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. Resumen

La cafeina y la teofilina son metilxantinas que actidan como
antagonistas no selectivos de la adenosina, activando dos tipos de
receptores adenosinérgicos presentes en el sistema nervioso central: los
A; y los Ayn. Se ha demostrado que la cafeina a dosis altas produce
efectos ansiogénicos y alteraciones motoras, sin embargo los efectos de St
la teofilina en estos parametros no han sido tan estudiados. La teofilina,
ademas de poder ser administrada de forma exdgena, es un metabolito
de la cafeina que también tiene efectos a nivel del SNC. El efecto de dosis
altas de cafeina en interaccidn con etanol es un tema de interés reciente
debido a las denominadas “bebidas energéticas”. En este sentido, el
estudio de dosis altas de cafeina y de su metabolito teofilina en
pardmetros motores y de ansiedad, puede sernos de ayuda para entender
no sélo la implicacién del sistema adenosinérgico en ellos, sino que
también constituye la base para un futuro estudio sobre el impacto de la
interaccion entre estas metilxantinas y el alcohol. Ademas, ambas
metilxantinas estan siendo propuestas como sustancias terapéuticas para
diferentes patologias relacionadas con la falta de dopamina. En este
trabajo, se pretende estudiar los efectos de la administracién aguda IP de
dosis moderadas y altas de cafeina y teofilina (25, 50 6 100 mg/kg) en
medidas de locomocién (campo abierto, ruedas de actividad y rotarod) y
ansiedad (laberinto elevado en cruz). La cafeina a dosis altas mostré tener
efectos de supresion motora en diferentes paradigmas siendo mas
potente que la teofilina en conseguir este efecto. Aunque ambos
tratamientos produjeron efectos ansiogénicos, la cafeina mostré ser mas
potente. Estos resultados demuestran que la cafeina a dosis altas podria
producir efectos contrarios a los deseados tras su consumo, asi como
también permiten sugerir a la teofilina como un mejor agente terapéutico
con menor riesgo de producir efectos no deseados en diferentes
parametros.

Il. Introduccion

De todas las sustancias psicoactivas la cafeina es la mas ampliamente
consumida (Antoniou et al., 2005; Ferré 2008; Reissig et al., 2009)
estando presente en alimentos y bebidas como el café, el té, el cacao, el
chocolate y algunos refrescos (Barone and Roberts, 1996). Entre los
consumidores habituales se alcanza una ingesta en un rango que va 170-
300 mg/dia (Barone and Roberts, 1996). Este consumo produce un
conjunto de efectos psicoestimulantes como reduccién de la fatiga y
aumento del rendimiento, con relativamente poco riesgo de efectos
dafinos (Behlig et al., 1992; Fredholm et al., 1999). Sin embargo, a dosis
altas (por encima de los 400-500 mg/dia), los efectos de la cafeina varian
entre individuos y pueden llevar a efectos indeseados, incluyendo un



aumento de la ansiedad, aumento de la presién arterial, dolor de cabeza
y confusion (Fredholm et al., 1999).

La cafeina, una vez ingerida, es metabolizada principalmente por la
enzima CYP1A2 presente en el higado, constituye el 15% de enzimas
citocromales P450 y es la responsable de un 90% del metabolismo de la
cafeina (Shimada et al., 1994). La biotransformacion de la cafeina por esta
enzima resulta en diferentes metabolitos: paraxantina (81,5%),
teobromina (10,8%) y teofilina (5,4%) (Gu et al., 1992). Estas dos ultimas
xantinas presentan una estructura quimica muy similar a la cafeina
(Sagranow and Machoy, 2005). La teofilina, ademas de ser un producto
del metabolismo de la cafeina, también puede ser ingerida como
constituyente de bebidas como café, té, mate o guarand (Weckerle et al.,
2003). Ambas sustancias ejercen sus efectos psicoactivos, principalmente
a través del antagonismo de los receptores de adenosina (Fredholm,
1999, 2001; von Lubitz et al., 1999). La adenosina es una purina que en el
sistema nervioso central (SNC) actua como neuromodulador a través de
receptores de membrana. Los receptores de adenosina son del tipo
purinérgico 1 y pertenecen a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G. Estos receptores se han clasificado en base a evidencias
moleculares, bioquimicas y farmacoldgicas en cuatro subtipos: A;, A, Az
y Az (Fredholm et al., 2001). Los receptores de adenosina A; y Az estdn
acoplados negativamente a la adenilciclasa por medio de las proteinas G;
ejerciendo influencias inhibitorias, mientras que los receptores A, estan
acoplados positivamente a esta enzima mediante las proteinas G,
incrementando los niveles de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) y
ejerciendo asi influencias excitatorias en las neuronas. Los niveles
fisiolégicos extracelulares de adenosina pueden ser suficientes para
ocupar, y por tanto, estimular los receptores A; y A5, mientras que los
receptores A,g con una afinidad menor por la adenosina, solo son
activados por niveles muy altos de adenosina (Fredholm et al., 2001). Los
receptores de adenosina A; y A,a son probablemente los principales
lugares de accidon tanto de la teofilina como de la cafeina (von Lubitz,
1999; Fredholm et al., 1999, 2001).

Actualmente, hay un creciente interés en las acciones conductuales
de las drogas que modulan la funcién del sistema adenosinérgico y de
hecho, varios estudios se han centrado en la cafeina y otras metilxantinas
como la teofilina como herramientas para su estudio (Daly et al., 2007;
Fredholm et al., 2001). Gran parte de este interés surge de la localizacién
de los receptores de adenosina a nivel cerebral, de su colocalizacién con
otros sistemas de neurotransmision y de su consecuente relevancia como
posible diana terapéutica para algunos trastornos. En este sentido,
antagonistas de A,s han demostrado tener efectos antiparkinsonianos
(Correa et al., 2004; Jenner, 2005; Pinna, 2010; Salamone, 2010). Asi
como también antagonistas no selectivos de los receptores de adenosina
A1/A;n como la cafeina y la teofilina a dosis moderadas y altas (10-50
mg/kg) han demostrado revertir los efectos parkinsonianos inducidos por
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antagonistas de los receptores D, (Bishnoi et al., 2007; Trevitt et al.,
2009). En humanos, estudios epidemiolégicos han encontrado una fuerte
relacion inversa entre el consumo de café y la prevalencia de la
enfermedad del parkinson (Gale and Martyn, 2003).

Otra parte del interés por las metilxantinas es su consumo en
interaccidn con bebidas alcohdlicas. EI consumo de bebidas alcohdlicas
junto a bebidas energéticas con un alto contenido en cafeina se ha
convertido en una practica comun en jovenes (O’Brien et al., 2008). Esta
combinacién produce una disminucion en la percepcién subjetiva de
intoxicacion (Ferreira et al., 2006; Marczinsky and Fillmore, 2006) que no
parece ir acompafiada por alteraciones en pardmetros objetivos como la
concentracion de alcohol en aire espirado (Ferreira et al., 2004), pero que
podria estar a la base de conductas de riesgo como conducir bajo los
efectos del alcohol (O’Brien, 2008).

a) Efecto de la cafeinay la teofilina en la regulacion motora

Las metilxantinas pueden incrementar la actividad motora con una
respuesta de dosis en U invertida, es decir, ejercen efectos estimulantes
en la locomocién a dosis bajas-moderadas, pero a dosis altas no muestran
efectos estimulantes e incluso llegan a producir efectos supresores
(Kuribara et al., 1992; Nehlig et al., 1992; Svenningsson et al., 1995; El
Yacoubi et al., 2000; Malec and Poleszak, 2006; Randall et al., 2011; Zhang
et al.,, 2011).

Los datos provenientes de estudios con teofilina demuestran que
esta metilxantina tiene efectos estimulantes en diferentes estirpes de
ratones a dosis que van desde 3 a 100 mg/kg (Hirose et al., 2004; Malec
and Poleszack, 2006; Pardo et al., 2010; Zhang et al., 2011). En el estudio
de Zhang et al., (2011) en el cual se utiliza la via IP en ambas sustancias,
se evidencia que la cafeina es mas potente pero muestra igual eficacia
qgue la teofilina en los incrementos en locomocion. Cuando la
administracion es oral, la cafeina resulta mas potente y mas eficaz que la
teofilina en este efecto (Kuribara, 1992). Otros estudios también
observan diferencias en cuanto a la potencia de ambas metilxantinas en
modular la respuesta instrumental en ratas (Randall et al., 2011; Carney
et al., 1984).

Los efectos de la cafeina en la locomocién también han sido
explorados en paradigmas que evallan la coordinacion motora. En este
sentido, se ha observado que dosis crecientes de cafeina (30, 60 y 120
mg/kg) incrementan la frecuencia de tropiezo en el paradigma de
Holeboard en ratones sugiriendo efectos incoordinantes motores con
dosis altas de cafeina (Meyer and Caston, 2005). Sin embargo, escasean
los estudios sobre el efecto de diferentes metilxantinas en la coordinacion
motora con otros paradigmas. En los dos Unicos estudios que utilizan un
rotarod se observa que una dosis de 50 mg/kg de teofilina en ratas no
altera la ejecucion (Clark and Dar, 1988) y la misma falta de efecto se
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obtiene con una dosis baja de cafeina (5 mg/kg) en ratones (Ghelardini et
al, 1997).

b) Efectos de la cafeina y teofilina en ansiedad

La adenosina asi como agonistas exdgenos de los receptores de
adenosina han demostrado ejercer ansidlisis en modelos animales de
ansiedad (Kulkarni et al.,2007; Okuyama et al., 1999). Por el contrario,
antagonistas adenosinérgicos como la cafeina y la teofilina han
demostrado tener efectos ansiogénicos tanto en humanos como en
roedores (Correa and Font, 2008). En este sentido, la cafeina ha
demostrado ser ansiogénica tanto en sujetos normales (Greden 1974,
Uhde et al., 1984; Bruce ,1990) como en aquellos con trastorno depresivo
o de ansiedad (Nickel and Uhde, 1994) y al igual que la teofilina, puede
inducir ataques de pdnico en pacientes con susceptibilidad a esta
patologia (Boulenger et al., 1984). También han demostrado efectos
ansiogénicos en diferentes modelos animales de ansiedad. Por ejemplo,
en el laberinto elevado en cruz y en el test de interaccién social, la cafeina
a dosis a dosis de 20-40 mg/kg ha demostrado tener efectos ansiogénicos
en ratas Hooded (Baldwin et al., 1989). En ratones, se ha observado que
dosis de 30 mg/kg han mostrado efectos ansiogénicos (Prediger et al.,
2004; Nisha et al., 1995) y también dosis de 25, 50 y 100 mg/kg en el
laberinto elevado en cruz en ratones (El Yacoubi et al.,, 2000). Efectos
similares se han obtenido a dosis moderadas-altas (15, 30 y 60 mg/kg) en
el elevated zero maze (Kulkarni, 2007). La cafeina también ha demostrado
producir efectos ansiogénicos en la caja luz-oscuridad, aunque en este
ultimo paradigma los resultados son menos claros (Costall et al., 1989; El
Yacoubi et al, 2000). Costall et al. (1989) no observaron diferencias en la
conducta exploratoria entre el compartimento oscuro y el luminoso en la
caja luz-oscuridad tras la administracién de cafeina (15 ,30 y 45 mg/kg)
como indicadores de ausencia de conducta ansiogénica en ratones. Sin
embargo, El Yacoubi et al. (2000) por su parte si que observa una
disminucion en el nimero de entradas en el compartimento luminoso
tras la administracion de dosis de 50 y 100 mg/kg de cafeina, sin embargo
produjeron un decremento en el nimero total de cruces como indice de
alteracion motora. Los efectos ansiogénicos de la teofilina también han
sido estudiados y se ha observado que la teofilina a dosis altas de 60
mg/kg (y no a dosis de 30 mg/kg, al contrario que la cafeina) presenta
efectos ansiogénicos en el elevated O maze y en el laberinto elevado en
cruz. Vemos pues, que ambas metilxantinas han demostrado ejercer
efectos ansiogénicos, sin embargo, los estudios sobre los efectos de Ia
teofilina en pardmetros de ansiedad son mas bien escasos.

Aunque hasta el momento se ha propuesto que la cafeina es mas
potente que la teofilina en parametros conductuales (Carney 1984;
Kuribara et al., 1992; Randall et al., 2011), son pocos los trabajos que se
han centrado en realizar estudios comparativos sistematicos de ambas
sustancias en parametros conductuales y neuroendocrinos en los que ha
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mostrado estar involucrado el sistema adenosinérgico. Por esta razén, el
presente estudio tiene como objetivo comparar el efecto de dosis altas de
cafeina y teofilina en parametros motores que generan niveles muy
diferentes de locomocion (el campo abierto y la rueda de actividad), asi
como en paradigmas que registran la coordinacion motora (el rotarod) y
la ansiedad (el laberinto elevado en cruz y la caja luz-oscuridad).
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lll. Materiales y métodos

a) Sujetos y condiciones de estabulacion

Se utilizaron ratones CD1 (30-45 g) procedentes Harlan-Interfauna
Iberica S.A. (Barcelona, Spain). Los ratones, de 9-10 semanas de edad,
fueron estabulados en cajas de tres con comida de laboratorio estdndary
agua disponible ad libitum. La temperatura en la colonia se mantuvo a 22
t 1°C con el periodo de luz de 8:00 a 20:00 horas. Todos los
procedimientos experimentales cumplian con la European Community
Council directive (86/609/ECC) para el uso de animales de laboratorio y
con el “Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and
Behavioral Research” (National Research Council 2003).

b) Drogas

Todas las drogas se administraron de forma aguda e
intraperitonealmente (IP). Las drogas utilizadas, Cafeina y Teofilina
(Sigma-Aldrich, Espafa) son antagonistas no selectivos de la adenosina y
fueron disueltas en 0.9% w/v salina. Como vehiculo se utilizé solucién
salina.

c) Aparatos y procedimientos experimentales

-  Locomocion en campo abierto (CA). La actividad locomotora se
evaluo durante 10 minutos en un CA (Holland & Weldon, 1968). . Este
paradigma consiste en un cilindro de plexiglas transparente de 25 x 30
cm dividido en su base en 4 cuadrantes de iguales dimensiones. Se
registr6 de forma manual el nimero de cruces horizontales como
indice de los niveles de locomocidon espontanea. Cada cruce se
registraba cada vez que el animal cruzaba a otro cuadrante con sus
cuatro extremidades. Los animales fueron manipulados dos dias
previos al test, pero sin preexposicidn previa al campo abierto.

- Actividad locomotora en rueda de actividad (RA). Las RA (Hugo
Basile, Italia) consiste en una rueda metdlica (25 cm de didmetro)
situada en la parte lateral de una caja de pexiglas (35X20 cm). Dicha
rueda estd conectada a un contador automatico que registra las
vueltas completas de la rueda. Se considerd el nimero de cuentas
totales en la RA durante 30 minutos como indice de actividad
locomotora. De forma previa al test, los animales fueron entrenados a



la RA y habituados a la inyeccion salina. Cuando los animales son
habituados las RA se observan altos niveles de conducta locomotora
haciendo mas facil la observacidn de los efectos supresores de ciertas
drogas.

Rotarod. La coordinacién motora y el equilibrio se evaluaron en el
rotarod (UGO Basile, 7650, Jones & Roberts). Este aparato consiste en
una rueda rotatoria que requiere de movimientos coordinados para
evitar caer de ella. Estd constituida por cinco compartimentos de 6 cm
que dividen una plataforma circular rotatoria elevada. Cada animal se
situd en la rueda rotatoria que giraba a una velocidad ascendente de
1 a 10 rpm en incrementos de 1 rpm cada 30 segundos, tarea que
requiere la ejecucién de movimientos coordinados para evitar caer.
Los animales fueron evaluados durante 10 ensayos, pero solo los 5
ultimos ensayos se consideraron para los estadisticos. Se establecid
un punto de corte de 390 segundos por ensayo y se registré el tiempo
en el que el animal tardaba en caer de la rueda como indice de
incoordinacién motora. Los animales fueron manipulados un dia
previo al test.

Test de ansiedad en Laberinto Elevado en Cruz. Este test utiliza la
aversion innata que los roedores muestran por las areas elevadas y
desprotegidas (Kliethermes, 2007; Nadal et al., 2005). El aparato
consiste en dos corredores (65cm de largo x 5cm de ancho) que se
cruzan en el centro y que se encuentran elevados en relacién al suelo
(50 cm). Uno de los corredores tiene paredes elevadas (brazo cerrado)
y el otro corredor sélo dispone de un pequefio borde que evita que el
animal se caiga (brazo abierto). Se requiere que los animales nunca
antes hayan sido expuestos al laberinto porque rapidamente se
genera habituacién y ello reduce la tendencia espontdnea del animal
a explorar un ambiente nuevo. Se consideré el nimero de entradas en
los brazos abiertos respecto al total de cruces totales a todos los
brazos (ratio de entradas a brazo abierto), el tiempo de permanencia
de los animales en los brazos descubiertos y la latencia en salir al
brazo abierto por primera vez en un periodo de 5 minutos como
indices de conducta ansiogénica. Los animales fueron manipulados y
habituados a la inyeccidn salina un dia previo al test.
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IV. Experimentos

SECCION 1: Efectos de los antagonistas no selectivos de la adenosina,
cafeina y teofilina, en pardmetros motores.

Diferentes grupos de animales fueron asignados a los diferentes

experimentos motores. Ujl\“l:ks[':.\'l'
AUME-

Experimento 1.1. Efecto de la cafeina y de la teofilina en la actividad
motora en el campo abierto. Los ratones (N= 69) recibieron
inyeccion salina como vehiculo, cafeina o teofilina (25, 50 ¢ 100
mg/kg) 30 min previos al test.

Experimento 1.2. Efecto de la cafeina y teofilina en la actividad
motora en la rueda de actividad. Los ratones (N=83) recibieron
inyeccion salina como vehiculo, cafeina o teofilina (25, 50 é 100
mg/kg) 30 min previos al test

Experimento 1.3. Efecto de la cafeina y de la teofilina en Ila
incoordinacién motora en el rotarod. Los ratones (N=55) recibieron
inyeccién salina como vehiculo, cafeina o teofilina (25, 50 6 100
mg/kg) 30 min previos al test.

SECCION 2: Efectos de los antagonistas no selectivos de la adenosina en
parametros de ansiedad.

La dosis mas alta de cafeina y teofilina (100 mg/kg) no fue utilizada en
este bloque debido a sus efectos de alteracién motora.

Experimento 2.1. Efecto de la cafeina y teofilina pardmetros de
ansiedad en el laberinto elevado en cruz. Los ratones (N=66)
recibieron inyeccién salina como vehiculo, cafeina o teofilina (25 6 50
mg/kg) 30 min previos al test.

a) Estadisticos

Los experimentos siguieron un disefio entre-grupos. Los datos que
siguieron una distribucién normal fueron evaluados mediante un andlisis
de la varianza (ANOVA) de un factor y una prueba post hoc Newman-
keuls para realizar las comparaciones multiples entre grupos. Por su
parte, los datos que no se ajustaron a una distribucién normal se
analizaron mediante un ANOVA de un factor Kruskal-Wallis para estudiar
el efecto del factor tratamiento sobre medidas de latencia y se hizo uso
de la prueba U de Mann-Whithney para analizar las diferencias entre
grupos.

Se establecio un nivel de significacion de 0.05 o menor. Los
estadisticos se realizaron mediante el software STATISTICA 7.



V. Resultados

SECCION 1 Efectos de los antagonistas no selectivos de la adenosina, cafeina

y teofilina, en pardmetros motores.

Experimento 1.1. Efecto de la cafeina y de la teofilina en la actividad motora

en el campo abierto.

El ANOVA de un factor mostré
efectos significativos del factor
tratamiento sobre la locomocion
horizontal [F(6, 62)= 678,63, p<0.01].
La prueba post hoc Newman-Keuls
reveld un efecto estimulante de la
teofilina (50mg/kg) respecto al
grupo control, p<0,01).

Counts (in 30 minutes)

Ninguna dosis de cafeina mostré ser
significativamente  diferente  del
grupo control. La cafeina y la teofilina
mostraron diferencias significativas
entre ambas tras la administracion de
las dosis mas altas 50 y 100 mg/kg
(p<0,01).
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Fig. 1. Efecto de la cafeina y la teofilina IP en la locomocién
horizontal en campo abierto. Media +SEM numero de cuentas
durante 10 minutos. *p<0.01 significativamente diferente
respecto al grupo control. ##p<0.01 diferencias significativas
entre tratamientos a la misma dosis.

Experimento 1.2. Efecto de la cafeina y teofilina en la actividad motora en la

rueda de actividad.

El ANOVA reveldé un efecto
significativo del tratamiento en la
actividad locomotora en la rueda de
actividad [F(6,76)= 267,85, p<0,01].
El test Newman-Keuls reveld que la
administracion aguda todas las dosis
de cafeina (25, 50 and 100 mg/kg)
produjeron un efecto supresor en la
locomocién (p<0,01, p<0,05, p<0,01,
respectivamente) en comparacion
con el grupo control. La teofilina
produjo una suppression motora

Counts (in 30 minutes)

2500
[ Vehicle

HH m Caffeine
2000 - [/ Theophylline
1500 - T

*

* *
1000 ~ 5 %
500 -

0 T
0 25 50 100

Dose (mg/Kg)

Fig 2. Efecto de la cafeina y la teofilina IP en la locomocion en

SIgmﬂcatlva a dosis de 50 y 100 mg/kg la rueda de actividad. Media +SEM de cuentas durante 30
(p<0,05 Y p<0’0]_ respectivamente). minutos. *p<0.05 **p<0.01 diferencias significativas respecto

Ademas, la cafeina a dosis de 25 mg/kg no

al grupo control. ##p<0.01. diferencias significativas entre
tratamientos a la misma dosis.

solo mostraron un efecto supresor en

comparacion con el grupo control sino también en comparacidon con la
teofilina a esta misma dosis (p<0,01). Estos resultados sugieren que la cafeina
parece ser mas potente que la teofilina en los efectos supresores motores en

la rueda de actividad (Fig. 2).



Experimento 1.3. Efecto de la cafeina y de la teofilina en la incoordinacion

motora en el rotarod. 1016

El ANOVA de un factor reveldé que

hay un efecto del tratamiento en el 1800
nivel de ejecucion en el rotarod _ 160 - B = Catine
[F(6,48)= 380,17, p<0,01]. El test § 1o ui T o
Newman-Keuls mostr6 que la g 120+
administraciéon aguda de dosis altas ; 1000 -
de cafeina (50 y 100 mg/kg) redujo el § 800 . B
tiempo de permanencia en el rotarod, £ 6w -
mientras que solo la dosis mas alta de § 400 |
teofilina (100 mg/kg) disminuyd este 200
pardmetro (p<0,01). Estos resultados 0 :
0 25 50 100

sugieren un mayor efecto supresor de

la cafeina respecto a la teofilinaenla ) - _
Fig 3. Efecto de la cafeina y la teofilina IP en el rotarod. Media £SEM de

ejecucic')n motora en este paradigma segundos acumulados en el rotarod durante 5 ensayos. **p<0.01
(Fig 3) diferencias significativas respecto a vehiculo.

Dose (mg/Kg)

SECCION 2: Efectos de los antagonistas no selectivos de la adenosina en
parametros de ansiedad.

En el siguiente experimento solo se utilizaron las dos dosis menores (25 y
50 mg/kg) de cafeina y teofilina con la finalidad de minimizar los efectos
supresores motores e incoordinantes observados en la seccién 1.

Experimento 2.1. Efecto de la cafeina y teofilina sobre pardmetros de
ansiedad en el laberinto elevado en cruz.

A B
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300 Em Caffeine caiog ﬁ 30 [0 Theophyliine
== Theophylline T 2 —
250 E
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Fig 5. Efecto de la cafeina y teofilina IP en el laberinto elevado en cruz. Media *SEM de A) la
latencia en entrar en brazo abierto B) tiempo (seg) en brazo abierto, C) ratio de entradas en brazo
abierto y D) entradas totales durante 5 minutos. (##p<0.01 diferencias significativasentre
tratamientos a la misma dosis **p<0.01 diferencias significativas en rangos entre tratamientosen
A 0 **p<0.01 diferencias significativas respecto a vehiculo en B, C and D).

El test no paramétrico Kruskal-Wallis mostré un efecto significativo del
factor tratamiento sobre la latencia en entrar al brazo abierto (4 df)= UN\C,S[,,,\.,.
20,64, p<0,01]. El test U de Mann-Whitney mostré diferencias "'
significativas entre todas las dosis de cafeina (25 mg/kg y 50 mg/kg) y el

grupo control [U=26,5, p<0,01; U=33, p<0,01, respectivamente]
mostrando un incremento significativo en la latencia en entrar al brazo

abierto con estas dosis de cafeina. Sin embargo, solo la dosis mds alta de

teofilina (50 mg/kg) mostré este efecto significativo en la latencia con

respecto al grupo control [U=31, p<0,01] (fig 5. A).

Para el resto de variables, la ANOVA de un factor revelé un efecto
significativo del tratamiento en el tiempo en brazo abierto [F(4,61)=17,70;
p<0.01] y ratio de entradas en brazo abierto [F(4,61)= 23,07; p<0,01]. Las
comparaciones post hoc mostraron que todas las dosis de cafeina (25 and
50 mg/kg) y la dosis mas alta de teofilina (50 mg/kg) redujo de forma
significativa el tiempo de permanencia en el brazo abierto y el ratio de
entradas a brazo abierto (Newman-Keuls test, p<0,01), indicando de
nuevo un efecto ansiogénico mas potente de la cafeina en comparacién
con la teofilina (Fig 5.B-C).

Finalmente, el ANOVA de un factor mostré que el nimero de
entradas totales se vio afectado de forma significativa por el factor
tratamiento [F(4,61)= 532,08; p<0,01]. La cafeina redujo el numero de
entradas totales con la dosis mas alta (50 mg/kg) en comparacién con el
grupo control (p<0,01) y en comparacién con la teofilina a la misma dosis
(p<0,01). De forma consistente con los resultados observados en la
secciodn 1, este resultado indica un efecto supresor de la cafeina a dosis
altas en la actividad locomotora (Fig 5.D).

VI. Discusion

Este trabajo ofrece un estudio comparativo entre la cafeina y la
teofilina a dosis moderadas-altas en diferentes parametros conductuales;
locomocién y ansiedad.

La evaluacidn de los efectos estimulantes de las drogas en el SNC
suele llevarse a cabo mediante el analisis de la actividad locomotora de
los animales en un CA (Himmel, 2008; Han et al., 2009). En este estudio,
en psicoestimulante menor cafeina, muestra una respuesta de U invertida
en la locomocion. Sin embargo, este efecto no alcanza una significacion
estadistica, ni para los efectos estimulantes ni para los efectos
supresores. Datos previos han mostrado incrementos significativos en la
distancia recorrida en CA a dosis que varian de 1-30 mg/kg (El Yacoubi et
al., 2000; Sanchis-Segura et al., 2000; Font et al., 2005; Zhang et al., 2011)



y decrementos significativos a dosis altas (100 mg/kg) (El Yacoubi et al.
2000; Zhang et al.,, 2011). Estos datos podrian sugerir que podrian
precisarse de dosis mds bajas de cafeina que las utilizadas en nuestros
experimentos para inducir efectos estimulantes. Ademas, aunque a dosis
bajas (15 y 25 mg/kg) la cafeina induce actividad locomotora tanto en
animales habituados como en no habituados (El Yacoubi et al. 2000;
Pastor et al., 2005), reduciendo la actividad basal en el CA mediante la
habituacion de los animales al paradigma permite a las dosis altas (50
mg/kg) de cafeina inducir locomocién (El Yacoubi et al. 2000). La teofilina
produjo un efecto estimulante a dosis de 50 mg/kg y un efecto no
supresor con la dosis mas alta. Sin embargo, el propdsito del siguiente
grupo de estudios era comparar directamente los efectos de la cafeina y
de la teofilina. De hecho, los grupos tratados con cafeina y los tratados
con teofilina a dosis altas (50 y 100 mg/kg) fueron significativamente
diferentes uno respecto al otro, indicando que la teofilina tiene un efecto
mas potente en cuanto a la induccion locomotora y menos potente a la
hora de inducir supresion motora. Datos previos muestran que la
teofilina, en una amplio rango de dosis (incluyendo las utilizadas en este
estudio) (3-100 mg/kg) incrementa la actividad motora en CA (Malec and
Poleszak, 2006; Pardo et al., 2010; Zhang et al. 2011).

Otro paradigma para la evaluacién de la actividad locomotora es la
RA (Harri et al., 1999; de Visser et al., 2005) y de hecho, es util para la
evaluacién de posibles efectos supresores de algunas sustancias. En este
trabajo, la cafeina mostré un efecto supresor sobre la locomocién en la
rueda de actividad a todas las dosis, mientras que la teofilina solo mostré
este efecto a las dosis mas altas (50 y 100 mg/kg). Estos resultados
sugieren que la cafeina es mas potente que la teofilina en su efecto
supresor en la RA. Ademas, este paradigma parece ser mas sensible a los
efectos supresores de dosis altas de metilxantinas en la locomocidn. Por
otra parte, la coordinacion motora y el equilibrio se evaluaron mediante
el rotarod. De nuevo se observé un efecto supresor de la cafeina tras la
administracién de las dos dosis mas altas (50 y 100 mg/kg) mientras que
la teofilina solo mostré este efecto a la dosis mas alta (100 mg/kg). Estos
resultados estdn en consonancia con un estudio que evalla la frecuencia
de tropiezo tras la administracion de cafeina (30-120 mg/kg) como
medida de coordinacién motora en un holeboard. Tomando en conjunto
todos estos resultados, demostramos que la cafeina es mas potente que
la teofilina en producir efectos supresores e incoordinantes de la
locomocién.

Finalmente, confirmamos que la cafeina es un agente ansiogénico
tras su administracion a altas dosis en el laberinto elevado en cruz. Dosis
moderadas (25 mg/kg) y altas (50 mg/kg) de cafeina incrementaron la
latencia en entrar al brazo abierto, disminuyeron el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y el ratio de entradas en brazo
abierto, produciendo una preferencia por las zonas protegidas del
laberinto como indice de efecto ansiogénico. Estos resultados estan en
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consonancia con investigaciones previas realizadas en ratas y en ratones
utilizando rangos de dosis similares (El Yacoubi et al. 2000; Kulkarni et al.
2007; Baldwin et al., 1989). La teofilina en el laberinto elevado en cruz
solo mostré efectos ansiogénicos en la dosis mas alta (50 mg/kg). Este
efecto es similar al observado en el estudio de Kulkarni y colaboradores
(2007) en el que la dosis de 30 mg/kg no fue efectiva pero la de 60 mg/kg
produjo efectos ansiogénicos en el laberinto elevado en cruz. Sin et
embargo, no se observaron diferencias significativas entre las mismas
dosis de cafeina y la teofilina en las medidas de ansiedad. La Unica
diferencia significativa se observé en el nimero total de entradas que fue
afectado por la dosis mas alta de cafeina, un resultado que podria ser
debido al efecto de supresion motora de la cafeina a dosis altas, mientras
que la teofilina no afectd a este pardmetro. Estos resultados sugieren que
la cafeina parece tener mayor potencia a la hora de producir efectos
ansiogénicos en este paradigma y muestra de nuevo un efecto sobre la
locomocién.

Este estudio ofrece una necesaria comparacién entre la cafeina y la
teofilina en diferentes parametros conductuales que pueden ser
afectados por la administraciéon de estas sustancias; locomocién vy
ansiedad. Ademas, estos resultados pueden ayudar a un mayor
entendimiento de los efectos potenciales de estos antagonistas no
selectivos de los receptores de adenosina, cafeina y teofilina, que estan
siendo consumidos en forma de café, comida o refrescos (Barone and
Roberts, 1996) y estan siendo propuestas como posibles agentes
terapéuticos (Morelli and Pinna, 2002; Correa et al., 2004; Simola et al.,
2004; Salamone et al., 2008). De hecho, aunque la cafeina esta siendo
generalmente consumida con el propdsito de incrementar el estado de
alerta, reducir la fatiga, o mejorar la ejecucién, nuestros resultados
sugieren que, a dosis altas podrian inducir los efectos opuestos a los
deseados. Ademas, la separacién entre eficacia terapéutica y efectos
secundarios adversos sigue siendo un reto en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos adenosinérgicos y el siguiente estudio
puede ayudar a establecer el rango de dosis que puede inducir a efectos
secundarios indeseados en la locomocion y en ansiedad. Debido a que la
teofilina a dosis alta ha demostrado tener efectos menos potentes a la
hora de inducir supresién motora y efectos ansiogénicos, sugerimos que
esta metilxantina podria ser un mejor agente terapéutico que la cafeina.
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