats display hyperactivity, impulsivity,
novelty seeking, and sustained attention deficits in com-
parison with their normotensive controls, the WKY rats
(Davids et al. 2003; Russell et al. 2005; Sagvolden et al.
2005). Moreover, the SHR strain has been proposed to be
potentially useful for the study of the relationship between
ADHD and drug addiction (Vendruscolo et al. 2009) as
these rats show increased sensitivity to psychostimulants
(Pamplona et al. 2007) and opioids (Hoffimann et al. 1998)
and exhibit greater ethanol consumption (Da Silva et al.
2005) than other rat strains. Furthermore, we have reported
that an acute dose of the cannabinoid agonist WIN55,212-2
(WIN) promoted locomotor stimulation in adolescent SHR,
but not in adult SHR and Wistar rats of any age (Pandolfo
et al. 2007). This latter finding suggests that sensitivity to
cannabinoids may depend on the age and strain of rats
tested.

Despite the well-known abuse liability of cannabinoids
in humans, controversial data concerning the discrimination
of addictive properties in experimental animals have been
reported. For example, cannabinoid agonists induce either
aversive (Parker and Gillies 1995; McGregor et al. 1996;
Sanudo-Pena et al. 1997) or rewarding (Lepore et al. 1995;
Braida et al. 2004) effects in the conditioned place
preference (CPP) paradigm. Similarly, discrepant findings
have been reported regarding the hedonic effects of
cannabinoids in intracranial self-stimulation (Gardner et
al. 1988; Vlachou et al. 2007) and self-administration
(Takahashi and Singer 1979; Martellotta et al. 1998; Fattore
et al. 2001; Tanda et al. 2000; Deiana et al. 2007; Zangen et
al. 2006) procedures.

In view of the limited number of studies concerning
ADHD and cannabinoid addiction in humans and the lack
of studies directly examining the motivational properties of
cannabinoids in animal models of ADHD, the objective of
this study was to compare the motivational properties of the
cannabinoid receptor agonist WIN in adolescent and adult
SHR rats using the CPP paradigm (Tzschentke 2007). It is
particularly important to study drug abuse in adolescent
subjects because of the tight interactions between the
dopaminergic and the endocannabinoid systems in the
maturating  brain (Maharajan et al. 2001; Crews et al.
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2007; Kofalvi and Fritzsche 2008), and because human
drug consumption often starts before adulthood (Crowley et
al. 1998; Spear 2000). The involvement of CB, receptors
and the influence of blood pressure on the effects of WIN
were also investigated. Furthermore, given the controversial
data regarding the effects of cannabinoid in animal models,
rats of the widely used Wistar strain, representing a
“normal™ genetically heterogeneous population, were cho-
sen as controls in all tests, as previously reported (Pandolfo
et al. 2007).

Materials and methods
Subjects

Adolescent and adult male outbred Wistar and inbred SHR
rats (n=7-10 for cach age and strain) bred in our own
facilities were used. Rats were considered adolescent
between post-natal days 28 and 45 (Spear and Brake
1983) and adult between post-natal days 90-110. The
average (+S.E.M.) weight of the animals was 53+2 and
310+5 g for adolescent and adult SHR rats, and 124+2 and
369+8 g for adolescent and adult Wistar rats, respectively.
The animals were housed in groups of four or five per cage
and were maintained in a room under controlled tempera-
ture (22+2°C) on a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00
am), with free access to food and water. All procedures
used in the present study complied with the guidelines on
animal carc of the UFSC Ethics Committce on the Use of
Animals, which follows the principles of laboratory animal
care of the National Institute of Health (NIH).

Drugs

WIN 55,212-2 [R-(+)~(2,3-dihydro-5-methyl-3-[is methyl]
pyrrol [1,2,3-de-]-1,4-benzoxazin-6-yl)(1-naphthalenyl)
methanone mesylate] and the cannabinoid antagonist AM
251 [N-(piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichloro-
phenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide] were pur-
chased from Tocris. The drugs were dissolved in saline
(NaCl, 0.9%) with 10% dimethylsulfoxide plus 0.1%
Tween 80, and administered intraperitoneally (i.p.) in a
volume of 0.2 ml/100 g of body weight. The control
solution consisted of the drug vehicle.

Conditioned place preference

The motivational properties of WIN were evaluated using
an unbiased conditioned place preference (CPP) paradigm
(Tzschentke 2007). CPP was tested in four identical
rectangular wooden boxes covered with Formica. Each of
the CPP boxes consisted of three different compartments
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separated by guillotine doors. The two conditioning
compartments (30x25x40 cm) had different tactile and
visual cues: one compartment was black with a smooth
wooden floor and the other was black with vertical white
stripes and aluminum floor. The central “neutral” compart-
ment (15x25x40 cm) was gray with a smooth wooden
floor and had openings (1010 cm) that gave access to any
of the two other compartments. The test was conducted
under low-light conditions (10 Ix). The behavior of each
animal was recorded via a video camera positioned above
the boxes and monitored in an adjacent room via a closed-
circuit TV camera. The experimenter was unaware of the
drug treatment of the animals during behavioral evaluation.
The apparatus was cleaned with a 70% ethanol solution and
then dried with a paper towel after each trial.

The CPP protocol consisted of a schedule of 11 days
divided into three different phases: pre-conditioning, condi-
tioning, and post-conditioning. In the pre-conditioning phase
(the first 2 days), the rats were allowed to freely explore the
three compartments for 15 min cach day. The time spent by
the animal (with all four paws) in ecach of the three
compartments on the second day was recorded.

The conditioning phase consisted of eight 25-min
sessions, one per day. Immediately after i.p. administration
of WIN (0.125, 0.25, 1.25 or 2.5 mg/kg), the rats were
confined in one compartment and, on alternate days,
received vehicle and were then confined in the opposite
compartment. The control group received vehicle before
conditioning in each compartment. For the experiment with
the CB; antagonist, another group of rats was given AM
251 (0.25 or 1.25 mg/kg, ip.) or vehicle 20 min before
conditioning with WIN or vehicle. Drug doses were
selected based on our previous studies (Pamplona et al.
2006; Pandolfo et al. 2007).

In the post-conditioning phase, each animal was placed
in the neutral compartment and had free access to all three
compartments. The time spent in each compartment was
recorded for 15 min.

Blood pressure

In an additional group of Wistar and SHR rats, the arterial
blood pressure (BP) (mmHg) was measured after ip.
injection of WIN (0.125-2.5 mg/kg) or vehicle, as
previously described (Ramos et al. 2002). Under anesthesia
with ketamine and xylazine (90 and 15 mg/kg, respective-
ly), a heparinized PE20 polyethylene catheter was inserted
into the right carotid artery for recording of systolic and
diastolic arterial pressure. To prevent clotting, an i.p. dose
of heparin (300 IU) was injected 10 min before the
ketamine/xylazine injection. Animals were allowed to
breathe spontaneously via a tracheal cannula and body
temperature (maintained at 37+1°C) was monitored by a
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rectal thermometer. After the surgical procedure, a period of
5 min was allowed for stabilization and immediately after
the i.p. administration of saline or WIN, the systolic and
diastolic arterial BP were recorded for 30 min. BP data
were recorded with a catheter pressure transducer
(Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Huston, Texas,
USA) coupled to a Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty
Ltd., Castle Hill, Australia). At the end of the
experiment, animals were sacrificed with a pentobarbital
overdose.

Statistical analysis

All results are expressed as means and S.E.M. For the CPP
data, the statistical analysis of results for the cannabinoid
agonist WIN was carried out using a three-way ANOVA
(age, treatment, and strain) on the percentage of time spent
in the drug compartment during the post-conditioning test
according to the following formula: time in the drug-paired
compartment/(time in the drug-paired compartment+time
in the saline-paired compartment)x100. The data for the
antagonism with AM 251 were analyzed by a one-way
ANOVA with treatment as the independent variable. For
blood pressure data, analyses were carried out using a
three-way ANOVA (age, treatment, and strain). Following
significant ANOVAs, multiple post-hoc comparisons were
performed using the Duncan’s test. The accepted level of
significance for all tests was P<0.05. The analyses were
performed using the Statistica® software package (StatSoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

Results
Conditioned place preference

The results regarding the effects of the cannabinoid agonist
WIN (0.125, 0.25, 1.25, or 2.5 mg/kg) in adolescent and
adult SHR and Wistar rats tested in the CPP test are shown
in Fig. 1. The three-way ANOVA revealed a significant
overall effect of strain [F(1,153)=14.47, P<0.01], but not
of treatment [F(4,153)=2.26, P=0.06] and age [F(1,153)=
3.60, P=0.06] for the percentage of time spent in the drug-
paired compartment. A significant interaction between age
vs. treatment vs. strain [F(4,153)=3.87, P<0.01] was
detected. The post-hoc comparisons indicated that vehicle-
treated SHR and Wistar rats did not differ in terms of place
preference (regardless of age). However, the highest tested
dose of WIN (2.5 mg/kg) induced a significant CPP in SHR
adolescents, whereas the dose of 0.25 mg/kg produced a
significant CPP in SHR adults, compared to their respective
control groups (P<0.05). Moreover, a significant place
aversion at doses of 0.25, 1.25, and 2.5 mgkg was
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Fig. 1 Effects of treatment with the cannabinoid receptor agonist
WIN (0.125, 0.25, 1.25 or 2.5 mg/kg, ip.) on place conditioning of
adolescent and adult SHR, and Wistar rats. Histograms represent the
means and S.E.M. of the percentage of time spent in the drug-paired
compartment during the post-conditioning test of animals, grouped by
age, strain, and treatment (n=8-10). *P<0.05 compared to the
respective vehicle-treated control groups

observed in Wistar adults, as indicated by a reduction in the
percentage of time spent in the drug-paired compartment
compared to vehicle-treated controls (£<0.05). No effects
were observed for Wistar adolescents.

Figure 2 illustrates the effects of the CB,-selective
antagonist AM-251 on the rewarding responses of WIN in
adolescent and adult SHR rats, and on the aversive
responses of WIN in Wistar adults. For SHR rats, the
one-way ANOVA revealed a significant effect of treatment
[adolescents: #(3,27)=10.4, P<0.01; adults: £(3,26)=8.64,
P<0.01] for the percentage of time spent in the drug-paired
compartment. As expected, the post-hoc comparisons
indicated that WIN induced CPP in SHR adolescents and
in SHR adults (£<0.05). More importantly, AM 251, which
was ineffective when administered alone, prevented the
WIN-induced CPP (P>0.05). For adult Wistar rats, the
ANOVA also revealed a significant effect of treatment [#
(3,29)=9.34, P<0.01] for the percentage of time spent in the
drug-paired compartment. The post-hoc comparisons indi-
cated that WIN induced place aversion in adult Wistar rats
(P<0.05), and that AM 251 prevented this effect (P>0.05).

Blood pressure

Table 1 shows the results of WIN administration (0.125-
2.5 mg/kg i.p.) on the arterial blood pressure (BP) of
adolescent and adult SHR and Wistar rats. The three-way
ANOVA revealed a significant effect of age [F(1,54)=
79.95, P<0.01], but not of treatment [F(4,54)=0.96, P=
0.43] and strain [#(1,54)=0.39, P=0.53] for BP. Moreover,
a significant interaction between age vs. treatment vs. strain
[F(4,54)=4.40, P<0.01] was detected. The post-hoc com-
parisons indicated that SHR adults were hypertensive in
relation to adolescents (P<0.05). Moreover, only the dose
of 1.25 mg/kg of WIN induced a significant decrease in the
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BP of adult SHR rats. No other significant effects of WIN
were found on BP measurements.

Discussion

In the present study, we compared the motivational effects
of the cannabinoid receptor agonist WIN in adolescent and
adult male SHR and Wistar rats using the CPP test. The
main finding was the opposing responses exhibited by SHR
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Fig. 2 Effects of pre-treatment with the cannabinoid receptor
antagonist AM251 (0.25 or 1.25 mg/kg, i.p.) on place conditioning
of adult Wistar rats, and adolescent and adult SHR rats treated with
WIN (0.25 or 2.5 mg/kg, ip.). Effects of treatment with the
cannabinoid receptor agonist WIN (0.25 or 2.5 mg/kg, i.p.) and/or
AM 251 (0.25 or 1.25) on place conditioning of adult Wistar rats, and
adolescent and adult SHR rats. Histograms represent the means and S.
E.M. of the percentage of time spent in drug-paired compartment
during the post-conditioning test of animals grouped by age, strain and
treatment (n=8-10). *P<0.05 compared to the respective vehicle-
treated control groups
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Table 1 Effects of the i.p. administration of WIN on mean arterial
pressure (mean+S.E.M.) of adolescent and adult SHR and Wistar rats

Age Strain Treatment (mg/kg) Mean arterial
pressure (mmHg)
Adolescent Wistar Vehicle 85+2.1
WIN 0.125 80.7+1.5
WIN 0.25 85.0+£3.3
WIN 1.25 86.3£3.7
WIN 2.5 84+1
SHR Vehicle 78.3+0.8
WIN 0.125 92+1
WIN 0.25 82.5+0.5
WIN 1.25 86.5+6.5
WIN 2.5 78.3+2.4
Adult Wistar Vehicle 100+2.3
WIN 0.125 91.7+1.7
WIN 0.25 95.3+4.4
WIN 1.25 104.3+4.7
WIN 2.5 107.3+4.7
SHR Vehicle 110132
WIN 0.125 97+3.6
WIN 0.25 120.8+6.4
WIN 1.25 87.3+£5.9*%
WIN 2.5 99+5.9

**P<0.05 compared to vchicle-treated SHR adolescents; *P<0.05
compared to vehicle-treated SHR adults

and Wistar rats under identical experimental conditions. In
the Wistar strain, included as a “normal” genetically
heterogeneous population, WIN clearly produced place
aversion in adults, while no effects were observed in
adolescents. In contrast, in the SHR strain, WIN produced
rewarding cffects in both adult and adolescent rats. The
selective CB, receptor antagonist, AM 251, prevented the
rewarding and aversive effects of WIN regardless of strain
and age, indicating that these behavioral effects were
mediated by CB, receptors. Furthermore, administration
of WIN at doses which altered behavior did not change
blood pressure in any experimental group.

It has been reported that cannabinoids can induce both
rewarding and aversive responses in a variety of animal
models, such as drug self-administration, intracranial self-
stimulation, CPP, and reinstatement procedures. However,
aversion is the predominant effect of cannabinoids
(Vlachou et al. 2005). For example, in contrast to the
typical effects of most drugs of abuse (e.g., cocaine and
heroin), cannabinoids failed to produce self-administration
behavior (Leite and Carlini 1974; Carney et al. 1977; van
Ree et al. 1978; Mansbach et al. 1994), induce place
aversion (Parker and Gillies 1995; McGregor et al. 1996;
Sanudo-Pena et al. 1997), and increase intracranial self-

stimulation thresholds (Vlachou et al. 2005), a sign of
negative affective state, in laboratory animals. Conversely,
Justinova et al. (2003) have demonstrated unambiguously
positive reinforcing effects of A’-THC in squirrel
monkeys using the intravenous self-administration para-
digm. Furthermore, in some particular experimental con-
ditions (e.g., pre-exposure to the drug or the homeostatic
state of the animal) rewarding effects of cannabinoids can
be achieved (e.g., Takahashi and Singer 1979; Lepore et al.
1995; Tanda et al. 2000; Valjent and Maldonado 2000).

In our experimental conditions, adult Wistar rats clearly
showed an aversion for the place previously paired with
WIN, thus indicating a dysphoric effect in “normal” rats. In
sharp contrast, SHR rats showed preference for the place
paired with WIN, a result that can be interpreted as an
increased motivation for cannabinoids in these animals.
Interestingly, both the rewarding and aversive effects of
WIN in SHR and Wistar rats, respectively, were mediated
by CB, receptors. It has been reported that CB, receptors
are involved in the primary reinforcing effects of cannabi-
noids, alcohol, nicotine, and opioids (Maldonado et al.
2006). In addition, these receptors are densely expressed in
brain regions related to motivation and reward (Chambers
et al. 2003), and play a modulatory role in the dopamine
system (Robbe ct al. 2002; Kotalvi and Fritzsche 2008).
Thus, an altered function of the cannabinoid system in SHR
rats may result in an increased sensitivity to the rewarding
effects of cannabinoids. The characteristics of the brain
cannabinoid system in adult SHR rats, however, remain to
be investigated.

It has been reported that SHR rats present abnormalities in
the dopamine system, including increased density of dopa-
mine D2-receptors (Chiu et al. 1982), increased striatal
dopamine turnover (McKeon and Hendley 1988), increased
expression of dopamine transporter (Watanabe et al. 1997),
and altered release of dopamine in some brain regions
compared to other rat strains (Russell et al. 1995; Russell et
al. 2000; Viggiano et al. 2003). Considering that dopamine
dysfunction is a major factor in the ctiology of both ADHD
and drug addiction, alterations in this system may explain, at
least in part, the ADHD-like behavior displayed by SHR rats,
and eventually the rewarding effect of cannabinoids observed
specifically in this strain (Vendruscolo et al. 2009). Future
studies are needed to test directly the role of the dopamine
system on cannabinoid-induced CPP in SHR rats.

When comparing adult and adolescent rats, it was
observed herein that a moderate dose of WIN (0.25 mg/kg)
induced CPP in SHR adults, whereas a tenfold-higher dose
(2.5 mg/kg) elicited CPP in SHR adolescents. As with adults,
the CPP effect of WIN in SHR adolescents was prevented by
pre-treatment with the CB,-receptor antagonist AM 251. It is
noteworthy that the behavioral effects of WIN were not
dosc-related. However, a non-lincar dose-response relation-
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ship is common in behavioral tests with cannabinoid agonists
(Sanudo-Pena et al. 1997; Valjent and Maldonado 2000;
Braida et al. 2004; Quinn et al. 2008). As discussed above,
alterations in the cannabinoid (Adriani et al. 2003) and
dopaminc (Papa ct al. 2002) systems that have been reported
in adolescent SHR rats may contribute to the rewarding
effects of cannabinoids specifically observed in these
animals. In Wistar rats, WIN induced place aversion (0.25-
2.5 mg/kg) in adults, whereas no effects were observed in
adolescents. Taken together, these results suggest that
adolescent rats were more resistant to both the rewarding
and aversive properties of the cannabinoid receptor agonist
WIN than adult rats. In agreement with these results, Quinn
et al. (2008) have recently demonstrated that adult Wistar
rats displayed a long-lasting avoidance to a A’-THC-paired
environment, yet this effect was not observed in adolescent
rats. On the other hand, it has been reported that adolescent
rats are more sensitive than adults to enduring changes
induced by drugs of abuse. For example, adolescent rats
previously exposed to A’-THC showed a significant memory
impairment and greater hippocampal alterations than adult
rats (Quinn et al. 2008). Andersen et al. (2002) have reported
that adolescent Sprague-Dawley rats, compared to adults,
are more susceptible to persistent behavioral and neurobio-
logical changes after repeated exposure to methylphenidate,
a psychostimulant drug often prescribed for individuals with
ADHD. With respect to SHR, repeated methylphenidate
treatment during adolescence was able to decrease the place
preference induced by cocaine (Augustyniak et al. 2006), but
produced anxious-like behavior and enhanced ethanol intake
in adult rats (Vendruscolo et al. 2008). To test whether
methylphenidate influences cannabinoid-induced condi-
tioned place preference in SHR rats is an intcresting
approach for future studies. Therefore, although adolescent
rats appear to be more resistant to the rewarding and aversive
drug effect than adult rats, they are more sensitive to the
enduring drug-induced behavioral and brain changes. These
cffects might favor a higher drug intake during adolescence
and contribute to the development of drug addiction.

The hypertension displayed by SHR rats is frequently
questioned as a possible confounding factor in behavioral
studies (Adriani and Laviola 2004). Thus, it was of interest
in the present study to test the effects of WIN on blood
pressure. The results provide evidence supporting a
dissociation between the behavioral effects of WIN and
blood pressure. First, WIN produced CPP in adolescent
SHR rats that had not yet developed hypertension, and
administration of WIN did not alter blood pressure in these
animals. Second, as expected, adult SHR rats were
hypertensive, yet WIN injection in the dose that produced
CPP (0.25 mg/kg) did not significantly alter blood pressure.
Only a fivefold-higher dose of WIN (1.25 mg/kg) produced
a hypotensive effect in SHR adults. Furthermore, the blood
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pressure was not significantly altered in WIN-treated
adolescent and adult Wistar rats. Because some studies
have reported cardiovascular effects of cannabinoids in
normotensive and SHR rats (Lake et al. 1997; Batkai et al.
2004; Wheal et al. 2007) and because blood pressure
measurements in the present study were carried out in
anesthetized rats, the influence of blood pressure on the
behavioral effects of WIN cannot be completely ruled
out.

Previous research has shown that WIN at doses of 0.25
and 1.25 mg/kg selectively promoted locomotor stimulation
in adolescent SHR in the open field test (Pandolfo et al.
2007). Indeed, WIN at doses that increased locomotion in
our previous studies did not induce place preference in the
present study. Moreover, it is important to note here that our
rats were tested in a drug-free state. More specifically, these
obscrvations indicate that locomotor activity was not a
confounding factor in the interpretation of the present
results.

In conclusion, the present findings indicate that the
cannabinoid receptor agonist WIN produces opposite
behavioral effects in the SHR and Wistar strains. We have
demonstrated for the first time that cannabinoids induced
rewarding effects in adolescent and adult SHR rats. This
result also confirms and extends previous research that
demonstrates the aversive effects of cannabinoids in adult
Wistar rats and a resistance to these effects in adolescent
rats. In addition, the behavioral cffects of WIN were
mediated by CB, cannabinoid receptors and not related to
hypertension. Taken together, these results suggest that both
adolescence and the ADHD-like profile exhibited by the
SHR strain may constitute factors that alter the motivational
propertics of cannabinoids. Although additional rescarch is
necessary, the SHR strain may constitute a useful tool for
the study of the behavioral aspects underlying the relation-
ship between ADHD and cannabis vulnerability.
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