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RESUMO 
 

A adenosina é uma purina com alta seletividade para os receptores adenosinérgicos 

A1R e A2AR.  A adenosina apresenta diferentes ações sobre o sistema nervoso central 

(SNC) e periférico (SNP). A cafeína é um antagonista não seletivo dos receptores A1R 

e A2AR que retarda o processo de fadiga, se tornando o recurso ergogênico e 

psicoestimulantes mais utilizado no mundo. Os efeitos ergogênicos e 

psicoestimulantes da cafeína estão associados principalmente com o antagonismo 

central dos receptores A2AR, entretanto os mecanismos exatos estão começando a 

ser elucidados. Além disso, os A2AR são encontrados no estriado em estado de 

heterodimerização com receptores dopaminérgicos D2R, tornando a investigação dos 

receptores heterodímeros A2AR-D2R relevante para o estudo da fadiga. Na estrutura 

desta tese serão apresentadas: uma introdução geral sobre o tema, três artigos que 

elucidam o papel dos receptores heterodímeros A2AR-D2R sobre a fadiga central, e 

por fim, uma discussão que abrange todos os estudos. O compilado de resultados da 

presente tese aponta quatro pontos principais: i) os efeitos ergogênicos e 

psicoestimulantes da cafeína ocorrem devido ao antagonismo A2AR no estriado; ii) 

estes efeitos são acompanhados de modificações na neuroplasticidade estriatal e no 

metabolismo mitocondrial; iii) os efeitos do antagonismo A2AR estão atrelados a 

potenciação da sinalização dopaminérgica via D2R; iv) em modelo animal da doença 

de Parkinson, o bloqueio dos heterodímeros A2AR-D2R diminuem a fadiga 

provavelmente através do aumento da expressão de receptores D3R. Em resumo, 

nossos resultados sugerem que os heterodímeros A2AR-D2R, particularmente 

localizados no estriado, estão envolvidos no mecanismo de fadiga central. Entretanto, 

possuem participação distinta frente ao déficit dopaminérgico e ao mecanismo de 

força.  

 
Palavras-chave: adenosina; estriado; fadiga; cafeína.  

 
 



ABSTRACT 
 
Adenosine is a purine with high selectivity for A1R and A2AR adenosinergic receptors. 

Adenosine has different actions on the central (CNS) and peripheral (PNS) nervous 

system. Caffeine is a non-selective antagonist of A1R and A2AR receptors that delays 

fatigue, becoming the most used ergogenic and psychostimulant resource in the world. 

The ergogenic and psychostimulant effects of caffeine are mainly associated with 

central antagonism of A2AR receptors. However, the exact mechanisms are beginning 

to be elucidated. Furthermore, the A2ARs are found in the striatum in a state of 

heterodimerization with dopaminergic D2R receptors, which raises the importance of 

investigating these A2AR-D2R heterodimer receptors in the central fatigue. In the 

structure of this thesis will be presented: a general introduction about the theme, three 

manuscripts that elucidate the role of A2AR-D2R heterodimer receptors on the central 

fatigue, and a discussion section that includes all studies. The compilation of results 

highlights four main points: i) the ergogenic and psychostimulant effects of caffeine 

occur due to the A2AR blockade in the striatum; ii) these effects are accompanied by 

changes in striatal neuroplasticity and mitochondrial metabolism; iii) the effects of A2AR 

antagonism are linked to potentiation of dopaminergic signaling via D2R; iv) in an 

animal model of Parkinson's disease, the blockade of A2AR-D2R heterodimer 

decreases fatigue probably by increasing the expression of D3R receptors. In 

summary, our results suggest that A2AR- D2R heterodimers, particularly located in the 

striatum, are involved in the central fatigue mechanism. However, they have a distinct 

role in the presence of dopaminergic deficit and strength generation.  

 
Keywords: adenosine; striatum; fatigue; caffeine.  
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 O PAPEL DOS RECEPTORES A2A NA FADIGA CENTRAL  

 INTRODUÇÃO 

Fadiga é um termo usado desde a antiguidade. A Bíblia associava a dor do trabalho 

extenuante com a fadiga física e o sentimento de culpa e abatimento com a fadiga 

mental (MOTA; CRUZ; PIMENTA, 2005). O termo fadiga vem do latim fatigãre 

(CUNHA, 1999), e para começar a compreender este sintoma primeiro é importante 

diferenciar os termos fadiga e fadigabilidade. Fadiga é um dos sintomas mais 

importantes nas doenças neurológicas e pode ser definida como uma sensação 

subjetiva de cansaço, aumento da sensação de esforço, incompatibilidade entre o 

esforço despendido e o desempenho real, ou exaustão (DELUCA, 2005; GANDEVIA 

et al., 1995). Já a fadigabilidade é definida como a magnitude ou taxa de mudança em 

um critério de desempenho em relação a um valor de referência durante um 

determinado tempo de desempenho da tarefa ou medida de potência mecânica 

(AGUIAR et al., 2021; VØLLESTAD, 1997).  A fadiga pode ser mensurada e estudada 

através da fadigabilidade (BAILEY; CHANNON; BEAUMONT, 2007; KRUPP; ELKINS, 

2000). Entretanto, a padronização da associação entre fadiga e fadigabilidade é um 

objetivo importante para a pesquisa clínica e tem se mostrado um grande desafio 

(KLUGER; KRUPP; ENOKA, 2013).  

O fisiologista italiano Angelo Mosso (1846-1910) apresentou no primeiro 

Congresso Internacional de Fisiologistas em Basel, na Suiça, suas descobertas sobre 

a fadiga muscular enquanto demonstrava o funcionamento de um ergógrafo 

(analisador de potência muscular) (DI GIULIO; DANIELE; TIPTON, 2006). Usando 

contrações concêntricas dos músculos flexores do dedo médio que eram estimulados 

eletricamente ou voluntariamente, Angelo foi capaz de caracterizar a fadiga muscular 

e sua associação com influências centrais e periféricas. O compilado de seus estudos 

levou a formulação de leis relativas à exaustão e a publicação do La Fatiga, onde 

dentre tantos estudos ele descreveu que o exercício poderia aumentar a força 

muscular e resistência enquanto prolongava a ocorrência da fadiga (DI GIULIO; 

DANIELE; TIPTON, 2006).  

A fadiga como sintoma subjetivo associado às doenças é diferente da fadiga 

muscular desencadeada pelo exercício, descrita por vários pesquisadores 

(ALBUQUERQUE; SANCHEZ; GARLAND, 2015). A fadiga desencadeada pelo 
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exercício resulta na incapacidade de manter a mesma potência (fadiga tipo I) até sua 

interrupção (fadiga tipo II), e este “desgaste” do músculo ativo está bem descrito na 

literatura (ALBUQUERQUE; SANCHEZ; GARLAND, 2015). Por outro lado, também 

existem evidências sobre o papel do sistema nervoso central (SNC) no 

desenvolvimento da fadiga, descrita por alguns autores como fadiga central (CHONG 

et al., 2018; LOU, 2005). Sendo assim, a biologia do exercício sugere uma divisão dos 

mecanismos da fadiga em (i) periférica, basicamente decorrente de uma falha na 

regeneração de ATP muscular para sustentar a repetição da contração muscular 

necessária ao esforço; e (ii) central, decorrente do aumento de citocinas pró-

inflamatórias (SEILER; MURDOCK; FAGUNDES, 2018), de comprometimento na 

neurotransmissão dopaminérgica (FARAMOUSHI; KHANI; SADRI, 2013), ou devido 

ao aumento da sinalização adenosinérgica no SNC (AGUIAR et al., 2020, 2021). 

1.1.1 O papel dos receptores A2A-D2 na fadiga  

A adenosina é uma purina com papel neuromodulador em condições fisiológicas e 

patofisiológicas em resposta ao estresse metabólico em um órgão ou tecido 

(JACOBSON; GAO, 2006). Entre os efeitos da sinalização adenosinérgica está o 

aumento do aporte sanguíneo através da vasodilatação ou angiogênese (RYZHOV et 

al., 2008), e a supressão da inflamação através da diminuição da ativação e infiltração 

de células inflamatórias e produção de citocinas (CHEN et al., 2006; MARTIN et al., 

2006; OHTA; SITKOVSKY, 2001). A adenosina se liga a receptores de membrana 

acoplados a cascatas de sinalização intracelular. Existem quatro subtipos de 

receptores adenosinérgicos acoplados a proteína G, são estes os receptores A1, A2A, 

A2B e A3. O segundo mensageiro associado a ligação adenosina-receptor é a ativação 

ou inibição da enzima adenilato ciclase (B. FREDHOLM; A. JACOBSON, 2009). Os 

receptores A1 e A3 estão acoplados a proteína Gi e inibem a produção do AMPc 

(adenosina monofosfato cíclico). Os subtipos A2A e A2B estão acoplados a proteína Gs 

ou Golf e estimulam a produção do AMPc. O receptor com menor afinidade pela 

adenosina é o subtipo A2B que também pode estar acoplado a proteína Gq (RYZHOV 

et al., 2006). Por outro lado, o receptor A3 possui afinidade intermediária e os subtipos 

A1R e A2AR alta afinidade pela adenosina (JACOBSON et al., 1995). 

A cafeína é um antagonista de receptores adenosinérgicos que retarda a 

fadiga durante o exercício, e o uso do agonista A1R/A2R Adenosina-5’-N-

etilcarboxamida (NECA) inibe os efeitos ergogênicos da cafeína no SNC (DAVIS et 
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al., 2003). Embora a cafeína possa atuar em ambos receptores A1/A2A, estudos 

posteriores demostraram que é o antagonismo do A2AR que contribui para sua ação 

no cérebro (FREDHOLM et al., 1999; KASTER et al., 2015). Prova disso é que os 

efeitos da cafeína desaparecem em camundongos que não expressam A2AR (AGUIAR 

et al., 2020). Desde a descoberta dos efeitos ergogênicos da cafeína, vários 

antagonistas A2AR foram desenvolvidos, como os (i) antagonistas derivados de 

xantinas (e.g. CSC, DMPX e KW-6002) ou (ii) antagonistas não derivados de xantinas 

(e.g. SCH 58261) (ARMENTERO et al., 2011) e todos atenuaram a morte celular 

neuronal em modelos animais da doença de Parkinson (DP) (CARTA et al., 2009; 

CHEN et al., 2001a, 2001b; PIERRI et al., 2005). Em contrapartida, antagonistas A1R 

como o DPCPX não demonstraram efeito protetor (CHEN et al., 2001b). 

  Os receptores A2A são altamente expressos no estriado de mamíferos 

(BURGUEÑO et al., 2003). Estes receptores também são encontrados co-localizados 

com receptores dopaminérgicos D2 (D2Rs) em neurônios espinhosos médios (MSNs) 

GABAérgicos no estriado  (TOZZI et al., 2011). Além disso, ambos receptores podem 

ser encontrados no estriado na forma de heterodímeros A2AR-D2R (SALAMONE et al., 

2012). Como mencionado anteriormente, os A2AR estão acoplados a proteÍnas Golf 

estimulatórias, que ativam a enzima adenilato ciclase (AC), aumentando a produção 

de AMPc, que por sua vez estimula a enzima proteína quinase A (PKA), e culmina na 

ativação da MAPK (proteína cinase ativada por mitógenos), do fator de transcrição 

CREB (proteína de ligação em resposta ao AMPc) e na expressão de diferentes genes 

associados a plasticidade neuronal, proliferação celular e mitose, como o c-FOS 

(BARROS et al., 2015; CIRUELA et al., 2006; FERRÉ et al., 2007). Por outro lado, os 

D2R estão acoplados a proteínas Gi inibitórias que inibem a enzima AC (FERRÉ, 2010; 

HIGLEY; SABATINI, 2010). Desta forma, os receptores A2A e D2 possuem funções 

antagônicas (FERRÉ, 2016). Entretanto, evidências de estudos com os heterodimeros 

A2AR-D2R têm demonstrado que o antagonismo desses receptores aumenta a 

motivação (SALAMONE et al., 2012).  

Sendo assim, o objetivo desta tese é elucidar os efeitos do antagonismo dos 

heterodímeros A2AR-D2R sobre a fadiga central. 
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 ARTIGO 1: O ESTRIADO CONTROLA OS EFEITOS ERGOGÊNICOS DA 
CAFEÍNA   

ALVES, A. C. B., et al. The Striatum Drives the Ergogenic Effects of Caffeine. Purinergic Signalling, 

2023 (doi: 10.1007/s11302-023-09922-5). 

 INTRODUÇÃO 

A fadiga do exercício é uma das principais barreiras ao exercício e ao desempenho 

esportivo (AGUIAR et al., 2020). A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) é um antagonista não 

seletivo da adenosina para os receptores A1 e A2A (A1R e A2AR) que exibem efeitos 

psicoestimulantes e ergogênicos (isto é, aumentam o desempenho físico), um dos 

auxiliares ergogênicos mais populares em exercícios e esportes (GRGIC; MIKULIC, 

2017; JACKMAN et al., 1996; SOEREN et al., 1993; SPRIET et al., 1992). Os 

mecanismos centrais da cafeína têm evidências robustas de efeitos ergogênicos.  

Os efeitos do aumento da cafeína incluem funções neurológicas aprimoradas, 

como velocidade de digitação, tempo de reação simples, atenção sustentada, 

memória e raciocínio lógico durante o repouso (COSTENLA; CUNHA; DE 

MENDONÇA, 2010). Davis demonstrou pela primeira vez que o agonista 

adenosinérgico 5'-N-etilcarboxamida adenosina (NECA) injetado nos ventrículos de 

ratos diminui o desempenho da corrida (DAVIS et al., 2003). Nós demonstramos o 

papel da adenosina extracelular no desenvolvimento da fadiga em camundongos 

(AGUIAR et al., 2021) e o papel fundamental do A2AR no prosencéfalo de 

camundongos para os efeitos ergogênicos da cafeína (AGUIAR et al., 2020; AGUIAR 

JR; SPECK; CANAS, 2019). Por outro lado, o aumento de A2AR (CUNHA, 2016; 

GOMES et al., 2011) é um mecanismo hipotético para o sintoma de fadiga em doenças 

neurológicas (ALVES et al., 2019). 

A fadiga recruta conexões da via corticoestriatal que reduzem o desempenho 

(SCHIFF, 2008) e prejudicam a potenciação de longo prazo (LTP) e a depressão de 

longo prazo (LTD) (MA et al., 2018). Essa sinalização de adenosina induzida pelo 

exercício (AGUIAR et al., 2020, 2021) e mudança na neuroplasticidade (MA et al., 

2018; SCHIFF, 2008) são responsáveis pelo componente central da fadiga. Neste 

trabalho, investigamos a neuroplasticidade estriatal da ergogenicidade da cafeína. 
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 MATERIAIS E MÉTODOS  

Quatro diferentes experimentos fazem parte deste trabalho. Primeiro, a cafeína foi 

administrada in vivo por via sistêmica (i.p., experimento #1) ou tratamento local via 

estereotaxia (estriado, experimento #2) para avaliar a fadiga e controle motor dos 

animais. A eletrofisiologia extracelular analisou a neuroplasticidade em fatias estriatais 

tratadas com cafeína (experimento #3), e o experimento #4 in vitro avaliou os efeitos 

da cafeína no metabolismo mitocondrial de linhagens celulares de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y.  

2.2.1 Experimentos #1 e #2  

2.2.1.1 Animais, cafeína e estereotaxia 

Nós utilizamos quarenta e um camundongos Swiss machos adultos (8-10 semanas, 

47 ± 1.5g). O alojamento dos animais tinha iluminação e temperatura controladas 

(ciclo claro-escuro de 12h, luzes acesas às 7h e temperatura ambiente de 21±1°C) e 

acesso livre a comida e água da torneira. O alojamento e o manejo dos animais 

seguiram a legislação brasileira vigente (Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal - CONCEA) com número de aprovação bioética (CEUA 

1503210519). A alocação dos animais nos grupos experimentais foi aleatória. O 

tratamento sistêmico (no volume de 10 mL/kg) com cafeína (15 mg/kg, i.p.) ou salina 

(NaCl 0,9%, i.p.) foi realizado 15 min antes dos testes comportamentais e de exercício. 

Os camundongos foram anestesiados com cetamina/xilazina e duas cânulas 

foram implantadas no estriado direito (AP 0,5 mm; ML 2 mm e DV -3 mm) e outra no 

estriado esquerdo (AP 0,5 mm; ML -2 mm e DV -3 mm) (PAXINOS; FRANKLIN, 

2012a) através da estereotaxia. Após uma semana da cirurgia, 4μL de cafeína (15μg) 

ou solução salina (0,5μg) foram injetados em animais conscientes usando uma bomba 

de infusão (2 μL/minuto, Bonther®, Ribeirão Preto, Brasil) imediatamente antes dos 

testes comportamentais. A taxa de mortalidade foi de 22% (9 animais).  

 

2.2.1.2 Análises comportamentais 

Os experimentos comportamentais foram realizados durante a fase clara do ciclo 

circadiano, após 1 hora de habituação, entre 9:00 e 16:00, em temperatura (22±1ºC) 
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e luminosidade (10 lux) controladas. Todos os equipamentos foram limpos com EtOH 

20% após cada teste animal.  

2.2.1.3 Teste do campo aberto  

O teste de campo aberto circular (30×30cm, Insight® EP154C, Ribeirão Preto, Brasil) 

foi utilizado para mensurar a locomoção dos animais durante 5 minutos (AGUIAR et 

al., 2020). Os números de cruzamentos e levantamentos foram analisados 

manualmente.  

2.2.1.4 Teste do rotarod 

O teste rotarod (Insight® EFF411) avaliou a coordenação motora dos animais. O 

critério de inclusão primário foi permanecer no cilindro estacionário (0 RPM) por 30 

segundos e girando (5 RPM) por 90 segundos (AGUIAR et al., 2009). Após 30 

minutos, avaliou-se a latência para queda no cilindro acelerado (0,1 RPM/segundo) 

com rotação inicial de 5 RPM. Três quedas excluíram o animal da etapa de avaliação.  

2.2.1.5 Teste de força de preensão 

O teste de força de preensão (Bonther® 5 kgf) foi utilizado para mensurar a força e o 

tempo de preensão das patas dianteiras dos animais. Cada camundongo foi colocado 

individualmente na barra do medidor de preensão e, depois que ambas as patas 

estavam firmes, o experimentador puxou suavemente a cauda na direção oposta da 

barra. Foram realizadas 4 tentativas com 10 segundos cada e 1 minuto de intervalo 

entre as tentativas. Foi considerada a média das 3 melhores tentativas (3 de 4) (LUCA, 

2008; PERSONIUS et al., 2010; TAKESHITA et al., 2017). 

2.2.2 Experimento #3  

2.2.2.1 Eletrofisiologia  

 Vinte e quatro camundongos C57BL/6 foram eutanasiados por deslocamento 

cervical, e o cérebro foi rapidamente removido (dentro de 1 minuto) e colocado em 

líquido cefalorraquidiano artificial gelado e oxigenado (95% O2 e 5% CO2) (ACSF; em 

mM: 124 NaCl, 4,5 KCl, 1,2 Na2HPO4, 26 NaHCO3, 1,2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 glicose). 

Fatias estriatais (400 μm de espessura) foram obtidas usando um vibrátomo 1500 

(Leica, Wetzlar, Alemanha) e deixadas em recuperação por pelo menos 90 min antes 
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de serem transferidas para uma câmara de registro submersa e superfundidas a 3 

mL/min com ACSF oxigenado mantido a 30,5 ºC. A transmissão corticoestriatal foi 

avaliada com o eletrodo estimulador colocado no corpo caloso e o eletrodo de registro 

preenchido com ACSF (2–5 MX), colocado na porção dorsolateral do corpo estriado. 

O estímulo neuronal foi realizado em estimulador Grass S44 (Grass Technologies, RI), 

e os registros foram obtidos em amplificador ISO-80 (World Precision Instruments, 

Hertfordshire, Inglaterra) e digitalizados com sistema ADC-42 (Pico Technologies, 

Pelham, NY). Três respostas consecutivas de pico populacional foram calculadas e 

quantificadas usando o software Win LTP v. 2.20b (WinLTP Ltd., Bristol, Reino Unido). 

A relação entre a responsividade dendrítica e a entrada sináptica foi determinada com 

base nas curvas de entrada/saída nas quais a amplitude do pico populacional foi 

plotada versus a intensidade do estímulo antes e depois da administração de 

diferentes concentrações de cafeína na solução ACSF. A intensidade da estimulação 

foi então selecionada para produzir 40% a 50% da resposta máxima. As fatias 

corticoestriatais foram tratadas com 1μM, 3μM e 10μM de cafeína em solução 

oxigenada de ACSF por vinte minutos antes da estimulação de alta frequência (HFS). 

Este protocolo consiste em três trens (100 Hz por 1 s com intervalos de 10 s entre os 

trens). A amplitude da resposta de pico da população para cada concentração foi 

avaliada 30 minutos após o HFS (LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017; LOPES; 

PLIÁSSOVA; CUNHA, 2019; PAILLÉ et al., 2010).  

2.2.3 Experimento #4 

2.2.3.1 Cultura celular e avaliação do metabolismo mitocondrial 

Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram mantidas em DMEM/F12 

suplementado com 10% FBS, 100 unidades/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina a 37ºC, com 5% de CO2, sob condições padrão. As células foram 

incubadas com cafeína (1μM, 3μM e 10μM) ou PBS. Um ensaio de MTT avaliou a 

viabilidade das células 20 minutos após a exposição à cafeína (DE OLIVEIRA et al., 

2013). A massa mitocondrial e o potencial de membrana foram analisados usando 

mitotracker green e red (DE OLIVEIRA et al., 2013).  
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2.2.3.2 Ensaio MTT 

Células SH-SY5Y foram semeadas em placas de 96 poços em DMEM-F12 com 10% 

de FBS (1½ × 104 células/poço). Após o tratamento com cafeína, as células foram 

incubadas com 0,5 mg/ml de MTT por duas horas a 37 °C. A viabilidade celular foi 

medida pela quantificação da atividade das desidrogenases celulares que reduzem o 

MTT (3-4,5-dimetiltiazolil-2,5-difenil-2H10 brometo de tetrazólio, Sigma Inc.) a um sal 

púrpura de formazan [HANSEN et al., 1989]. O sal formazan formado foi dissolvido 

em dimetil sulfóxido (DMSO) e a absorbância foi quantificada em um 

espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 540 

nm [(DE OLIVEIRA et al., 2013).  

2.2.3.3 Protocolo de citometria de fluxo mitotracker    

Mitotracker green FM (Invitrogen) (MTG) ou mitotracker red (MTR) são usados para 

coloração de mitocôndrias de células vivas, dependendo, respectivamente, do 

conteúdo lipídico da organela (massa mitocondrial) e da atividade oxidativa (potencial 

de membrana mitocondrial). Resumidamente, após o tratamento com cafeína, as 

células SH-SY5Y foram lavadas em solução salina PBS e colhidas usando tripsina. 

Em seguida, as células foram ressuspensas e incubadas por 20 min no escuro com 

100 nM de MTG e MTR diluído em (37°C) DMEM F-12 pré-aquecido. Uma banda 

verde mediu a emissão de fluorescência (FL1; 530 nm/30) e vermelho (FL3; passagem 

longa de 670 nm) em um FACSCalibur usando o software CellQuest Pro (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), e os dados de 10.000 eventos foram adquirido 

usando uma escala logarítmica para todos os parâmetros, incluindo FSC e SSC. A 

média da intensidade de fluorescência de FL1-H e FL3-H foi avaliada para estimar a 

massa e o potencial mitocondrial, respectivamente. Todas as análises de citometria 

de fluxo foram realizadas usando o software FCS Express 4 (De Novo, Pasadena, CA, 

EUA) (DE OLIVEIRA et al., 2013). 

2.2.4 Análise estatística  

A análise estatística foi realizada usando GraphPad Prism versão 6.0 para Windows. 

GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA, www.graphpad.com. Um teste t de 

Student unicaudal foi utilizado para as análises do teste de campo aberto, rotarod e 

força de preensão; o tamanho do efeito de Cohen (d) foi calculado como pequeno 
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(0,2), médio (1 0,5), grande (0,8) e muito grande (1,3) (SULLIVAN; FEINN, 2012). A 

ANOVA de uma via analisou os ensaios eletrofisiológicos e mitocondriais; O tamanho 

do efeito de Cohen (η2) foi calculado como pequeno (0,01), médio (0,09) e grande 

(0,25) (1,3) (SULLIVAN; FEINN, 2012). As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05.  

 RESULTADOS 

2.3.1 Tratamento sistêmico e estriatal com cafeína é ergogênico 

O tratamento sistêmico com cafeína aumentou o número de cruzamentos (t22= 2.16, 

p < 0.05, d = 1.0, fig.1a) e levantamentos (t22= 2.84, p < 0.05, d = 1.2, fig.1b) no teste 

de campo aberto, e coordenação motora no teste do rotarod (t28= 3.08, p < 0.05, d = 

0.45, fig.1c). A cafeína não alterou o pico de força de preensão (t22= 1.37, p = 0.09, 

fig.1d), mas aumentou o tempo de preensão (t22= 3.31, p < 0.05, d= 1.13, fig.1e). A 

figura 1f' mostra a área sob a curva (AUC) dos resultados de força versus tempo (fig.1f) 

e demonstra que os efeitos ergogênicos da cafeína são devidos à magnitude do 

impulso (t22= 2.14, p < 0.05, d = 0.81, fig.1f-f '). 

A Figura 2a (topo) mostra as coordenadas do estriado de camundongos de 

acordo com Paxinos e Franklin (PAXINOS; FRANKLIN, 2012b), e a fig.2a (parte 

inferior) mostra uma visão coronal do cérebro de um camundongo, confirmando que 

as cânulas foram implantadas no respectivo local. A cafeína injetada diretamente no 

corpo estriado aumentou o número de cruzamentos (t8= 9.81, p < 0.05, d = 1.82, fig. 

2b) e levantamentos (t8= 3.66, p < 0.05, d = 1.50, fig. 2c) no teste do campo aberto. 

Da mesma forma, como o tratamento sistêmico, a cafeína no corpo estriado não 

alterou o pico de força (t8= 0.85, p = 0.20, fig. 2d), mas melhorou o tempo de preensão 

(t8= 4.08, p < 0.05, d = 1.56, fig. 2e ) no teste de força de preensão. O efeito ergogênico 

na magnitude do impulso (fig.2f) permanece no tratamento tópico com cafeína no 

corpo estriado (t8= 3.50, p < 0.05, d = 1.48, fig. 2f'). 
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Figura 1. Efeitos comportamentais da cafeína sistémica em camundongos, nomeadamente 

psicoestimulante (A e B), melhoria da coordenação motora (C), sem efeito na força de preensão 

(D), mas aumento do tempo de preensão (E). O painel F' é a integral de força × tempo (F), 

representando o aumento do impulso induzido pela cafeína. Os dados são média ± SEM. N=7–8 

animais/grupo para três experimentos independentes. *P<0,05 vs. solução salina (teste t de 

Student). 
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2.3.2 Potenciação de longo prazo induzida por cafeína (LTP) no corpo estriado 

A Fig.3a mostra a localização do eletrodo de estímulo (superior) no corpo caloso e o 

eletrodo de registro (inferior) na região dorsolateral de uma fatia do corpo estriado. A 

primeira curva de entrada/saída (fig.3.b) de estímulos elétricos crescentes mostra a 

viabilidade da fatia funcional no período de pré-tratamento sem cafeína. Após 20 min 

de tratamento com cafeína, nenhuma concentração alterou a plasticidade basal das 

fatias (fig.3c). A segunda curva de entrada/saída (fig.3.D) de estímulos elétricos 

crescentes mostra a viabilidade funcional das fatias após 20 min de tratamento com 

concentrações crescentes de cafeína (1,0-10,0 μM). A aplicação do protocolo HFS 

(estimulação de alta frequência) (fig.3e, seta preta) após 10 min de plasticidade 

sináptica basal demonstra resposta LTD em fatias de controle, sem qualquer 

tratamento, e em concentrações de cafeína de 3,0 e 10,0 μM. A Fig.3f representa os 

Figura 2. Os efeitos comportamentais da injeção intraestriatal (A) de cafeína em camundongos, 

nomeadamente psicoestimulante (B e C), nenhum efeito na força de preensão (D), mas um aumento 

no tempo de preensão (E). O painel F' é a integral da força × tempo (F), representando o aumento 

do impulso induzido pela cafeína. Os dados são média ± SEM. N=7–8 animais/grupo para três 

experimentos independentes. *P<0,05 vs. solução salina (teste t de Student).  
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10 minutos finais do protocolo LTP com mudança no comportamento das fatias de 

LTD para LTP com cafeína 1,0 μM (F1,10 = 4,97, p< 0,05, fig.3f). 
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Figura 3. Registros eletrofisiológicos extracelulares das respostas de pico da população nas sinapses 

corticoestriadas no corpo estriado dorsolateral em cortes coronais do cérebro (A). Todos os grupos 

apresentaram curvas de entrada/saída superponíveis, indicando eficiência semelhante da transmissão 

corticoestriatal (B). Alteração da transmissão sináptica basal após exposição a diferentes 

concentrações de cafeína (C). Vinte minutos após a infusão de cafeína, apenas 10 μM de cafeína 

aumentaram a eficiência sináptica (D). A indução da plasticidade sináptica por estimulação de alta 

frequência (HFS) causou uma depressão de longo prazo (LTD) nas sinapses corticoestriatais (E), que 

foi alterada para uma potencialização de longo prazo (LTP) após a exposição a 1 μM de cafeína, 

conforme ilustrado no curso do tempo (E) e nas alterações médias da amplitude da plasticidade 

sináptica 30-40 min após EHF (F). Os dados são médias ± SEM (n=6 fatias/grupo). ANOVA de uma via 

seguida de testes post hoc de Newman-Keuls). aLCR - líquido cefalorraquidiano artificial. i/o—entrada 

e saída. PS - População de pico pop. 

 

2.3.3 A cafeína aumentou o metabolismo mitocondrial em células SH-SY5Y 
 

A cafeína aumentou agudamente a massa e o potencial de membrana das 

mitocôndrias das células SH-SY5Y. A viabilidade celular não foi modificada em 

nenhuma concentração de cafeína (1μm, 3μm e 10μm) analisada pelo ensaio MTT 
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(F3,68 = 0,58, p=0,6, (η2 = 0,03, fig.2a). A cafeína na concentração de 1μm aumentou 

o potencial de membrana mitocondrial (1μm, F3,10 =14,99, p< 0,05, (η2 = 0,83, fig.2b) 

e a massa mitocondrial (F 3,11= 20,87, p< 0,05, (η2 = 0,81, fig.2c) de células SH-

SY5Y. A Fig.1F mostra uma mudança de fluorescência para a direita em uma 

concentração de 1μm.  

 

 

 

Figura 4. A cafeína melhorou o metabolismo mitocondrial em células SH-SY5Y. Enquanto não 

alterou a viabilidade celular (A), a cafeína (1 μM) aumentou o potencial de membrana mitocondrial 

(B) e a massa mitocondrial (C). Os painéis D–H representam as análises de citometria de fluxo. Os 

dados são médias ± SEM. ANOVA de uma via seguida de testes post hoc de Newman-Keuls). MTG 

- mitotracker green. MTR—mitotracker red. MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio). 
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 DISCUSSÃO  

Este trabalho demonstrou que o efeito ergogênico da cafeína na força de preensão 

está associado a uma LTP no estriado, provavelmente com aumento da massa 

mitocondrial e potencial de membrana dos neurônios. Nossos dados comportamentais 

reforçam a evidência de que a administração sistêmica de cafeína é ergogênica 

(AGUIAR et al., 2020; DAVIS et al., 2023; JACKMAN et al., 1996; SOEREN et al., 

1993). No entanto, enfatizamos que esse conhecimento prévio analisou o 

desempenho da corrida em esteira, e demonstramos aqui pela primeira vez que a 

cafeína aumenta a força muscular (pegada) em camundongos, efeito bem observado 

em humanos (DELLELI et al., 2022; GRGIC, 2022). Além disso, nós demonstramos 

pela primeira vez que o tratamento local com cafeína no corpo estriado reproduz esses 

efeitos ergogênicos (tratamento sistêmico). Este tamanho de efeito ergogênico foi 

grande e muito grande para os tratamentos sistêmico e local, respectivamente. A 

modificação do desempenho da força foi através do impulso. O tamanho da força de 

preensão não mudou, mas foi aplicado por mais tempo. Mais uma vez, demonstramos 

que a cafeína modifica um índice de desempenho físico derivado do tempo (força × 

tempo), como demonstramos anteriormente com a potência de corrida (força ÷ tempo) 

(AGUIAR et al., 2020). Assim, temos construído um corpo de evidências que reforça 

os mecanismos neurológicos dos efeitos ergogênicos da cafeína. Os efeitos 

ergogênicos da cafeína dependem do antagonismo do A2AR neuronal no SNC do 

roedor (AGUIAR et al., 2020; DAVIS et al., 2023), reforçado pelo efeito local (estriado) 

e alteração da neuroplasticidade demonstrada neste trabalho, uma região cerebral 

densa em A2AR (AGUIAR et al., 2020; GANGAROSSA et al., 2013). A cafeína melhora 

a coordenação motora do animal (no rotarod) e o tempo de preensão, alterando a 

neuroplasticidade estriatal para LTP. Em ratos, a cafeína injetada nos ventrículos 

cerebrais dos ratos melhora o desempenho da esteira, que desaparece com o 

agonista adenosinérgico NECA (DAVIS et al., 2023).  

 Nossos resultados fortalecem a hipótese sobre o mecanismo ergogênico 

da cafeína através do antagonismo adenosinérgico no SNC (AGUIAR et al., 2020; 

DAVIS et al., 2023). Camundongos tratados com cafeína e SCH 58261 demonstraram 

maior desempenho na corrida, enquanto nocautes A2AR no prosencéfalo tratados com 

cafeína não demonstraram esse efeito (AGUIAR et al., 2020). Os efeitos ergogênicos 

da cafeína estão associados ao antagonismo A2AR (FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 
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2004). Como o estriado é denso em A2AR (GANGAROSSA et al., 2013), injetamos 

cafeína no estriado dorsolateral de camundongos e observamos efeitos psicomotores 

e ergogênicos. Os efeitos psicomotores da cafeína no corpo estriado estão associados 

à modulação alostérica dos heterômeros A2AR-D2R e ao controle pré-sináptico da 

neurotransmissão glutamatérgica (CIRUELA et al., 2006). Os A2ARs estriatais facilitam 

a atividade neuronal no estriado aumentando a sinalização dopaminérgica, mais por 

aumentar a disponibilidade de receptores D2 e D3 do que por aumentar a 

neurotransmissão de dopamina (CHEN et al., 2001a). Assim, a interação alostérica 

A2AR-D2R modula os efeitos psicoestimulantes, e acreditamos que possa estar 

envolvida nos mecanismos ergogênicos.  

O controle da cafeína da liberação pré-sináptica de glutamato e o aumento da 

função NMDA no corpo estriado podem contribuir para a atenuação da fadiga durante 

o exercício. Além disso, a LTP que observamos com concentrações fisiológicas de 

magnésio ocorre com a ativação dos receptores NMDA glutamatérgicos 

(DRAGICEVIC et al., 2012), sugerindo facilitação da neurotransmissão glutamatérgica 

em camundongos tratados com cafeína. Por outro lado, a fadiga induzida pelo 

exercício prejudica a LTP dependente do receptor NMDA na via corticoestriatal (MA 

et al., 2018). O aumento do metabolismo mitocondrial observado nas células suporta 

o aumento da atividade neuronal no local, como demonstrado anteriormente em 

camundongos transgênicos APPsw (DRAGICEVIC et al., 2012)] e células de 

neuroblastoma (GIUNTA; ANDRIOLO; CASTORINA, 2014). 

 CONCLUSÃO 

Nós resultados demonstram que os efeitos psicoestimulantes e ergogênicos da 

cafeína injetada diretamente no estriado acompanha modificações de 

neuroplasticidade, o que sugere a facilitação glutamatérgica como mecanismo 

ergogênico da cafeína.  



31 

 ARTIGO 2: O TRATAMENTO COMBINADO DE CAFEÍNA COM HALOPERIDOL 
REDUZ A FADIGA EM UM MODELO EXPERIMENTAL DA DOENÇA DE 
PARKINSON – UMA PROSPECTIVA AO ANTAGONISMO DOS RECEPTORES 
HETERODIMEROS A2AR-D2R 

ALVES, A. C. B., AGUIAR Jr, A. S. Caffeine plus Haloperidol Reduces Fatigue in an Experimental Model 

of Parkinson’s Disease – A Prospective to A2A-D2R Heterodimer Antagonism. Purinergic Signalling, 

2023 (doi: 10.1007/s11302-023-09933-2). 

 INTRODUÇÃO 

A doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa progressiva que afeta 

aproximadamente quatro milhões de pessoas (HAYES, 2019). A exposição a 

pesticidas e a vida em áreas rurais são fatores de risco para o desenvolvimento da 

DP (SEMn CHUK; LOVE; LEE, 1992), enquanto o consumo de café mostrou efeitos 

protetores (HERNÁN et al., 2002). O achado clássico da DP é a degeneração dos 

receptores dopaminérgicos em neurônios na substância nigra pars compacta (ARON, 

2009). Embora a etiologia da DP não seja totalmente clara (HAYES, 2019), o sistema 

adenosinérgico está envolvido na patogênese da doença (SCHAPIRA; JENNER, 

2011). O aumento da adenosina está ligado à atividade neural prolongada e à fadiga 

mental (ALVES et al., 2019). L-DOPA (Levodopa), um precursor da dopamina, é o 

tratamento primário para o controle da DP (HAYES, 2019). No entanto, os tratamentos 

farmacológicos disponíveis não abrangem toda a sintomatologia e causam efeitos 

colaterais à longo prazo, como as discinesias (SHIOZAKI et al., 1999). 

Os sintomas motores típicos da DP incluem bradicinesia, rigidez, tremor de 

repouso e instabilidade postural (HOEHN; YAHR, 1967). No entanto, os sintomas não 

motores são igualmente importantes (FRIEDMAN; FRIEDMAN, 1993) e permanecem 

um desafio para as indústrias farmacêuticas (JENSEN et al., 2018). A fadiga é um 

sintoma não motor prevalente em 30-50% dos pacientes com DP (HERLOFSON; 

LARSEN, 2003) e uma queixa atual de muitos pacientes neurológicos (KLUGER; 

KRUPP; ENOKA, 2013). A neurotransmissão dopaminérgica comprometida 

(SCHEFFER et al., 2021) e o aumento da sinalização adenosinérgica no sistema 

nervoso central (SNC) estão associados ao desenvolvimento de fadiga na DP 

(AGUIAR et al., 2020). Modelos experimentais de DP auxiliam na investigação da 

fadiga (DANTZER et al., 2014). A reserpina é um inibidor do transportador vesicular 
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de monoaminas (VMAT) que diminui a ligação das monoaminas no SNC, 

principalmente a dopamina (SÜDHOF; STARKE, 2008), causando prejuízos motores 

e cognitivos que se assemelham à DP (SCHEFFER et al., 2021). 

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) retarda a fadiga através do antagonismo do 

receptor de adenosina A2A (A2AR) no SNC (DAVIS et al., 2003). O A2AR é altamente 

expresso no estriado de mamíferos, e eles são encontrados colocalizados com 

receptores dopaminérgicos D2 (D2R) (TOZZI et al., 2011) ou na forma de heterodímero 

(A2AR-D2R) (ARMENTERO et al., 2011; AZDAD et al., 2009). O A2AR está acoplado a 

proteína estimuladora Gs, que estimula a enzima adenilato ciclase (AC), aumentando 

o AMPc (monofosfato de adenosina cíclico) e ativando a via de sinalização da proteína 

quinase A (PKA) (CIRUELA et al., 2006). Por outro lado, o D2R está acoplado a 

proteína inibidora de Gi, inibindo a cascata AC e PKA (FERRÉ, 2010; HIGLEY; 

SABATINI, 2010). O antagonismo A2AR já está associado à neuroproteção (TAURA et 

al., 2018a). No entanto, uma vez que a farmacologia dos receptores é modificada pela 

heteromerização, a forma heterodímera de A2AR-D2R levantou questões sobre os 

alvos potenciais para pacientes com DP (ORRU et al., 2011). Assim, o objetivo deste 

estudo é investigar os efeitos da cafeína e do Haloperidol (um antagonista D2R) na 

fadiga induzida por um modelo de DP usando reserpina.  

 

 MÉTODOS  

Sessenta camundongos Swiss machos (8 semanas de idade, 49.22 ± 1,3 g) foram 

adquiridos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e alojados em gaiolas 

coletivas (38 x 32 x 17 cm) com livre acesso a água e comida. Os camundongos foram 

mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12 horas a uma temperatura ambiente de 22 ± 

dois °C e umidade monitorada. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da UFSC (CEUA-PP10519). Os animais foram 

aleatoriamente designados para os grupos experimentais (10 animais por grupo). A 

reserpina [1 mg/kg, via subcutânea (s.c.)] foi administrada 24 horas antes da avaliação 

da fadiga. A cafeína [6 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.)] foi administrada 15 minutos 

antes dos testes. L-DOPA (5 mg/kg, via i.p.) foi administrada 1 hora antes, e 

Haloperidol (0,25 mg/kg, via i.p.) 30 minutos antes dos testes. Salina 0,9% (NaCl) foi 

o veículo, e todos os tratamentos foram administrados em um volume de 10 ml/kg. As 

doses foram escolhidas com base em experimentos piloto e na literatura (AGUIAR et 
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al., 2009; FRANCISCO SOLANO et al., 2017; SANBERG; OSSENKOPP; 

KAVALIERS, 1996), incluindo a dosagem não cataléptica de Haloperidol.  

3.2.1 Teste do campo aberto 

O controle motor foi avaliado no teste do campo aberto (Insight® EP154). Os 

camundongos foram colocados individualmente no centro de um aparato circular 

(300x300mm) e deixados para explorar por 5 min (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). 

O número de cruzamentos e levantamentos foram analisados manualmente. 

3.2.2 Teste de força de preensão  

A fadiga foi avaliada utilizando o equipamento de força de preensão e seu respectivo 

software (Bonther® 5 kgf). Cada camundongo foi colocado individualmente na barra 

do equipamento e, quando ambas as patas dianteiras a seguravam firmemente, o 

experimentador puxou suavemente a cauda na outra direção. Foram realizadas 4 

tentativas com 10 segundos cada. O valor final é a média das três melhores tentativas 

(DUNNETT; TORRES; ANNETT, 1998; LUCA, 2008; PERSONIUS et al., 2010; 

TAKESHITA et al., 2017). 

3.2.3 Análise estatística  

A análise estatística e os gráficos foram realizados no GraphPad Prism©, versão 9.0. 

O teste ANOVA de uma via (comparações múltiplas) e o teste de comparação post-

hoc de Tukey foram usados para investigar as diferenças entre os grupos 

experimentais. Outliers foram testados usando o método ESD (extreme studentized 

deviate). O valor de um animal foi detectado como outlier e removido do grupo 

reserpina + Haloperidol no teste de campo aberto (número de cruzamentos e 

levantamentos). p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

 RESULTADOS 

Os grupos de animais não diferiram quanto ao peso corporal ([F 5, 54] = 0.44, p > 0.05, 

fig. 1A). A reserpina prejudicou o controle motor no teste de campo aberto, conforme 

demonstrado pela diminuição do número de cruzamentos ([F 5, 53] = 8.57, p < 0.05, fig. 
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1B) e levantamentos ([F 5, 53] = 7.96, p < 0.05, fig. 1C). A L-DOPA melhorou 

significativamente o número de cruzamentos ([F 5, 53] = 4.69, p < 0.05, fig. 1B) e 

levantamentos ([F 5, 53] = 4.49, p < 0.05, fig. 1C). O tratamento isolado com Haloperidol 

diminuiu o número de cruzamentos ([F 5, 53] = 8.78, p < 0.05, fig. 1B) e levantamentos 

([F 5, 53] = 6.67, p < 0.05, fig. 1C) no teste de campo aberto em comparação com o 

grupo controle. O tratamento isolado com cafeína aumentou o número de 

cruzamentos ([F 5, 53] = 4.22, p < 0.05, fig. 1B), mas não de levantamentos ([F 5, 53] = 

2.16, p > 0.05, fig. 1C). Por outro lado, o tratamento combinado de cafeína mais 

Haloperidol foi eficaz em melhorar tanto o número de cruzamentos ([F 5, 53] = 6.43, p 

< 0.05, fig. 1B) quanto de levantamentos ([F 5, 53] = 4.84, p < 0.05, fig. 1C) no teste de 

campo aberto.  

 

A reserpina induziu fadiga, conforme demonstrado pela redução do pico de força 

relativa (números corrigidos pelo peso corporal do animal) ([F 5, 54] = 8.80, p < 0.05, 

fig. 2A), tempo de preensão ([F 5, 54] = 4.14, p < 0.05, fig. 2B) e área sob a curva (AUC) 

([F 5, 54] = 6.08, p < 0.05, fig. 2C-D) no teste de força de preensão. Nenhum tratamento 

foi eficaz no aumento da força (fig.2A). No entanto, L-DOPA ([F 5, 54] = 6.26, p < 0.05, 

fig. 2B), Haloperidol ([F 5, 54] = 5.44, p < 0.05, fig. 2B), cafeína ([F 5, 54] = 5.71, p < 0.05, 

fig. 2B) e a combinação de cafeína mais Haloperidol ([F 5, 54] = 6.15, p < 0.05, fig. 2B) 

aumentaram significativamente o tempo de preensão. A análise da área sob a curva 

Figura 5. A reserpina induz déficits de controle motor no teste de campo aberto. Peso corporal (A), 

número de cruzamentos (B) e número de levantamentos (C). * p < 0.05 comparado ao veículo, # p 

< 0.05 comparado à reserpina. ANOVA de uma via, n=10 animais/grupo; Rese+halo n=9. Rese = 

reserpina, caff = cafeína, halo = Haloperidol. 
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(AUC), que considera a força ao longo do tempo no teste de força de preensão, 

evidencia que apenas o tratamento L-DOPA ([F 5, 54] = 4.59, p < 0.05, fig. 2C-D) e 

cafeína mais Haloperidol ([F 5,54] = 5.16, p < 0.05, fig. 2C-D) foram eficazes na melhora 

da fadiga. 

 

Figura 6. A reserpina induziu fadiga no teste de força de preensão. Pico de força (A), tempo de 

preensão (B), força x tempo (C) e área sob a curva (D) de força x tempo. * p < 0.05 comparado ao 

veículo, # p < 0.05 comparado à reserpina. ANOVA de uma via, n=10 animais/grupo. Rese = 

reserpina, caff = cafeína, halo = Haloperidol. 
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 DISCUSSÃO  

Nossos resultados mostram que o comprometimento dopaminérgico provocado pela 

administração de reserpina induziu déficits no controle motor dos animais e fadiga. L-

DOPA, cafeína e a combinação de cafeína mais Haloperidol atenuaram 

significativamente estes comprometimentos. Curiosamente, o tratamento com cafeína 

mais Haloperidol mostrou um resultado melhor do que a cafeína per se no número de 

levantamentos no teste de campo aberto. O prejuízo na neurotransmissão 

dopaminérgica foi associado ao comprometimento motor e à fadiga na DP 

(SCHEFFER et al., 2021). Estudos anteriores usando reserpina demonstraram fadiga 

no teste de natação forçada (SONG et al., 2021), rotarod (SONG et al., 2021) e teste 

incremental em esteira (SCHEFFER et al., 2021). A reserpina também acelerou o 

tempo de fadiga na estimulação elétrica dos músculos esqueléticos (HASSAN et al., 

2021). No presente estudo, demonstramos que o comprometimento dopaminérgico 

associado ao modelo animal da DP também induz fadiga no teste de força de 

preensão. 

A L-DOPA é um precursor da dopamina que atravessa a barreira 

hematoencefálica e aumenta a síntese de dopamina no SNC (HAYES, 2019). Foi o 

primeiro medicamento desenvolvido para a DP e é eficaz na redução da fadiga (LOU, 

2009). No entanto, a L-DOPA está associada à tolerância a dose de uso prolongado 

e a efeitos colaterais, como discinesias (SHIOZAKI et al., 1999). A proposta do 

antagonismo A2AR no tratamento da DP visa atenuar os sintomas motores e não 

motores e prevenir a progressão da doença (KOLAHDOUZAN; HAMADEH, 2017). O 

antagonismo A2AR potencializa o efeito psicoestimulante mediado pela dopamina 

(CHEN et al., 2001a). A Istradefilina, um antagonista A2AR, já foi aprovada para uso 

clínico nos EUA pelo FDA (a Administração de Alimentos e Medicamentos dos 

Estados Unidos) (TORTI; VACCA; STOCCHI, 2018). Em modelos experimentais de 

DP de MPTP e Paraquat, a cafeína protegeu parcialmente os roedores contra a 

degeneração nigroestriatal (CHEN et al., 2001b; KALDA et al., 2006; SINGH et al., 

2009; XU et al., 2002) e a perda de neurônios dopaminérgicos (KACHROO; 

IRIZARRY; SCHWARZCHILD, 2010). Em nosso estudo, a cafeína atenuou os déficits 

no controle motor e a fadiga no modelo animal da DP, reforçando o efeito 

neuroprotetor do antagonismo A2AR (KOLAHDOUZAN; HAMADEH, 2017). Embora a 

cafeína seja um antagonista não seletivo de A1R e A2AR (LOPES; PLIÁSSOVA; 
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CUNHA, 2019), apenas o A2AR tem sido associado a efeitos ergogênicos e 

psicoestimulantes (AGUIAR et al., 2020). 

Os A2AR são ricamente expressos no estriado de mamíferos, e são encontrados 

co-localizados com receptores D2R e/ou na forma de heterodímero A2AR-D2R 

(ARMENTERO et al., 2011). Salamone e colaboradores, 2016, demonstraram que a 

manipulação A2AR-D2R altera o comportamento de motivação relacionadas ao esforço 

(XU et al., 2002) e está associada à tomada de decisões (SALAMONE et al., 2016, 

2018). Uma vez que a farmacologia dos receptores é modificada pela 

heteromerização (ARMENTERO et al., 2011), a investigação do heterodímero A2AR-

D2R deve ser considerada na avaliação dos efeitos terapêuticos do antagonismo A2AR 

(AZDAD et al., 2009). Haloperidol é um antagonista seletivo de alta afinidade de D2R 

(SILVA et al., 2019). Para garantir que o Haloperidol não prejudicasse o controle motor 

dos camundongos, utilizamos uma dose não cataléptica de Haloperidol, descrita nos 

métodos. Nossos estudos anteriores demonstraram que, em condições fisiológicas, a 

administração de cafeína e o antagonismo A2AR têm efeitos ergogênicos (AGUIAR et 

al., 2020; DE BEM ALVES et al., 2023). Outras evidências do comportamento 

motivacional demonstraram que o antagonismo D2R modifica os efeitos do 

antagonismo A2AR (SALAMONE et al., 2008, 2012). 

O antagonismo A2AR aumenta a sinalização dopaminérgica e a disponibilidade 

de D2R e D3R, aumentando a neurotransmissão dopaminérgica (FERRARO et al., 

2012; LINDBERG et al., 2018b). Nossos resultados apontam para a hipótese de que 

o antagonismo A2AR-D2R aumenta a disponibilidade de dopamina na fenda sináptica 

e esse neurotransmissor se liga ao D3R, que foi aumentado via bloqueio A2AR, 

resultando na atenuação da fadiga. Somos o primeiro grupo a demonstrar que o 

antagonismo A2AR, independentemente do antagonismo D2R, atenua a fadiga em um 

modelo de reserpina de DP, o que esclarece o potencial da modulação do 

heterodímero A2AR-D2R na DP. É oportuno observar que o uso de um antagonista 

A2AR não seletivo, a administração periférica de drogas, o uso de camundongos 

machos, e a contraindicação do Haloperidol para pacientes com DP na clínica, são 

possíveis limitações deste estudo. Além disso, o papel dos heterodímeros A1R-A2R e 

A1R-D2R (LINDBERG et al., 2018a) também devem ser considerados em estudos 

futuros.  
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 CONCLUSÃO  

Nossos resultados destacam o potencial do antagonismo do heterodímero A2AR-D2R 

no controle da fadiga na doença de Parkinson. 
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 ARTIGO 3: OS HETERODÍMEROS A2AR-D2R ESTRIATAIS ESTÃO ASSOCIADOS 
AOS EFEITOS ERGOGÊNICOS DA CAFEÍNA  

Artigo em processo de submissão  

 INTRODUÇÃO  

A adenosina é uma purina neuromoduladora que atua no sistema nervoso central 

(SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP) (JACOBSON; GAO, 2006). Existem 

quatro subtipos de receptores adenosinérgicos, os A1, A2A, A2B e A3 (A1R, A2AR, A2BR 

e A3R), e todos estão acoplados a proteínas G. O segundo mensageiro associado à 

ligação adenosina-receptor é a ativação ou inibição da enzima adenilato ciclase (AC) 

(B. FREDHOLM; A. JACOBSON, 2009). O A1R e o A2AR têm a maior afinidade pela 

adenosina (JACOBSON et al., 1995). A sinalização adenosinérgica periférica participa 

do suprimento sanguíneo por meio de vasodilatação ou angiogênese (RYZHOV et al., 

2008), e diminuição da resposta inflamatória por meio da supressão da produção de 

citocinas (CHEN et al., 2006; MARTIN et al., 2006). A sinalização adenosinérgica 

central participa do estado de alerta e fadiga (AGUIAR et al., 2021; ALVES et al., 

2019). Os efeitos ergogênicos da cafeína (1,3,7-trimetilxantina) são devidos ao 

antagonismo central dos A2ARs (AGUIAR et al., 2020; ALVES et al., 2019; ALVES et 

al., 2023). Recentemente, demonstramos que o estriado medeia os efeitos 

ergogênicos da cafeína (ALVES et al., 2022). 

Os A2ARs são ricamente expressos no corpo estriado (BURGUEÑO et al., 

2003), região que podem ser encontrados em co-localização com receptores 

dopaminérgicos D2 (D2R) em neurônios espinhosos médios GABAérgicos (MSNs) 

(TOZZI et al., 2011). Os A2ARs estão acoplados a proteínas estimuladoras Gs/olf que 

ativam a AC, aumentando a produção de AMPc (monofosfato de adenosina cíclico) 

(BARROS et al., 2015; CIRUELA et al., 2006; FERRÉ et al., 2007). Por outro lado, os 

D2Rs estão acoplados a proteínas inibitórias Gi, que inibem a AC (FERRÉ, 2010; 

HIGLEY; SABATINI, 2010). Portanto, esses receptores apresentam efeitos 

antagônicos sobre a mesma cascata de sinalização (FERRÉ, 2016). Além da co-

localização pós-sináptica de A2ARs e D2R, existem formas heterodímeras desses 

receptores no corpo estriado (ARMENTERO et al., 2011; AZDAD et al., 2009). Como 

a heterodimerização modifica a farmacologia do receptor (SALAMONE et al., 2008), é 
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imprescindível investigar se o heterodímero A2AR-D2R está envolvido nos efeitos 

ergogênicos da cafeína e do antagonismo A2AR, relatados anteriormente. 

Desde a descoberta dos efeitos ergogênicos da cafeína (BOND V et al., 1986; 

COYLE E F, 1984; POWERS; DODD, 1985), foram desenvolvidos antagonistas 

seletivos de A2AR e A1R, como SCH58261 e DPCPX, respectivamente. Evidencias 

com o uso do SCH58261 demonstram que o antagonismo A2AR está associado aos 

efeitos ergogênicos e psicoestimulantes da cafeína (AGUIAR et al., 2020; LOPES; 

PLIÁSSOVA; CUNHA, 2019). Entretanto, estudos relacionando o uso do DPCPX na 

fadiga permanecem escassos. A fadiga é definida como uma sensação subjetiva de 

cansaço e aumento do esforço percebido em comparação com o desempenho real, 

ou exaustão (DELUCA, 2005; GANDEVIA et al., 1995)], e pode ser medida 

objetivamente através da fatigabilidade. A fatigabilidade é a magnitude ou taxa de 

mudança em um critério de desempenho em relação a um valor de referência durante 

um determinado tempo de desempenho da tarefa ou medida de potência mecânica 

(AGUIAR et al., 2021; VØLLESTAD, 1997). Portanto, o objetivo deste estudo é 

investigar os efeitos periféricos e estriatais do antagonismo heterodímero A2AR-D2R 

na fadiga, utilizando cafeína, SCH58261, DPCPX e Haloperidol (um antagonista D2R). 

 MATERIAIS E MÉTODOS  

Cento e noventa camundongos Swiss machos (8 semanas de idade, 49,45 ± 1,5 g) 

foram adquiridos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e alojados em 

gaiolas coletivas (38 x 32 x 17 cm) com livre acesso a água e comida. Os 

camundongos foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12h, e temperatura 

ambiente de 22 ± 1°C, com umidade monitorada. O protocolo experimental foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFSC (CEUA-PP10519). Os 

animais foram aleatoriamente designados para os grupos experimentais. Para avaliar 

a fadiga, investigamos o comportamento dos camundongos no teste de campo aberto, 

teste de força de preensão e no exercício incremental em esteira. 

4.2.1 Drogas  

Para a administração sistêmica, todas as drogas foram administradas por via 

intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg. A cafeína (Sigma-Aldrich) e o 

Haloperidol (Haldol®) foram diluídos em solução salina (NaCl 0,9%). SCH58261 
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(Sigma-Aldrich) e DPCPX (Sigma-Aldrich) foram diluídos em DMSO. Cafeína (6 

mg/kg) foi administrada 15 min antes dos testes, Haloperidol (0,25 mg/kg) 30 min 

antes, SCH58261 (1 mg/kg) 15 min, DPCPX (1 mg/kg) 30 min antes. Salina e DMSO 

foram administradas nos respectivos grupos de controle.  

Para a administração no estriado dorsolateral, os camundongos foram 

anestesiados com cetamina/xilazina. Uma cânula foi implantada no estriado direito 

(AP 0,5 mm; ML 2 mm e DV -3 mm), e outra no estriado esquerdo (AP 0,5 mm; ML -2 

mm e DV -3 mm) através da estereotaxia, de acordo com as coordenadas de Paxinos 

e Franklin (PAXINOS; FRANKLIN, 2012a). A cafeína foi diluída em salina (NaCl 0,9%), 

o SCH58261 foi diluído em DMSO. Após uma semana da cirurgia, 4μL de cafeína 

(15μg) ou solução salina (0,5μg) ou SCH58261 (2μg) ou DMSO (0,5μg) foram 

injetados nos animais conscientes usando uma bomba de infusão (2 μL/minuto, 

Bonther®, Ribeirão Preto, Brasil). Imediatamente após as administrações os animais 

foram submetidos aos testes comportamentais. Haloperidol (0,25 mg/kg) foi 

administrado 30 min i.p. antes dos testes. A taxa de mortalidade foi de 5% (10 

animais). Todas as doses experimentais foram escolhidas com base em experimentos 

piloto e na literatura (AGUIAR et al., 2009; FRANCISCO SOLANO et al., 2017; 

SANBERG; OSSENKOPP; KAVALIERS, 1996). O exercício em esteira não pôde ser 

realizado em animais pós cirurgia estereotáxica porque a altura das cânulas impedia 

o desempenho na esteira.  

4.2.2 Teste do campo aberto  

O controle motor foi avaliado no teste de campo aberto (Insight® EP154). Os 

camundongos foram colocados individualmente no centro de um aparato circular (300 

x 300 mm) e deixados livres para explorar por 5 min (SEIBENHENER; WOOTEN, 

2015). O número de cruzamentos e levantamentos foram analisados manualmente. 

4.2.3 Teste de força de preensão  

A fadiga foi avaliada no equipamento de força de preensão e no software (Bonther® 

5 kgf). Cada camundongo foi colocado individualmente na barra do equipamento e 

quando ambas as patas dianteiras estavam firmes, o experimentador puxava 

suavemente a cauda na outra direção. Foram realizadas 4 tentativas com 10 

segundos cada, e 1 minuto de intervalo entre as tentativas. O valor final é a média das 
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três melhores tentativas (DUNNETT; TORRES; ANNETT, 1998; LUCA, 2008; 

PERSONIUS et al., 2010; TAKESHITA et al., 2017). 

4.2.4 Teste incremental em esteira  
 

Os camundongos foram ambientados em uma esteira de roedores por 3 dias e, após 

48h de descanso, realizaram o teste incremental. A inclinação da esteira (1,7 graus) 

e o choque (0,2 mA) foram mantidos constantes ao longo dos dias. No primeiro dia de 

ambientação os animais realizaram 10 minutos de exercício em 5 m/min, no segundo 

dia 5 minutos em 5 m/min + 5 minutos em 10m/min, e no terceiro dia 10 minutos em 

10 m/min de intensidade. Após 48h, os camundongos retornaram à esteira, e 5 m/min 

foram adicionados pelo experimentador a cada 3 min de corrida, iniciando com 5 

m/min. Este protocolo incremental foi baseado em experimentos-piloto usando 

medição de lactato sanguíneo. O lactato foi coletado por punção da veia 

submandibular e analisado por meio de um lactímetro. 

4.2.5 Análise estatística  

Todas as análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism© (versão 9.0 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA). O teste ANOVA de uma 

via (comparações múltiplas) foi usado para investigar as diferenças entre os grupos 

experimentais. Outliers foram testados usando o método ESD (extreme studentized 

deviate). P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 RESULTADOS  

4.3.1 Efeitos da inibição sistêmica e central dos A2AR-D2R no controle motor 

A cafeína (i.p.) aumentou o número de cruzamentos ([F3, 36] = 4,29, p < 0,05, fig. 1A) 

e levantamentos ([F3, 36] = 3,92, p < 0,05, fig. 1B) dos animais no teste de campo 

aberto. O Haloperidol (i.p.) também aumentou o número de cruzamentos ([F3, 36] = 

4,34, p < 0,05, fig. 1A) e levantamentos ([F3, 36] = 4,00, p < 0,05, fig. 1B). No entanto, 

a administração de cafeína mais Haloperidol aboliu as diferenças estatísticas. Da 

mesma forma, a administração de cafeína no estriado (st.) de camundongos 

aumentou o número de cruzamentos ([F2, 12] = 9,67, p < 0,05, fig. 1C) e levantamentos 

([F2, 12] = 6,08, p < 0,05, fig. 1D) no teste de campo aberto. Corroborando os achados 
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sistêmicos, a coadministração de cafeína (st.) e Haloperidol (i.p.) diminuiu o número 

de cruzamentos ([F2, 12] = 9,67, p < 0,05, fig. 1C) e levantamentos ([F2, 12] = 7,79, p < 

0,05, fig. 1D). 

 

Semelhante à cafeína, a administração sistêmica (i.p.) de SCH58261 aumentou o 

número de cruzamentos ([F3, 36] = 6,64, p < 0,05, fig. 2A) e levantamentos ([F3, 36] = 

4,72, p < 0,05, fig. 2B) dos animais no teste de campo aberto. Por outro lado, a 

coadministração de Haloperidol (i.p.) inibiu os efeitos psicoestimulantes do SCH58261 

observados no número de cruzamentos, conforme observado no número de 

cruzamentos ([F3, 36] = 7,59, p < 0,05, fig. 2A) e levantamentos ([F3, 36] = 4,44, p < 0,05, 

fig. 2B). A administração sistêmica de DPCPX (i.p.) não teve efeito psicoestimulante 

Figura 7. Os efeitos da administração sistêmica e central de cafeína e Haloperidol no campo aberto. 
Números de cruzamentos (A) e números de levantamentos (B) após administração sistêmica. 

Números de cruzamentos (C) e levantamentos (D) após administração central das drogas. * p < 

0.05 comparado ao veículo, # p < 0.05 comparado à cafeína. ANOVA de uma via com teste de 

múltiplas comparações de Tukey, n=10 animais/grupo (sistêmico) e n=5 animais/grupo (central). 

i.p. = intraperitoneal; st.= estereotaxia; caf = cafeína; halo = Haloperidol. 
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para os camundongos, portanto não foi administrado no estriado. A administração 

estriatal (st.) de SCH58261 também aumentou o número de cruzamentos ([F2, 12] = 

11,45, p < 0,05, fig. 2C) e levantamentos ([F2, 12] = 4,07, p < 0,05, fig. 2D) dos animais 

no teste de campo aberto. A coadministração de Haloperidol (i.p.) também inibiu os 

efeitos psicoestimulante centrais do SCH58261 no número de cruzamentos ([F2, 12] = 

9,59, p < 0,05, fig. 2C) e levantamentos ([F2, 12] = 10,19, p < 0,05, fig. 2D). 
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4.3.2 Efeitos da inibição sistêmica e central dos A2AR-D2R na força de preensão 
A administração sistêmica (i.p.) de Haloperidol per se ([F3, 36] = 5,75, p < 0,05, fig. 3A) 

e de cafeína mais Haloperidol ([F3, 36] = 5,11, p < 0,05, fig. 3A) diminuiu o pico de força 

Figura 8. Os efeitos da administração sistêmica e central de SCH58261 e Haloperidol no campo 

aberto. Números de cruzamentos (A) e números de levantamentos (B) após administração 

sistêmica. Números de cruzamentos (C) e levantamentos (D) após administração central das 

drogas. * p < 0.05 comparado ao veículo, # p < 0.05 comparado à cafeína. ANOVA de uma via com 

teste de múltiplas comparações de Tukey, n=10 animais/grupo (sistêmico) e n=5 animais/grupo 

(central). i.p. = intraperitoneal; st.= estereotaxia; halo = Haloperidol. 
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no teste de força de preensão em comparação com o grupo controle. A 

coadministração de cafeína mais Haloperidol também diminuiu o pico de força em 

comparação com o grupo tratado com cafeína ([F3, 36] = 7,78, p < 0,05, fig. 3A). A 

cafeína (i.p.) aumentou o tempo de preensão dos camundongos ([F3, 36] = 9,65, p < 

0,05, fig. 3B) e o Haloperidol diminuiu esse efeito ergogênico da cafeína ([F3, 36] = 6,39, 

p < 0,05, fig. 3B), conforme observado no gráfico da área sobre a curva, que traduz o 

impulso ([F3, 35] = 11,49, p < 0,05, fig. 3C-D). A administração estriatal (st.) de cafeína 

não alterou o pico de força (fig. 3E), mas aumentou o tempo de preensão ([F2, 27] = 

7,58, p < 0,05, fig. 3F) e o impulso ([F2, 27] = 6,63, p < 0,05, fig. 3G-H) dos animais. No 

entanto, ao contrário do observado na administração sistêmica, o grupo que recebeu 

cafeína mais Haloperidol (i.p.) teve um aumento no tempo de preensão ([F2, 27] = 6,64, 

p < 0,05, fig. 3F) e no impulso  ([F2, 27] = 4,75 , p < 0,05, fig. 3G-H).  
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No teste de força de preensão, a administração de SCH58261 (i.p.) não alterou o pico 

de força (fig. 4A), mas aumentou significativamente o tempo de preensão ([F3, 36] = 

4,80, p < 0,05, fig. 4B), e o impulso dos animais ([F3,36] = 4,47, p < 0,05, fig. 4C-D). 

Novamente, a coadministração de Haloperidol (i.p.) reduziu o tempo de preensão ([F3, 

36] = 5,78, p < 0,05, fig. 4B) e o impulso ([F3,36] = 5,64, p < 0,05, fig. 4C-D) dos animais. 

Semelhantemente a administração de cafeína no estriado, a administração central 

(st.) de SCH58261 aumentou o tempo ([F2,27] = 4,46, p <0,05, fig. 4F) e o impulso 

[F2,27] = 4,44, p <0,05, fig. 4G-H) dos animais. Entretanto, o grupo tratado com cafeína 

mais Haloperidol (i.p.) também exibiu um aumento significativo nos mesmos 

parâmetros ([F2,27] = 3,51, p < 0,05, fig. 4F) e [F2,27] = 3,53, p < 0,05, FIG. 4G-H), 

respectivamente. 

 

Figura 9. Os efeitos da administração sistêmica e central de cafeína e Haloperidol no teste de 

preensão. Pico relativo de força (A), tempo de preensão (B), curva do tempo versus força (C) e área 

sobre a curva (D) do tempo versus força (C), após administração sistêmica das drogas. Pico relativo 

de força (E), tempo de preensão (F), curva do tempo versus força (G) e área sobre a curva (H) do 

tempo versus força (G), após administração central das drogas. * p < 0.05 comparado ao veículo, 

# p < 0.05 comparado à cafeína. ANOVA de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey, 

n=10 animais/grupo (sistêmico) e n=5 animais/grupo (central). Caf = cafeína; halo = Haloperidol. 
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4.3.3 Efeitos da inibição sistêmica dos A2AR-D2R no exercício incremental 

Os grupos submetidos ao teste incremental em esteira não diferiram quanto ao peso 

corporal (fig. 5A). A cafeína sistêmica (i.p.) aumentou o lactato sanguíneo ([F3,26] = 

4,05, p < 0,05, fig. 5B) e a distância percorrida ([F3,27] = 4,11, p < 0,05, fig. 5D) no dia 

do teste. Por outro lado, nenhum tratamento alterou a potência (fig. 5C e E). A 

coadministração de Haloperidol (i.p.) aboliu o efeito ergogênico da cafeína (fig. 5D).  

 

Figura 10. Os efeitos da administração sistêmica e central de SCH58261 e Haloperidol no teste de 

preensão. Pico relativo de força (A), tempo de preensão (B), curva do tempo versus força (C) e área 

sobre a curva (D) do tempo versus força (C), após administração sistêmica das drogas. Pico relativo 

de força (E), tempo de preensão (F), curva do tempo versus força (G) e área sobre a curva (H) do 

tempo versus força (G), após administração central das drogas. * p < 0.05 comparado ao veículo, 

# p < 0.05 comparado à cafeína. ANOVA de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey, 

n=10 animais/grupo (sistêmico) e n=5 animais/grupo (central). Caf = cafeína; halo = Haloperidol. 

 



48 

 

Os grupos tratados com os antagonistas seletivos não diferiram em peso corporal (fig. 

6A) e nível de lactato (fig. 6B). O SCH58261 (i.p.) aumentou a potência ([F3,20] = 5,33, 

p < 0,05, fig. 6C) e distância percorrida ([F3,20] = 6,74, p < 0,05, fig. 6D-E) dos animais. 

A coadministração de Haloperidol inibiu os efeitos ergogênicos do SCH58261 sobre a 

potência ([F3,20] = 5,61, p < 0,05, fig. 6C) e distância ([F3,20] = 5,00, p < 0,05, fig. 6D-

E). Além disso, o DPCPX diminuiu a potência dos camundongos ([F3,20] = 7,23, p < 

0,05, fig. 6C) e a distância percorrida ([F3,20] = 6,51, p < 0,05, fig. 6D-E) em 

comparação com o grupo SCH58261.  

 

Figura 11. Efeitos da administração sistêmica de cafeína e Haloperidol no teste incremental em 

esteira. Peso corporal (A), lactato sanguíneo (B), Potência (C), Distância percorrida (D) e Potência 

versus velocidade (E). * p < 0.05 comparado ao veículo. ANOVA de uma via com teste de múltiplas 

comparações de Tukey, n=6-8 animais/grupo. Caf = cafeína; halo = Haloperidol. 
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 DISCUSSÃO  

Nosso estudo reforça que os efeitos ergogênicos e psicoestimulantes da cafeína são 

devidos ao antagonismo A2AR, especificamente no estriado, conforme demonstrado 

pela administração sistêmica e local de cafeína e SCH58261. Além disso, nos 

resultados mostram que o antagonismo A1R, através do DPCPX, não exibiu qualquer 

efeito psicoestimulante ou ergogênico nos camundongos. Curiosamente, a 

investigação do heterodímero A2AR-D2R revelou que a maioria dos efeitos de 

antagonismo A2AR são devidos à potencialização da cascata de sinalização D2R no 

estriado. No entanto, observamos que o estriado dorsolateral A2AR-D2R medeia o 

Figura 12. Efeitos da administração sistêmica de SCH58261 e Haloperidol no teste incremental em 

esteira. Peso corporal (A), lactato sanguíneo (B), Potência (C), Distância percorrida (D) e Potência 

versus velocidade (E). * p < 0.05 comparado ao veículo, # p < 0.05 comparado ao SCH58261. 

ANOVA de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey, n=6-8 animais/grupo. halo = 

Haloperidol 



50 

controle motor, mas não a força de preensão, sugerindo o envolvimento de outra 

região do cérebro, ou receptores, nesse mecanismo.  

A administração sistêmica de cafeína aumentou o número de cruzamentos e 

levantamentos no teste de campo aberto, e o impulso no teste de força de preensão. 

Estes efeitos psicoestimulantes e ergogênicos da cafeína dão continuidade aos 

achados de nosso trabalho anterior (DE BEM ALVES et al., 2023). No presente 

estudo, estendemos o efeito ergogênico da cafeína ao exercício em esteira e 

adicionamos a participação do corpo estriado. Outras evidências demonstraram que 

a cafeína aumenta o V̇O2máx, a potência de corrida e a potência máxima em 

camundongos (AGUIAR et al., 2020; FRANCISCO SOLANO et al., 2017). Os mesmos 

efeitos psicoestimulantes e ergogênicos foram observados por meio da administração 

estriatal de cafeína. A ação da cafeína no SNC está associada a neuroplasticidade 

estriatal e ao aumento do metabolismo mitocondrial dopaminérgico (DE BEM ALVES 

et al., 2023). A cafeína também aumenta a liberação pré-sináptica de glutamato e a 

ativação do receptor NMDA no corpo estriado (FERRÉ et al., 2007; POPOLI et al., 

2002), o que pode contribuir para a atenuação da fadiga durante o exercício. 

A cafeína é um antagonista não seletivo de A2AR e A1R. Portanto, investigamos 

os efeitos de SCH58261 e DPCPX sobre esses parâmetros. A administração 

sistêmica do SCH58261 aumentou o controle motor de camundongos no campo 

aberto, o impulso no teste de força de força de preensão e a potência no exercício em 

esteira. Aguiar e colaboradores, demonstraram que os efeitos ergogênicos da cafeína 

foram abolidos em camundongos nocaute para o A2AR no prosencéfalo, 

demonstrando que o antagonismo A2AR no SNC é responsável pela ação ergogênica 

da cafeína (AGUIAR et al., 2020). Por outro lado, o DPCPX sistêmico não teve efeito 

psicoestimulante nem ergogênico em camundongos, o que é um resultado inédito. O 

SCH58261 estriatal reforçou os resultados sistêmicos, mostrando que os efeitos 

psicoestimulantes e ergogênicos do antagonismo A2AR são mediados no estriado. Os 

A2ARs estão localizados pós-sinapticamente em neurônios GABAérgicos 

estriatopalidais, antagonizando funções D2R, e também estão localizados pré-

sinapticamente em terminais corticoestriatais, facilitando a liberação de glutamato. 

Corroborando nossos achados, Shen et al., 2013, relataram que A2ARs nos terminais 

glutamatérgicos regulam ações psicoestimulantes de drogas através da integração da 

sinalização estriatal GABAérgica, dopaminérgica e glutamatérgica (SHEN et al., 

2013). 
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Os resultados da manipulação farmacológica dos heterodímeros A2AR-D2R 

mostrou que os efeitos psicoestimulantes e ergogênicos do antagonismo A2AR são 

devidos à potencialização da cascata de sinalização via D2R no estriado. Salamone 

et al., 2012, investigaram o papel do heterodímero A2AR-D2R em processos 

relacionados à motivação e observaram que além da dopamina, particularmente no 

núcleo accumbens, a adenosina por meio da ativação de A2AR também participa da 

regulação desses processos (SALAMONE et al., 2010). Além do papel dos A2ARs na 

integração da sinalização de neurotransmissores afirmado anteriormente (SHEN et 

al., 2013), as ações opostas sobre a cascata de sinalização AC, os A2ARs também 

facilitam a atividade neuronal no corpo estriado, melhorando a sinalização 

dopaminérgica, através do aumento da disponibilidade de D2R e D3R e aumento da 

neurotransmissão de dopamina (LINDBERG et al., 2018). No entanto, enquanto o 

antagonismo sistêmico e central do A2AR aumentou o impulso no teste de força de 

preensão, o antagonismo D2R (pelo Haloperidol) apenas aboliu esse efeito via 

sistêmica, mas não quando administrado no estriado. Como nosso estudo explorou a 

região do estriado dorsolateral, este último achado pode sugerir que o D2R de outras 

regiões, como por exemplo do núcleo accumbens, no estriado ventral, participa da 

geração de força. Desta forma, novos estudos devem ser conduzidos a fim de 

investigar esta hipótese. 

 CONCLUSÃO  

Nossos resultados demonstraram que os heterodímeros estriatais A2AR-D2Rs estão 

ligados aos efeitos psicoestimulantes e ergogênicos do antagonismo da adenosina 

em camundongos.  

 

 DISCUSSÃO GERAL 

Os estudos atuais sobre a fisiopatologia da fadiga central estão relacionados a 

mecanismos inflamatórios (HEESEN et al., 2006; MILLER et al., 2008), ao prejuízo da 

neurotransmissão dopaminérgica (SCHEFFER et al., 2021), ou ao aumento da 

sinalização adenosinérgica no SNC (AGUIAR et al., 2020, 2021). Dados científicos da 

associação entre inflamação e fadiga provém principalmente de estudos conduzidos 

em pacientes com câncer, já que 80% desses pacientes apresentam fadiga (TYRING 
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et al., 2006). Entretanto, as abordagens terapêuticas propostas não atuam da mesma 

forma sobre as dimensões física e mental da fadiga (CAPURON et al., 2002). Além 

disso, a mensuração das concentrações circulantes de citocinas em pacientes 

representa a principal limitação destes estudos (TER WOLBEEK et al., 2007). Já os 

estudos envolvendo o receptor adenosinérgico A2A (A2AR) são promissores (AGUIAR 

et al., 2020, 2021).  

Os A2AR foram identificados como alvo terapêutico para o tratamento de 

doenças neurológicas (TAURA et al., 2018b). Evidencias robustas demonstraram que 

a administração sistêmica de cafeína atrasa a fadiga durante o exercício (AGUIAR et 

al., 2020, 2021). Nossos resultados corroboram os efeitos ergogênicos e 

psicoestimulantes da cafeína e do antagonismo seletivo A2AR (através da 

administração de SCH58261), como observados no teste do campo aberto, no teste 

do rotarod, no teste de força de preensão e no teste incremental em esteira. Além 

disso, também demonstramos de forma pioneira que o antagonismo A1R (através da 

administração do DPCPX) não está associado aos efeitos da cafeína sobre a 

atenuação da fadiga, tanto no contexto do controle motor, como no esforço físico ou 

geração de força de preensão. Devido à alta expressão de receptores A2AR no corpo 

estriado, administramos a cafeína e o SCH58261 diretamente no estriado dorsolateral 

dos camundongos, algo que até então não havia sido realizado. Estes resultados 

demonstraram que os A2AR do estriado estão associados ao mecanismo de fadiga 

central nos animais. Além disso, nós demonstramos que o mecanismo de fadiga está 

associado à neuroplasticidade estriatal e ao aumento do metabolismo mitocondrial.  

A descoberta da forma heterodímera dos receptores A2A-D2 no estriado torna-

se importante na investigação dos efeitos farmacológicos da manipulação desses 

receptores (ARMENTERO et al., 2011; AZDAD et al., 2009). De fato, a existência dos 

receptores heterodímeros tem levantado questões relevantes sobre os verdadeiros 

alvos terapêuticos que podem beneficiar os pacientes neurológicos, ou seja, se a 

terapêutica deve ser baseada em receptores monômeros, homodímeros ou 

heterodímeros (SALAMONE et al., 2008). O antagonismo adenosina-dopamina foi 

sugerido como alvo terapêutico em situações de déficit dopaminérgico, como ocorre 

na DP (ARMENTERO et al., 2011). Os estudos de Salamone e colaboradores 

investigaram os efeitos da manipulação dos heterodímeros A2AR-D2R sobre a decisão 

relacionada ao esforço, e demonstraram que o antagonismo A2AR-D2R aumentava a 

motivação dos animais (SALAMONE et al., 2012, 2016, 2018).  
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Seguindo os resultados de Salamone e colaboradores descritos acima 

(SALAMONE et al., 2012, 2016, 2018), nossos experimentos foram direcionados para 

estudar o papel do antagonismo A2AR-D2R sobre a fadiga central no modelo animal da 

doença de Parkinson, utilizando a reserpina. Nossos resultados demonstraram que o 

antagonismo dos heterodímeros A2AR-D2R aumentou o controle motor e a força de 

preensão dos animais, demonstrando que essa manipulação farmacológica apresenta 

um potencial terapêutico na fadiga apresentada pelos pacientes com doença de 

Parkinson. Porém, os mecanismos exatos ainda precisam ser elucidados. Além disso 

nós também investigamos o papel do antagonismo A2AR-D2R sobre a fadiga central 

de animais naive. Curiosamente, estes resultados demonstraram que os efeitos 

ergogênicos e psicoestimulantes do antagonismo A2AR estão associados à 

potencialização da via dopaminérgica através dos receptores D2R no estriado. Este 

mecanismo foi observado no controle motor e no teste de esforço em esteira. 

Entretanto, não foi observado no teste de força de preensão. Sugerindo que outros 

receptores, vias de sinalizações, ou mesmo outras áreas cerebrais possam estar 

envolvidas no mecanismo de geração de força. Estes dados reforçam a necessidade 

de novos estudos experimentais.  

 

 CONCLUSÃO FINAL  

Em resumo, os resultados apresentados nesta tese de doutorado evidenciam o 

potencial farmacológico dos receptores heterodímeros A2AR-D2R, localizados no 

estriado, no manejo da fadiga central.  
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