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RESUMO

POTENCIAIS EFEITOS DA CAFEINA SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS E INFLAMATORIOS EM RATOS SUBMETIDOS AO
TREINAMENTO INTERVALADO DE ALTA INTENSIDADE

AUTOR: Juliano Marchi Vieira
ORIENTADOR(A): Roselia Maria Spanevello
CO - ORIENTADOR(A): Maria Rosa Chitolina Schetinger

A cafeina tem sido usada como uma substancia ergogénica com a finalidade de melhorar a performance atlética
ou atenuar os mecanismos geradores de fadiga. No entanto, o efeito ergogénico da cafeina em exercicios de alta
intensidade permanece controverso e pouco esclarecido, parecendo ser dependente de alguns fatores como
duracdo do exercicio, protocolo utilizado e estado de treinamento dos individuos. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar os feitos da cafeina em parametros bioquimicos musculares, neuroquimicos e inflamatérios em ratos
submetidos ao treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT). Os animais foram divididos em seis grupos:
controle, cafeina 4 mg/kg, cafeina 8 mg/kg, HIIT, HlIT/cafeina 4 mg/kg e HITT/ cafeina 8 mg/kg. Os ratos
foram treinados utilizando-se um protocolo de natagdo, trés vezes por semana, durante 6 semanas, totalizando
uma carga de trabalho de 23% do peso corporal no final do experimento. A cafeina foi administrada oralmente
30 minutos antes da sessdo de treinamento. Em mdsculo foi avaliado niveis de glicogénio, atividade das enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e Ca**ATPase e alteracdes histoldgicas. Em sistema nervoso foi avaliado o
comportamento ansiolitico, a atividade da enzima Na* K* ATPase e pardmetros de estresse oxidativo. O impacto
da cafeina e do HIT na sensibilidade e proliferacdo dos linfécitos, niveis de I1L-6 e IL-10 e atividade das
enzimas NTPDase, adenosina desaminase (ADA) e AChE em linfécitos também foi determinado. Nossos
resultados demonstraram um aumento nos niveis glicogénio em todos os grupos quando comparado ao grupo
controle. HIIT aumentou a espessura do ventriculo esquerdo bem como causou um aumento na atividade de Ca?*
ATPase (67,43%- agudo e 34,51% - cronico) e uma diminui¢do na atividade da AChE (20,69%) em musculo
gastrocnémio. O tratamento com cafeina preveniu as alteracdes nas atividades enzimaticas, bem como a
adaptacdo a hipertrofia ventricular esquerda induzida pelo HIIT. O treinamento induziu um comportamento
ansiolitico e aumentou a atividade da Na* K* ATPase (46,13% em coértex cerebral e 50,13%em hipocampo) e da
glutationa peroxidase (38%) os niveis de TBARS (60% e 37,66%) e alterou a atividade da superéxido dismutase
e da catalase em cdrtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos. O tratamento com cafeina foi capaz de prevenir
as alteraces em sistema nervoso causada pelo HIIT. Quando cafeina foi associada com HIIT ocorreu um
aumento na proliferagdo de linfocitos T (147, 61%) e na sensibilidade destas células a glicocorticoides. No
protocolo cronico o HIIT induziu a diminuigdo na hidrélise de ATP (19,88%) e ADP (31,28%) em linfdcitos
sendo que cafeina foi capaz de reverter apenas alteragdes na hidrolise de ATP. HIIT causou um aumento nas
atividades ADA (30,27%) e AChE (54,76%) nos linfdcitos e este efeito foi mais pronunciado em ratos treinados
e tratados com cafeina (95,99%). O nivel de IL-6 foi aumentado (138,5%) enquanto que o nivel de 1L-10 foi
diminuido (41%) em animais treinados (HIIT) e a cafeina foi capaz de reverter este efeito. Nossos resultados
demonstram que a cafeina pode modular vias cruciais para a contragdo muscular além de prevenir alteragdes

inflamatorias e no estado redox induzidas pelo HIIT.

Palavras chaves: exercicio, cafeina, linfocitos, acetilcolinesterase, Na* K* ATPase, estresse oxidativo, Ca? *
ATPase, ectonucleotidases, citocinas






ABSTRACT

EFFECTS OF CAFFEINE ON MUSCULAR BIOCHEMICAL,
NEUROCHEMICAL AND INFLAMMATORY PARAMETERS OF RATS
SUBMITTED TO HIGH-INTENSITY INTERVAL TRAINING

AUTHOR: Juliano Marchi Vieira
ADVISOR: Roselia Maria Spanevello

Caffeine has been used as ergogenic substance for the purpose of improving athletic performance or
attenuating fatigue mechanisms. However, the ergogenic effect of caffeine on high-intensity exercise remains
controversial and unclear, others factors such as exercise duration, protocol used, and individuals' training status
may interfere in response. Objective of this study was to evaluate the effects of caffeine on biochemical muscle,
neurochemical and inflammatory parameters in rats submitted to high-intensity interval training (HIIT). The
animals were also divided in six groups: Control group, Caffeine 4 mg, Caffeine 8 mg, HIIT, HIIT + caffeine 4
mg and HIIT + caffeine 8 mg. The rats of groups HIIT, HIIT + 4mg and HIIT + 8mg were trained three times a
week for 6 weeks for a total workload 23% of the body weight at the end of the experiment. The exercise
protocol (Swimming) was performed three times per week on alternate days (48h of recovery between sessions)
always at the same time. Caffeine was administered 30 minutes before training, orally. In muscle was evaluated
glycogen levels, enzymes acetylcholinesterase/Ca?*-ATPase activity and histological changes. In CNS was
evaluated anxiolytic behavior, enzyme Na*, K*-ATPase activity and oxidative stress parameters. In lymphocytes,
was evaluated the effects of caffeine and HIIT on proliferation, cellular immune response to phytohemagglutinin
(PHA) and cytokines (IL-06 — IL-10). Our results demonstrated an increase in glycogen levels all groups when
compared to control group. HIIT increased thickness in the left ventricle as well as caused an increase in Ca?*-
ATPase (67,43%- acute and 34,51% - chronic) activity and decrease in AChE (20,69%) activity in
gastrocnemius muscle. Caffeine treatment prevented changes in enzymatic activities, as well as adaptation to left
ventricular hypertrophy induced by HIIT. HIT induced anxiolytic behavior and increased the activity of Na *,K
*-ATPase (46,13% cerebral cortex and 50,13% hippocampus) and glutathione peroxidase (38%), TBARS levels
(60% - cerebral cortex and 37,66% - hippocampus) and altered the activity of superoxide dismutase and catalase
in cerebral cortex, hippocampus and striatum of rats. Caffeine treatment was able to prevent CNS alterations
HIIT-induced. In T lymphocytes, caffeine associated to HIIT promoted an increase in T lymphocyte proliferation
(147, 61%) and glucocorticoid sensitivity. HIIT induced a decrease in ATP (19,88%) and ADP (31,28%)
hydrolysis lymphocytes already caffeine was able to reverse only alterations in the ATP hydrolysis. HIIT caused
an increase in ADA (30,27%) and AChE (54,76%) activities in lymphocytes and this effect was pronounced in
rats trained and treated with caffeine. IL-6 level (138,5% ) was increased while IL-10 level (41%) was decreased
in trained animals (HIIT) and caffeine was able to reverse this effect. Our results demonstrate that caffeine can
modulate pathways for muscle contraction in addition to preventing inflammatory, redox state changes induced
by HIIT.

Key-words: Exercise, caffeine, lymphocytes, acetylcholinesterase, Na*, K*-ATPAse, oxidative stress, Ca? *-
ATPase, ectonucleotidases, cytokines.
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1. INTRODUCAO

Exercicio fisico é qualquer atividade fisica praticada de forma sistematizada, que
mantém ou aumenta a aptidao_fisica em geral podendo ser usado para promocao da saude ou
para melhorar a performance fisica (Guedes, 2006). Estudos epidemioldgicos vém
demonstrando a importancia da pratica de atividade fisica realizada de forma regular no
combate ao sedentarismo, bem estar fisico e psicossocial (Cotman e Berchtold, 2002;
Antunes, 2006) uma vez que o exercicio provoca uma série de beneficios ao sistema nervoso
central (SNC) incluindo a formacgdo de novas células nervosas (Shen, Tong et al., 2001;
Cotman e Berchtold, 2002; Mattson, Duan et al., 2004); aumento nos niveis de serotonina,
endorfinas, noradrenalina (Mustroph, Chen et al., 2012), bem como, elevacdo nos niveis de
atividade cardiovascular e locomotora (Mattson, Duan et al., 2004).

O treinamento intervalado pode ser classificado com base na sua intensidade em:
treinamento intervalado de alta intensidade ou HIIT (“High Intensity Interval Training”),
treinamento intervalado de explosdao ou SIT (“Sprint Interval Training”) e treinamento
continuo (Macinnis e Gibala, 2016). O HIIT é definindo como esforco submaximo ou muito
proximo do méaximo, geralmente, em intensidades superiores a 80% do VO>méax com baixo
volume e breves periodos de recuperacdo (Zwetsloot, John et al., 2014; Macinnis e Gibala,
2016). Cabe ressaltar que na busca de um desempenho esportivo de alto nivel tem-se utilizado
inlmeros recursos ergogénicos com o objetivo de potencializar a performance atlética ou
atenuar os mecanismos geradores de fadiga (Gomes et al., 2002). Neste sentido, a cafeina tem
sido utilizada como substancia ergogénica (tem por objetivo aumentar performance fisica,
prevenindo o inicio da fadiga ou aumentando a poténcia/forca muscular) previamente a
realizacdo de exercicios de resisténcia e alta intensidade (Graham, 2001; Ganio, Klau et al.,
2009).

E bem estabelecido na literatura que a cafeina possui propriedade estimulante
(Armstrong, Pumerantz et al., 2005), antioxidante (Arnaud, 2006), neuroprotetora (Rosso,
Mossey et al., 2008) e anti-inflamatdria (Horrigan, Kelly et al., 2006). Acredita-se que a
cafeina como recurso ergogénico possua mecanismos de acdo central e periférica que podem
desencadear importantes alteracbes metabolicas e fisiologicas melhorando assim a
performance fisica via retardo da instalacdo do processo de fadiga (Graham, Hibbert et al.,
1998a). Por possuir propriedades lipofilicas, a cafeina ultrapassa a barreira hematoencefélica
inibindo as fosfodiesterases e mobilizando calcio (Ca?*) (Davis, Zhao et al., 2003; Ribeiro e
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Sebastiao, 2010). A cafeina também atua bloqueando os receptores de adenosina no SNC,
consequentemente, isso pode estar relacionado a um retardo na sensacdo de cansaco,
aumentando, por sua vez, o desempenho em exercicios de resisténcia (Davis, Zhao et al.,
2003; Tarnopolsky, 2008; Davis e Green, 2009). Além disso, ao impedir a interacdo de
adenosina com seu receptor, este composto provoca uma série de respostas incluindo
liberagdo de catecolaminas (Graham, Hibbert et al., 1998a; Arnaud, 2006) aumento da
pressdo sanguinea, liberacdo de adrenalina/insulina, ritmo cardiaco, lipdlise e ativacdo do
SNC (Davis, Zhao et al., 2003; Tarnopolsky, 2008; Davis e Green, 2009). Contudo, os efeitos
e 0 mecanismo de acdo da cafeina associado ao exercicio, especialmente ao HIIT, ainda sdo
controversos.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma importante enzima regulatoria responsavel pela
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses do SNC bem como na juncéo
neuromuscular (Soreq e Seidman, 2001). Tem sido demonstrado também que uma reducao na
atividade desta enzima leva alteragbes na funcdo muscular incluindo as propriedades
contrateis e a falta de resisténcia a fadiga (Mouisel, Blondet et al., 2006; Vignaud,
Fougerousse et al., 2008). Por outro lado, acetilcolina também pode alterar muitas fungdes
dos linfécitos, desta forma, tem disso demonstrado que a AChE possui um papel crucial na
regulacdo das respostas imunes e inflamatdrias (Kawashima e Fujii, 2003; 2004). Neste
contexto, trabalhos prévios tem demonstrado que o exercicio fisico pode modular a atividade
da AChE em linfécitos (Cardoso, Abdalla et al., 2014).

A Ca®* ATPase e a Na*, K* ATPase sdo enzimas chaves na manutencio de gradientes
de eletroliticos em células excitaveis como as musculares e os neurdnios (Verbist, Gadella et
al., 1991; Panayiotidis, Bortner et al., 2006; Huang, Nagaraja et al., 2010; Jimenez, Sanchez
et al., 2010). As alterages transitorias nos niveis intracelulares de Ca®* regulam uma grande
variedade de vias de sinalizacdo e varios processos fisiologicos e patologicos (Callewaert,
Parys et al., 2003; Ruknudin e Lakatta, 2007; Huang, Nagaraja et al., 2010). A Na*, K*
ATPase é responsavel pelo transporte ativo de Na® e K*, sendo crucial para manter o
gradiente idnico através da membrana e, assim, regular a excitabilidade neuronal (Kaplan,
2002; Jorgensen, Hakansson et al., 2003; Jimenez, Sanchez et al., 2010). Neste contexto, uma
diminuicdo da atividade e expressdo da Na* K*-ATPase afeta diretamente a sinalizacdo de
neurotransmissores, prejudicando a aprendizagem e a memoria, bem como a atividade
locomotora e comportamento de ansiedade em ratos (Lingrel, Williams et al., 2007; Moseley,
Williams et al., 2007). Embora o mecanismo molecular que regula o efeito mediado pelo
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exercicio fisico sobre os genes que codificam a Na', K'™-ATPase ainda ndo foram
completamente elucidados (Thompson e Mcdonough, 1996).

Dados da literatura também apontam que diferentes protocolos de HIIT estdo
relacionados ao aumento de espécies reativas de oxigénio e, consequente, resposta adaptativa
do sistema de defesa antioxidante (Bogdanis, Stavrinou et al., 2013; Gillen e Gibala, 2014;
Pimenta, Bringhenti et al., 2015). Além disso, HIIT tem sido associado a alteragdes imunes,
incluindo a reducéo da funcéo linfocitaria e niveis elevados de citocinas pré — inflamatorias
(Mars, Govender et al., 1998; Gleeson, 2007)

A ativagdo de linfocitos assim como a libertacdo de citocinas estd relacionada com
sinalizacdo mediada pelo ATP e adenosina (Junger, 2011). No entanto, a eficicia destas
moléculas é dependente de algumas enzimas especificas, que sdo expressas na membrana das
células imunes (Junger, 2011). O ATP liberado para o espaco extracelular pode ser
rapidamente hidrolisado para ADP e AMP pela NTPDase. O AMP produzido pode ser
convertido em adenosina pela acdo da 5'- nucleotidase, e a adenosina pode ser degradada em
inosina pela adenosina desaminase (ADA). Alguns estudos tem demonstrado que protocolos
de exercicio podem alterar a atividade destas enzimas em soro (Siqueira, Elsner et al., 2010;
Moritz, Teixeira et al., 2016), bem como diminuir a expressdo da NTPDase em linfécitos de
ratos (Cardoso, Abdalla et al., 2015).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes em enzimas
chaves na manutencdo dos gradientes de concentracdo i6nicos e nas respostas imunes tais
como Na* K*-ATPase, Ca?*-ATPase, AChE, NTPDase ¢ ADA em ratos submetidos a um
protocolo de HIIT e tratados com cafeina nas doses de 4 e 8 mg/kg. Em adicdo a estas
andlises, o presente trabalho também avaliou pardmetros de ansiedade e estresse oxidativo em
SNC, niveis de glicogénio muscular e possiveis alteragdes histolégicas em masculo de ratos

submetidos ao exercicio de alta intensidade e/ou tratados com cafeina.

23



24



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Exercicio fisico pode ser definido como qualquer atividade fisica realizada de forma
estruturada, planejada, levando-se em conta as variaveis fisiologicas (Gomes, Silva et al.,
2012). Existem diferentes tipos de exercicios: aerobico ou anaerdbico, de endurance ou de
forca (Hawley, Hargreaves et al., 2014). De acordo com a especificidade do treinamento,
exercicios aerdbicos caracterizam-se por utilizarem prioritariamente o metabolismo aerébico
melhorando a resisténcia a fadiga, enquanto que exercicios anaerdbicos estdo mais ligados ao
treinamento resistido promovendo aumento na massa muscular e producdo de forca (Egan e
Zierath, 2013; Hawley, Hargreaves et al., 2014).

Os exercicios aerobicos sdo caracterizados pela utilizacdo de oxigénio (O2) e estdo
associados a melhora na capacidade oxidativa (Hawley, Hargreaves et al., 2014). S&o
exercicios de longa duracdo e baixa intensidade onde o exercicio é sustentando de forma
continua utilizando prioritariamente a via oxidativa de fornecimento de energia, ou seja, a
maior parte do ATP (adenosina trifosfato) é gerado pela fosforilagdo oxidativa. Este tipo de
exercicio aprimora, principalmente, a adaptacdo das fibras tipo I (vermelhas, de contracdo
lenta) com grande capacidade oxidativa, densidade capilar e mitocondrial, e grandes estoques
intracelulares de triglicerideos o que Ihes confere uma alta resisténcia (Maughan, 2005). Este
tipo de exercicio possui um papel importante na aptiddao fisica, pois fornecem suporte
fisioldgico para que novas cargas de trabalho sejam implementadas (Tang, Sibley et al., 2009;
Armstrong, Tomkinson et al., 2011). Sendo assim, ao se iniciar um exercicio aerébico, o
consumo de O, aumenta muito nos primeiros minutos até atingir um estado estavel (Steady
State) definido como o ponto de equilibrio entre a energia necessaria pelos musculos
(consumo) e a producéo pelo metabolismo aerdbico (Raper, Love et al., 2014). Este é o ponto
em que todo o lactato gerado ndo se acumula sendo, posteriormente, reconvertido a glicose
pelo ciclo de Cori (Madrid, Oliveira Pires et al., 2016). O consumo maximo de oxigénio
(VO2max) é o ponto em que ocorre um platd na utilizacdo de oxigénio celular, ou seja,
aumenta-se o ritmo do exercicio mas o0 consumo permanece inalterado (Sloth, Sloth et al.,
2013).

Por outro lado, os exercicios anaerébicos apresentam caracteristicas diferentes, pois as
fibras rapidas e glicoliticas ou do tipo Il, produzem em curto periodo de tempo (< 30s) alta
intensidade utilizando-se de substratos energéticos como ATP, creatina fosfato (Cr) e glicose.

Estas fibras possuem alta capacidade metabdlica anaerdbica, as quais possuem altos niveis
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intramusculares de fosfocreatina e glicogénio muscular como substratos energéticos
predominantes e, por isso, a limitacdo no tempo de esforgo (Staron, Hagerman et al., 2000).
Este fornecimento de energia se da pela degradacdo anaerdbica da glicose pela glicélise. Sob
condicdes de hipoxia a producdo de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH)
gerado pela glicolise anaerdbica é muito superior a capacidade da célula de regenerar o
NADH em nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado(NAD™) (Li, Dash et al., 2009). Este
excesso na producdo de NADH resulta na reducdo da molécula de piruvato a lactato pela acao
da enzima lactato desidrogenase (LDH) (Li, Dash et al., 2009). Quando a intensidade do
exercicio € aumentada, o lactato sanguineo comega a acumular-se exponencialmente no
sangue (limiar de lactato) (Lantis, Farrell et al., 2016). A partir deste ponto para que 0
exercicio continue é necessario o fornecimento de energia por processos metabdlicos que ndo
envolvem o O, (Edwards, Challis et al., 1999; Lantis, Farrell et al., 2016), caracterizando
assim o exercicio anaerobico. Desta forma, ocorre um platé onde a demanda do exercicio
excede a capacidade de fornecimento de energia pela via oxidativa o que é definido como
limiar de lactato. Ou seja, nada mais é do que o ponto onde a producdo de lactato excede a
capacidade de reconversao a piruvato.

E bem estabelecido que o treinamento intervalado pode provocar adaptagdes
especificas tanto ao treinamento de endurance quanto ao treinamento de forgca (Macinnis e
Gibala, 2016). Por exemplo, um protocolo de treinamento intervalado semelhante ao teste de
Wingate é um potente estimulador do contetdo mitocondrial e da capacidade aerdbica
(Tabata, Irisawa et al., 1997; Burgomaster, Howarth et al., 2008), enquanto que o treinamento
intervalado utilizando o peso corporal como resisténcia aumenta VO2 méax e forca muscular
(Tabata, Nishimura et al., 1996; Mcrae, Payne et al., 2012; Ramos-Campo, Rubio-Arias et al.,
2016).

Inimeras sdo as variaveis utilizadas para a prescrigdo do exercicio (Buchheit e
Laursen, 2013; Tschakert, Kroepfl et al., 2015). Dentre elas, a intensidade pode ser
manipulada de diversas formas como: quantidade de carga, tempo de recuperacdo breve, tipo
de contragOes utilizadas (concéntrica, excéntrica ou isométrica) e velocidade de execucéo
(Silva, Oliveira et al., 2014). Desta forma, o treinamento intervalado pode ser classificado
com base na sua intensidade em: treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT — High
Intensity Interval Training), treinamento intervalado de exploséo (SIT - Sprint interval
training) e o treinamento continuo (TC) em intensidade moderada (< 75% do VO2max)
(Macinnis e Gibala, 2016). O HIIT é definido como esforgo subméaximo ou muito préximo do
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maximo, geralmente, em intensidades superiores a 80% do VOzmax com baixo volume e
breves periodos de recuperagdo (Zwetsloot, John et al., 2014; Macinnis e Gibala, 2016). O
SIT é caracterizado por esforcos maximos ou supramaximos, porém intervalos de recuperacao
maiores (Sloth, Sloth et al., 2013; Martin, Buchan et al., 2015). J4 o TC é usado para fins
comparativos onde o exercicio e realizado de forma continua e com intensidades moderadas
(Macinnis e Gibala, 2016).

Vaérios estudos tem demonstrado que o HIIT provoca alterac6es especificas no sistema
de fornecimento de energia, representados por aumentos significativos no VO, max (Tabata,
Nishimura et al., 1996; Burgomaster, Hughes et al., 2005; Terada, Kawanaka et al., 2005) e
alteragOes mitocondriais (Steiner, Murphy et al., 2011; Zhang, Wu et al., 2012; Macinnis e
Gibala, 2016). Entretanto, nas Ultimas décadas, também tem se discutido as alteracGes que
ocorrem na resposta imunoldgica no organismo em relacdo a esse tipo de exercicio. Sabe-se
que o estresse fisioldgico provocado por um protocolo de exercicio ativa diversos sistemas
tais como neuroenddcrino e imune (Pedersen e Toft, 2000; Taub, 2008). Entretanto, a
magnitude do estresse provocado depende de fatores como: estado nutricional, efeitos a
sessOes agudas ou croénicas, intensidade (velocidade, carga, intervalos de recuperacdo) e
volume (frequéncia, tempo, séries, repeticdes) (Fragala, Kraemer et al., 2011).

A resposta imune celular tem se mostrado efetiva ao exercicio, principalmente pelo
aumento de linfocitos circulantes durante uma sesséo de exercicio aerdbico (Gleeson, 2007).
Porém, em atletas bem treinados hd uma reducdo das células T, inibicdo na producdo de
citocinas (IL-4, 1L-10) e queda na sintese de imunoglobulinas, o que predispGe 0 organismo a
infeccOes especialmente do trato respiratério (Gleeson, Walsh et al., 2012). Estudos tem
documentado também uma redugdo no ndmero de linfocitos durante a recuperagéo (2-6 horas
poOs-exercicio) em exercicios de endurance (>1h, em intensidade que varia de 55 a 75% do
VOomax). Todavia, exercicios extenuantes com alto volume, ou em intensidades
supramaximas parecem ter respostas distintas. Certamente, a magnitude desta resposta
depende da intensidade e volume do protocolo de exercicio adotado (Fisher, Schwartz et al.,
2011; Kruger e Mooren, 2014; Ahmadizad, Avansar et al., 2015; Cullen, Thomas et al.,
2016).

As citocinas sdo mediadores importantes da resposta aguda ao exercicio fisico.
Frequentemente associadas a propagacdo da resposta imunoldgica, as citocinas se ligam a
receptores especificos nas células-alvos, desencadeando vias de transducdo de sinal (Tonet,
Karnikowski et al., 2008). As citocinas sdo produzidas por subpopulag¢fes de células como
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linfocitos T e macrofagos, sendo capazes de influenciar a atividade, a diferenciacdo e a
proliferacdo de varias células imunes (De Oliveira, Sakata et al., 2011). As citocinas podem
ser pro-inflamatdrias como, por exemplo, a interleucina-1f (IL-1p), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral - alfa (TNF-o - Tumor
necrosis fator-alpha) e o interferon-gama (IFN-y) (De Miguel, Kraychete et al., 2014) ou
anti-inflamatorias como a interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-10 (IL-10) (De Miguel,
Kraychete et al., 2014).

Modelos experimentais e estudos em humanos tém demonstrado que 0 exercicio
moderado exerce papel anti-inflamatério (Gleeson, Bishop et al., 2011), enquanto que o
exercicio de alta intensidade pode aumentar o risco de adquirir infeccbes (Pedersen e Tofft,
2000; Moreira, Delgado et al., 2009; Gleeson, Bishop et al., 2013). Os niveis de citocinas pro
tendem a aumentar apos o exercicio de alta intensidade, porém, a magnitude do exercicio €
crucial para que ndo haja uma superexpressdo de citocinas pro-inflamatérias (De Almeida,
Gomes Da Silva et al., 2013). Zwetsloot e colaboradores (2014) demonstraram um aumento
nos niveis de IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a ap6s um protocolo de duas semanas de HIIT
(Zwetsloot, John et al., 2014). Ahmadizad e colaboradores (2015) verificaram que tanto o
HIIT como o TC tem efeitos similares sobre citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 e 0 TNF-
a (Ahmadizad, Avansar et al., 2015). Recentemente foi verificado que uma Unica série de 45
minutos em ciclo ergbmetro (intensidade moderada) tem efeitos adversos sobre citocinas pro-
inflamatorias (IL-1pB, IL-6, 1L-10) do que 6 x 30s/ 240s (séries x tempo de exercicio em
segundos / recuperacdo em segundos) em intensidade supraméxima de um protocolo HIT
(Cullen, Thomas et al., 2016).

Neste contexto é importante salientar que ap0s uma sessdo de exercicio ocorre
microlesGes musculares e, consequente, liberagdo de IL-6. Isto &, inicia-se o influxo de células
inflamatdrias para o local lesado, entdo, ocorre um aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias (Heavens, Szivak et al., 2014). Desta forma, linfocitos T circulantes apresentam
diminuicdo apds sessdo de exercicio fisico (3 — 24h) favorecendo o surgimento de
imunossupressao transitoria (Gleeson, 2007). Sendo assim, o impacto de uma série aguda
pode levar a exacerbacdo de citocinas pro-inflamatorias as quais se ligam a receptores no
hipotdlamo promovendo a um aumento nas prostaglandinas o que pode levar a febre, perda de
apetite, sede, queda da libido, depresséo e alteracbes no humor (Smith, 2004). Entretanto,
estes efeitos s6 ocorrem quando a demanda do exercicio é supramaxima e ndo ha descanso

adequado ap6s o treinamento (Navalta, Tibana et al., 2014). Sendo assim, 0 processo
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inflamatorio gerado apds o exercicio pode ser benéfico, pois promove uma resposta ao
estimulo (intensidade) o que pode gerar um reparo das estruturas lesadas (Zaldivar, Wang-
Rodriguez et al., 2006). Entretanto, tal beneficio sé serd conseguido se o estado nutricional e
descanso forem respeitados, uma vez que estudos tem demonstrado que ap0s sessdo de HIIT o
consumo de carboidratos e proteinas € essencial para a obtencdo de melhores respostas
imunoldgicas (Gleeson, 2013; Gleeson e Williams, 2013; Hashimoto, Ishijima et al., 2014).

O exercicio fisico também pode induzir uma série de adaptacdes no sistema nervoso
central (SNC) (Tabata, Nishimura et al., 1996; Laursen e Jenkins, 2002; Rakobowchuk,
Tanguay et al., 2008; Koshinaka, Kawasaki et al., 2009). Trabalhos prévios descritos na
literatura demonstraram que o TC de baixa a moderada intensidade aumenta uma série de
proteinas neurotréficas em diferentes regides cerebrais tais como o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF - Brain-derived neurotrophic fator) e o fator neurotrofico derivado de
células gliais (GDNF - Glial cell-derived neurotrophic fator) (Afzalpour, Chadorneshin et al.,
2015), bem como, melhora a meméria (Snigdha, De Rivera et al., 2014), além de prevenir
doencas como Alzheimer (Ohman, Savikko et al., 2016) e depressao (He, Tang et al., 2012).

Ainda, dados da literatura tém demonstrado que o HIT estimula a neurogénese
(Swain, Harris et al., 2003; Swain e Franklin, 2006; Van Der Borght, Kobor-Nyakas et al.,
2009) e aumenta a expressdo de fatores neurotréficos, os quais estdo diretamente relacionados
com aumentos nos niveis de peroxido de hidrogénio (H202) no SNC (Afzalpour,
Chadorneshin et al., 2015). Além disso, um aumento nos niveis de glicogénio cerebral
(Matsui, Ishikawa et al., 2012) e modulacdo da neuroplasticidade através do aumento na
expressdo de receptores de dopamina no estriado (Vuckovic, Li et al., 2010) também tem sido
relatado. HIIT também é capaz de aumentar a expressdo de BDNF, a proliferacdo celular na
regido hipocampal e os niveis de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 (Afzalpour,
Chadorneshin et al., 2015; Marusiak, Zeligowska et al., 2015; Hwang, Brothers et al., 2016).
Além disso, Stavrinos e Coxon (2016) demonstraram que o HIIT possui efeitos positivos na
consolidagcdo de memoria motora atraves de inibigdo via &cido gama-aminobutirico (GABA)
do cortex motor primario (Stavrinos e Coxon, 2016).

Embora a literatura tenha documentado que o HIIT induz respostas benéficas no SNC,
os efeitos deste tipo de exercicio na enzima Na* K" ATPase cerebral tem sido pouco
investigado. A enzima Na® K* ATPase é uma proteina integral de membrana sendo
responsavel pelo co-transporte de trés ions de Na+ para o meio extracelular e dois ions K+

para 0 meio intracelular. Essa enzima desempenha um papel crucial no SNC por atuar na
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manutenc¢do dos gradientes i0nicos e na propagacdo do impulso nervoso (Takada, Matsuo et
al., 2009; Kurita, Xu et al., 2015). Estudos prévios tem demonstrado que esta enzima esta
intimamente ligada a memdria e a0 comportamento ansiogénico (Moseley, Williams et al.,
2007; Baldissera, Souza et al., 2016). Além disso, alteracdes nas subunidades alfa, na
expressdo, ou atividade desta enzima vém sendo associadas com vérias patologias (Crema,
Schlabitz et al., 2010; Carvalho, Gutierres et al., 2016). Embora o mecanismo molecular que
regula o efeito mediado pelo exercicio fisico sobre os genes que codificam a Na*, K- ATPase
ainda ndo foram completamente elucidados (Thompson e Mcdonough, 1996; Mota, Pereira et
al., 2012).

Considerando a vulnerabilidade da Na™ K*- ATPase ao estresse oxidativo causado pelo
efeito de uma série aguda de HIIT, é plausivel sugerir que o exercicio intervalado de alta
intensidade pode afetar a atividade desta enzima através da producdo de EROS (Deminice,
Trindade et al., 2010). Sabe-se que a alta producdo destas espécies é responsavel por varias
acOes deletérias, tais como aumento nos niveis da peroxidacdo lipidica das membranas,
aumento na carbonilacdo de proteinas e danos ao DNA. No entanto, a susceptibilidade das
células ao dano oxidativo depende do estado da sua defesa antioxidante (Gomes, Silva et al.,
2012).

O sistema de defesa antioxidante € composto por enzimas como a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e por compostos néo
enzimaticos como as vitaminas C e E, carotenoides, glutationa e &cido drico (Gomes, Silva et
al., 2012). O radical anion superoxido (O:") é formado constantemente em organismos
aerébicos durante a respiracdo, sendo detoxificado pela enzima (Pimenta, Bringhenti et al.,
2015). A SOD age rapidamente na dismutacdo do Oz " produzindo oxigénio (O2) e H20>
(Lamprecht e Williams, 2012). Posteriormente, a catalase (CAT) converte do H20:
convertendo em O e agua (Revan, Balci et al., 2010). Além da CAT, o H.O; também pode ser
removido pela acdo da GPx. Uma vez que a molécula de glutationa opera em ciclo, na qual
pode existir sob a forma reduzida (GSH). Onde o grupo sulfidril (-SH) age como doador de
elétrons fazendo uma varredura nas células. Por outro lado, também participa sob a forma
oxidada (GSSG). Neste processo, a forma oxidada (GSSG) usa elétrons do NADPH para
regenerar a molécula de glutationa em GSH. (Ehrlich, Viirlaid et al., 2007). Sendo assim, a
GPx, € responsavel pela reducdo de superoxidos, convertendo a GSH a GSSG removendo o
H20- e formando &gua. Protegendo assim lipideos, proteinas e &cidos nucleicos da oxidacdo
(Gomes, Silva et al., 2012).
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Os dados descritos na literatura relacionando o exercicio de alta intensidade e o
estresse oxidativo ainda sdo bastante controversos. Pesquisadores j& relataram que o HIIT
(apds sessdo aguda) aumenta a producdo de EROS, bem como aumenta a sintese de enzimas
do sistema de defesa antioxidante (Gomes, Silva et al., 2012; Bogdanis, Stavrinou et al.,
2013) desta forma, o desequilibrio causado no estado redox pelo HIIT pode ser uma
alternativa eficiente para aumentar a quantidade endogena de defesas antioxidantes (Revan,
Balci et al., 2010; Lamprecht e Williams, 2012; Bogdanis, Stavrinou et al., 2013). Em relacéo
ao SNC, tem sido discutido que o exercicio regular aerobico moderado é responsavel por
aumentar as defesas antioxidantes enquanto que exercicios anaerdbicos ou de alta intensidade
podem diminuir essas defesas (Camiletti-Moiron, Aparicio et al., 2013). Rosa e colaboradores
(2007) demonstraram que um protocolo de exercicio intenso e exaustivo induz déficits de
memoOria e aumenta os niveis de peroxidacdo lipidica e proteina carbonil em SNC (Rosa,
Takahashi et al., 2007). Neste contexto, é importante considerar que alteracbes em parametros
de estresse oxidativo em SNC parecem ser dependentes de alguns fatores como duragéo do
exercicio e protocolo utilizado.

Durante a atividade muscular intensa, a producao de Oz “aumenta muito, uma vez que
a demanda energética pode superar em até 100 vezes o fluxo de O, em todo o corpo (Gomes,
Silva et al., 2012). Assim, durante a sua realizagcdo ocorre um grande aumento no consumo
méaximo de O2 e, consequente, aumento na producdo de EROs. Entretanto, tém sido relatado
que exercicios de alta intensidade sao ferramentas eficientes para melhorar a capacidade fisica
dos individuos (Gleeson, Bishop et al., 2011). O HIIT pode melhorar a adaptacdo do masculo,
aumentar o volume do reticulo sarcoplasmatico (RS), a expressdo de receptores de rianodina
(RyR), melhorar a liberacdo e recaptacido de Ca®" em células musculares e, além disso,
aprimorar a producdo de ATP pela via glicolitica (Hostrup e Bangsbo, 2016).

Visto que as concentragBes citosolicas de Ca®* cumprem importante fungdo para
producdo de forca das células musculares (Hostrup e Bangsbo, 2016), as taxas de liberacéo e
captacdo de Ca?" sdo reguladas pela atividade da enzima Ca?*ATPase, a qual esta localizada
nas mitocondrias, na membrana plasmatica, ou em membranas intracelulares no RS,
formando a Ca?*ATPase do RS (SERCA). Esta enzima é responsavel pelo sequestro de Ca?*
presente no citosol de células musculares reconduzindo-os até o RS, onde 0s receptores de
RyRs sdo responsaveis pela liberacdo de Ca®* (Tupling, 2004). A atividade desta enzima é
primordial para a contragdo muscular, uma vez que, no musculo em contracdo, o Ca?* é

liberado a partir do RS dentro de células musculares através da membrana via ativacdo dos
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RyRs (Toyoshima, 2009). A seguir, durante o relaxamento a Ca*-ATPase passa por
fosforilagdo e desfoforilagdo o que leva a uma série de alteragdes conformacionais,
bombeando dois ions Ca?* contra o gradiente para dentro do RS (Toyoshima, 2009). Sabe-se
que a cafeina atua como um agonista dos receptores de RyRs elevando a liberagdo de Ca?*
dentro das células musculares contribuindo, desta forma, para o esgotamento dos niveis
intracelulares deste ion (Posterino e Dunn, 2008; Endo, 2009).

Durante uma sessdo de HIIT estruturas intracelulares reduzem a excitabilidade
sarcolemal, a liberacio de Ca?* e, consequentemente, reduzem a producio de forca pelo
musculo esquelético levando a instalacdo do processo de fadiga (Hostrup e Bangsbo, 2016).
Por sua vez, alteraces nas concentragdes de Na*, K* e Ca?* limitam a producéo energia pelo
musculo esquelético (Hostrup e Bangsbo, 2016). Matsunaga e colaboradores (2008) avaliaram
a oxidacdo e captacdo de Ca?* pelo RS logo ap6s Unica série de exercicio intenso e
observaram que as EROS geradas durante o exercicio provocam modificacdo conformacional
na enzima interferindo na recaptagio de Ca?* (Matsunaga, Mishima et al., 2008). Ja Ortenblad
e colaboradores (2013) afirmam que suprimentos limitados de energia como glicogénio
muscular, apds exercicio exaustivo, podem afetar diretamente a atividade da enzima
Ca?*ATPase (Ortenblad, Westerblad et al., 2013). Curiosamente, ainda si0 escassos 0S
achados sobre a influéncia do HIIT na atividade da enzima Ca?*ATPase em musculo.

Sendo o processo de fadiga multifatorial, este também pode ser agravado devido a
alteracdes nos niveis de acetilcolina (ACh) na juncdo neuromuscular (Blotnick e Anglister,
2016). Estudos tem demonstrado que a enzima acetilcolinesterase (AChE) esta envolvida em
processos de fadiga muscular, uma vez que ela é a enzima responsavel pelo hidrélise da ACh
(Abbracchio e Cattabeni, 1999; Wen, Hui et al., 2009; Blotnick e Anglister, 2016). A AChE é
expressa em diversos tecidos dentre eles o encéfalo, jungdo neuromuscular, eritrocitos e
linfocitos (Soreq e Seidman, 2001). Desta forma, alteragdes na atividade e expressdo desta
enzima em musculo associada a diferentes protocolos de exercicio ja tém sido documentado
na literatura (Vignaud, Fougerousse et al., 2008; Wen, Hui et al., 2009; Marrero, Rossi et al.,
2011; Blotnick e Anglister, 2016).

Inimeros recursos ergogénicos tem sido utilizados na busca do desempenho esportivo
de alto nivel com o objetivo de potencializar a performance atlética ou atenuar 0s mecanismos
geradores de fadiga. Neste sentido, a cafeina tem sido utilizada como substancia ergogénica
previamente a realizacdo de exercicios de endurance e anaerdbicos (Thein, Thein et al.,
1995).
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A cafeina ¢ um alcaloide purinico derivado do grupo das metil-xantinas, conhecida
quimicamente como 1,3,7- trimetilxantina (C8H10N402) (Zulak, Liscombe et al., 2007). E
uma substancia de facil acesso a populacdo sendo consumida em sua maior parte através de
cafés, chocolates, chas, suplementos (pré- treino/termogénicos) e bebidas energéticas
(Arnaud, 2006; Mccusker, Goldberger et al., 2006). A cafeina é rapidamente absorvida no
trato gastrointestinal e, ap6s sua ingestdo pode atingir o pico na concentracdo plasmatica entre
15 e 120 minutos (Sinclair e Geiger, 2000). Desta forma, a maioria dos estudos relata a
administracdo oral entre 30 e 60 minutos antes do exercicio. A metabolizacdo da cafeina
ocorre no figado, principalmente, no citocromo P450 (enzima) CYP 1A2 (isoforma) onde
ocorre a demetilacdo na posicdo 3 formando o principal metabdlito paraxantina (Ursing,
Wikner et al., 2003). Devido a este processo, o catabolismo da cafeina leva aproximadamente
de 4 a 6 horas, dependendo da dose (Van Soeren e Graham, 1998a). Além disso, alguns
fatores como sexo, idade, uso de cigarros e &lcool, dieta, gravidez, uso de agentes
contraceptivos e exercicios podem alterar o seu metabolismo (Jusko, Gardner et al., 1979;
Benowitz, Hall et al., 1989; Collomp, Anselme et al., 1991).

Sendo utilizada ha séculos como um psicoestimulante (Walsh, Muehlbach et al., 1990)
a cafeina por possuir propriedades lipofilicas, ultrapassa a barreira hematoencefalica e assim
estimula 0 SNC (Chen e Pedata, 2008), inibindo as fosfodiesterases, bloqueando receptores
GABA e mobilizando Ca?* intracelular (Ribeiro e Sebastiao, 2010). Além da sua propriedade
estimulante (Fisone, Borgkvist et al., 2004) outros estudos também tem descrito propriedades
antioxidantes (Abreu, Silva-Oliveira et al., 2011) e anti-inflamatorias desta substancia (Rosso,
Mossey et al., 2008).

Estudos prévios tem relatado que doses entre 1,5 e 30 mg/kg de cafeina sdo capazes de
estimular o SNC a liberar neurotransmissores como catecolaminas (Van Soeren e Graham,
1998a; Fredholm, Yang et al., 2016), ACh (Carter, O'connor et al., 1995), glutamato (Wang,
2007) serotonina e ainda aumentar a expressdo de receptores A: de adenosina (Shi,
Nikodijevic et al., 1993; Fredholm, Yang et al., 2016). Estes efeitos podem melhorar o estado
de atencdo, aprendizagem, memoria e outras fungdes cognitivas (Arnaud, 2006; Fredholm,
Yang et al., 2016). No entanto, em altas doses (>25mg/kg), esta metilxantina atua no sistema
neuroendocrino atraves da mediacdo de corticosteroides em soro, beta-endorfinas (Plaskett e
Cafarelli, 2001; Gerull, Manser et al., 2013) e promove diminui¢do nos niveis de tireotrofina
e homo6nimos do crescimento (GH), contudo, estes efeitos sdo temporarios (Spindel, 1984;
Wu e Lin, 2010). Além disso, doses acima de 15 mg/kg parecem induzir dores de cabeca,
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ansiedade, irritabilidade, tremores musculares, palpitacdo, taquicardia e enjoos (Bracco,
Ferrarra et al., 1995; O'neill, Newsom et al., 2016; Zuchinali, Souza et al., 2016). Desta
forma, é importante ressaltar que a cafeina possui efeito bifasico, ou seja, doses muito
elevadas (acima de 500mg/dia) podem inibir os efeitos mediados por doses mais baixas
(Fredholm, Battig et al., 1999; Fredholm, Yang et al., 2016).

Embora o consumo de cafeina visando efeitos estimulantes datam de muitos séculos, a
sua utilizacdo por atletas com a intencdo de melhorar a performance tem se tornado popular
nas Gltimas décadas, devido aos estudos sobre seus efeitos ergogénicos (Graham e Spriet,
1991b; Graham, Hibbert et al., 1998a; Tarnopolsky, 2008). Diversos trabalhos tém proposto
que a ingestdo de 3 a 9 mg/kg de cafeina pode retardar, em torno de 20 a 50%, a instalacdo do
processo de fadiga durante o exercicio intenso prolongando (Spriet, Maclean et al., 1992;
Graham Te, 1998; Greer, Mclean et al., 1998a; Davis, Zhao et al., 2003; Woolf, Bidwell et
al., 2009).

Um dos principais mecanismos que tem sido usado para explicar o potencial
ergogénico da cafeina durante o exercicio se refere a sua acdo poupadora de glicogénio
devido a mobilizacdo &cidos graxos livres do tecido adiposo, via liberacdo de epinefrina
(Costill, Dalsky et al., 1978; Davis e Green, 2009), entretanto esses mecanismos Sao
controversos. Para Graham e colaboradores (2008), embora a cafeina, em doses moderadas
(5,5 mg/kg), mobilize acidos graxos livres do tecido adiposo através do bloqueio seletivo dos
receptores A1, ndo ha base cientifica de que a cafeina exerca acdo sobre o metabolismo dos
acidos graxos e carboidratos, uma vez que, as concentracdes de glicogénio muscular, glicose-
6-fosfato, acetil - CoA e citrato ndo apresentam diferencas significativas entre grupos
exercitados com e sem o uso de cafeina (Graham, Battram et al., 2008). Entretanto, esta
metilxantina é capaz de aumentar a concentracdo de AMPc durante o exercicio (60-80% do
VO2.max) (Graham, Battram et al., 2008). Outros estudos ainda argumentam a favor do uso da
cafeina devido ao fato desta melhorar a oxidacdo de &cidos graxos, porém as variaveis
estudadas giram em torno da frequéncia cardiaca, pressdo arterial e variaveis respiratorias (Jo,
Lewis et al., 2016).

A hipdtese atual mais aceita é a de que a cafeina atue bloqueando aos receptores de
adenosina presentes no SNC, sendo um dos seus efeitos o retardo na sensacdo de fadiga
durante exercicio fisico (analgesia) (Graham, Battram et al., 2008; Davis e Green, 2009).
Existem quatro tipos de receptores de adenosina A1, Aza, A2 € As, 0S quais estdo acoplados a
proteinas G (Fredholm, Arslan et al., 2000). No SNC, ao se ligar a esses receptores a
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adenosina desempenha muitas fungdes fisiologicas importantes, dentre elas destacam-se a
acdo neuromoduladora e neuroprotetora (Latini e Pedata, 2001; Chen e Pedata, 2008; Gomes,
Kaster et al., 2011).

A cafeina atua bloqueando receptores A: de adenosina seletivamente e, Axa néo
seletivamente (Gomes, Kaster et al., 2011). Os receptores Ax sdo responsaveis pela inibicdo
da liberagdo de neurotransmissores, insulina/glucagon, sono, reducdo do ritmo cardiaco e
analgesia (Fredholm, 2010; Chen, Eltzschig et al., 2013). Sendo assim, o bloqueio dos
receptores A: pela cafeina ativa a transmissdo excitatoria, eleva a liberagdo de insulina e
aumenta o ritmo cardiaco (Gomes, Kaster et al., 2011). J& os receptores A>a atuam em
processos fisiolégicos como atividade locomotora, processos neurodegenerativos,
imunossupressao, vasodilatacdo, angiogénese e inibicdo da agregacdo plaquetaria (Fredholm,
2010; Gomes, Kaster et al., 2011).

Uma vez que, a cafeina antagoniza estes efeitos, seu potencial terapéutico também tem
sido amplamente estudado. Ao impedir que a adenosina se ligue a um receptor Aza a cafeina
tem sido alvo de muitas pesquisas que envolvem doencas como Alzheimer, Parkinson,
Epilepsia e Depressdo (Gomes, Kaster et al., 2011). E interessante notar que a expresséo de
receptores A: de adenosina é aumentada ap6s o uso crénico da cafeina, 0 mesmo nédo ocorre
com os receptores Axa (Jacobson, Von Lubitz et al., 1996; Yang, Chen et al., 2009). Este
desequilibrio na razdo dos receptores Al/Aza de adenosina que serve de base para indicar a
tolerancia aos efeitos da cafeina na atividade motora apds tratamento cronico (Ciruela, Casado
et al., 2006).

Por ser uma molécula envolvida em vérios processos fisiologicos como
neurotransmisséo e inflamacdo, a adenosina, possui um nivel basal (Antonioli, Colucci et al.,
2012). Sendo assim, em situacGes de estresse, por exemplo, exercicio intenso ou trauma
tecidual, os niveis de adenosina extracelular podem se elevar (Andine, Rudolphi et al., 1990;
Fredholm, 2010) através de dois mecanismos principais: (1) formagéo intracelular e
exportacdo via transportadores; (2) formacéo de adenosina no espaco extracelular através da
degradacéo dos nucleotideos de adenina (Figura 1) (Pedata et al., 2007).
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Figura 1: Formacdo extracelular da adenosina. Adaptado de Pedata et al. (2007).

A adenosina, entdo, é formada intracelularmente sempre que houver diferencas entre
sintese e degradacdo de ATP, ou seja, quando ha um aumento na demanda energética e o
suprimento de glicose ou oxigénio for limitado (Lloyd, Lindstrom et al., 1993; Fredholm,
2010). Desta forma, altos niveis extracelulares de adenosina transmitem sinais paracrinos
destinados a coordenar a atividade metabdlica em grupos de células que formam tecidos
(Shryock e Belardinelli, 1997; Bours, Swennen et al., 2006; Gomes, Kaster et al., 2011).
Assim, a utilizagdo de antagonistas como as metilxantinas podem aumentar 0s niveis
extracelulares de adenosina podendo ser utilizados com alto potencial terapéutico (Fredholm,
2010). Além da adenosina, os nucleotideos de adenina ATP, ADP também sdo considerados
moléculas sinalizadoras (Yegutkin, 2008). Tem sido demonstrado que o ATP e o ADP
juntamente com a adenosina regulam processos relacionados a tromboregulacgdo, sinalizam
vias que sdo cruciais para 0 SNC e modulam respostas imunes e inflamatorias (Burnstock,
2002).

36



Tanto o ATP quanto a adenosina estdo envolvidas na ativacdo de receptores
purinérgicos de células imunes, uma vez que, o ATP exerce funcgdes pro-inflamatérias a
adenosina possui acdes anti-inflamatorias (Cekic e Linden, 2016; Cheng, Azarbal et al.,
2016). Desta forma, quando por algum motivo (reposta a antigeno, apoptose ou leséo celular)
ocorre, a resposta pode ser dividida em trés fases: (1) Fase aguda — ocorre imediatamente ap0s
a lesdo ou patégeno (minutos a horas) onde as concentragdes extracelulares de ATP se
acumulam ativando células imunes como os linfdcitos; (2) Fase subaguda — ocorre nas
proximas horas e dias onde a razéo extracelular dos niveis ATP/adenosina apresenta reducao.
Consequentemente, ocorre diminuicdo do ATP extracelular e aumento na ativagdo dos
receptores Axa e Azg de adenosina que servem para limitar a extensdo da inflamacao; (3) Fase
crbnica — ocorre nos proximos dias ou semanas esta associado a baixos niveis de ATP e ADO
iniciando, portanto o processo de remodelacdo do tecido (Cekic e Linden, 2016). Ou seja,
apos lesdo tecidual, as fungdes ATP aumentam a ativacdo das células T efetoras. Ocorre
inflamagdo aguda por elevagdo de Ca? *, enquanto que a adenosina suprime a ativagio
subaguda de células T ativando os receptores Axa (Herrera, Casado et al., 2001; Cekic e
Linden, 2016; Cheng, Azarbal et al., 2016).

A sinalizacdo induzida pelo ATP e adenosina no microambiente inflamatorio pode ser
controlado pela acdo de enzimas como a NTPDase e a adenosina desaminase (ADA). A
NTPDase hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP na presenca de fons Ca®* e Mg?
(Zimmermann, 1996; Yegutkin, Henttinen et al., 2001; Robson, Sevigny et al., 2006) sendo
expressa em varias células imunes tais como neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e
linfocitos B e T (Burnstock e Boeynaems, 2014). A ADA é responsavel pela desaminagdo da
adenosina a inosina sendo a principal enzima responsavel por regular as concentracdes
extracelulares desse nucleosideo (Yegutkin, 2008). Esta enzima desempenha um papel chave
na maturacdo, proliferacdo e ativacao de linfocitos (Bours, Swennen et al., 2006)

Alguns estudos tém demonstrado que o exercicio fisico pode modular a atividade das
ectonucleotidases. Um protocolo de exercicio moderado (corrida em esteira) por duas
semanas durante 20 minutos/dia foi capaz de reduzir a hidrdlise de ATP e ADP em
sinaptossomas de hipocampo de ratos (Siqueira, Elsner et al., 2010). Uma diminui¢do na
hidrolise de ADP e AMP em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos apés um més de
exercicio também tem sido relatado (Ben, Soares et al., 2009). Outros estudos demonstraram
que protocolos de exercicio podem alterar a atividade destas enzimas em soro (Siqueira et al.,
2010; Moritz et al., 2016) bem como diminuir a expressdo da NTPDase em linfdcitos de ratos
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(Cardoso et al., 2015). Além disso, cabe destacar também que a cafeina por via oral durante
14 dias nas concentragdes de 0,3 g/L ou 1 g/L ndo afetou a hidrélise dos nucleotideos (Da
Silva, Bruno et al., 2003). Entretanto a administracdo (aguda) intraperitoneal (ip) de 30 mg/kg
de cafeina foi capaz de aumentar a hidrolise de ATP e ADP em hipocampo e estriado de ratos
(Da Silva, Bruno et al., 2003). Esses efeitos na atividade das ectonucleotidases pela cafeina
tém sido atribuidos como um mecanismo compensatério devido ao efeito antagonista dessa
molécula nos receptores de adenosina.

Considerando que o exercicio de alta intensidade promove uma série de adaptagdes
fisiolgicas no organismo e que os efeitos ergogénicos da cafeina neste tipo de exercicio sdo
controversos e pouco esclarecidos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da
cafeina em diferentes doses (4 e 8 mg/kg) associada a um protocolo de HIIT em enzimas
chaves na manutencdo dos gradientes de concentracdo i6nicos e nas respostas imunes tais
como Na',K*-ATPase, Ca?*ATPase, AChE, NTPDase e ADA. Além destas analises, 0
presente trabalho também avaliou pardmetros de ansiedade e estado redox em SNC, niveis de
glicogénio em mdsculo (gastrocnémio) e possiveis alteracGes histologicas em masculo
gastrocnémio e cardiaco, respostas de ativacao e proliferacdo de linfécitos bem como niveis

de citocinas inflamatorias.
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) sobre parametros

bioquimicos de ratos tratados com cafeina.

3.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Determinar os niveis de glicogénio muscular, atividade da enzima acetilcolinesterase e
Ca2+ ATPase em musculo gastrocnémio de ratos submetidos ao exercicio de alta
intensidade e/ou tratados com cafeina (agudo e crénico).

Verificar possiveis alteracfes histologicas em musculo gastrocnémio e cardiaco de ratos
submetidos ao treinamento (crénico) de alta intensidade e/ou tratados com cafeina.
Analisar parametros de estresse oxidativo como niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), atividade enzimética da Superéxido dimutase (SOD), Catalase
(CAT), Glutationa peroxidase (GPx) e niveis do contetdo de glutationa reduzida (GSH)
em homogeneizado de diferentes estruturas cerebrais (cortex cerebral, hipocampo e
estriado) de ratos submetidos ao exercicio intervalado de alta intensidade e/ou tratados
com cafeina.

Analisar pardmetros de ansiedade através da tarefa labirinto em cruz elevado na atividade
da enzima Na*, K" ATPase em cortex cerebral, hipocampo e estriado de ratos submetidos
ao protocolo crénico de exercicio intervalado de alta intensidade e/ou tratados com
cafeina.

Verificar a atividade das enzimas NTPDase e adenosina desaminase (ADA) em linfocitos
de ratos controles ou submetidos ao protocolo cronico de exercicio intervalado de alta
intensidade tratado e/ou com cafeina.

Avaliar niveis de citocinas (IL-6; 1L-10) em ratos submetidos ao protocolo crénico de
exercicio intervalado de alta intensidade e/ou tratados com cafeina.

Avaliar ex vivo resposta celular imune a antigeno (“phytohemagglutinin” - PHA) em
ratos submetidos ao protocolo cronico de exercicio intervalado de alta intensidade e/ou

tratados com cafeina.
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4. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo apresentados na forma de trés manuscritos. Os itens
materiais e metodos, resultados, discussdo e referéncias bibliograficas encontram-se nos
préprios manuscritos e representam a integra deste estudo. Os manuscritos estdo estruturados

de acordo com as normas das revistas cientificas para os quais foram submetidos.
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