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RESUMO

Introducdo: A cafeina é um farmaco largamente usado em todo o mundo principalmente devido a
sua acdo no sistema nervoso central e periférico, seus efeitos sobre as catecolaminas e no
metabolismo energético. Porém os estudos exibidos na literatura ainda apresentam resultados
contraditorios, principalmente devido ao efeito placebo, que estd ausente nos animais. Este
estudo baseou-se na hipétese de que os efeitos da cafeina nos heterodimeros de receptor Da/Aza
no cortex pré-frontal poderiam ajudar a esclarecer o papel da cafeina na fadiga central, e na
melhora do desempenho fisico ou atlético. Métodos: A amostra foi constituida de 40
camundongos C57BL6 machos com 60 dias de idade, divididos randomicamente em 2 grupos
(salina e cafeina 6 mg/kg, i.p.). Os testes escolhidos para a coleta de dados foram a tarefa de
Campo Aberto e o teste Incremental de Esforco em Esteira Ergométrica, além disso, foram
analisadas as concentracfes plasmaticas de lactato durante o desempenho fisico maximo no teste
de esteira. Resultados: O grupo cafeina obteve resultados superiores aos do grupo salina no teste
de esforco e na tarefa do campo aberto (p<0.05), e a concentracdo de lactato sanguineo também
se mostrou significantemente maior no grupo cafeina quando comparada ao grupo salina
(p<0.05). Concluséo: Nossos resultados reforcam o potencial efeito ergogénico e

psicoestimulante da cafeina.

Palavras-chave: Cafeina. Exercicio. Recursos Ergogénicos.



ABSTRACT

Introduction: Caffeine is a widely used pharmacological substance, best known due its actions in
the central and peripheral nervous system and its effects on catecholamine and energetic
metabolism. However the results found in the literature still suggest conflicting data. This project
was based on the idea that the caffeine effects on the D,/A,a receptor in the prefrontal cortex
could aid to clarify the caffeine role in the central fatigue, and enhances physical or athletic
performance. Methods: The experimental sample was consisted of 40 male mices (C57BL6), 60
days old, which were randomly divided into 2 groups (saline and caffeine 6mg/kg, i.p.). The
chosen tests for the data collection were the Open Field Test and the Incremental Effort Test,
moreover, lactate plasma concentration during maximal physical performance was also analyzed.
Results: Caffeine group showed better results than saline group in the Incremental Effort and
Open Field Tests (p<0.05), and lactate plasma concentration was also significant superior in the
caffeine group when compared to saline group (p<0.05). Conclusion: Our results confirm the

ergogenic and psychostimulant caffeine effects.

Key-words: Caffeine. Exercise. Ergogenic Aids.
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1 INTRODUCAO

A cafeina € um dos farmacos mais consumidos no mundo e pode ser encontrado em
produtos como o cafée, cha, bebidas energéticas, refrigerantes, chocolates, suplementos
energéticos e diversas medicacdes legais (QUINLAN et al.,, 2000), como analgésicos ou
supressores de apetite (GILES et al., 2012).

Varios estudos destacam que a cafeina esta relacionada a um aumento no desempenho
fisico e esportivo em humanos através de sua agdo sobre o sistema nervoso central (SNC),
sistema nervoso periférico (SNP) e da sua acdo moduladora sobre a funcdo cardiovascular
(MORA-RODRIGUEZ et al.,, 2012; NOTARIUS et al., 2006; SENCHINA et al., 2014). A
cafeina atua através de diversos mecanismos como 0 antagonismo dos receptores A; e A ,a de
adenosina, maior mobilizacdo de calcio intracelular, inibicdo da fosfodiesterase e potenciacdo da
sinalizacdo AMPc (adenosina monofosfato ciclico), aumento da atividade da bomba de sodio
potassio ATPase muscular, aumento da glicogénese muscular, estimulacdo da lipolise e da
oxidacdo de acidos graxos, aumento na secrecao de beta endorfinas e catecolaminas, aumento na
velocidade de conducédo nervosa e no recrutamento de unidades motoras (CHURCH et al., 2015;
LORIST, TOPS, 2003; SCHUBERT et al., 2014).

O consumo regular de cafeina também esta associado a um aumento no estado de alerta,
energia, humor e na diminuicdo da percepcao de esforco e fadiga (ROGERS, DERNONCOURT,
1998; SCHUBERT et al., 2014), provavelmente envolvendo modifica¢do na atividade do cértex
pré-frontal que influencia fortemente estas funcGes neuroldgicas. Nesse sentido, pesquisas tém
demonstrado os efeitos psicotrdpicos da cafeina com relacdo ao sono, vigilia, ansiedade e
depressdo (MOTL, DISHMAN, 2004; REYNER, HORNE, 2013). Além disso, a sua habilidade
de prevenir prejuizos na memdria tem sido descrita tanto em humanos quanto em modelos
animais (CAROLA et al., 2004; CHU et al., 2012; LOVALLO, 2006).

Contudo, embora a cafeina seja popular e extensamente consumida como auxiliar
ergogeénico a fim de aumentar o desempenho fisico e cognitivo, 0s estudos encontrados ainda séo
inconsistentes ou contraditorios (AN et al., 2014; LAURENT et al.,, 2014; SMITH, 2002;
SPRIET, 2014; ZEITLIN et al., 2011).



1.1 Farmacologia da Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é uma purina alcaldide da classe das xantinas,
com propriedades lipofilicas e hidrofilicas. Sua molécula (Figura 1) contem trés
receptores de protons, trés grupos metil e ndo possui grupos doadores de protons. Ela é
rapidamente distribuida pelo corpo apds absorcdo, principalmente pelo sistema
gastrointestinal, atingindo picos plasmaticos ap6s 15-120 minutos, com meia vida de
aproximadamente 5-6 horas. Devido a sua caracteristica lipofilica, a cafeina atravessa a
barreira hematoencefalica e também a placentaria, e € metabolizada pelo figado em
paraxantina, teofilina e teobromina (TURNBULL et al., 2016; ZERAATPISHE et al.,

2015).
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Figura 1 — Molécula de cafeina. Disponivel em
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2011.00116/full

1.2 Antagonismo dos receptores de Adenosina

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito ergogénico da
cafeina. A literatura destaca a capacidade da cafeina competir com a adenosina nos receptores
adenosinergicos (NEHLIG et al., 1992). A adenosina & um constituinte celular normal regulada
principalmente pelo metabolismo do ATP (adenosina trifosfato) e outros nucleotideos de
adenosina. As concentracdes de adenosina aumentam no masculo e plasma durante a contracdo
muscular (durante exercicio fisico) e também aumentam no cérebro durante a vigilia,

consequentemente diminuindo durante o sono (NEHLIG et al., 1992).



3

Fisiologicamente, a adenosina desempenha papel importante na regulacdo do fluxo
sanguineo e como modulador inibitorio da excitabilidade neuronal e transmissdo sinaptica no
cerebro via ativacdo de receptores de adenosina, 0s quais incluem: receptores tipo A;, A; e As.
Ao contrério da cafeina, a adenosina inibe a liberacdo da maioria dos neurotransmissores
excitatorios cerebrais, especialmente a dopamina (DA), tendo repercussfes na reducdo na
excitacdo, aumento do sono e supressdo da atividade comportamental espontanea (NEHLIG et
al., 1992; YACOUBI et al., 2000).

A estrutura molecular da cafeina (figura 1) é semelhante a da adenosina (Figura 2),
assim, a cafeina pode bloquear os receptores pré e pos sinapticos de adenosina (principalmente
receptores de subtipo A; e Ay), e consequentemente inibindo a sua acdo. Portanto, os efeitos do
bloqueio desses receptores incluem o aumento na excitabilidade corticomotora e alteracdo na

liberagéo de neurotransmissores (NEHLIG et al., 1992).
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Figura 2 — Molécula de adenosina. Disponivel em http://epharmnutrition.com/pumpspray-8oz.htmi

1.3 Mobilizacdo do Calcio intracelular

A Cafeina diminui o limite de excitabilidade e prolonga a duragdo do periodo ativo da
contracdo muscular por aumentar a sinalizacdo do calcio intracelular (NEHLIG et al., 1992).

A transmissdo sinaptica no SNC e SNP requer a liberacdo controlada de
neurotransmissores, que depende do influxo de célcio para os terminais nervosos. Neste sentido,
estudos tém demonstrado que a cafeina pode aumentar a liberagdo, permeabilidade e
sensibilidade ao calcio, assim como inibir sua captacdo (BEHRENS et al., 2015; NEHLIG et al.,
1992; SILVA-CAVALCANTE et al., 2013). Atraves desse mecanismo, a cafeina pode aumentar

a forca contréatil durante contra¢cbes maximas e submaximas. Portanto, os efeitos ergogénicos da
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cafeina sdo também devido a sua atuacdo no sistema neuromuscular e no aumento da forca
contratil muscular (PESTA et al., 2013; RUIZ et al., 2014).

1.4 Inibicéo das Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDE) sdo enzimas que hidrolisam a ligagdo fosfodiéster do segundo
mensageiro AMPc, que estd envolvido na regulacdo do metabolismo da glicose e lipideos
(NEHLIG et al, 1992).

A cafeina atua através da inibicdo ndo seletiva das enzimas fosfodiesterases, o que
diminui a degradacdo do AMPc (Figura 3) e aumenta a concentracdo plasmatica de
catecolaminas, consequentemente prolongando a lipdlise e a glicélise e, aumentando assim, a
disponibilidade de energia para o musculo ativo durante exercicio (DEL COSO et al, 2012;
SANTOS et al, 2014).
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Figura 3 — Inibicdo da PDE pela cafeina, e diminui¢éo da degradagdo do AMPc. Disponivel em
http://dabiochemistry.blogspot.com.br/2014_05_01_archive.html



1.5 Interacdo com Sitios de Ligacdo de Benzodiazepinicos

A proteina translocadora transmembrana (TSPO) foi identificada primeiramente como
uma proteina de ligacdo do Diazepan e vem sendo estudada ha muito tempo através de seu nome
antigo, receptor benzodiazepinico do tipo periférico (PRB). A caracterizacdo bioquimica da
proteina TSPO demonstrou predominancia da mesma na mitocondria, com localizacao especifica
na membrana externa. A funcdo precisa da TSPO continua desconhecida, porém estudos
experimentais tém demonstrado seu envolvimento na proliferacdo celular, apoptose, respiracao
celular, sintese do grupo heme, eritropoiese, fluxo de célcio, imunidade celular, resposta ao
estresse, fotossensibilidade, malignidade, e biossintese de horménios esteroides (DRAGICEVIC
et al., 2012; MOROHAKU, SELVARAJ, 2013; NEHLIG et al., 1992). Sendo assim, autores tém
sugerido a mitocdndria como um potencial alvo terapéutico para diversas doencas
(DRAGICEVIC et al., 2012; VLODAVSKY et al., 2014).

Em adigdo, sabe-se que benzodiazepinicos atuam primariamente no SNC alterando a
funcdo dos receptores de GABA (Acido Gama-Aminobutirico). A cafeina também se liga
fracamente ao sitio benzodiazepinico dos receptores GABA. Esta ligacdo tem sido sugerida como
um possivel mecanismo de acdo das metilxantinas, pois a cafeina antagoniza ou modifica os
efeitos de benzodiazepinicos no comportamento motor animal e humano. Entretanto, embora a
interacdo entre a cafeina e esses receptores tenha sido demonstrada, resultados de estudos sobre
essa relacdo sdo escassos. Aparentemente a cafeina parece alterar a funcdo do canal de cloro
associado aos receptores benzodiazepinicos (DRAGICEVIC et al., 2012; VLODAVSKY et al.,
2014).

1.6 Acdo da Cafeina sobre Catecolaminas

Pouco se sabe até 0 momento sobre as concentracdes de cafeina necessarias para induzir
mudancas no metabolismo e fungdo de neurotransmissores. Porém, o papel primario da adenosina
no SNC parece ser inibir a liberagdo de varios neurotransmissores, possivelmente glutamato em
particular, atraves de receptores pré-sindpticos. Portanto antagonistas de adenosina, como a
cafeina, poderiam elevar a liberacdo de neurotransmissores (ZHENG et al., 2014).

Estudos prévios desenvolvidos com roedores demonstram que a cafeina aumenta a
concentragdo e a utilizacdo cerebral de noradrenalina, dopamina e serotonina, especialmente em

algumas estruturas pertencentes ao sistema limbico, tendo repercussdes nos mecanismos de sono,
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funcdo motora, e regulacdo funcional dos vasos cerebrais (HEREDIA et al., 2014; OHL, 2003;
ZHENG, 2014).

A cafeina e seu metabolito teofilina aumentam a sintese e ativacdo da noradrenalina.
Elas aumentam a atividade elétrica espontanea dos neurénios contendo noradrenalina, induzindo
ao aumento na sintese e ativacdo da monoamina (NEHLIG et al., 1992).

Outros estudos tém demonstrado que a cafeina afeta a liberacdo local de dopamina
(DA). A locomocgédo é primeiramente controlada pelo estriado ventral através da ativacdo de
receptores de dopamina D;, D, e D3, sendo que a ativacdo de receptores D, p6s-sinapticos esta
ligada ao aumento da locomocdo (MISSALE et al., 1998; NEHLIG et al., 1992). Nesse sentido,
atraves da inibicdo dos receptores heterodimeros de Adenosina A;a pela cafeina, a transmissdo
via receptores D, é aumentada (Figura 4), e consequentes efeitos comportamentais sdo esperados
(BALL, POPLAWSKY, 2011; GULICK, GOULD, 2009).

A Aoa/D>
Receptor-Receptor Interactions

Ca2+

Figura 4 — Receptores Heterodimeros A, e D, Disponivel em
<http://physiologyonline.physiology.org/content/23/6/322>

A fadiga central, comum em diversas doengas como doenga de Parkinson, sindrome da
fadiga crbnica, depressao atipica ou esclerose multipla, tem sido relacionada ao funcionamento
dopaminérgico prejudicado nas fibras estriado-cortico-talamicas (DAVIS et al., 2002; LORIST,

TOPS, 2003). Assim, os efeitos da cafeina podem estar relacionados a sua agdo estimulante na
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atividade motora. Ambas, dopamina e noradrenalina sdo necessarias para manifestacdo da
estimulacdo motora induzida pela cafeina (CECHELLA, 2014;YACOUBI et al.,2000).

1.7 Acéo da Cafeina sobre o fluxo sanguineo e metabolismo energético cerebral

Metilxantinas, como a cafeina causam vasocontricdo no SNC através do aumento da
resisténcia dos vasos, e consequentemente, contribuem para uma redugdo no fluxo sanguineo
cerebral. Essas propriedades vasoconstritoras tém sido demonstradas em humanos e modelos
animais (HIGGINS et al.,2013; NOTARIUS et al.,2006; REZAIMANESH et al.,2011). A cafeina
induz diminuicdo no fluxo sanguineo cerebral local, principalmente em agrupamentos de células
monoaminérgicas no sistema limbico e no tdlamo. Além disso, quando a cafeina é absorvida no
corpo, ela estimula o SNC, resultando na elevagdo das catecolaminas plasmaticas, que permitem
ao corpo se adaptar ao estresse criado pelo exercicio fisico (GLADE, 2010; MEJIA, RAMIREZ-
MARES, 2014).

Embora na maioria das situacfes o fluxo sanguineo cerebral e a utilizacdo de glicose
estejam intimamente interligados em todas as regifes cerebrais, a cafeina desempenha o papel
inverso, ela possui a propriedade de diminuir o fluxo sanguineo cerebral ao mesmo tempo em que
aumenta a utilizacdo de glicose (TSUDA et al., 2015). Embora esse mecanismo seja ainda pouco
compreendido, a adenosina, a qual as metilxantinas competem, é conhecida como sendo um dos
moduladores na regulacdo da relacdo entre fluxo sanguineo e metabolismo energético no SNC
(GONZALEZ et al., 2015; YACOUBI et al., 2000), portanto o antagonismo dos receptores de
adenosina pela cafeina pode estar envolvido nesse mecanismo inverso. Além disso, Higgins et al.
(2013) relataram que a ingestdo de cafeina inibe a enzima guanilato ciclase, com subsequente
supressao da conversao de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc). O GMPc atua como um segundo mensageiro do sistema L-arginina/oxido nitrico.
Consequentemente, uma diminuic¢do nas concentracdes de GMPc poderia levar a um prejuizo dos
efeitos mediados pelo oxido nitrico. O GMPc leva a um relaxamento dos musculos lisos dos
vasos sanguineos, que pode levar a uma vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo. Sendo
assim, a cafeina pode prevenir a vasodilatacdo através do bloqueio da formacdo da monofosfato
ciclico de guanosina (HIGGINS et al., 2013).



1.8 Acdo da Cafeina no comportamento motor e desempenho fisico

Desde sua exclusdo da lista de substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA) em 2004, a cafeina tem sido consumida regularmente por atletas e praticantes de
atividades fisicas, e seu efeito sobre o desempenho humano apresenta-se como uma variavel
bastante estudada (GILES et al., 2012; MOTL et al., 2003; MOHR et al., 2011; PELTIER et al.,
2011). Bebidas comuns no esporte incluem carboidratos e eletrélitos como os ingredientes
primarios. Porém, recentemente, as industrias tém comecado a fornecer uma variedade de
suplementos a base de cafeina (DEL COSO et al., 2012; KENDALL et al., 2014; SCHUBERT et
al., 2013; SPRADLEY et al., 2012).

Embora a cafeina afete simultaneamente diversos sistemas, evidéncias sugerem que 0
efeito da cafeina durante exercicios de resisténcia é devido as suas a¢des no SNC, diminuindo o
esforco percebido, a dor muscular, sintomas de fadiga e aumentando o vigor (ASTORINO et al.,
2012; GANIO et al., 2011; RICHARDSON et al., 1995). A melhora no desempenho durante o
exercicio fisico aerébico tem sido atribuida a estimulacao de lipolise pela cafeina. A hidrolise de
triglicerideos no tecido adiposo aumenta a concentracao sanguinea de acidos graxos, que por sua
vez sdo altamente utilizados pelo musculo durante o esfor¢o, economizando assim o glicogénio.
Este mecanismo é importante porque a deplecdo do glicogénio muscular pode ser o responsavel
pela fadiga observada durante e ap6s o exercicio fisico (NEHLIG et al., 1992). A resposta de
lactato sanguineo durante o exercicio é reconhecida como um preditor melhor do desempenho de
resisténcia do que o VO, max. (OLCINA et al.,2008). Além disso, a resposta de lactato ¢ uma
ferramenta largamente usada para estimar as respostas metabodlicas a intensidades do exercicio
submaximo (BORTOLOTTI et al., 2014; SILVA-CAVALCANTE et al., 2013)

Entre as respostas fisiologicas ao exercicio induzidas pela cafeina ressalta-se 0 aumento
no débito cardiaco, a duplicacdo nos niveis de catecolaminas, aumento na concentracdo
sanguinea de lactato e aumento de acidos graxos livres sanguineos (CRUZ et al., 2015; WILES et
al., 1992). Estudos realizados em camundongos tém evidenciado uma diminuicdo significante em
todas as formas de producdo de oxido nitrico (NO) no musculo esquelético apos a administracao
da cafeina, os quais demonstram que a cafeina pode modular a sintese de NO nas células
(ABREU et al., 2011; BARCELOS et al., 2014). O metabolismo oxidativo é importante para a
provisdo de energia em musculos ativos. Ja que a combustdo de carboidratos tem sido sugerida

como decisiva na tolerancia ao exercicio, um gasto nas reservas enddgenas de carboidratos por



uma aumentada oxidacdo de &cidos graxos pode ajudar a explicar os efeitos ergogénicos da
cafeina na toleréncia ao exercicio (RATAMESS et al., 2015; ZERAATPISHE et al., 2015).

2 JUSTIFICATIVA

Este projeto de pesquisa referente ao Trabalho de Conclusédo do Curso Il de Fisioterapia
da Universidade Federal de Santa Catarina foi elaborado com o propoésito de elucidar os
mecanismos e alteracbes comportamentais causados pela cafeina no desempenho fisico de
camundongos.

Apesar de existirem diversos estudos abordando os efeitos da cafeina sobre o
comportamento motor ¢ sobre o exercicio fisico, os resultados descritos na literatura ainda
apresentam contradigdes quanto aos mecanismos ergogénicos da cafeina no exercicio fisico.
Nesse sentido, pensamos que os efeitos da cafeina nos receptores heterodimeros D,/A4 do cortex
pré-frontal pode ajudar a esclarecer o papel da cafeina na fadiga central e na melhora do
desempenho fisico ou atlético. Sendo assim, espera-se que este estudo possa auxiliar na
elucidacdo das alteragdes induzidas pela cafeina no desempenho fisico de camundongos apds a
administracdo da mesma. Um aspecto importante deste desenho experimental ¢ a auséncia de
efeito placebo nos animais, responsavel por aproximadamente 30% do efeito da maioria dos

recursos ergogénicos atuais.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da cafeina no comportamento motor e desempenho fisico em

camundongos C57BL6.

3.2 Objetivos Especificos
Estudar os efeitos da cafeina:
e No comportamento motor de camundongos através da tarefa do campo aberto.
e No desempenho fisico de camundongos através do teste incremental de esfor¢o em esteira
ergométrica.
e Na concentracdo plasmatica de lactato durante o desempenho fisico maximo no teste de

esteira.
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4 METODOS
4.1 Animais

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos conforme o Comité
de Etica em Pesquisa com uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
sob o protocolo n° 1958010616. A amostra foi constituida de 40 camundongos C57BL6 machos
com 60 dias de idade, com massa corporal de 26,9+0,2 gramas, provenientes da colonia de
animais do Biotério de Neuroquimica/CCB/UFSC. Durante todo o processo da pesquisa os
animais foram alimentados com ragdo comercial para roedores e com agua ad libitum, em sala
com ciclo claro/escuro das 07h as 19h, com temperatura controlada de 21+1°C. A solu¢do salina
(NaCL 0,9%) foi utilizada como veiculo da cafeina, e como tratamento do grupo controle. Todas
as injecdes foram realizadas em dose Unica no volume de 10 mL/kg de massa corporal, 30
minutos antes dos testes de Campo Aberto e Incremental de Forca. Os animais foram divididos
randomicamente em 2 grupos (n=10/grupo). Sendo estes:

Grupo 1 (controle) — salina 10 mL/kg (intraperitoneal).

Grupo 2 (experimental) — cafeina 6 mg/kg, i.p. (Intraperitoneal).

4.2 Tarefa do Campo Aberto

O campo aberto foi empregado para avaliar a exploragdo e a atividade locomotora dos
animais. Este ¢ um teste baseado na espontaneidade, que permite ao animal exibir uma ampla
variedade de comportamentos. A tendéncia do camundongo de evitar a area central ¢ um
indicador dos niveis de ansiedade, sob a afirmacdo de que a area central é mais ameagadora para
roedores quando comparada a area periférica.

Os animais foram colocados, um de cada vez, no centro de uma arena circular, em uma
sala de iluminagdo escura. A duragdo do teste foi de 10 minutos para cada animal e os
deslocamentos central e periférico dos camundongos foram gravados em video. Foram analisados
através da plataforma ANY-maze: a distancia percorrida (m), numero de levantamentos,

velocidade maxima e média (m/min) e tigmotaxia.

4.3 Teste de Carga Incremental
Os animais foram adaptados em uma esteira ergométrica durante 5 dias, 10 min por dia

a 3m/min. O teste incremental de carga foi realizado com uma intensidade inicial de 6 m/min, 6%
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de inclinacdo e com incrementos crescentes de 3m/min a cada 3 min até a exaustdo voluntaria do

animal.

Quadro 1 — Tabela de dados do Teste de Carga Incremental

Estagio Tempo Velocidade Inclinacgao (%)
(min)  "Km/ | M/mi
h n
1 0 1,0 16 2
2 3 1,2 20 2
3 6 1,4 23 2
4 9 1,6 26,6 2
5 12 1,8 30 2
6 15 2,0 33 2
7 18 2,2 36,6 2
8 21 2,4 40 2
9 24 2,6 43 2
10 27 2,8 46 2
11 30 3,0 50 2
12 33 3.2 53 2

O trabalho vertical foi estimado através equacdo matematica considerando a massa
corporal dos animais (kg), a aceleragio da gravidade (9,81 m/s%), a velocidade da esteira (m/s), o
tempo em cada estdgio (min) e a inclinagdo (%) da esteira (GREEN, 1995; NEDER; NERY,

2003): O resultado foi expresso em N.m ou Joules.
W=Px981)xVxTxI.

4.3 Lactato
Apoés atingir a exaustdo, o animal foi retirado do teste e 25 puL de sangue foram
coletados para analise das concentragdes de lactato através de um pequeno corte na porgao distal
da cauda do animal, empregando para isso um capilar heparinizado. Esta aliquota de sangue foi
armazenada em tubos plasticos contendo 50 pL de fluoreto de sodio 1%, e o lactato foi

mensurado em analisador especifico YSI 2700 (YSI 2700, Yellow Springs, CA, USA).
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4.4 Anélise Estatistica
Os resultados foram expressos em media + erro padrdo da média (EPM). Para observar
diferencas entre grupos no teste ergométrico foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox). Os
resultados do campo aberto e lactato foram comparados através do teste-t de Student. As analises
estatisticas e graficos foram realizadas através do programa GraphPad Prisma 5®. As diferencas

entre grupos foram consideradas significativas quando P < 0,05 (IC=95%).

5 RESULTADOS

O presente estudo foi realizado com amostra de 40 camundongos C57BL6, machos, de
60 dias de idade, com massa corporal de 26,9+0,2 gramas. Os animais foram divididos
randomicamente em dois grupos distintos (controle e experimental) e submetidos a tarefa do
Campo Aberto, ao teste Incremental de Esforco em esteira ergométrica e a concentracao
plasmatica de lactato durante o teste Incremental foi analisada para correlacdo de dados
metabolicos.

Na tarefa do campo aberto houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
cafeina e o grupo salina (teste t student: 8.5%=0.02, p<0.05). Sendo que o grupo cafeina

percorreu cerca de 70 metros, enquanto que o grupo salina percorreu aproximadamente 58 metros
(Fig.5).

Campo aberto
*

Distancia (m)
g

Salina Cafeina 6 mg/kg, i.p.

Figura 5. Tarefa do campo aberto

O teste de carga incremental também mostrou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (Log-rank/Mantel-Cox test: P=0,0045, p<0.05). O grupo cafeina alcangcou 100%



13

de sucesso na velocidade até 50 m/min. Enquanto que o grupo salina obteve sua melhor
porcentagem (98%) apenas em uma velocidade de 32 m/min, observando-se decréscimo em seu

sucesso apds aumento da velocidade (Fig.6).

Teste incremental

| O salina
@ cafeina 6 mg/kg, i.p.

% sucesso

0 10 20 30 40 50 60

Velocidade (m/min)

Figura 6. Teste de carga incremental

Houve diferenca estatisticamente significativamente também quanto a poténcia durante
0 teste ergométrico. O grupo cafeina atingiu cerca de 16 Joules, enquanto que o grupo salina
atingiu cerca de 11 Joules (teste t de student:8,5%= 0,04, p<0.05). Com rela¢do a concentracao de
lactato apds exaustdo, o grupo cafeina obteve uma média de 5 mmol/dl, enquanto que o grupo
salina obteve uma média de 4 mmol/dl (teste t de student: 8.5% =0,03, p<0.05), apresentando
deste modo, diferenca estatisticamente significativa (Fig.7 e Fig.8). Esses resultados refletem o
melhor desempenho fisico dos animais tratados com cafeina, que apresentaram maior poténcia de
corrida no teste de esteira, acompanhada das maiores concentragdes plasmaticas de lactato, um

indicador da intensidade do exercicio.
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Figuras 7 e 8. Teste ergométrico comparando energia de trabalho e concentracgéo de lactato sanguineo

6 DISCUSSAO

Nosso estudo foi desenhado com o objetivo de elucidar 0s mecanismos ergogénicos e
psicoestimulantes da cafeina no exercicio fisico. Mecanismos estes, ainda contraditérios na
literatura atual, ja que os efeitos psicoativos desse estimulante variam de acordo com as doses
administradas, das medidas de regularidade e do tempo de consumo (BACKHOUSE et al., 2011;
FUKUDA et al., 2010; SCHRADER et al., 2013; PITCHFORD et al., 2014).

11.1. Efeitos psicoestimulantes da cafeina

Em nosso estudo, o grupo experimental recebeu administracdo via intraperitoneal de 6
mg de cafeina por kg. Sendo que o grupo cafeina percorreu cerca de 12 metros a mais que 0
grupo salina durante a tarefa do campo aberto (Fig.5) demostrando assim o efeito
psicoestimulante da cafeina (Fig. 5). Segundo Takeda et al. (2002), a cafeina possui uma
atividade ansiolitica que pode ser observada através da diminui¢do do tempo de imobilizacédo e
“freezing” do animal na tarefa do campo aberto. Resultados semelhantes foram observados por
Sweeney et al. (2016), que relatou a diminuigdo nos niveis de ansiedade durante as exploragdes
de campo aberto, ap6s administracdo de cafeina em doses de 6 mg/kg, 12 mg/kg, e 24 mg/kg em
camundongos transgénicos.

Por outro lado, estudos realizados por El Yacoubi et al. (2000) e Noschang et al. (2009)
demonstraram através do teste do labirinto elevado, da caixa escura e clara e da tarefa do campo
aberto, que a administracdo aguda e cronica de cafeina induziu ansiedade em camundongos

adultos. Devidos aos dados conflitantes existentes na literatura, alguns autores tém sugerido que
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os efeitos contraditorios da cafeina sobre o SNC estejam relacionados ao fato de que esta pode
atuar através de receptores distintos (CUNHA et al., 2008).

11.2. Efeitos ergogénicos da cafeina

Hughes & Hancock (2016) realizaram um estudo sobre o comportamento ansioso de
ratos da espécie Wistar, Long-Evans e Piebald Virol Glaxo com doses agudas de cafeina (2
ml/kg). Estes autores relataram que em todas as espécies, 0 grupo cafeina percorreu distancias
maiores que a do grupo salina no teste de esteira. Em nosso estudo, obtivemos resultado
semelhante, uma vez que o grupo cafeina também obteve resultados superiores aos do grupo
salina no teste de carga incremental (p<0.05). Evidenciando-se, assim, o efeito ergogénico da
cafeina (Fig. 6 e 7).

No contexto de desempenho atlético em humanos, Hadjicharalambous et al. (2006),
relataram que individuos que consumiram cafeina percebiam o exercicio como menos extenuante
do que os individuos que ndo consumiram cafeina. Soto et al. (2015), também mostrou em seu
estudo que a utilizacdo da cafeina como auxiliar ergogénico, em doses de 3mg/kg, aumentou
significativamente o tempo limite para velocidade aer6bica méxima até a fadiga. E que este efeito

estava relacionado a melhora no rendimento dos atletas.

11.3. Efeitos metabdlicos da cafeina

Um efeito bastante contraditério na literatura sobre a suplementagdo com cafeina diz
respeito ao aumento nas concentracGes de lactato sanguineo durante o exercicio (GRAHAM,
2001). O efeito é confuso porque embora o aumento no lactato possa ser explicado pela melhora
no desempenho induzida pela cafeina (BLACK et al., 2015; BRIDGE, JONES, 2006; BRUCE et
al., 2000; GLAISTER et al., 2015; JENKINS et al., 2008; KOVACS et al., 1998, STADHEIM et
al., 2013; STADHEIM et al., 2014), isto nem sempre é o que acontece (SKINNER et al., 2010).
Além disso, enquanto alguns estudos relatam que ndo houve efeito da cafeina sobre as
concentragdes de lactato sanguineo durante o exercicio subméaximo (ACKER-HEWITT et al.,
2012; ANDERSON et al., 2000; JACOBSON et al., 2001; SIMMONDS et al., 2010;
STADHEIM et al., 2013; STADHEIM et al., 2014; TARNOPOLSKY et al., 1989; WILES et al.,
1992), outros observaram um aumento significante (BLACK et al., 2015; GRAHAM, 2001;
HODGSON et al., 2013; JENKINS et al., 2008).



16

Assim como em nosso estudo (Fig.8), resultados mostrados por outros autores também
indicam que a cafeina é capaz de aumentar significativamente os niveis de lactato no sangue
(ANSELME et al., 1992; DOHERTY et al., 2004). Dias et al. (2015) e Lopes et al. (2014)
relataram que o rendimento atlético de seus voluntarios aumentou apds a ingestdo moderada de
cafeina, e que esta melhora estava relacionada a elevacdo na concentracdo de lactato sanguineo.
Tauler et al. (2013), acredita que o aumento na concentracdo plasmatica de lactato esta
relacionada ao aumento da adrenalina induzida pela cafeina. Semelhantemente, Lopes et al.
(2014) defendem que o aumento na concentracdo de lactato sanguineo induzida pela cafeina é
devido a uma diminuicdo na remocdo do mesmo pela gliconeogénese durante o exercicio. Um
mecanismo oposto ao da adenosina, que estimula a gliconeogénese em modelos animais
(MARRIOTT, KRUSTRUP, MOHR, 2015; TAULER et al., 2013).

Além disso, Higgins et al. (2013) relataram que a ingestdo de cafeina inibe a enzima
guanilato ciclase, com subsequente supressdo da conversdo de GTP em GMPc, que atua como
um segundo mensageiro do sistema L-arginina/oxido nitrico. Consequentemente, uma
diminuicdo nas concentragbes de GMPc poderia levar a uma inibicdo dos efeitos mediados pelo
oxido nitrico. O GMPc leva a um relaxamento dos masculos lisos dos vasos sanguineos, que
pode levar a uma vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo. Sendo assim, a cafeina pode
prevenir a vasodilatacdo através do bloqueio da formagdo da monofosfato ciclico de guanosina
(HIGGINS et al., 2013). Nossos resultados sugerem que a cafeina pode causar um desvio para o
metabolismo glicolitico, evidenciado pelas maiores concentracbes plasmaticas de lactato, talvez
um mecanismo responsavel pelo exercicio mais forte e potente, caracteristica de sua acao

ergogeénica.
7 CONCLUSAO

Foram observadas no nosso estudo diferencas significativas entre o grupo salina e o grupo
cafeina (6 mg/kg, 1.p.) na tarefa do campo aberto, no teste de carga incremental e na concentragéo
de lactato sanguineo. Em todos estes, o grupo cafeina obteve resultados superiores aos do grupo
salina, evidenciando os efeitos ergogénicos e psicoestimulantes da substancia. O aumento na
concentragdo sanguinea de lactato também foi maior no grupo cafeina quando comparado ao
grupo controle. Portanto nossos resultados reforcam o potencial efeito ergogénico e

psicoestimulante da cafeina.
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