UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
BIOQUIMICA TOXICOLOGICA

EFEITO DO EXERCICIO DE ALTA INTENSIDADE NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS DO SISTEMA
PURINERGICO E COLINERGICO EM RATOS
TRATADOS COM CAFEINA

DISSERTAGAO DE MESTRADO

Juliano Marchi Vieira

Santa Maria, RS, Brasil
2012



EFEITO DO EXERCICIO DE ALTA INTENSIDADE NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICO E
COLINERGICO EM RATOS TRATADOS COM CAFEINA

Juliano Marchi Vieira

Dissertagao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pés-
graduagdo em Ciéncias Bioldgicas, Area de concentracdo Bioquimica
Toxicologica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,RS), como
requisito parcial para obtencéo do grau de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicolgica

Orientadora: Prof. Dra. Rosélia Maria Spanevello

Santa Maria, RS, Brasil
2012



A Vieira, Juliano Marchi

Efeito de um protocolo de exercicio intermitente de alta intensidade na
atividade de enzimas do sistema purinérgico e colinérgico em ratos tratados com
cafeina / por
Juliano Marchi Vieira - 2012
__f.;il.; 30 cm

Orientador: Rosélia Maria Spanevello

Coorientador: Maria Rosa Chitolina Schetinger

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Santa Maria, Centro de

Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas: Bioquimica Toxicoldgica, RS, 2012

1. Exercicio Fisico de alta intensidade 2. Cafeina 3. Sistema Purinérgico 4.
Sistema Colinérgico

I. Spanevello, Rosélia Maria Il. Schetinger, Maria Rosa Chitolina

[1l. Titulo.
CDU577.1

Ficha catalografica elaborada
Biblioteca Central da UFSM

© 2012

Todos os direitos autorais reservados a Juliano Marchi Vieira. A reproducdo de
partes ou do todo deste trabalho s6 poderé ser feita mediante a citacédo da fonte.
Endereco: Alameda Sibipiruna, n.500, Cerrito, Santa Maria, RS. CEP: 97095-660
Fone: 55 99844188; E-mail: jucefd@gmail.com



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Biolodgicas:
Bioquimica Toxicolégica
EFEITO DO EXERCICIO DE ALTA INTENSIDADE NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
DO SISTEMA PURINERGICO E COLINE,RGICO EM RATOS TRATADOS COM
CAFEINA

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertagao de Mestrado

elaborada por
Juliano Marchi Vieira

com requisito parcial para obtengao do grau de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicoldgica

COMISSAO EXAMINADORA

Rosélia Maria Spanevello, Dr? (Presidente/ Orientadora)

Nilda Berenice de Vargas Barbosa, Dr* (1° membro da banca)

Cinthia Melazzo de Andrade Mazzanti, Dr? (2° membro da banca)

Santa Maria, 11 de junho de 2012



Dedico este trabalho a minha familia.

Os quais torceram, vibraram e sofreram comigo.

Obrigado, Jodo B.M. Vieira e Bernadete Marchi Vieira,

pela base e ensinamentos que me foram proporcionados.

Obrigado, Gisele Marchi Vieira minha irma, pelo apoio incondicional
nas situagbes mais dificeis.

Obrigado aos meus sobrinhos Bruno e Bibiane por me mostrarem que a
vida ndo é feita apenas trabalho é também riso, brincadeiras e alegria.



AGRADECIMENTOS

Ao meu pai Jodo, por todo amor e dedicacdo que sempre teve comigo, homem
pelo qual tenho maior orgulho de chamar de pai, meu eterno agradecimento pelos
momentos em que esteve ao meu lado, me apoiando e me fazendo acreditar que
nada € impossivel. Um homem batalhador, que abriu mao de muitas coisas para me
proporcionar a realizagao deste trabalho;

A minha mae Bernadete, por ser tdo dedicada e amiga, por ser a pessoa que
mais acredita na minha capacidade, meu agradecimento pelas horas em que ficou
ao meu lado ndo me deixando desistir e me mostrando que sou capaz de chegar
onde desejo;

A minha irma Gisele pelo carinho e atengdo que sempre tive comigo, sempre
me apoiando no momentos mais dificeis, enfim por todos os conselhos e pela
confianga em mim depositada meu imenso agradecimento;

A Luciane Belmonte, uma pessoa que admiro muito que deu forgas e esteve
sempre ao meu lado n&o importando a hora. Obrigado Lu, pelo teu carinho e
companheirismo.

Aos amigos que fiz no Enzitox, pela verdadeira amizade que construimos, pelo
companheirismo durante horas e horas em frente a bancada. Em particular aqueles
que estavam sempre ao meu lado (Jessié, Marilia, Fabiano) por todos os momentos
que passamos durante esses anos meu especial agradecimento. Sem vocés essa
trajetdria ndo seria tdo prazerosa;

A minha querida amiga e orientadora, professora Roselia Maria Spanevello,
pelos ensinamentos e dedicagdo dispensados no auxilio a concretizacdo deste
trabalho.

As professoras Maria Rosa Chitolina Shetinger e Vera Morsch, pela paciéncia,
dedicacio e ensinamentos disponibilizados nas aulas;

A UFSM e ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica Toxicologica (PPGBTox), pela oportunidade;

A CAPES, pela bolsa concedida.



Por fim, gostaria de agradecer aos meus amigos (Sandro Alves e Maristela
Souza Muniz) pelo carinho e pela compreensdo nos momentos em que a dedicagéo
aos estudos foi exclusiva, o meu eterno AGRADECIMENTO.



“Dare To Dream”
Tom Platz



RESUMO
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O exercicio fisico de alta intensidade produz beneficios fisioldgicos, cognitivos e
neurais. A cafeina tem sido considerada um recurso ergogénico associada ao
exercicio, devido a sua capacidade de bloquear os receptores de adenosina. Devido
ao fato dos mecanismos relacionados ao efeito da cafeina no exercicio fisico ainda
nao serem totalmente elucidados, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da
cafeina per se ou em associagao ao exercicio de alta intensidade na atividade das
enzimas NTPDase, 5'-nucleotidase, adenosina desaminase (ADA) e
acetilcolinesterase (AChE) em encéfalo de ratos. Os animais foram divididos em seis
grupos: | (controle/sedentario); Il (sedentario tratado com cafeina 4mg/kg); Il
(sedentario tratado com cafeina 8mg/kg); IV (treinado); V(treinado e tratado com
cafeina 4mg/kg) e VI (treinado e tratado com cafeina 8mg/kg). A natagdo com adicao
de sobrecarga ao dorso de ratos foi utilizada como modelo de exercicio sendo que
os ratos foram treinados 3 vezes por semana com aumentos progressivos (2,5% do
peso corporal) a cada semana até 23% do peso corporal. Cafeina foi administrada
durante cinco dias na semana por gavagem uma hora antes do exercicio. Os ratos
foram submetidos ao tratamento com cafeina associado ao protocolo de exercicio
durante seis semanas. Os resultados demonstraram que nao houve alteragcbes na
hidrélise do ATP (10,14%), ADP (23,2%) e AMP (45,89%) bem como na atividade da
ADA (27,33%) em sinaptossomas de cortex cerebral do grupo treinado (IV). Quando
ratos treinados foram tratados com cafeina ocorreu um aumento na hidrolise do ADP,
AMP e na atividade da ADA em sinaptossomas de cortex cerebral (grupos V e VI)
(P<0.05). Em relagdo a AChE, uma diminuicdo aproximada de 40% na atividade
dessa enzima ocorreu em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos treinados e/ou
tratados com cafeina (grupo IV, V e VI) (P<0.05). O exercicio per se ndo alterou a
atividade da AChE em homogeneizado de cortex cerebral, estriado, cerebelo e
hipocampo (grupo IV). Nos ratos do grupo V foi observado uma diminuicdo na
atividade da AChE em hipocampo e um aumento em estriado e coértex cerebral
(P<0.05) enquanto que nos animais do grupo VI ocorreu um aumento na atividade
da AChE em coértex cerebral e cerebelo quando comparado com outros grupos
(P<0.05). Esses resultados sugerem que a cafeina per se ou associada ao exercicio
de alta intensidade modula a sinalizag&o purinérgica e colinérgica em ratos.

Palavras-chave: Exercicio fisico de alta intensidade, cafeina, sistema purinérgico,
sistema colinérgico.
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The high intensity exercise produces physiological, neural and cognitive benefits.
Caffeine has been considered an important ergogenic resource in exercise, due to its
ability to block adenosine receptors. Due to fact the mechanisms related to effect of
caffeine on physical exercise has not yet been fully elucidated, in this study we
evaluated the effects of caffeine treatment alone or in association with high intensity
exercise on the enzymes NTPDase, 5'-nucleotidase, adenosine deaminase (ADA)
and acetylcholinesterase (AChE) in brain of rats. Animals were divided into six
groups: | - (Control untrained); Il - (untrained plus caffeine 4 mg/kg); Il - (untrained
plus caffeine 8 mg/kg); IV- (only trained) V- (trained plus caffeine 4 mg/kg) and VI -
(trained plus caffeine 8 mg/kg). Swimming was used as a model of intermittent
exercise. Animals were trained three times a week, gradually increasing the workload
up to 2.5% of the animal's body weight per week. Caffeine was administered by
gavage one hour before the training for 5 days a week. Animals were submitted to a
period of six weeks to protocol exercise and caffeine treatment. Results showed no
alterations in the ATP (10,14%), ADP (23,2%), AMP (45,89%) hydrolysis and ADA
(27,33) activity in synaptossomes of cerebral cortex of trained rats (Grupo V).
However, when trained rats were treated with caffeine we observed a significant
increase in the ADP, AMP hydrolysis and ADA activity in synaptosomes of the
cerebral cortex (V and VI) when compared to other groups (P<0.05). In relation to the
AChE activityy, we observed a decrease in the activity of this enzyme in
synaptosomes from cerebral cortex in the trained group (IV) and in the animals from
the groups V and VI when compared to the control group (P <0.05). Exercise alone
did not alter the AChE activity in homogenates from cerebral cortex, striatum,
cerebellum or hippocampus (group V). Group V showed a decrease in the AChE
activity in hippocampus and an increase in the activity of this enzyme in striatum and
cerebral cortex in relation to control (P<0.05). In the animals from group VI, caffeine
increased the AChE activity in cerebral cortex and in cerebellum in relation to other
groups (P<0.05). These findings suggest that caffeine modulates the purinergic and
cholinergic signaling associated with high intensity exercise.

Keywords: high intensity exercise, caffeine, purinergic system, cholinergic system.
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APRESENTAGAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As se¢des Materiais
e Meétodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio
manuscrito e representa a integra deste estudo.

O item Conclusbes encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias referem-se somente as citacbes que aparecem no item
Introdugao desta dissertagao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica

para o qual foi submetido.



1. INTRODUGAO

A pratica de exercicios fisicos € um habito importante para a manutengao do
bem estar fisico e emocional de quem o adota com regularidade. O exercicio fisico &
uma atividade praticada de forma sistematizada, necessitando de um controle sobre
frequéncia (numero de vezes por semana), intensidade (velocidade, cargas) e
volume (tempo, distadncia, numero de séries e repeticdes), diferente de uma atividade
fisica, a qual é praticada sem sistematizacao (Caspersen, Powell et al., 1985).

A razdo da pratica de exercicios inclui beneficios tanto na aptidao fisica
relacionada a saude (resisténcia cardiorespiratoria, forga/resisténcia muscular e
flexibilidade), quanto a aptidao fisica relacionada a performance (resisténcia
cardiorespiratoria, forga/resisténcia muscular, flexibilidade, agilidade, poténcia,
velocidade, coordenacao e equilibrio) (Everett, Kinser et al., 2007). Assim, o
exercicio fisico dependendo da sua duracao, intensidade e ativacdo de sistemas
especificos de fornecimento de energia pode ser dividido em: aerdbico e anaerdbico
(Abreu, Silva-Oliveira et al., 2011)

Os exercicios aerobicos sédo caracterizados pela utilizacdo de oxigénio (Oz) na
respiracao celular. Geralmente, sdo exercicios de longa duragdo, continuos e de
baixa intensidade. Este tipo de exercicio aprimora a adaptacdo das fibras tipo |
(vermelhas, de contragédo lenta) com grande capacidade oxidativa, alta densidade
capilar e mitocondrial, e grandes estoques intracelulares de triglicerideos o que lhes
confere uma alta resisténcia (Maughan, 2005).

Os exercicios aerdbicos possuem um papel importante tanto na aptidao fisica
relacionada a saude quanto ao desempenho atlético, pois fornecem suporte
fisiolégico para que novas cargas de trabalho sejam implementadas (Tang, Sibley et
al., 2009; Armstrong, Tomkinson et al., 2011). A realizag&o do trabalho aerdbico se
da em grande parte pela cadeia de transporte de elétrons e, consequentemente,
pela fosforilacdo oxidativa onde é gerado a maior parte dos ATPs consumidos (em
ritmo aerdbico). Sendo assim, ao se iniciar um exercicio aerdébico, o consumo de
oxigénio aumenta muito nos primeiros minutos até atingir um estado estavel (Steady
State) onde se reflete o ponto de equilibrio entre a energia necessaria pelos

musculos (consumo) e a produgao pelo metabolismo aerdbico (Connett, 1988). Este
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€ o0 ponto em que todo o lactato gerado ndo se acumula sendo, posteriormente,
reconvertido a glicose pelo ciclo de Cori (Barstow, 1994).

O consumo maximo de oxigénio (VO,max) € o ponto em que ocorre um platd
na utilizagdo de oxigénio molecular, ou seja, aumenta-se o ritmo do exercicio mas o
consumo permanece inalterado.

Os exercicios anaerobicos sao, portanto, aqueles que apresentam curta
duracéo e alta intensidade onde envolvem um esforgo intenso produzido por fibras
do tipo Il (brancas, rapidas, lla — intermediarias, e llb — anaerébicas) de alta
capacidade metabdlica anaerdbica, as quais possuem altos niveis intramusculares
de ATP-PCr e glicogénio muscular como substrato energético predominante, e por
isso, a limitacdo no tempo de esforgo (Staron, Hagerman et al., 2000). Este
fornecimento de energia se da pela degradacao anaerdbica da glicose pela glicolise.
Sob condigdes de hipdxia a produgéo de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH
- reduzido) gerado pela glicolise anaerdbica € muito superior a capacidade da célula
de regenerar o NADH em nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™ - oxidado) (Katz
e Sahlin, 1988). Este excesso na producdo de NADH resulta na redugcdo da
molécula de piruvato a lactato pela acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH)
(Katz e Sahlin, 1990). Quando a intensidade do exercicio € aumentada, o lactato
sanguineo comega a acumular-se exponencialmente no sangue (limiar de lactato)
(Gladden, 1991). A partir deste ponto para que o exercicio continue sera necessario
o fornecimento de energia por processos metabdlicos que ndo envolvem o oxigénio
(Edwards, Challis et al., 1999), caracterizando assim o exercicio anaerobico.

Através da utilizacdo de alguns parametros fisiolégicos como o consumo
maximo de oxigénio (VO2max) € frequéncia cardiaca maxima (FCmax) sao realizados
testes de esforgco maximo para avaliar a concentragdo de lactato sanguineo, sendo
possivel classificar o exercicio fisico como leve (25-50% VO2max), moderado (50-70%
VO2max), moderado-intenso (70-85% VO2zmax) € intenso-muito intenso (> 85% VO2max)
(Borg, 1982; Leandro, Martins De Lima et al., 2006).

O exercicio fisico de alta intensidade realizado acima do limiar de lactato gera
acido latico e, assim, uma série adaptagdes a célula (Tomlin e Wenger, 2001). Este
tipo de exigéncia € muito importante em situagdes que solicitam de imediata
produgdo de energia como, por exemplo, corridas rasas (100 a 200m), natagao

(25m, 50m) levantamento de pesos, atividades de forca e poténcia anaerdébica, pois
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utilizam como fonte energética principalmente ATP e creatina fosfato (PCr) (Weiler-
Ravell e Whipp, 1983; Wiley e Rhodes, 1986; Gastin, 2001). Este tipo de exercicio
também produz uma série de beneficios ao corpo humano como aumento da
capacidade de enzimas glicoliticas ou oxidativas do musculo, do volume plasmatico,
do volume sistolico, da densidade capilar, de mioglobina (Laursen e Jenkins, 2002)
aumento de enzimas mitocondriais (Tabata, Nishimura et al., 1996), aumentos nos
niveis de glicogénio (Matsui, Ishikawa et al., 2012) sensibilidade a insulina - AMPKc
(Koshinaka, Kawasaki et al., 2009), resisténcia vascular periférica, angiogénese
(Rakobowchuk, Tanguay et al., 2008), memdéria (Berchtold, Chinn et al., 2005). Além
disso, facilita a neuroplasticidade através do aumento na expressao de receptores
DA-D2RS na regiado estriatal (Vuckovic, Li et al., 2010).

Seguindo, entdo, os principios do treinamento fisico (sobrecarga,
especificidade, individualidade bioldgica, reversibilidade), o exercicio fisico serve
para aprimorar o desempenho e condigbes fisiolégicas (Dorossiev, 1978). O
treinamento anaerobico, entdo, promove uma série de alteragbes nos sistemas de
fornecimento de energia. Por necessitar de energia a curto prazo devido a alta
sobrecarga, alteragcbes especificas no sistema de fornecimento de energia
promovem aumento nas fungdes aerdbicas (Tabata, Nishimura et al., 1996;
Burgomaster, Hughes et al., 2005; Terada, Kawanaka et al., 2005) bem como atua
nos processos de biogénese mitocondrial no musculo e no SNC (Steiner, Murphy et
al., 2011; Zhang, Wu et al., 2012). O treinamento anaerdbico, ou seja, de alta
intensidade proporciona aumentos nos niveis de substratos (em musculo em
repouso) apos treinamento de poténcia, aumentos de ATP - CP, Creatina livre,
glicogénio e 28% na forgca muscular (Stauber, 1989; Nosaka e Clarkson, 1997),
melhorando também a atividade das enzimas como citrato sintase (Bexfield, Parcell
et al., 2009) e acetil-CoA carboxilase (Koshinaka, Kawasaki et al., 2009).

Em relagédo aos efeitos do exercicio fisico no sistema nervoso central (SNC),
muitos estudos tém demonstrado que o exercicio fisico principalmente o moderado é
capaz de promover uma serie de alteragcdes em nivel cerebral, tais como: aumentar
a expressao de receptores muscarinicos em hipocampo de ratos (Chen e Liao,
1998) e de fatores neurotroficos (BDNF) (Shen, Tong et al, 2001; Cotman e
Berchtold, 2002), aumentar a plasticidade neuronal (Shen, 2001); bem como

melhorar a vascularizagado cerebral, estimular a neurogénese e a capacidade de
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aprendizado, contribuindo assim para a manutencdo da fungéo cognitiva durante a
vida (Contman e Berchtold, 2002). Apesar disso, existem poucos estudos na
literatura que avaliam os efeitos do exercicio de alta intensidade ou anaerébico no
SNC. Alguns autores (Burgomaster, Hughes et al., 2005; Gibala, Little et al., 2006;
Rakobowchuk, Tanguay et al., 2008) tem demonstrado que esse tipo de exercicio é
capaz de estimular importantes adaptag¢des tanto no SNC, principalmente ligadas a
neurogénese, bem como no sistema cardiovascular (Swain, Harris et al., 2003;
Swain e Franklin, 2006; Van Der Borght, Kobor-Nyakas et al., 2009). Entretanto os
mecanismos pelo qual o exercicio de alta intensidade afeta as fungdes cerebrais
ainda nao € bem entendido. Sendo assim, torna-se importante estudar esses efeitos
uma vez que na sociedade atual ha cada vez menos tempo para a pratica de
“atividade” fisica e este tipo de estratégia torna-se um importante aliado na
promogao a saude.

Varios trabalhos descritos na literatura tém relacionado o exercicio fisico seja
ele de alta intensidade ou de endurance (resisténcia) com uso de substancias que
melhoram o desempenho fisico ou atenuam os mecanismos de fadiga. Essas
substancias sdo denominadas de recursos ergogénicos (Thein, Thein et al., 1995).

Desde a década de 70 a cafeina vem sendo investigada por diversos
pesquisadores em relacdo a possibilidade de exercer efeito ergogénico em
exercicios de longa duracdo (Graham, Rush et al., 1994).

A cafeina € um alcaloide purinico derivado do grupo das metil-xantinas,
conhecida quimicamente como 1,3,7- trimetilxantina (C8H10N402) (Zulak, Liscombe
et al., 2007) (Figura 1). Caracteriza-se por ser um po branco, cristalino, com sabor
muito amargo, sem cheiro e com aspecto brilhante. E uma substancia de facil
acesso a populagcdo sendo consumida em sua maior parte através de cafés,
chocolates, chas e bebidas energéticas (Arnaud, 2006; Mccusker, Goldberger et al.,
2006).
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Figura 1: Estrutura quimica da cafeina. Adaptado de
Ashihara, et. al., (2008).

A cafeina é rapidamente absorvida no trato gastrointestinal, e apds sua
ingestdo pode atingir o pico na concentragdo plasmatica entre 15 e 120 minutos
(Sinclair e Geiger, 2000). Desta forma, a maioria dos estudos relata administracao
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 desmetilizagdo na posi¢cao 3
formando o principal metabdlito (84%): 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, 1998). Além disso, alguns
fatores como sexo, idade, uso de cigarros e alcool, 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 o SNC (Chen e Pedata, 2008), inibindo as
fosfodiesterases, bloqueando receptores GABA e mobilizando calcio 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 neuroprotetoras dessa metilxantina (Rosso, Mossey et
al., 2008).

Estudos prévios tem relatado que doses entre 3 e 30 mg/kg, a cafeina é
capaz de estimular o SNC a liberar neurotransmissores como catecolaminas (Van
Soeren e Graham, 1998), dopamina (Solinas, Ferre et al., 2002), acetilcolina (Carter,

O'connor et al., 1995), glutamato (Wang, 2007) serotonina, acido gama-
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aminobutirico, e ainda aumentar a expressédo de receptores A1 de adenosina (Shi,
Nikodijevic et al., 1993). Esses efeitos podem melhorar o estado de atencao,
aprendizagem, memoria e outras fungdes cognitivas (Arnaud, 2006). No entanto, em
altas doses (maiores que 25mg/kg), esta metilxantina atua no sistema
neuroenddcrino através da mediagao de corticosteroides em soro, beta-endorfinas
(Plaskett e Cafarelli, 2001) e promove diminuicdo nos niveis de tireotrofina e
homonimos do crescimento (GH), contudo, estes efeitos sdo temporarios (Spindel,
1984). Além disso, doses acima de 15 mg/kg parecem induzir dores de cabeca,
ansiedade, irritabilidade, tremores musculares, palpitagdo, taquicardia e enjoos
(Bracco, Ferrarra et al., 1995). Desta forma, € importante ressaltar que a cafeina
possui efeito bifasico, ou seja, doses muito elevadas acima de 25 mg/kg podem inibir
os efeitos mediados por doses mais baixas (Fredholm, Battig et al., 1999).

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

Um dos principais mecanismos que tem sido usado para explicar o potencial
ergogénico da cafeina durante o exercicio se refere a sua agdo poupadora de
glicogénio devido a mobilizagdo acidos graxos livres do tecido adiposo (Costill,
Dalsky et al., 1978). Contudo, alguns trabalhos afirmam que n&do ha evidéncias de
que a cafeina atue como poupadora de glicogénio muscular ou aumente a oxidagao
de acidos graxos (Graham, Battram et al., 2008). Embora a cafeina, em baixas
doses (5,5 mg/kg), mobilize acidos graxos livres do tecido adiposo através do
bloqueio seletivo dos receptores A1 nao ha base cientifica de que a cafeina exercga
acao sobre o metabolismo dos acidos graxos e carboidratos, uma vez que, as
concentragbes de glicogénio muscular, glicose - 6 - fosfato (G-6-P), acetil — CoA e
citrato ndo apresentam diferencas significativas entre grupos exercitados com e sem

o uso de cafeina. Curiosamente, esta metilxantina aumentou a concentragdao de
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AMPc durante o exercicio (70-85% do VOzmax) 0 que se explica pelo antagonismo
aos receptores A1 do musculo esquelético (Graham, Battram et al., 2008).

Durante o exercicio submaximo a cafeina parece reduzir a percepg¢ao a dor,
retardando o processo/sensacdo de fadiga (O'connor, Motl et al., 2004; Gliottoni,
Meyers et al., 2009). Sendo assim, alguns estudos atribuem a manutencao da forga
durante o exercicio devido a redugao da percepc¢ao de dor, provocando modificagdes
em nivel central e, consequentemente, em nivel periférico. Desta forma, acredita-se
que a cafeina possua mecanismo de acdo central e periférica melhorando o
desempenho atlético (Graham, 2001), principalmente, durante exercicios de baixa
intensidade. Contudo, existem muitas controvérsias do seu efeito, a respeito dos
tipos e modelos aplicados (Tarnopolsky, 2008).

A hipotese atual mais aceita € a de que a cafeina atue bloqueando os
receptores de adenosina presentes no SNC, podendo assim retardar a sensacao de
fadiga durante exercicio fisico (Graham, Battram et al., 2008; Davis e Green, 2009).
Existem quatro tipos de receptores de adenosina A1, A2a, A2b e A3, os quais estao
acoplados a proteinas G (Fredholm, Arslan et al., 2000). No SNC, ao se ligar a esses
receptores a adenosina desempenha muitas fungdes fisioldgicas importantes, dentre
elas destacam-se a agcdo neuromoduladora e neuroprotetora (Latini e Pedata, 2001;
Chen e Pedata, 2008; Gomes, Kaster et al., 2011). Sendo assim, esta molécula vem
sendo muito estudada tanto em condicdes fisioldgicas quanto patoldgicas (Yegutkin,
Samburski et al., 2006; Ribeiro e Sebastiao, 2010) (Figura 2).

Adenosina: Fung¢fes neuronais, Doencas e Distarbios Neuroldgicos

Controle ventilatdrio Sono e nivel de excitacao Cognicao e
memoria

Doenca de Alzheimer

Interacao com
Doenca de Huntington / drogas

ADO . .
Doenca de Parkinson & Esauizofrenia
. . Depressao
Epilepsia
Ansiedade
Infarto

Desenvolvimento neuronal/ maturacao

Figura 2: Agbdes da adenosina (ADO) no sistema nervoso central. Adaptado de

Ribeiro & Sebastiao (2010). 22



A cafeina atua bloqueando receptores A1 de adenosina seletivamente e A2a
nao seletivamente (Gomes, Kaster et al., 2011). Os receptores A1 sao responsaveis
pela, inibicdo da liberagdo de neurotransmissores, insulina/glucagon, sono, redugao
do ritmo cardiaco e analgesia (Fredholm, 2010). Sendo assim, o bloqueio dos
receptores A1 pela cafeina ativa a transmissao excitatéria (Gomes, Kaster et al.,
2011). Ja os receptores A2a, os quais sdo bloqueados de forma nao seletiva,
respondem pela atividade locomotora, processos neurodegenerativos (doencas de
Parkinson e Alzheimer), imunossupresséao, vasodilatagdo, angiogénese e inibicdo da
agregacao 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 A2a a
cafeina tem sido alvo de muitas pesquisas que envolvem doengas como Alzheimer,
Parkinson, Epilepsia e Depressdo (Gomes, Kaster et al., 2011). E interessante notar
que a expressao de receptores A1 de adenosina € aumentada apos o uso cronico da
cafeina, o mesmo n&o ocorre com os receptores A2a (Jacobson, Von Lubitz et al.,
1996). Este desequilibrio na razdo A1/A2a 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 um componente chave na neuromodulagdo a adenosina possui um
nivel basal. Sendo assim, em situagdes de estresse (exercicio intenso/trauma
tecidual) os niveis de adenosina comegam a subir (Andine, Rudolphi et al., 1990;
Fredholm, 2010). As concentragbes de adenosina se elevam por diferentes
mecanismos: (1) formacado intracelular e exportacdo via transportadores; (2)
formacdo de adenosina no espaco extracelular através da degradacdo dos

nucleotideos de adenina (Figura 3) (Pedata et al., 2007).
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Figura 3: Formacéo extracelular da adenosina. Adaptado de Pedata et al. (2007).

A adenosina, entdo, é formada intracelularmente sempre que houver
diferencas entre sintese e degradacao 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 utilizagcdo de
antagonistas como as metilxantinas podem aumentar os niveis extracelulares de
adenosina podendo ser utilizados com alto potencial terapéutico bloqueando
receptores de adenosina. Contudo, ndo ha certeza do desenvolvimento de
medicamentos para bloquear especificamente cada receptor de adenosina. Uma vez
que, estes receptores estdao presentes em todas as células e tecidos seus efeitos

indesejados devido a agao de seus agonistas serdo propagados.
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Além da adenosina, os nucleotideos de adenina ATP, ADP também séao
considerados importantes moléculas sinalizadoras em varios tecidos (Yegutkin,
2008). Tem sido demonstrado que o ATP, o ADP juntamente com a adenosina
regulam processos relacionados a tromboregulagdo, modulam respostas imunes e
inflamatérias e sinalizam vias que s&o cruciais para o funcionamento e
desenvolvimento do SNC (Burnstock, 2002)

O papel do ATP e da adenosina na neurotransmissao € na neuromodulagao
encontra-se bem estabelecido. O ATP é um neurotransmissor excitatério nas
sinapses nervosas purinérgicas, podendo ser também coliberado juntamente com
outros neurotransmissores como a acetilcolina e a noradrenalina (Halliday e Gibb,
1997; Burnstock, 2006) enquanto que adenosina age na neuromodulagao regulando
a liberagao de varios neurotransmissores (Dunwiddie e Masino, 2001). Além disso,
tem sido demonstrado que estas moléculas também estdo envolvidas na
sinaptogénese, na plasticidade neuronal e na proliferagdo de células gliais
(Rathbone, Middlemiss et al., 1999; Neary e Zimmermann, 2009).

Todas essas agdes dos nucleotideos e nucleosideos de adenina sao
mediadas através de receptores purinérgicos localizados na superficie de varios
tipos de células (Yegutkin, 2008). Esses receptores dividem-se em dois grupos: P2X
e P2Y. Os receptores P2X sdo acoplados a canais ibnicos com seus dominios
carboxi e aminoterminal voltados para o meio intracelular e compreendem sete
subtipos nomeados de P2X4.7 (Yegutkin, 2008). Os receptores P2Y sado acoplados a
proteina G apresentando sete regides transmembrana com a por¢ao aminoterminal
voltada para meio extracelular e a por¢cao carboxiterminal voltada para o meio
citoplasmatico compreendendo 14 subtipos os quais foram nomeados de P2Yq.q4
(Burnstock, 2007, Yegutkin, 2008). Os receptores para adenosina incluem quatro
tipos: A1, Aza, Asg € A3, 0s quais sao proteinas transmembrana acoplados a proteina
G (Figura 4) (Zimmermann, 2011)
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P2X4.7 P2Y1,2.4,6,11,12,13,14 A1.2A.2B,3

Figura 4 - Tipos de receptores para nucleotideos e nucleosideos de adenina.
Adaptado de Yegutkin, (2008).

O controle dos niveis extracelulares de ATP, ADP e adenosina e a
consequente sinalizagao purinérgica por eles induzida através de seus receptores, €
realizada por uma variedade de enzimas ancoradas na membrana celular
(Zimmermann, 2008). Dentre estas enzimas pode-se destacar as E-NTPDases
(Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase), 5’-nucleotidase e a adenosina
deaminase (ADA) (Robson, Sevigny et al., 2006; Yegutkin, 2008).

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimatica que tem
inicio com a ac¢ao da E-NTPDases, as quais catalisam a hidrolise de ATP e do ADP
formando AMP (Zimmermann, 2008). A seguir a enzima 5’-nucleotidase hidrolisa a
molécula de AMP formando adenosina, a qual posteriormente é degradada pela
agao da ADA gerando inosina (Figura 5 ) (Yegutkin, 2008).

1

ﬂ? 3 4
AP AP AMP —= Ade — [he

M~

E-NPP ATP - AMP + PP,

1

2. E-NTPDase ATP — ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5'-nucleotidase AMP — adenosina + P;

4. Adenosina deaminase Adenosina =+ Inosina

Figura 5: Enzimas envolvidas na degradagédo extracelular de nucleotideos e nucleosideos de
adenina. Adaptado de Yegutkin (2008).
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As E-NTPDases constituem uma familia de oito (“ecto”) enzimas das quais
quatro (NTPDase 1, 2, 3 e 8) localizam-se aderidas a membrana celular (Robson,
Sevigny et al., 2006), enquanto que as outras quatro enzimas (NTPDase 4, 5,6 e 7)
caracterizam-se por apresentar localizagao intracelular (Zimmermann, 2008). As E-
NTPDases 1,2,3 e 8 sdo proteinas transmembrana do tipo 2 com cerca de 500
residuos de aminoacidos que compartiiham 5 “regides conservadas de apirase”
(ACRs) (Figura 6) (Zimmermann, 2000; Robson, Sevigny et al., 2006).

NTPDase8
(NTP>NDP) 1, NTPDase1
(NTP - NDP)

NTPDase2 L
(NTP >>> NDP) M

h NTPDase3
(NTP>NDP)

NTPDaset m
(GDP=IDP>UDP)

h
NTPDase4

m (UDP>GDP>CDP)
NTPDase5
(UDP>GDP=>=CDP) m h m h
NTPDase7

(UTP,GTP,CTP)

Figura 6: Membros da familia da E-NTPDase. Adaptado de Robson, Sevigny et al., (2006).

Desta forma, as E-NTPDases constituem uma familia importante na cascata
purinégica podendo ser modulada por citocinas inflamatdrias, hipdxia, estresse
oxidativo, AMPc e, claro, por nucleotideos (Robson, Sevigny et al., 2006). A
NTPDase 1 hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP na presenca de ions Ca?*
e Mg?* (Zimmermann, 1996; Yegutkin, Henttinen et al., 2001; Robson, Sevigny et al.,
2006). Alem disto, esta enzima tem pH 6timo entre 7 e 10 e além do SNC ¢é
expressa em varias outras células como por exemplo em células endoteliais,
plaquetas e linfocitos (Kukulski, Levesque et al., 2011).

A ecto-5’-nucleotidase (CD73) é responsavel por hidrolisar eficientemente o
AMP a adenosina. Esta enzima esta localizada ancorada a membrana plasmatica via
uma molécula de glicofosfatidil inositol (GPI) com seu sitio catalitico voltado para o
meio extracelular (Zimmermann, 1996; Deaglio e Robson, 2011). Esta presente em

varios tecidos como pulméo, rim, figado, encéfalo, células do sistema imune e
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musculatura lisa (Colgan, Eltzschig et al., 2006; Yegutkin, 2008; Abbracchio,
Burnstock et al., 2009) e seu papel fisiolégico tem sido atribuido, principalmente, a
produgdo da adenosina, sendo que dependendo da localizagado tecidual a 5°-
nucleotidase vai possuir diferentes papéis fisiologicos (Deaglio, Dwyer et al., 2007,
Yegutkin, 2008).

A adenosina produzida pela ecto-5"-nucleotidase é posteriormente degradada
pela acdo da ADA. Esta enzima promove a desaminagado da adenosina a inosina
(INO) sendo a principal enzima responsavel por regular as concentragbes
extracelulares desse nucleosideo (Acosta Maldonado, De Carvalho Correa et al.,
2008).

Nos ultimos anos o papel dessas enzimas tem sido avaliado em muitas
condi¢cbes patologicas bem como em modelos experimentais, entretanto existem
poucos estudos que avaliam os efeitos do exercicio fisico na atividade dessas
enzimas no SNC. Trabalhos prévios tem demonstrado que um protocolo de exercicio
moderado (corrida em esteira) por duas semanas 20 min/dia reduz a hidrélise de
ATP e ADP em sinaptossomas de hipocampo de ratos (Siqueira, Elsner et al., 2010).
Uma diminuigdo na hidrolise de ADP e AMP em sinaptossomas de cértex cerebral de
ratos apos um més de exercicio também foi relatado por (Ben, Soares et al., 2009).
Esses dados sugerem que o exercicio pode modular a atvidade das
ectonucleotidases em SNC, entretanto, o efeito de um protocolo de exercicio de alta
intensidade na atividade dessas enzimas nao foi encontrado na literatura.

Da mesma forma os efeitos da cafeina na hidrolise dos nucleotideos de
adenina também tem sido pouco documentado na literatura. Da Silva e
colaboradores (2003) verificaram o efeito da cafeina na NTPDase e 5’-nucleotidase
em sinaptossomas de hipocampo e estriado de ratos. Administrada na agua de
beber durante 14 dias nas concentrac¢des de 0,3 g/L ou 1 g/L, a cafeina, ndo afetou a
hidrdlise dos nucleotideos. Entretanto a administragcao (aguda) intraperitoneal (ip) de
30 mg/kg de cafeina foi capaz de aumentar a hidrolise de ATP (50%) e ADP (32%),
respectivamente, em sinaptossomas de 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. Entretanto os

mecanismos pelo qual isso ocorre ndo s&o bem esclarecidos.
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Em muitos terminais nervosos, o ATP pode ser co-liberado juntamente com
outros neurotransmissores como noradrenalina, glutamato e acetilcolina (ACh). A
ACh €& um neurotransmissor excitatério sintetizado pela enzima colina
acetiltransferase (ChAT,; E.C. 2.3.1.6) a partir de uma molécula de colina e acetil-CoA
(Tucek, 1967). Apo6s o potencial de agdo, a ACh é liberada na fenda sinaptica
ligando-se a seus receptores nicotinicos e muscarinicos produzindo seus efeitos
(Descarries, Gisiger et al., 1997). Este neurotransmissor esta envolvido em varios
processos fisioldgicos como aprendizagem, memoaria, processamento da informagao
sensorial, organizagéo cortical do movimento, controle do fluxo sanguineo cerebral e
diferenciagao pos-sinaptica. (Silman e Sussman, 2005).

A acetilcolina ao ser liberada na fenda sinaptica é hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) em colina e acetato. A colina excedente é
recaptada no terminal do neurdnio pds-sinaptico por um transportador de colina
(CHT) sendo, posteriormente, reconvertida e armazenada em vesiculas no neurénio
pré-sinaptico em uma nova molécula de ACh (Figura 7) (Soreq e Seidman, 2001;

Mesulam, Guillozet et al., 2002; Zimmermann, 2008).
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Figura 7: Esquema de uma sinapse colinérgica: Acetilcolina (ACh),
acetilcolinesterase sinaptica (AChE-S), receptor muscarinico do tipo 1 (M1),
receptor muscarinico do tipo 2 (M2), transportador de ACh vesicular (TAChV).

Adaptado de Soreq & Seidman, (2001). 29



A AChE ¢é expressa em diversos tecidos dentre eles o encéfalo, juncéo
neuromuscular, eritrécitos e linfécitos possuindo um importante papel na regulagao
dos eventos fisiolégicos promovidos pela ACh (Soreq e Seidman, 2001). Esta
enzima hidrolisa preferencialmente ésteres de colina contendo em seu sitio
catalitico residuos de serina, histidina e glutamato. Na triade catalitica da AChE, é
encontrado um estreitamento semelhante a uma garganta (gorge) a uma
profundidade de 20A°. Este sitio ativo € formado de dois subsitios de ligacdo. Um
subsitio negativo ou anidnico, ao qual se liga a cadeia de nitrogénio quaternario -N+
(CHs); da ACh positivamente carregada, e outro subsitio esterasico contendo triade
catalitica (Soreq e Seidman, 2001; Dvir, Silman et al., 2010) (Figura 8).

O primeiro passo, em qualquer reagcado envolvendo a catalise enzimatica, é a
ligacao do substrato ao sitio ativo da enzima (complexo enzima-substrato). Neste
caso, a ligagao da acetilcolina ao sitio ativo da AChE ocorre por ligagao ibnica de um
residuo de aspartato/glutamato e ligagdo de um hidrogénio a o residuo de tirosina.
Isto é facilitado pelas interagdes entre o substrato e as cadeias laterais aminoacidos
da enzima. No segundo passo, os fragmentos carregados negativamente podem
interagir de maneira favoravel com os grupos amino, carregados positivamente
(estabilizacdo). A histidina proxima do fragmento serina pode estabilizar a
conformacdo do sitio ativo através de pontes de hidrogénio (Rosenberry, 2010;
Zhou, Wang et al., 2010).
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Figura 8: (A) llustracdo do sitio esterasico contendo a triade catalitica, externamente o sitio
periférico (PAS) Adaptado de Soreq & Seidman (2001). (B) Interagdo do substrato com o sitio
esterasico da AChE. Adaptado de Patric (2001).
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A AchE existe sob duas formas: assimétrica e globular, dependendo de sua
conformacado. A primeira consiste de quatro tetrameros (A4, A8 e A12) cataliticos
ligados de forma covalente a uma subunidade de colageno denominada Q (ColQ). A
segunda (forma globular), cada subunidade catalitica € formada por mondémeros
(G1), dimeros (G2) e tetrameros (G4). No tecido nervoso a forma G1 é a forma
citosdlica enquanto que a G4 é aderida a membrana. (Figura 9) (Dvir, Silman et al.,
2010).
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Figura 9: Isoformas da acetilcolinesterase.
Disponivel em: http://www.chemistry.emory.edu/justice/test/ach_inactivation.htm

A AChE é uma das mais eficientes enzimas conhecidas que rapidamente
hidrolisa o neurotransmissor ACh nas sinapses colinérgicas bem como na jungao
neuromuscular. Além da sua propriedade catalitica, a AChE tem potentes efeitos na
adesdo celular, extensdo neuritica (Siow, Xie et al., 2005) e diferenciagdo pos
sinaptica (Paraoanu e Layer, 2008), sendo por isso considerada o marcador
bioquimico mais importante da sinalizagao colinérgica no SNC. Além disso, varios
estudos tem demonstrado que a AChE possui também muitas funcbes nao
neuronais incluindo diferenciagdo hematopoiética (Deutsch, Pick et al., 2002) e
regulagao da funcdo imune (Kawashima e Fujii, 2003; Da Silva, Monteiro et al.,
2011).
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Como consequéncia desse seu papel fisiologico chave a AChE tem sido
bastante estudada durante os ultimos anos(Dvir, Silman et al., 2010; Thome,
Spanevello et al., 2011; Jaques, Rezer et al., 2012). Essa enzima constitui-se em um
importante alvo terapéutico no combate a desordens neuromusculares bem como
para melhorar a deficiéncia colinérgica associada com doengas neurodegenerativas
(Silman e Sussman, 2005). Além disso, nosso grupo tem pesquisa tem demonstrado
que a atividade dessa enzima encontra-se alterada no SNC de animais submetidos a
modelos experimentais de diabetes (Deutsch, Pick et al., 2002; Schmatz, Mazzanti et
al., 2009) bem como durante a exposi¢cao de metais (Goncalves, Fiorenza et al.,
2010) e tratamento com substancias naturais (Jaques, Rezer et al., 2011; Schmatz,
Perreira et al., 2012).

Sendo assim, considerando que o exercicio de alta intensidade promove uma
série de adaptagdes fisiolégicas no corpo humano como formacdo de novos
neurdénios, aumento na expressado de enzimas glicoliticas e oxidativas, angiogénese,
bem como melhoras na transmissao sinaptica e na plasticidade neuronal , a cafeina
também tem sido utilizada como um bloqueador nos receptores de adenosina
prolongando a atividade fisica. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos do exercicio fisico de alta intensidade associado ou n&o ao tratamento com
cafeina na atividade de enzimas que sao cruciais para o funcionamento do SNC
como a NTPDase, a 5’-nucleotidase, a adenosina desaminase e a

acetilcolinesterase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com cafeina na atividade de enzimas que
hidrolisam nucleotideos de adenina e atividade da AChE em encéfalo de ratos

submetidos a um protocolo de exercicio de alta intensidade.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar a atividade das enzimas NTPDase, 5 -nucleotidase e adenosina
desaminase em sinaptossomas de cOrtex cerebral de ratos, submetidos ao

exercicio de alta intensidade e/ou tratados com cafeina.

- Determinar a atividade da enzima acetilcolinesterase em sinaptossomas de
cortex cerebral de ratos, submetidos ao exercicio de alta intensidade e/ou

tratados com cafeina.
- Analisar a atividade da acetilcolinesterase em homogeneizado de cortex

cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos, submetidos ao exercicio de

alta intensidade e/ou tratados com cafeina.
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Highlights

High intensity exercise per se did not alter NTPDase activity, 5'-nucleotidase and

adenosine deaminase activities.

Caffeine increased the ectonucleotidase activities in rats submitted to high intensity

exercise.

High intensity execise per se reduced AChE activity in synaptossomes from cerebral

cortex.

Abbreviates list

ACh — Acetylcholine ATP — Adenosine triphosphate
AChE — Acetylcholinesterase

ADP — Adenosine diphosphate

ADA — Adenosine deaminase

ADO - Adenosine

AMP — Adenosine monophosphaste

AT — anaerobic threshold

ATP — Adenosine triphosphate

INO — Inosine

SNC - central nervous system

SNP — Peripheral nervous system
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of caffeine treatment in association
with high intensity exercise on the enzymes NTPDase, 5'-nucleotidase, adenosine
deaminase (ADA) and acetylcholinesterase (AChE) in brain of rats. Animals were
divided into six groups: | - (Control untrained); Il - (untrained plus caffeine 4 mg/kg);
Il - (untrained plus caffeine 8 mg/kg); IV- (only trained) V- (trained plus caffeine 4
mg/kg) and VI - (trained plus caffeine 8 mg/kg). Swimming was used as a model of
intermittent exercise. Animals were trained three times a week, gradually increasing
the workload up to 2.5% of the animal's body weight per week. Caffeine was
administered by gavage one hour before the training for 5 days a week.- Results
showed no alterations in the ATP, ADP, AMP hydrolysis and ADA activity in
synaptossomes of cerebral cortex of trained rats (Group V). However, when trained
rats were treated with caffeine we observed a significant increase in the ADP, AMP
hydrolysis and ADA activity in synaptosomes of the cerebral cortex (V and VI) when
compared to other groups (P<0.05). In relation to the AChE activity, we observed a
decrease in the activity of this enzyme in synaptosomes from cerebral cortex in the
trained group (IV) and in the animals from the groups V and VI when compared to the
control group (P <0.05). Exercise alone did not alter the AChE activity in
homogenates from cerebral cortex, striatum, cerebellum or hippocampus (group 1V).
Group V showed a decrease in the AChE activity in hippocampus and an increase in
the activity of this enzyme in striatum and cerebral cortex in relation to control
(P<0.05). In the animals from group VI, caffeine increased the AChE activity in
cerebral cortex and in cerebellum in relation to other groups (P<0.05). These findings
suggest that caffeine modulates the purinergic and cholinergic signaling associated

with high intensity exercise.

Key words: ectonucleotidases, acetylcholinesterase, caffeine, intermittent exercise,
synaptosome
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1. Introduction

Various studies have been showed that regular practice of exercise improves
several disease such as Alzheimer, Parkinson and stroke [16, 55]. Physical exercise
has been able to avoid damage in brain by inducing cerebral vascularization [43],
stimulating the neurogenesis, and improving the learning ability [57]. Also, physical
exercise is able to maintain the neuronal plasticity [57] increase the amount of the
endogenous neurotrophic factors and improve resistance to brain diseases [15,17].
However, the mechanisms by which physical exercise is able in improving brain

functions remains little understood.

Adenine nucleotides ( ATP and ADP) and the nucleoside adenosine represent
an important class of extracellular molecules for the normal functioning of Central
Nervous System (CNS) [12] ATP acts as a fast excitatory neurotransmitter [18] and it
is also involved in the neuronal development and plasticity [50]. ATP breakdown
product, adenosine, is recognized by its neuromodulatory and neuroprotective
actions as well as by the regulation of physiological functions, such as arousal, sleep,

anxiety, cognition and memory [52]

The control of extracellular nucleotide and nucleoside concentrations in the
CNS is exerted by enzymes, such as NTPDase, 5'-nucleotidase and adenosine
deaminase (ADA) [67]. NTPDase is responsible for the hydrolysis of ATP and ADP
leading to the formation of AMP [53] Subsequently, AMP is hydrolyzed by action of
ecto- 5'-nucleotidase forming adenosine [14]. Ending this chain of reactions, ADA
degrades adenosine to inosine [48]. Together, these enzymes constitute a highly
refined system for the regulation of nucleotide signaling mediation, pathway control,

degradation and nucleoside formation [68].
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As a consequence of their key physiological role, ectonucleotidases have been
studied in several pathological and experimental conditions [5, 40, 62]. Surprisingly,
there are few studies on the effects of exercise on the purinergic signalling. Siqueira
et al. (2010) demonstrated that a protocol moderate exercise altered the
ectonucleotidase activities in hippocampus of rats, suggesting that the modulation of

these enzymes may be related to the neuroproctetive effect of the exercise.

Most nerves release ATP as a fast co-transmitter together with classical fast
transmitters, such as noradrenaline, glutamate and acetylcholine [1]. After released,
acetylcholine is cleaved into choline and acetate by acetylcholinesterase (AChE).
AChE is one of the most efficient enzymes, known as rapidly hydrolyzing the
neurotransmitter acetylcholine at cholinergic synapses as well as the neuromuscular
junction [4, 28]. Besides the catalytic properties, AChE has potent effects on cellular
adhesion, neurite extension and postsynaptic differentiation, and has been accepted
as the most important biochemical indicator of cholinergic signaling in the CNS [58].
Previous studies have demonstrated that one month of moderate exercise, three
times a week, did not alter the AChE activity in cerebral cortex and hippocampus of
rats[6]. On the other hand, forced exercise influenced learning and memory with a

concomitant increase in the number of cholinergic neurons [3].

Caffeine is the most common drug consumed in the world and occurs naturally
in foods and drinks, such as tea, coffee and chocolate. Ergogenic effects of caffeine
on athletic performance have been shown in several studies [64]. The ingestion of
caffeine improves the performance and endurance during prolonged and exhaustive
exercise [59]. Caffeine improves concentration, reduces fatigue and enhances

alertness [64]. However, the ergogenic effects of caffeine on the performance in
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anaerobic exercises are not clear yet. Several studies have showed a relation of the
effect of caffeine in some portions of CNS and some have indicated that adenosine

receptor antagonism most likely accounts for the primary mode of action [51].

Considering that there are few studies reporting the model of exercise with the
ectonucleotidase and AChE activities in the CNS and that the effects of caffeine are
not clear, the main aim of this study was to determine whether chronic intermittent
exercise and treatment with caffeine or associated could alter the NTPDase, 5°-

nucleotidase, ADA and AChE activities in brain of rats.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals

Substrates ATP, ADP, AMP, adenosine as well as Trizma base, HEPES, caffeine
(1,3,7 trimethylxanthine), Comassie Brilliant Blue G , acetylthiocholine iodide (ASCh)
and 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) were obtained from Sigma Chemical
Co (St. Louis, MO, USA). Bovine serum albumin, K2HPO4, was obtained from

Reagen. All the other chemicals used in this experiment were of the highest purity.

2.2 Animals

Male Wistar rats (90-100 days; 240-280g) from the Central Animal House of the
Federal University of Santa Maria were used in this experiment. Animals were
maintained at a constant temperature (23£1 °C) on a 12 h light/dark cycle with free
access to food and water. All animal procedures were approved by the Animal Ethics

Committee from the Federal University of Santa Maria (protocol under number:
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077/2011). All protocols used are based on the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Research Council) and all efforts were made to

minimize the number of animals used in this study and their suffering.

2.3 Experimental exercise protocol

Rats were randomly divided into six groups (n=10 each/group): | - (Control
untrained); 1l - (untrained plus caffeine 4mg/Kg); Ill - (untrained plus caffeine
8mg/Kg); IV- (only trained) V- (trained plus caffeine 4 mg/Kg) and VI - (trained plus
caffeine 8mg/Kg). Swimming was used as a model of intermittent exercise in this

experiment.

Firstly, all rats were adapted to water before the beginning of the training. The
adaptation was to keep the animals in shallow water (5 cm in depth) at 31 £ 1 °C, 20
min for 5 days. The purpose of the adjustment was the reduction of stress, without,

however, promoting adaptations to the training.

The adaptation to the exercise was performed in a 90 cm depth x 115 cm
diameter cylindrical tank for 10 days and consists of: day 1: 20 min swimming
(without workload); day 2: 20 min swimming only with the “backpacks” (without
workload); day 3: 15 min swimming with 3% of body weight; day 4: 20 min swimming
with 3% of body weight; day 5: 15 min swimming with 5.5% of body weight; day 6: 20
min swimming with 5.5% of body weight; day 7: 15 min swimming with 8% of
workload of body weight, intervals (1 min each) at 5 and 10 min to rest; day 8: 20 min
swimming with 8% of workload of body weight, intervals (1 min each) every 5 min to
rest; day 9: 15 min swimming with 10.5% of workload of body weight, intervals (1 min
each) every 3 min to rest; day 10: 20 min swimming with 10.5% of workload of body

weight, intervals (1 min each) every 4 min to rest.
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Rats were trained three times a week between 10:00 and 11:00 A.M. with 48 h
to rest between trainings. Training occurred in an adapted swimming system with
water heated to 31 £ 1 ° C for 6 weeks with a total duration of approximately 12
min/day (25 s exercise/35 s rest). A gradual increase of workload (weight on the
back) was used to up to 2.5% for animal's body weight a week. This protocol was
developed aiming to train above lactate threshold characterizing anaerobic exercise.
Untrained animals were placed in shallow water, at 31+£1°C for 12 min, three times a
week, with the goal of being subjected to the same stress without, however, suffering

the effects of physical training.

2.4 Treatment with caffeine

Treatment with caffeine started after the period of the adaptation to the
exercise. Caffeine was diluted in distilled water (1 mL/kg) and administered by
gavage one hour before the training for 5 days a week in the doses of 4 mg/kg (Il and
V), and in the dose of 8 mg/kg (lll and VI). The groups | and IV received only distilled

water.

Rats were submitted to a period of six weeks to the protocol exercise and
caffeine treatment. At the end of the treatment with caffeine and 48 h after the last
exercise session, rats were anesthetized and submitted to euthanasia and the brain

was collected for enzyme assays.

2.5 Synaptosome Preparation
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The cerebral cortex was homogenized in 10 volumes of an ice cold medium
(medium I), consisting of 320 mM sucrose, 0.1 mM EDTA and 5 mM HEPES, pH 7.5,
in a motor driven Teflon-glass homogenizer. Synaptosomes were isolated as
described by Nagy and Delgado-Escueta (1984) using a discontinuous Percoll
gradient (Nagy e Delgado-Escueta, 1984). The pellet was suspended in an
isoosmotic solution and the final protein concentration was adjusted to 0.4 - 0.6
mg/mL. Synaptosomes were prepared fresh daily, maintained at 0 - 4 °C throughout

the procedure, and used for enzymatic assays.

2.6 Assay of NTPDase and 5-nucleotidase activities

The NTPDase enzymatic assay of the synaptosomes was carried out in a
reaction medium containing 5 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 0.1 mM EDTA, 10 mM
glucose, 225 mM sucrose and 45 mM Tris—HCI buffer, pH 8.0, in a final volume of
200 ul as described in a previous work from our laboratory (Schetinger, Vieira et al.,
2001). The 5-nucleotidase activity was determined essentially by the method of
Heymann et al (1984) in a reaction medium containing 10 mM MgSO4 and 100 mM
Tris—HCI buffer, pH 7.5, in a final volume of 200 pl. The amount of 20 ul of enzyme
preparation (8—12 ug of protein) was added to the reaction mixture and pre-incubated
at 37 °C for 10 min. The reaction was initiated by the addition of ATP or ADP to obtain
a final concentration of 1.0 mM and incubation proceeded for 20 min. For AMP
hydrolysis, the 5’-nucleotidase activity was carried out as previously described and

the final concentration of the nucleotide AMP added was 2 mM.

Reactions were stopped by the addition of 200 pl of 10% trichloroacetic acid

(TCA) to provide a final concentration of 5%. Subsequently, tubes were chilled on ice
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for 10 min. Released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan
et al. (1986) using malachite green as the colorimetric reagent and KH,PO, as
standard (Chan, Delfert et al., 1986). All samples were run in triplicate. Enzyme

specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein.

2.7 Assay of adenosine deaminase activity

ADA from cerebral cortex in synaptosomes was determined according to Giusti
and Gallanti (1984). Briefly, 50 pyL of synaptossomes reacted with 21 umol/L of
adenosine pH 6.5 and was incubated at 37°C for 60 min. This method is based on
the direct production of ammonia when ADA acts in excess of adenosine. Results are
expressed in units per liter (U/L). One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of
enzyme required to release 1 pmol of ammonia per minute from adenosine at

standard assay conditions.

2.8 Assay of acetylcholinesterase (AChE) activity

The AChE enzymatic assay in synaptossomes from cerebral cortex and
homogenates of brain regions (cerebral cortex, striatum, hippocampus and
cerebellum) was determined by a modification of the spectrophotometric method of
Ellman et al. (1961) as previously described by Rocha et al. (1993) (Ellman, Courtney
et al., 1961; Rocha, Emanuelli et al., 1993). The reaction mixture (2 ml final volume)
was composed of 50 mM K*-phosphate buffer, pH 7.5 and 1mM of DTNB. The
method is based on the formation of the yellow anion, 4.4- dithio-bis-acid-
nitrobenzoic measured by absorbance at 412 nm for 2 min incubation at 25°C. The

reaction was initiated by adding 0.8 mM acetylcholine iodide. All samples were run in
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duplicate or triplicate and enzyme activity was expressed in micromoles AcSCh/h/mg

of protein.

2.9 Lactate determination

The blood lactate concentration has been measured by the Accutrend Plus -
Roche® portable lactate analyzers. A drop of no less than 25-50 ul of blood is applied
to the strip (accusport BM-lactate), and 60 s later the lactate concentration is read off.
We have in accordance with the manufacturer’s instructions checked the on the
under side of each strip after the analyses and examined the coloring; if uneven, the
analysis was rejected. Was used 25-50 pl of blood for each analysis. Blood was

added to the strip by letting it drip from a distal tail.

2.10 Protein determination

Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum

albumin as standard [8].

2.11 Statistical analysis
Data are presented as mean+SEM and were analyzed statistically by two-way
ANOVA, followed by Bonferroni post-tests (Graphpad — Prism 5.0). Differences

between groups were considered to be significant when P<0.05.

3. Results

The effect of the exercise alone or in association with caffeine treatment in the

NTPDase and 5°- nucleotidase activities is shown in Figures 1 and 2. As can be
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observed, exercise alone did not alter the ATP, ADP and AMP hydrolysis in
synaptosomes of cerebral cortex (Figure 1 A, B and Figure 2). However, when rats
submitted to the exercise protocol were treated with caffeine in the dosage of the 4
mg/kg and 8 mg/kg, we observed a significant increase in the ADP and AMP
hydrolysis when compared with other groups (P<0.05) (Figures 1B and 2). In
addition, the treatment with caffeine alone did not alter the hydrolysis of ADP and
AMP, but the ATP hydrolysis was significantly decreased in the animals treated with

caffeine 4 mg/kg (P <0.05) (Figure 1A).

Similarly, no alterations were observed in the ADA activity in synaptosomes
from cerebral cortex of rats submitted only to the protocol of intermittent high intensity
exercise (Figure 3). On the other hand, animals submitted to exercise and treated
with caffeine in the dosage of 4 and 8 mg/kg showed a significant increase in the
activity of this enzyme (P <0.05) in relation to other groups (Figure 3). Caffeine alone
did not alter the ADA activity in synaptosomes from cerebral cortex of rats in the

dosage used in this study (Figure 3).

Figure 4 shows the effect of the exercise alone or in association with caffeine
treatment in the AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex. The AChE
activity was decreased in the trained group as well as in the groups trained and
treated with 4 and 8 mg/kg of caffeine when compared with the control group
(P<0.001) (Figure 4). Only caffeine did not alter significantly the AChE activity in

synaptosomes from cerebral cortex of rats in this study (Figure 4).

In this study we also evaluated the effects of the high intensity exercise
associated with caffeine treatment in the AChE activity in homogenates from brain

regions such as cerebral cortex, hippocampus, striatum and cerebellum. As can be
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observed in Table |, exercise alone did not alter the AChE activity in any brain
structure evaluated (Table I, group IV). When rats submitted to exercise protocol
were treated with caffeine in the dosage of 4 mg/Kg, we observed a decrease in the
AChE activity in hippocampus and an increase in the activity of this enzyme in
striatum and cerebral cortex when compared with control group (P<0.05) (Table I,
group V). Treatment with 8 mg/Kg of caffeine increased the AChE activity in cerebral
cortex and in cerebellum in the animals submitted to exercise protocol in relation to
the control group (P<0.05). ) (Table I, group VI). Treatment of untrained rats with
caffeine (04mg/kg) resulted in an increased AChE activity in the cerebral cortex and
striatum and a decrease in this enzyme activity in hippocampus in relation to the
control groups (Table I, group Il) (P<0.05). In addition, caffeine per se (08mg/kg) only

increased the AChE activity in cerebellum (Table I, group Ill) (P<0.05).

4. Discussion

There are in numerous types of exercise varying in models (types), volume
(duration, frequency and sets, repetitions) and intensity (loads, speed). Aerobic
exercise is mainly characterized by low-intensity and long-duration, while anaerobic
exercise is characterized by high-intensity and short-duration. Many studies have
investigated the beneficial effects of both aerobic and anaerobic exercises [7, 15, 31,

38, 41, 44, 47, 57, 63, 65, 66, 69].

Data from literature have showed that exercise (mainly moderate) prevents or
delays damage in health chronic diseases such as Alzheimer’s, Parkinson’s and
Stroke [15, 29]. However, it has showed that anaerobic exercise can be an alternative
the aerobic training because it provokes similar gains and/or superior adaptations in

less time, when compared with aerobic exercise [29, 63]. Anaerobic exercise
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provokes adaptations in markers of skeletal muscle such as increased consumption
of fat acids, reduced use of glycogen, low lactate production during exercise
recovery, improved cardiovascular adaptations and peripheral vascular structure, as
well as increased maximal oxygen uptake [10, 11, 30, 63]. However, the molecular
mechanism by which the anaerobic exercise alters brain functions is still unclear.
Surprisingly, there are few studies on the effects of the aerobic or anaerobic

exercises on purinergic and cholinergic signaling in the CNS.

In the present study we investigated the influence of the high intensity exercise
in adenine nucleotide hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex of rats. Firstly,
we demonstrated that high intensity exercise alone was unable to affect the
NTPDase, 5-nucleotidase and ADA activities. Different findings were obtained by
Ben et al. (2009), who demonstrated that when animals were submitted to one month
of exercise training, three times per week, ADP and AMP hydrolysis were decreased
in cerebral cortex synaptosomes [6]. Siqueira et al. (2010) also showed that
neuroprotective exercise protocol (20 min of daily training in treadmill for 2 weeks)
diminished significantly the ADP hydrolysis, trending to reduce ATP hydrolysis in both
hippocampal synaptosomes and blood serum of rats [60]. Taken together, these
findings suggest that ectonucleotidase activities in CNS may be modulated differently

according to the type, time and intensity of the exercise.

On the other hand, when rats submitted to exercise protocol were treated with
caffeine in the dosage of 4 and 8 mg/Kg, we observed a significant increase in the
NTPDase activity (for ADP substrate), 5'- nucleotidase and ADA (Figure 1B, 2 and 3)
in synaptosomes from cerebral cortex. Previous studies have also demonstrated that
the acute administration alone of caffeine (30 mg/kg, i.p) produced an decreased of

ATP and ADP hydrolysis in synaptosomes of hippocampus and striatum. However,
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the administration of caffeine at doses of 0.3 and 1g/L (drink water), after 14 days of
treatment, did not affect nucleotide hydrolysis in rats [19]. In our study caffeine per se
did not alter the ADP, AMP and adenosine hydrolysis, but caffeine at doses 4 and 8
mg/kg associated with high intensity exercise protocol increased the

ectonucleotidase activities in the synaptic cleft.

Caffeine is a CNS stimulant that easily crosses the blood brain barrier. This
compound has been used in athletic competitions primarily due to its ergogenic
effects [ 20, 23, 34, 36]. The effective dosage of caffeine, without apparent adverse
effects, ranges from 3 to 9 mg/kg. At this range, caffeine has been shown to delay
fatigue during prolonged intense exercise [23, 35, 59]. Three main cellular
mechanisms have been proposed to explain the ergogenic potential of caffeine
during exercise: (a) increased myofilament affinity for calcium and/or increased
release of calcium from the sarcoplasmic reticulum in skeletal muscle; (b) cellular
actions caused by the accumulation of cyclic - 3',5'- adenosine monophosphate
(cAMP) in various tissues including skeletal muscle and adipocytes; and (c) cellular
actions mediated by competitive inhibition of adenosine receptors in the CNS. The
relative importance of each of the above mechanisms continues to be debated.
However, growing evidence suggests that the inhibition of adenosine receptors is one

of the most important to explain the physiological effects of caffeine.

Adenosine concentrations in the CNS are mainly regulated by ATP metabolism.
ATP is released to the synaptic cleft in a calcium-dependent manner, where it can act
as a fast neurotransmitter [50]. After the ATP release at the synapse, it undergoes
rapid enzymatic degradation by ectonucleotidases such as NTPDase and 5'-

nucleotidase [67]. The final product of this enzyme cascade is the nucleoside
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adenosine, which subsequently can be directly inactivated through the ADA action

[67].

Adenosine acts on G-protein-coupled receptors, namely, A4, Aoa, Azs and As
and is considered an important neuromodulador responsible for controlling the
release of several neurotransmitters including serotonin, noroepinephrine, dopamine,
GABA, glutamate and acetylcholine [9, 24]. The biochemical mechanism that
underlies the effects of caffeine is the blockade of adenosine A1 and A,a receptors
[33]. This effect could impair the neuromodulatory actions of adenosine leading to the
increase of neurotransmitter release. Literature suggests that the blockade of
adenosine receptors by caffeine seems to be the most likely mechanism of CNS
stimulation and delayed fatigue during exercise [23]. This theory is based on the
observations that adenosine inhibits the release of most brain excitatory transmitters,
particularly dopamine [23]. Decreases in dopamine, along with the increases in

serotonin levels have been linked to central fatigue during exercise [21,22].

Considering that ectonucleotidase pathway has been postulated to be the main
source of adenosine at the synaptic levels, in this study we demonstrated that
caffeine treatment when associated with high intensity exercise play a modulatory
role in the NTPDase, 5°- nucleotidase and ADA activities, indirectly modulating the
availability of adenine nucleotides and adenosine levels in the synaptic levels. An
important aspect to be discussed here is that previous studies have demonstrated
that the antagonist of adenosine A1 receptors increase extracellular adenosine levels
and that caffeine increase the A1 receptor expression [2]. In this line, alterations in

the activity of these enzymes in the synaptosomes may be a compensatory
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mechanism to decrease the adenosine levels and counteract the antagonist actions

of caffeine.

In this study we also evaluated the effects of the high intensity exercise and
caffeine treatment in the AChE activity. Results have demonstrated that in animals
submitted to anaerobic exercise protocol the AChE activity was decreased in
synaptosomes from cerebral cortex (Figure 4). On the other hand, the exercise per
se did not alter the AChE activity in supernatant (S1) from brain regions such as
cerebral cortex, hippocampus, striatum and cerebellum (Table ). This difference
between synaptosome and S1 could be explained by the existence of both G4
(membrane bound) and G1 (cytosolic) AChE molecular forms in the different brain
regions (Das et al., 2001). There is result suggests that G4 AChE molecular form
may be more sensitive to the effects of high intensity exercise than G1 AChE
molecular form. In fact, several studies have evaluated the effects of exercise in the

activity and regulation of G4 AChE in muscle [26,27,32].

AChE belongs to the serine hydrolase family and is one of the key functional
proteins in the CNS. It is responsible for the fast hydrolysis of acetylcholine after
binding to the postsynaptic receptors [45]. The AChE activity measured in the CNS
has been extensively studied because of its involvement in the cholinergic
neurotransmission [58, 61], the deleterious consequences of its inhibition [42] and its
therapeutic effect on neurodegenerative diseases [49]. We still do not know the exact
underlying mechanism through which AChE activity in synaptosome is modified after
exercise; however, we can suggest that the high intensity exercise may affect brain

cholinergic mechanisms since the reduction in the AChE activity provoked a
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decrease in the acetylcholine hydrolysis increasing the cholinergic activity in the

CNS.

An interesting finding of the present work is that caffeine not reverted the
inhibition in the AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex induced by
exercise (Figure 4). Moreover, caffeine under the same conditions altered the AChE
activity in cerebral cortex, hippocampus, striatum and cerebellum S1, but these
alterations were not homogeneous in all evaluated brain structures. In the
hippocampus, caffeine at 4mg/kg alone or associated with exercise inhibit the AChE
activity. Others studies have also demonstrated that caffeine inhibits the AChE
activity [37], however, this alterations observed in our study can also be associated at
least in part by the regulation of acetylcholine release via adenosine A1 receptor.
Previous studies demonstrated that the oral administration of selective adenosine A1
receptor antagonist (8-dicyclopropylmethyl, 1-3- dipropylxantine) increased the
extracellular level of acetylcholine in rat cerebral cortex [39]. In brain, A1 receptor
was reported to be found predominantly in the hippocampus and the cerebral cortex,
regions, where in our study caffeine treatment decreased the AChE activity. The
cholinergic system is well known to be involved in the learning and memory process.
Thus, the stimulation of acetylcholine release and inhibition of AChE could be one of
the important mechanisms of cognitive memory related to caffeine administration. On
the other hand, in cortex cerebral, striatum and cerebellum S1 was observed an
increased in the AChE activity induced by caffeine treatment alone or associated to
exercise. These alterations may be a compensatory mechanism to decrease the
acetylcholine levels induced by antagonist actions of caffeine in the adenosine A1

receptors.
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In conclusion, we demonstrated that high intensity protocol exercise did not
alter the ectonucleotidase activities in synaptosomes from cerebral cortex and
acetylcholinesterase in brain regions. Caffeine associated with exercise plays a
modulator role on ectonucleotidase and AChE activities in the CNS. Studies about
the effects of high intensity exercise in the CNS are still scarce and it is clear that

further studies are required before a complete understanding.
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TABLE | — Lactate rats untrained and trained.

Rats Baseline 4,5% 6,5% 8,5% 10,5%

Trained 3,64 0,22 4,94 + 0,49 5,280+0,42 6,320+0,38 7,880 0,6

Untrained 4,10+0,4 5,96+ 0,17 6,93 +0,08 8,03 +0,21 9,55+ 0,55

TABLE Il — AChE activities from brain regions of rats submitted to high intensity
exercise and treated with caffeine. Groups | - (Control untrained); Il - (untrained plus
caffeine 4 mg/kg); Ill - (untrained plus caffeine 8 mg/kg); IV- (only trained) V- (trained
plus caffeine 4 mg/Kg) and VI - (trained plus caffeine 8 mg/kg). Values represent

mean + SEM. *Different from the others in the same column (P<0.05).

Groups AChE (AcsCh/h/mg of protein) AChE (AcsCh/h/mg of protein)
Cerebral cortex Hippocampus Striatum Cerebellum
I 2.77 +0.29 4.82 +0.40 6.99+2.10 0.44+0.11
! 3.75 £ 0.29* 3.39+0.43* 10.35+1.7* 0.75%+0.10
]! 3.20+0.39 4.35+1.71 963+295 240+0.76*
v 3.01+0.55 422 +1.05 952+124 0.39%0.10
\' 4.52 £ 0.94* 3.68 £ 0.39* 12.68 £4.0* 0.70+0.13
VI 4.20 £ 0.69* 3.93+043 8.72+205 1.48+0.18*
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Figures Legends

Figure 1 — Effects of the treatment with caffeine (4 mg/kg and 8 mg/kg) alone or
associated with high intensity exercise on the NTPDase activity in the synaptosomes
from cerebral cortex of rats using ATP (A) and ADP (B) as substrate. Data are
presented as mean + SEM, Two-way ANOVA. Groups are statistically different (*) for

P<0.05, n=06 to each group.

Figure 2 — Effects of the treatment with caffeine (4 mg/kg and 8 mg/kg) alone or
associated with high intensity exercise on the 5’-nucleotidase activity in the
synaptosomes from cerebral cortex of rats using AMP as substrate. Data are
presented as mean + SEM, Two-way ANOVA. Groups are statistically different (*) for

P<0.05, n=06 to each group.

Figure 3 — Effects of the treatment with caffeine (4 mg/kg and 8 mg/kg) alone or
associated with high intensity exercise on the adenosine deaminase activity in the
synaptosomes from cerebral cortex of rats. Data are presented as mean + SEM,

Two-way ANOVA. Groups are statistically different (*) for P<0.05, n=06 to each
group.

Figure 4 — The effects of the treatment with caffeine (4 mg/kg and 8 mg/kg) alone or
associated with high intensity exercise on the acetylcholinesterase activity in the
synaptosomes from cerebral cortex of rats. Data are presented as mean + SEM,
Two-way ANOVA. Groups are statistically different (*) for P<0.0001, n=06 to each

group.
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4. CONCLUSOES

1. O exercicio de alta intensidade n&do alterou a atividade da NTPDase, 5'-
nucleotidase e adenosina desaminase em sinaptosomas de cortex cerebral de
ratos, sugerindo que esse protocolo de exercicio ndo afeta a sinalizacdo
purinérgica em SNC.

2. Quando ratos submetidos ao protocolo de exercicio de alta intensidade foram
tratados com cafeina, houve um aumento na atividade da NTPDase (para a
hidrélise do ADP) da 5’-nucleotidase e da adenosina deaminase em
sinaptossomas de cértex cerebral de ratos. Essa modulagao na atividade das
ectonucleotidases pode ser vista com um mecanismo compensatorio para
alterar os niveis extracelulares de adenosina, uma vez que a cafeina € um

antagonista dos receptores A de adenosina.

3. A atividade da acetilcolinesterase foi diminuida em sinaptossomas de cértex
cerebral de ratos submetidos ao protocolo de exercicio de alta intensidade
sendo que o tratamento com cafeina nas doses de 4 e 8 mg/kg nao foi capaz
de reverter essa inibicdo. Esses resultados sugerem que esse tipo de
exercicio pode alterar principalmente isoformas da AChE ligadas a

membrana, podendo assim afetar a neurotransmissao colinérgica no SNC.

4. Em homogeneizado de coértex cerebral, hipocampo, estriado e cerebelo o
protocolo de exercicio ndo afetou a atividade da acetilcolinesterase.
Entretanto o tratamento com cafeina na dose de 4 mg/kg per se ou associado
ao exercicio inibiu a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo. Essa
inibicdo na atividade da enzima pela cafeina pode levar a um aumento nos
niveis do neurotransmissor acetilcolina. Esse achado poderia explicar ao
menos em parte a melhora memoria e outras fungdes cognitivas associadas

ao tratamento com essa metilxantina.
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5. Um aumento na atividade da acetilcolinesterase foi observado em
homogeneizado de cértex cerebral, estriado e cerebelo ap6s tratamento com
cafeina per se ou associado ao exercicio. Esse aumento na atividade dessa
enzima pode ser um mecanismo regulatorio para diminuir os niveis de
acetilcolina, uma vez que tem sido relatado que antagonistas dos receptores
de adenosina, como € o caso da cafeina, podem aumentar a liberacdo do

neurotransmissor acetilcolina.
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