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RESUMO

Estudos in vivo e in vitro, ttm observado que dois dos principais metabdlitos
presentes no café, a cafeina e o acido cafeico, podem modular a atividade da via
MTOR, considerada via chave na hipertrofia induzida por sobrecarga. Entretanto o
efeito dessas substancias nas adaptacdes do musculo esquelético induzida por
treinamento ainda permanece desconhecido. OBJETIVO: Avaliar o efeito da
administracdo crbnica da cafeina, do acido cafeico e a interacdo de ambos nas
adaptacdes do musculo esquelético induzidas pelo treinamento com sobrecarga.
MATERIAL E METODOS: Foram utilizados 50 ratos Wistar divididos em 5 grupos: 1)
Sedentério (S); 2) Treinado (T); 3) Treinado + cafeina (TC); 4) Treinado + &cido
cafeico (TAc); 5) Treinado + cafeina e acido cafeico (TCAc). Os grupos realizaram o
treinamento de escalada de escada com cargas progressivas 3 vezes por semana
durante 10 semanas. A suplementagéo foi administrada por gavagem (30 mg/kg)
com duas doses diarias durante as 10 semanas de treinamento. Foram avaliados o
as alteracbes no peso corporal, ingestdo alimentar, desempenho de forca (carga
conduzida; carga total; volume de treinamento; n° de escaladas) e massa muscular
dos musculos séleo, plantar e extensor digital longo. Também foi analisada a area
de seccdo transversa das fibras musculares utilizando a técnica de histologia por
coloracdo com Hematoxilina e Eosina. RESULTADOS: Divididos em dois momentos,
primeiro identificando o efeito do protocolo de treinamento (S vs. T) e em seguida
identificando o efeito da suplementacao (T; TC; TAc; TCAc). No primeiro momento, o
protocolo de treinamento foi efetivo para aumentar a forca no teste de carga
conduzida (grupo T: 813 + 122,89 vs. grupo S: 383 + 67,0g; p < 0.0001) e no teste
de carga total (grupo T: 1269,8 + 143,49 vs. grupo S: 878,0 = 81,0g; p < 0.0001)
apos a 102 semana de treinamento. Além disso, ganhos de forca foram observados
ao longo do tempo (p < 0,0001). O treinamento também provocou reduc¢des na
ingestdo alimentar total (grupo T: 245,6 £ 11,69 vs. grupo S: 270,8 + 26,9g; p =
0,0068). Nao foram encontradas alteragbes no peso corporal, na massa muscular e
na area de secgao transversa dos musculos avaliados (valores de p = 0,09). No
segundo momento, quando avaliado o efeito da suplementacdo, nao foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos para desempenho de forga,

peso corporal e ingestao alimentar (valores de p = 0,13). Para alteragcbes na massa



muscular, quando o peso do musculo séleo foi normalizado pelo peso corporal final,
foi encontrado efeito principal para a cafeina (p = 0,01) e diferenca entre os grupos T
< TCAc (p = 0,03). Diferenca entre os grupos T < TCAc também foi encontrada para
0 musculo plantar normalizado pelo peso corporal (p = 0,04), porém, com efeito
principal para o acido cafeico (p = 0,04). Entretanto, a analise da area de seccao
transversa das fibras ndo confirmaram esses resultados (valores de p = 0,19). Além
disso, ndo foram observadas diferencas na massa muscular quando analisado o
peso do tecido, ou normalizado pelo comprimento da tibia ou peso seco entre 0s
grupos (valores de p = 0,05). CONCLUSAO: Os resultados do presente estudo
demonstram que a cafeina e/ou acido cafeico associados ao treinamento n&o
estimularam aumentos na massa muscular e forca. Os resultados demonstraram que
o protocolo de treinamento foi efetivo para estimular maiores ganhos de forca no
grupo treinado, porém ndo foi observada hipertrofia muscular que pode estar

associado ao menor consumo alimentar nos grupos treinados.

Palavras-chave: Cafeina, hipertrofia, musculos, treinamento, acido cafeico.



ABSTRACT

In vivo and in vitro studies have been demonstrating that two of the main metabolites
present in coffee - caffeine and caffeic acid - can modulate mTOR pathway activity,
which is considered the key pathway in overload-induced skeletal muscle
hypertrophy. However, the effect of these substances on skeletal muscle adaptations
induced by resistance training remains unknown. OBJECTIVE: To evaluate the effect
of chronic administration of caffeine, caffeic acid and their combination of both on
skeletal muscle adaptations induced by resistance training. MATERIALS AND
METHODS: Fifty male Wistar rats were divided into 5 groups: 1) Sedentary (S); 2)
Trained (T); 3) Trained + caffeine (TC); 4) Trained + caffeic acid (TAc); 5) Trained +
caffeine plus caffeic acid (TCAc). The groups performed ladder-climbing training with
progressive loads 3 times per week for 10 weeks. Supplementation was given by
gavage (30 mg/kg) with two daily doses during the 10 weeks of training. The changes
in body weight, food intake, strength performance (load carried, total load, training
volume, number of climbs) and muscle mass of the soleus, plantar and long digital
extensor muscles were evaluated. We also analyzed the cross-sectional area of the
muscle fibers using the histology technique by staining with Hematoxylin and Eosin.
RESULTS: The study was divided in two moments, first identifying the effect of
training protocol (S vs. T) and then identifying the effect of supplementation (T; TC;
TAc; TCAc). The training protocol was effective to increase strength in the maximum
carried loading test (T: 813 £ 122.8g vs. S: 383 + 67.0g; p < 0.0001) and in the total
loading test (S: 878.0 £ 81.0g vs. T: 1269.8 + 143.4Qg; p < 0.0001) after the 10th week
of training. In addition, strength gains were observed over time (p < 0.0001). Training
protocol also led to reductions in total food intake (T: 245.6 + 11.6g vs. S: 270.8 +
26.9g p = 0.0068). No changes were observed in body weight, muscle mass and
cross-sectional area of soleus, plantar and EDL (all p = 0.09). When the effect of
supplementation was evaluated, no significant differences were found in strength
performance, body weight and food intake (all p = 0.13). For changes in muscle
mass, when weight of soleus muscle was normalized by final body weight, main
effect was found for caffeine (p = 0.01) and difference between T < TCAc groups (p =
0.03). The difference between the groups T < TCAc was also found for the plantar

muscle normalized by body weight (p = 0.04), but with main effect for caffeic acid (p



= 0.04). However, the analysis of the cross-sectional area of the fibers did not
confirm these results (all values of p = 0.19). In addition, no differences in muscle
mass were observed when tissue weight was analyzed or normalized by tibia length
or dry weight between groups (p values = 0.05). CONCLUSION: The results of the
present study demonstrate that the caffeine and/or caffeic acid associated with
resistance training did not result in further increases in muscle mass and strength.
The resistance training protocol was effective in stimulating greater increases in
strength in trained group, but no skeletal muscle hypertrophy was observed, which

may is associated with lower food consumption in the trained condition.

Keywords: Caffeine, hypertrophy, muscles, training, caffeic acid.
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INTRODUCAO

Coffea Arébica é o nome botanico dado a planta de café, cuja origem vem do centro
da Africa, na Etiopia, onde a planta ainda hoje faz parte da vegetacdo natural.
Antigos manuscritos persas dos anos de 575 descrevem que o cultivo de plantas de
café fazia parte da agricultura de povos do Yémen, onde o fruto era consumido in
natura. Foi, entretanto, a Turquia o primeiro pais a torrar os graos de café por volta
do século XIV e fazer uso da bebida na forma que hoje conhecemos. Por volta do
século XVI a bebida passou a ser introduzida na Europa e mais tarde se espalhou
para o resto do mundo (ABIC, 2009; CAPPELLETTI et al., 2015).

O café é considerado a bebida mais consumida no mundo depois da agua, e estima-
se que seu consumo seja de 1,6 bilhdes de copos de café todos os dias
(CAPPELLETTI et al., 2015; DIRKS-NAYLOR, 2015). O Brasil € considerado o maior
produtor mundial de café, sendo responsavel por 30% do mercado internacional e
tem o segundo maior mercado consumidor do gréo, ficando atras apenas dos
Estados Unidos (ABIC,2009; SOUSA; DA COSTA, 2015). O café & também o
segundo alimento mais consumido entre os brasileiros com prevaléncia de consumo
de 79% perdendo apenas para o arroz com 84% (SOUZA et al., 2013).

1.1 CONSUMO REGULAR DE CAFE E SAUDE

A popularidade do café tem estimulado um crescente interesse da comunidade
cientifica em investigar os efeitos do consumo regular da bebida sobre a saude
(CORNELIS, 2015). Atualmente, estudos epidemiolégicos tém apontado que o
consumo moderado de café (3 a 4 copos/dia, que equivale a 300 a 400mg de
cafeina/dia) pode prevenir varios tipos de doencas crdnicas, como doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, doenca de Parkinson e diferentes tipos de
cancer como carcinoma hepatocelular, endometrial, colorretal e mama (HIGDON;
FREI, 2006; LUDWIG et al., 2014; SALAZAR-MARTINEZ et al., 2004; VAN DAM et
al., 2006; VAN DAM; HU, 2005). Entretanto, apesar desses estudos sugerirem uma
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acdo benéfica do consumo de café na prevencdo de doencgas, ainda ndo se tem
clareza de quais componentes bioativos presentes na bebida poderiam estar

envolvidos nessas acoes.

Uma xicara de café pode conter mais de mil compostos quimicos (MEJIA,;
RAMIREZ-MARES, 2014). A composi¢ao quimica pode variar bastante, dependendo
de fatores genéticos, ambientais e condicbes de manejo pré e pos-colheita
(ABRAHAO et al., 2008). Entretanto, o processo de torracéo é fundamental e causa
uma série de mudancas quimicas e fisicas nas sementes de café verde, que s6 apds
esse processo ganham aroma e sabor caracteristicos na sua forma final para o
consumo (FARAH, 2012; WEI et al., 2012).

Dentro da classe de compostos bioativos estdo a cafeina, os acidos clorogénicos, a
trigonelina, as melanoidinas e os diterpenos cafestol e kahweol (ABRAHAO et al.,
2008; ALMEIDA; BENASSI, 2011; LUDWIG et al., 2014). Esses compostos podem
apresentar diferentes propriedades, como por exemplo, os diterpenos cafestol e
kahweol que estdo relacionados com o aumento dos niveis lipidicos. A trigonelina
estd relacionada a atividade antibacteriana, hipoglicémica, neuroprotetora e
estrogénica. As melanoidinas possuem atividade antioxidante, antimicrobiana,
anticarie, anti-hipertensiva além da capacidade de modular a microflora do célon. Os
acidos clorogénicos sdo reconhecidos por possuir atividade anticancerigena e
propriedades antioxidantes. Ja4 a cafeina € amplamente conhecida por seus efeitos
sobre o sistema nervoso central (HIGDON; FREI, 2006; LIMA et al., 2010; LUDWIG
et al., 2014).

1.2 CAFEINA E SAUDE

Acredita-se que a cafeina € o psicoestimulante mais frequentemente consumido em
todo o mundo, sendo ingerida predominantemente através do consumo de café
(CAPPELLETTI et al., 2015). A cafeina também esta presente em chas,
refrigerantes, bebidas energéticas, estimulantes, produtos de chocolate e
medicamentos (MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014). O teor de cafeina pode variar
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bastante entre as fontes alimentares com maiores concentragdes presentes no café

expresso como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Fonte de cafeina presente nos alimentos.

Fontes Volume (mL) Cafeina (mg)
Café expresso 30 50-150
Café Instantaneo 240 30-70
Café descafeinado 240 3-12
Cha erva mate 240 14-61
Cha instantaneo 240 33-64
Refrigerantes 350 22-69
Bebidas energéticas 240 - 695 33-400
Chocolates 2209 0-6
Medicamentos 1 comprimido 15-200

Tabela adaptado de Mejia, Ramirez-Mares (2014).

A cafeina é reconhecida por atuar principalmente sobre o sistema nervoso central
melhorando a atencdo, o humor, o estado de alerta e o desempenho cognitivo
(CAPPELLETTI et al., 2015; HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010). Entretanto, altas
doses (>400mg) podem provocar alteracbes comportamentais como ansiedade,
tensdo, nervosismo e disturbios do sono (DOEPKER et al., 2016), enquanto doses
extremas (10g/dia) podem, inclusive, causar intoxicacdo e levar a morte
(CAPPELLETTI et al., 2015; JABBAR; HANLY, 2013).

A cafeina tem acdo antagonica sobre os receptores de adenosina, principalmente
sobre os receptores tipos A1 e Aza. O bloqueio dos receptores Aza no ganglio basal
parece ser fundamental para os efeitos estimulantes da cafeina (CAPPELLETTI et
al., 2015). O efeito antagbnico da cafeina sobre os receptores de adenosina tambéem
esta relacionado a reducédo de risco de algumas doengas neurodegenerativas como

o Alzheimer e Parkinson. A cafeina bloqueia os receptores de adenosina e estimula
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a liberacdo de dopamina melhorando o desempenho do sistema dopaminérgico,
reduzindo a resposta inflamatdria, os déficits sensoriais e motores e a perda de
células neuronais que esta relacionado a fisiopatologia dessas doencas
(CAPPELLETTI et al., 2015; HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010).

Embora a cafeina esteja associada a diversos benéficos a salude, alguns efeitos
adversos tem sido encontrados sobre o sistema cardiovascular, como aumento da
pressao arterial, palpitacdes, arritmias e fibrilacéo atrial. (CAPPELLETTI et al., 2015;
HARTLEY; LOVALLO; WHITSETT, 2004). Devido aos efeitos sobre sistema
cardiovascular, diversos estudos tem se preocupado em avaliar a associagao entre a
cafeina e as doencgas cardiovasculares. Entretanto, os resultados sdo inconclusivos,
com alguns estudos sugerindo maior risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (HAPPONEN; VOUTILAINEN; SALONEN, 2004), e outros nédo
encontrando associacdo (LOPEZ-GARCIA et al., 2006). Fatores genéticos como
variacdes no gene CYP1A2 que regula a atividade da principal enzima responsavel
pelo metabolismo da cafeina pode influenciar os resultados (DOEPKER et al., 2016).
Individuos que possuem uma taxa mais lenta de metabolizacdo da cafeina parecem
estar mais sujeitos a desenvolver a hipertensdo ou sofrer de infarto do miocardio
(CORNELIS et al., 2006; PALATINI et al., 2009).

Tomados em conjunto, a maioria dos estudos com seres humanos tem encontrado
uma associacgao positiva da cafeina com a saude, principalmente quando consumido
em doses moderadas (300 a 400mg/dia), estando os efeitos positivos relacionados
principalmente com sistema nervoso central. Entretanto, a maior parte dos efeitos
adversos sobre a salude parece estar relacionada ao consumo de altas doses e a

influéncia de fatores genéticos.

1.3 CAFEINA E DESEMPENHO

O interesse da comunidade cientifica pelo efeito ergogénico da cafeina sobre o
desempenho € bastante antiga, com relatos de estudos realizados por laboratorios
aleméaes desde o final do século XIX (WEISS; LATIES, 1962). Mas foi a partir do
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inicio do século XX que estudos com maior rigor metodoldgico, utilizando grupo
placebo, por exemplo, passaram a ser realizados e os efeitos da ingestéo de cafeina
sobre o desempenho atlético comecaram a ser mais bem compreendidos. (RIVERS;
WEBBER, 1907; WEISS; LATIES, 1962).

Atualmente existe grande numero de estudos avaliando o efeito agudo da ingestéao
de cafeina sobre o desempenho. O efeito ergogénico tem sido encontrado em
diversas modalidades esportivas, principalmente nas atividades com grande
dependéncia da capacidade aerébica (ASTORINO; ROBERSON, 2010; BURKE,
2008; DOHERTY; SMITH, 2004; GANIO et al., 2009). H4, ainda, alguns indicios de
que a ingestdo de cafeina poderia também aumentar o desempenho durante
atividades de forca muscular (WARREN et al., 2010). De fato, em virtude de seus
efeitos, a cafeina ja foi considerada substancia proibida pela World Anti Doping
Agency (WADA) na classe de estimulantes (classe A) até o final do ano de 2003
(ALTIMARI et al., 2006). Entretanto, desde 2004 a cafeina permanece fora da lista
de substancias proibidas e atualmente faz parte de um programa de monitoramento,
gue tem como objetivo identificar padrdes de utilizacdo indevido no esporte (WADA,
2016).

Varias hipoteses tém sido formuladas com base nos mecanismos celulares
envolvidos para explicar o efeito ergogénico da cafeina. Sobre os exercicios
aerobicos de longa duracdo, uma das hipdéteses envolve inibicdo da enzima
fosfodiesterase e o consequente aumento da disponibilidade de AMP ciclico em
conjunto com maior liberacdo de catelocaminas, o que levariam ao aumento da
mobilizacdo de &cidos graxos e reducdo da utilizagcdo do glicogénio, provocando
assim um efeito poupador do glicogénio. Durante atividades de alta intensidade e
curta duracdo, os mecanismos propostos envolveriam o aumento do recrutamento
de unidades motoras e melhora do acoplamento excitagdo contracdo provocados
por modificacbes na atividade da Na'/K* ATPase e maior mobilizacdo de calcio a
partir do reticulo sarcoplasmatico (DAVIS; GREEN, 2009).

Embora varios mecanismos periféricos tenham sido propostos, o principal efeito
sobre o desempenho parece estar relacionado a acbes sobre o sistema nervoso
central, especialmente com efeitos antagdnicos sobre os receptores de adenosina.

Tal acdo resultaria em redugdes na percepcédo de dor e esforgco e atenuacéo da
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fadiga durante atividades aerdbicas e anaerébicas (ASTORINO; ROBERSON, 2010;
DAVIS; GREEN, 2009).

1.4 COMPONENTES DO CAFE E ACAO SOBRE O MUSCULO ESQUELETICO

A literatura atual sugere que o café tem efeito benéfico sobre o masculo esquelético,
aumentando a sensibilidade a insulina, estimulando a captacdo de glicose,
atenuando a progresséo da sarcopenia e aumentando a capacidade de regeneracao
do musculo esquelético lesionado (DIRKS-NAYLOR, 2015). O estudo de Guo et al.
(2014), por exemplo, observou que camundongos envelhecidos tratados com café
por quatro semanas, tiveram a manutencdo da massa muscular e forca e uma maior
capacidade regenerativa do muasculo esquelético lesionado. Além disso, o
tratamento de células satélites isoladas com café aumentou a taxa de proliferacéo
celular, o ciclo celular e o nivel de ativacdo da Akt. Também tem sido observado que
0 uso crbnico de café é capaz de induzir a autofagia em varios tecidos como o
figado, o coracdo e o musculo esquelético de camundongos, que estdo associados a
uma menor acetilagdo de proteinas celulares e menor ativacdo do complexo
mTORC1 (PIETROCOLA et al., 2014).

Dois dos principais componentes bioativos do café sdo a cafeina e os acidos
clorogénicos que parecem ter efeito direto sobre o musculo esquelético (JENSEN et
al., 2007; ONG; HSU; TAN, 2012). A cafeina, quando administrada de forma crénica
em modelos animais pode diminuir a infiltracdo de células inflamatérias o dano
muscular e marcadores inflamatérios plasmaticos. (BARCELOS et al.,, 2014; DA
COSTA SANTOS et al., 2011). Outro estudo de Guarino et al. (2013) observou que a
administragdo cronica da cafeina em ratos mais velhos promoveu aumento da
expressao de GLUT-4 no musculo esquelético, melhorando a captacdo de glicose e
reduzindo a resisténcia a insulina. Estudos também mostram que a cafeina modula a
via da Quinase dependente de AMP (AMPK) no musculo esquelético (EGAWA et al.,
2009; JENSEN et al., 2007).
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O musculo esquelético € um tecido com alta capacidade de remodelacdo que
modifica o seu tamanho de acordo com altera¢Bes na taxa de sintese e degradacgéo
proteica (BAEHR; TUNZI; BODINE, 2014). A hipertrofia muscular ou aumento da
massa muscular ocorre quando a taxa de sintese proteica excede a taxa de
degradacéo, levando a um balanco proteico positivo (MARCOTTE; WEST, BAAR,
2015).

A principal via de sinalizacdo que determina a taxa de sintese proteica € a IGF1-
PISK-Akt-mTOR (SCHIAFFINO et al.,, 2013). Embora horménios andrégenos e -
adrenérgicos agonistas possam modular essa via induzindo aumento na massa
muscular (SCHIAFFINO et al., 2013), as alteragbes hormonais endbgenas
provocadas pelo treinamento de forca elevando os niveis circulantes de GH, IGF-1 e
testosterona ndo parecem ser necessarios para 0s aumentos de sintese proteica e
massa muscular (WEST et al.,, 2009, 2010). O treinamento de forca estimula a
sintese proteica a partir da mecanotransducgdo, convertendo estimulos mecéanicos
provocados pelas acdes musculares em sinais quimicos aumentando a atividade da
via mTOR (ZANCHI; LANCHA, 2007). De fato, a inibicdo da mTOR com rapamicina
(bloqueador especifico da mTOR) inibe quase por completo a hipertrofia muscular
induzida por sobrecarga (BODINE et al.,, 2001). Alternativamente a via mTOR
também pode ser estimulada por nutricdo (DUAN et al., 2016). Portanto, a
combinacdo do treinamento de forca em conjunto com estratégias nutricionais
podem contribuir com maiores ganhos de massa muscular induzindo aumentos na
atividade da via mTOR, considerada via chave na resposta da hipertrofia induzida

por sobrecarga.

O estudo de Joy et al. (2016), utilizando uma estratégia nutricional a base de cafeina
de liberacdo prolongada e extrato de maca em conjunto com o treinamento de forca,
observou que sujeitos suplementados tiveram maiores ganhos de massa muscular
do que o grupo placebo. Embora os autores ndo tenham avaliado nenhum
mecanismo celular, outros estudos apontam para o efeito da cafeina em vias de
sinalizacdo envolvendo a via mTOR. Por exemplo, Saiki et al. (2011) utilizando um
modelo in vitro com células cultivadas, mostrou que o uso de altas concentracdes de
cafeina foi capaz de induzir a autofagia via inibicdo da sinalizagéo da via PI3K / Akt /

MTOR / p70S6K. Curiosamente, tal resultado indica uma acao inibitoria sobre a via
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da mTOR, ao menos em modelo in vitro. Estudos adicionais sdo necessarios para

melhor compreender tais efeitos.

Outro importante constituinte do café sdo os acidos clorogénicos que quando
hidrolisados déao origem aos acidos cafeico e quinico (FERNANDES et al., 2001). O
acido cafeico representa cerca de 50% dos &cidos clorogénicos presentes no cafeé.
Ou seja, em uma xicara de 200 mL de café é possivel encontrar entre 70 a 350mg
de éacidos clorogénicos e de 35 a 175mg de acido cafeico (FOOD-INFO, 2014).
Estudos in vitro com &cido cafeico tem observado que ele pode modular vias de
sinalizacdo intracelular no masculo esquelético. Tsuda et al. (2012) demonstraram
que o &cido cafeico estimulou a ativacdo da AMPK e o aumento do transporte de
glicose independente a insulina. Outro estudo de Lee et al. (2009), utilizando o
acido cafeico fenetil ester, considerado um derivado do acido cafeico (CUNHA,
2004), tratou células musculares precursoras (C,Ci,) e encontrou maior fosforilagcao
das proteinas GSK3pea, MTOR e beta-catenina. Essas proteinas quinases tem
importante papel na sintese proteica e na hipertrofia do muasculo esquelético
induzida por sobrecarga (MCCARTHY; ESSER, 2010; SCHIAFFINO; MAMMUCARI,
2011).

Tomados em conjunto, dois dos principais metabdlitos presentes no café, a cafeina
e o acido cafeico, tem efeito direto sobre o musculo esquelético envolvendo vias de
sinalizacdo celular e podendo atuar diretamente no controle da sintese proteica
envolvendo a via mTOR. O efeito dessas substancias nas adaptacfes do musculo
esquelético, em particular na hipertrofia muscular induzida por treinamento, ainda
permanece desconhecido. Além disso, o uso da cafeina para melhora do
desempenho tem se tornado habitual entre atletas, tanto em competicdes como
parte da rotina de treinamento (WARDENAAR et al., 2016). Entretanto, pouco se
conhece sobre o efeito cronico no desempenho. Nossa hipotese é que a
suplementacdo de cafeina e acido cafeico estimule a hipertrofia do musculo

esquelético em resposta a maior ativacdo da via mTOR.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da administracéo crbénica da cafeina, do acido cafeico e a associagao
de ambos nas adaptacfes do musculo esquelético induzido por treinamento com

sobrecarga.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados 50 ratos Wistar adultos com peso médio de 270g e mantidos em
ciclo claro/escuro invertido de 12h aclimatados a 23°C. Os animais permaneceram
em gaiolas coletivas com 2 a 3 animais por gaiola. Todos 0s animais receberam
agua potavel e racdo padrédo (Nuvilab CR-1-Nuvital®, Colombo, Parand, Brasil). Os
animais foram pareados de acordo com o desempenho no teste de carga maxima,
como descrito na se¢éo 3.4, e divididos em cinco grupos com dez animais por grupo:
1) Grupo sedentéario (S); 2) Grupo treinado (T); 3) Grupo treinado e suplementado
com cafeina (TC); 4) Grupo treinado e suplementado com &cido cafeico (TAc); 5)

Grupo treinado e suplementado com cafeina e acido cafeico (TCAC).

Os grupos foram suplementados por sonda intragastrica (gavagem) com dose de
30mg/kg de peso corporal, para cada substancia, duas vezes ao dia durante as dez
semanas de experimento. Essa dosagem corresponde ao calculo proposto por
Reagan-shaw et al. (2008) e teve como base o consumo diario estimado de &cido
cafeico na populacdo (250 a 500mg/dia) e a dose de cafeina usualmente utilizada
em estudos com humanos (3 a 9mg/kg de peso corporal). Os outros grupos Se T

receberam gavagem com agua, estando sobre as mesmas condi¢cdes experimentais.



27

3.2 CONSUMO ALIMENTAR

Todos os grupos receberam 4gua racao padrao “ad libidum”. A cada dois dias 180g
de racéo foi ofertado e o consumo alimentar foi mensurado como a diferenca entre
oferta e a sobra da ragéo durante 48 horas a cada semana por caixa coletiva (2 ou 3

animais).

3.3 PERIODO DE FAMILIARIZACAO

O periodo de familiarizacdo iniciou-se uma semana antes do periodo de
treinamento. Todos os 50 animais foram familiarizados com o aparato de escalada
de escada (ladder climbing) realizando trés séries de escalada por trés dias

consecutivos sem carga adicional conforme proposto por Cassilhas et al. (2013).

O aparato foi construido conforme proposto por Hornenberger e Farrar (2004), em
madeira medindo 110 cm de altura, com 2 centimetros entre cada degrau, com
inclinacdo de 80° e contendo no topo uma base para repouso do animal a cada série
realizada (Fotografia 1).

3.4 TESTE DE CARGA MAXIMA

O teste de carga maxima foi realizado trés vezes. O primeiro teste de carga maxima
foi realizado apds o ultimo dia de familiarizacdo, para divisdo dos animais em cinco
grupos (secéo 3.1) e determinacao da carga de treinamento. Os outros testes foram
realizados na 52 semana de treinamento para ajuste da carga de treinamento e na
102 semana de treinamento para avaliagcdo do desempenho de forca apds o periodo

de experimento (Figura 1).



Fotografia 1 — Aparato de escalada de escada de escada para treinamento em modelo animal.

28
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Fam.
1 Ses. Ses. Ses. Ses. Ses. Ses. Ses. Ses. Ses.
2 1 4 7 10 2°TCmax 15 18 21 24 27
3 2 5 8 11 13 16 19 22 25 28
1° TCmax 3 6 g 12 14 17 20 23 26 3°TCmax
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semanas

Figura 1 - Desenho representativo do periodo de treinamento.

Fam. = Periodo de familiarizagdo; TCmax = Teste de carga méaxima; Ses. = Sessbes de

O primeiro teste de carga maxima iniciou com 50% do peso corporal e a cada
tentativa completada, adicionou-se 30g, até o momento que o0 animal nado
conseguisse atingir o topo da escada. O segundo e terceiro testes de carga maxima
seguiram a mesma progressao de cargas (30g a cada tentativa bem sucedida),
porém iniciou-se 0 teste com a maior carga atingida na Ultima sessdo de

treinamento.

3.5 PERIODO DE TREINAMENTO

O grupo sedentério ndo participou do treinamento. Os outros quatro grupos (T; TC;
TAc; TCACc) realizaram o protocolo de treinamento com sobrecarga adaptado a partir
de Hornberger e Farrar (2004). O treinamento foi realizado trés vezes por semana
(segunda, quarta e sexta), durante 10 semanas, totalizando 28 sessbes de
treinamento (Figura 1), realizados sempre no periodo da tarde, durante a fase

escura do ciclo invertido de 12h.

A cada sessdo de treino, 0s animais realizaram 4 a 5 séries de escalada com
intensidades progressivas de 50%, 75%, 90% e 100% da carga maxima

estabelecida. Ap6s completar a 42 série, uma Ultima tentativa (52 série) foi realizada
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utilizando 100% da carga maxima mais um adicional de 30g, para garantir que ao
longo do tempo houvesse um aumento progressivo de carga. Caso a 52 série fosse
completada, uma nova carga maxima era estabelecida para a proxima sessdo de

treinamento.

As cargas foram construidas utilizando minério em pdé armazenado em sacos
plasticos de diferentes pesos (Fotografia 2). Para fixacdo da carga foi utilizada fita

crepe anexada a cauda do animal e preso a um anzol.

3.6 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Vinte e quatro horas apds a Ultima sesséo de treino, os animais foram anestesiados
com ketamina (50mg/kg/ip) e xilazina (10mg/kg/ip) e eutanasiados por decapitacao.
Os musculos soleo, plantar e extensor digital longo (EDL) foram retirados e pesados
em balanca analitica e depois divididos ao meio. Parte dos tecidos foi colocada em
tubos falcon contendo solucdo de formaldeido em 10% e tampéao fosfato-salino para
fixacdo do material e andlise histolégica. A outra metade dos tecidos foi submetida a
secagem em estufa sob temperatura de 60 = 5°C por 48 horas.



Fotografia 2 - Modelo de carga utilizada para fixacdo na cauda do animal.
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3.7 ANALISE HISTOLOGICA

Apos a fixagcdo do material em formaldeido, o tecido foi submetido a etapa de
inclusdo do material em parafina. A etapa de inclusdo compreendeu trés fases: 1)
Desidratacdo: para retirada da adgua dos tecidos e a substituicdo por alcool; 2)
Diafanizagdo: para substituicdo do &lcool presente nos tecidos por xilol; 3)
Impregnacao: para substituicdo do xilol por parafina fundida em pequenos blocos.
Todas essas fases foram realizadas com processador automatico. Apds a inclusédo
do material em parafina, um micrétomo (Leica® RM2145) foi utilizado para realizar
cortes de 5 micrometros do tecido, que foram posteriormente transferidos para
laminas de vidro apropriadas e submetidas a coloracdo com hematoxilina e eosina
(HE). As laminas foram fotografadas utilizando o microscoépio optico com uma lente
objetiva de aumento de vinte vezes. As imagens foram digitalizadas e analisadas
usando o software Image Pro Plus, versao 3.01. A area de secdo transversa média
das fibras musculares foi determinada a partir da circunferéncia de 250 fibras por

animal.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram avaliados para a distribuicdo de normalidade de acordo com
o teste Shapiro-Wilk. Dados que apresentaram coeficiente de variacdo elevado
foram testados quanto a presenca de outliers, utilizando o Grubbs’ test (disponivel

em: http://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/).

A andlise estatistica foi dividida em trés momentos. Primeiro avaliamos se todos os
grupos antes do periodo de intervencéo estavam distribuidos de forma homogénea
para as variaveis peso corporal e desempenho de forca. Para essa analise, foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA) one-way ou Kruskal Wallis, de acordo com

o resultado do teste de normalidade.


http://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/
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No segundo momento, para avaliar o efeito do treinamento (sedentario vs. treinado)
foi utilizado o teste t independente ou Mann-Whitney para as variaveis de peso
corporal, ingestdo alimentar e alteracbes na massa muscular. Para analise de
desempenho de forga foi utilizada ANOVA two-way com medidas repetidas para

tempo. Quando necessario, o pos-teste de Tukey foi utilizado.

Por ultimo, no terceiro momento foi utilizada a ANOVA two-way (2 X 2: presenca ou
auséncia de cafeina vs. presenca ou auséncia de acido cafeico) para avaliar o efeito
das diferentes substancias administradas sobre as variaveis de interesse. Quando
necessario, o pos-teste de Tukey foi utilizado. Para analise de area de secc¢éo
transversa das fibras musculares foi calculado a média de 250 fibras por animal com
sete animais por grupo. Todos os resultados obtidos foram expressos em média e
desvio padrdo. As conclusdes estatisticas sdo discutidas ao nivel de significancia de

5%. Para analise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism versao 6.01.

4. RESULTADOS

Inicialmente todos os animais foram pareados de acordo com o teste de carga
maxima e depois distribuidos de forma aleat6ria para os grupos de intervencao.
Como esperado no momento pré-intervencdo, 0S grupos nao apresentaram
diferenca estatistica para as variaveis, peso corporal, carga conduzida (carga fixada
a cauda) e carga total (carga fixada a cauda mais o peso corporal) como

demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2— Peso corporal e desempenho de forca basal dos grupos experimentais.

Grupos
S T TC TAc TCAC
Peso corporal (g) 271,8+57,3 274,1+49,4 269,2+43,6 267,8+43,6 277,8+623
Carga conduzida (g) 215,0+£56,4 212,0+48,0 209,0+63,0 223,0+70,1 214,0+49,0

Carga total (g) 469,3 £ 127,1 468,4 + 1125 462,7 +113,1 476,4 + 1154 476,8 + 113,9
Dados expressos em média + desvio padrdo. S = Sedentario; T= Treinado; TC = Treinado e

cafeina; TAc = Treinado e acido cafeico; TCAc = Treinado e cafeina + acido cafeico. Dados foram
avaliados por ANOVA one-way ou Kruskal-Wallis (para carga total) de acordo com resultado do

teste de normalidade Shapiro-Wilk test.

4.1 EFEITO DO TREINAMENTO

Os resultados foram avaliados em dois momentos. Inicialmente avaliado o efeito do
treinamento para variaveis de desempenho, peso corporal, massa muscular e
ingestdo alimentar. No segundo momento, foram avaliados os efeitos da

suplementacdo com cafeina e acido cafeico (secéo 4.2).

4.1.1 Peso corporal

Nao foi encontrada diferenca estatistica no peso corporal apés a 102 semana de
treinamento entre os grupos (S: 495,0 + 58,89 e T:456,8 £+ 45,2g; p = 0,12; Figura

2).
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Figura 2 — Peso corporal apés a 10° semana de treinamento.

S = Sedentario (n = 10); T = Treinado (n = 10). Dados avaliados por teste t independente.

4.1.2 Ingestao alimentar

Foi encontrada diferenca estatistica para o consumo alimentar durante o periodo de
intervencdo entre os grupos S = 270,8 + 26,99 e T = 245,6 +11,6g, p = 0,0068
(Figura 3). O consumo médio diario para o grupo S foi de 27,1 + 2,7g e para 0 grupo
T foi de 24,6 £+ 1,2g.

350 -
=
©
c
S 300 - _|_
E
©
o
S 250
35
(73]
c
o
(@) ———
200 T T

Figura 3 — Consumo alimentar total mensurado durante 10 semanas de treinamento.

S = Sedentario (n = 10); T = Treinado (n = 10).* = p < 0,05. Dados avaliados por Mann
Whitney test.
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4.1.3 Desempenho de forca

Para avaliacdo do desempenho de forca os resultados foram divididos em: 1) Carga
conduzida (carga fixada a cauda do animal); 2) Carga total (carga fixada a cauda do
animal somado ao peso corporal). Os testes foram realizados em 3 momentos: pré-

treinamento, 52 semana de treinamento e 102 semana de treinamento.

Para o desempenho de carga conduzida, ambos 0s grupos apresentaram ganho de
forca ao longo do tempo (efeito principal para tempo, p < 0,0001). Também foi
encontrado efeito principal para grupos (p < 0,0001) com diferenca estatistica para a
5° semana de treinamento (p < 0,0001), entre os grupos S (311,0 + 42,5g) e T (542,0
+115,19) e para a 10° semana de treinamento (p < 0,0001), grupo S (383,0 + 67,09)
e grupo T (813,0 + 122,89) (Figura 4).
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Figura 4 — Carga conduzida fixada a cauda durante o teste de carga maxima.

S = Sedentario (n = 10); T = Treinado (n = 10). Dados avaliados por ANOVA two-way com
medidas repetidas para tempo. Foi encontrado efeito principal para tempo e grupos (p <
0,0001). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatistica com p < 0,05.

Para o desempenho de carga total, os resultados foram semelhantes, com efeito
principal para tempo (p < 0,0001) e grupos (p = 0,0007). Portanto, ambos os grupos
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apresentaram ganho de forca ao longo do tempo, entretanto maiores ganhos de
forca foram observados nos grupos treinados. ApOs a 5° semana de treinamento foi
encontrado diferenca estatistica (p = 0,0014), entre os grupos S (715,2 £+ 87,3g) e T
(918,2 £ 159,7g) e também para a 10° semana de treinamento (p < 0,0001), grupo S
(878,0 £ 81,09) e grupo T (1269,8+ 143,49) (Figura 5).
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Figura 5 — Carga total (carga fixada a cauda + peso corporal) durante o teste de carga maxima.

S = Sedentario (n = 10); T = Treinado (n = 10). Dados avaliados por ANOVA two-way com
medidas repetidas para tempo. Foi encontrado efeito principal para tempo (p < 0,0001) e

grupos (p = 0,0007). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatistica com p <
0,05.

4.1.4 Musculo esquelético

N&o foram encontradas diferencas estatisticas para as analises: 1) Peso do
musculo; 2) Peso do musculo normalizado pelo peso corporal (%); 3) Peso do
musculo normalizado pelo comprimento da tibia; 4) Peso seco (%) para os musculos

séleo, plantar e EDL, (todos os valores de p = 0,09) como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3— Analise morfométrica do efeito do protocolo de treinamento nos musculos séleo, plantar e

EDL.

S T

Peso do sdleo (mg) 192,9 + 229 183,3 + 18,3

Peso do plantar (mg) 414,5 + 70,5 383,0 £ 47,8

Peso do EDL (mg) 179,4 + 47,2 176,4 + 23,4

Peso do sdleo / peso corporal (%) 0,039 £ 0,005 0,040 + 0,003

Peso do plantar / peso corporal (%) 0,084 + 0,009 0,084 + 0,011

Peso do EDL / peso corporal (%) 0,037 + 0,009 0,039 + 0,006
Comprimento da tibia (mm) 426+1,0 42,1 +0,9
Peso do sdleo / tibia (mg/mm) 45+0,5 4,3+0,4
Peso do plantar / tibia (mg/mm) 9,7+15 91+1,1
Peso do EDL / tibia (mg/mm) 42+1,1 4,2+0,5
Peso seco - misculo séleo (%) 27,8+2,1 29,9+ 3,0
Peso seco - musculo plantar (%) 27,4+ 29 26,9+1,3
Peso seco - musculo EDL (%) 26,5+0,9 27,4+1,6

Dados expressos em média + desvio padrdo a partir de 10 animais por grupo. S = Sedentario; T =
Treinado. Dados foram avaliados por Teste t ndo pareado ou Mann Whitney (Peso do EDL / peso

corporal; Peso seco - misculo plantar) de acordo com resultado do teste de normalidade Shapiro-
Wilk.

Quando analisado a &rea de seccédo transversa das fibras musculares, ndo foram

encontradas diferencas para o masculo séleo (p = 0,78) e plantar (p = 0,87) entre 0s
grupos (Figuras 6 a 9).
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Sedentarig . Treinado

Figura 6 — Muasculo séleo dos grupos sedentario e treinado observado em corte transversal a partir de
um microscopio éptico com lente objetiva de aumento de 20 vezes.
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Figura 7 — Efeito do protocolo de treinamento na area de secg¢édo transversa (um2) média a partir de
250 fibras por animal do musculo séleo.

S = Sedentério (n = 7); T = Treinado (n = 7). Dados avaliados por Mann Whitney test.
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Sedentario Treinado

Figura 8 — Musculo plantar dos grupos sedentario e treinado observado em corte transversal a partir
de um microscopio 6ptico com lente objetiva de aumento de 20 vezes.
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Figura 9 — Efeito do protocolo de treinamento na area de secc¢éo transversa (um2) meédia a partir de
250 fibras por animal do musculo plantar.

S = Sedentério (n = 7); T = Treinado (n = 7). Dados avaliados por Mann Whitney test.
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4.2  EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM CAFEINA E ACIDO CAFEICO

Os resultados séo apresentados para o efeito da suplementacdo com cafeina e ou/

acido cafeico associado ao protocolo de treinamento.

4.2.1 Peso corporal

N&o foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos para o peso corporal apos a
102 semana de treinamento, com efeito para cafeina (p = 0,06), efeito para acido

cafeico (p = 0,66) e efeito para interacdo (p = 0,21), como apresentados na Tabela 4.

4.2.2 Ingestéo alimentar

N&o foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos para o consumo alimentar,
com efeito para cafeina (p = 0,17), efeito para acido cafeico (p = 0,95) e efeito para
interacéo (p = 0,18), como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4—Controle do peso corporal e ingestdo alimentar durante 10 semanas de treinamento.

Grupos
T TC TAC TCAC
Peso corporal (g) 456,8 +45,2 408,4+51,0 430,9+53,8 421,1+41,3
Consumo alimentar (g) 2456 +11,6 2458+158 2389+16,8 252,0+15,3
Consumo médio diario (g) 24,6 +1,2 246 +1,6 23917 252+15
Dados expressos em média + desvio-padrdo a partir de 10 animais por grupo. T =

Treinado; TC = Treinado e cafeina; TAc = Treinado e acido cafeico; TCAc = Treinado e
cafeina + acido cafeico. Dados avaliados por ANOVA two-way.
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4.2.3 Desempenho de forca

N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos para nenhuma das
variaveis avaliadas: 1) Carga conduzida na 10® semana de treinamento; 2) Carga
total conduzida na 102 semana de treinamento; 3) Volume de treinamento (somatério
da carga conduzida durante as 10 semanas de treinamento); 4) Numero de
escaladas (somatério do n° de escaladas durante as 10 semanas de treinamento).
Entretanto, foi encontrada uma interacdo para o numero de escaladas (p = 0,02),
com a interacdo correspondendo a 13,61% da variacdo total, entretanto nao foi

encontrada diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,18) (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados de desempenho de forca entre os grupos suplementados durante 10 semanas de
treinamento.

T TC TAc TCAc
Carga conduzida (@) 813,0 £ 122,8 907,0+156,8 885,0+ 150,5 827,0+121,1
Carga total (g) 1269,8 + 143,4 1315,4 + 163,1 1315,9 + 166,2 1254,1 + 131,8
Volume de treinamento (kg) 49,8 £ 11,5 57,0+ 9,8 56,6 + 11,4 51,9+9,5
Escaladas (n°) T 119,7+ 7,7 125,8 +5,9 125,5+6,2 121,7 +5,8

Dados expressos em média + desvio-padréo a partir de 10 animais por grupo. T = Treinado;

TC = Treinado e cafeina; TAc = Treinado e acido cafeico; TCAc = Treinado e cafeina + acido
cafeico. T = indica interagao para cafeina e acido cafeico. Dados avaliados por ANOVA two-

way.

4.2.4 Musculo esquelético

Foi encontrado um resultado outlier (p < 0,05) para peso seco percentual do musculo
EDL de um animal do grupo TAc (animal 9, peso seco do EDL = 47,3%). O grupo
TAc sem a exclusdo do valor outlier apresentava média de 29,5 + 6,6% e apds a

exclusao do valor outlier média foi de 27,4 + 1,7% (Tabela 5).

N&o foram encontradas diferencas estatisticas para as analises: 1) Peso do

musculo; 2) Peso do musculo normalizado pelo comprimento da tibia; 3) Peso seco
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(%), para os musculos soleo, plantar e EDL (todos os valores de p = 0,05).
Entretanto, quando o peso do musculo foi normalizado pelo peso corporal, para o
muasculo soleo foi encontrado efeito principal para a cafeina (p = 0,01), com
diferenca estatistica entre os grupos T (0,040 £ 0,003) e grupo TCAc (0,047 *
0,005), com valor de p = 0,03. Para o musculo plantar normalizado pelo peso
corporal, foi encontrado efeito principal para o &cido cafeico (p = 0,04), com
diferenca estatistica entre os grupos T (0,084 + 0,011) e grupo TCAc (0,096 =*
0,007), com valor de p = 0,04. Para o musculo EDL normalizado pelo peso corporal,
ndo foi encontrada diferenca estatistica (valores de p = 0,26). Para o comprimento
da tibia foi encontrado uma interacdo (p = 0,04), que correspondeu a 10,15% da
variacao total, porém nao houve diferenca estatistica entre os grupos suplementados
com p = 0,14 (Tabela 6).

A analise de area de seccdao transversa das fibras musculares ndo revelou diferenga
estatistica para os musculos soleo (Figuras 10 e 11) e plantar (Figuras 12 e 13;
valores de p 2 0,19).

Tabela 6 - Andlise morfométrica do efeito da suplementacdo com 10 semanas de treinamento nos
musculos séleo, plantar e EDL.

Grupos
T TC TAC TCAC
Peso do séleo (mQ) 183,3+18,3 183,0+32,4 180,2+151 196,9 + 20,9
Peso do plantar (mg) 383,0+47,8 380,6+635 402,7+47,5 403,8+524
Peso do EDL (mg) 176,4 + 23,4 179,4+22,7 183,3+19,1 1749+31,0

Peso soleo / peso corporal (%) # 0,040 + 0,003 0,045 + 0,005 0,043 + 0,007 0,047 + 0,005 *
Peso plantar / peso corporal (%) f 0,084 + 0,011 0,093 + 0,010 0,094 + 0,008 0,096 + 0,007 *
Peso EDL / peso corporal (%) 0,039 £ 0,006 0,044 + 0,004 0,043 £0,004 0,041 + 0,006

Comprimento da tibia (mm) T 42,1 +£0,9 41,3+1,1 41,2+1,0 41,6 £1,0
Sdleo / tibia (mg/mm) 4,3+0,4 4,4+0,7 4,4+0,4 4,7+0,4
Plantar / tibia (mg/mm) 9,1+1,1 92+1,4 98+1,1 97+1,1

EDL / tibia (mg/mm) 4,2+0,5 4,3+0,5 4,4+0,4 4,2+0,7

Peso seco - musculo séleo (%) 29,9+ 3,0 27,3+2,8 28,5+2,6 27,7+2,0
Peso seco - musculo plantar (%) 26,9+1,3 26,1+1,6 26,7 +1,2 26,9+1,6
Peso seco - musculo EDL (%) 27,4+1,6 27,0+1,7 27,4+ 1,7 27,5+2,8
Dados expressos em média + desvio-padréo a partir de 10 animais por grupo. T = Treinado; TC =
Treinado e cafeina; TAc = Treinado e acido cafeico; TCAc = Treinado e cafeina + &cido cafeico. # =
indica efeito principal para cafeina; 1 = indica efeito principal para acido cafeico; T = indica efeito de
interacdo; * = p < 0,05 para grupo T. Dados avaliados por ANOVA two-way.
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Treinado Treinado e cafeina

Treinado e acido cafeico JTreinado e cafeina + acido _cafeicomm .

Figura 10 — Musculo séleo dos grupos treinados e suplementados com cafeina e/ou acido cafeico
observado em corte transversal a partir de um microscépio Optico com lente objetiva de aumento de
20 vezes.
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Figura 11- Efeito da suplementagéo na area de seccao transversa (Um?2) média a partir de 250 fibras
por animal do musculo séleo.

Dados a partir de 7 animais por grupo. Dados avaliados por ANOVA two way.
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Treinado

reinado e cafeina + acido cafeico

Treinado e acido cafeico

Figura 12 - Muasculo plantar dos grupos treinados e suplementados com cafeina e/ou acido cafeico
observado em corte transversal a partir de um microscopio 6ptico com lente objetiva de aumento de

20 vezes.
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Figura 13 - Efeito da suplementa¢éo na area de seccao transversa (um?2) média a partir de 250 fibras
por animal do musculo plantar.

Dados a partir de 7 animais por grupo. Dados avaliados por ANOVA two way.
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5. DISCUSSAO

Os resultados principais mostraram que a suplementacdo com cafeina e/ou acido
cafeico associada ao treinamento ndo induziu alteracbes na massa muscular e forca.
A hipotese desse estudo era que a cafeina e/ou o acido cafeico pudessem aumentar
a atividade da via mTOR, estimulando a sintese proteica provocando aumento da
massa muscular e forca. Entretanto ndo foi observada diferenca no ganho de forca
entre 0os grupos treinados e suplementados (T; TC; TAc; TCAc), tanto para as
avaliagbes a partir do teste de carga maxima, como no volume de treinamento e
ndamero de escaladas. Para o numero de escaladas foi encontrado efeito de
interacdo (p = 0,02), porém, ndo foram observados diferenca entre os grupos.
Portanto a suplementacdo com cafeina e &cido cafeico ndo afetou as variaveis de

desempenho mensuradas.

Até o momento, desconhecemos qualquer efeito do &cido cafeico sobre o
desempenho. Por outro lado, estudos investigando o efeito da cafeina tém
encontrado aumento na forca maxima, no niumero de repeticbes executadas e no
volume de treinamento (ARAZI; DEHLAVINEJAD; GHOLIZADEH, 2016; DUNCAN;
OXFORD, 2011), embora outros estudos tenham falhado em demonstrar aumento
de forca e resisténcia muscular (ASTORINO; ROHMANN; FIRTH, 2007; BOND et
al., 1986; MARTINEZ et al., 2016). O efeito ergogénico da cafeina esta associado a

ingestdo aguda, sendo ainda pouco conhecido o efeito crénico sobre o desempenho.

Um estudo recente (BEAUMONT et al., 2016) avaliou o efeito crénico da cafeina
sobre o desempenho aerdbico e encontrou atenuacao da melhoria de desempenho
observada apds a ingestdo aguda. Os participantes foram submetidos a exercicio
maximo em cicloergbmetro de membros inferiores por 30 minutos em trés ocasifes
distintas. No primeiro e segundo testes, todos os sujeitos foram suplementados com
cafeina ou placebo de forma duplo cega (ingestdo aguda). O terceiro teste foi
realizado apods a suplementacao cronica de cafeina ou placebo por quatro semanas.
No grupo controle (placebo por 4 semanas), o desempenho foi similar entre a 12 e 22
exposicdo a cafeina, com aumentos de 6,7% e 6,1% do desempenho. Entretanto, no
grupo exposto a suplementacdo cronica, foi observada reducdo de 7,3% do

desempenho entre a 12 e 22 exposicdo a cafeina (efeito agudo vs. crdnico), além
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disso, néo foi observada diferenca de desempenho entre a condi¢cdo placebo e a

condi¢cao com exposicdo cronica a cafeina.

Nossos resultados séo similares ao estudo acima a medida que a exposicéo cronica
de cafeina e/ou acido cafeico nao provocaram modificacdes sobre o desempenho de
forca. Nossos resultados ndo podem ser interpretados em relagcéo ao efeito agudo,
pois dados em relagdo ao desempenho inicial de for¢ca foram realizados antes do

periodo de suplementacéao.

Em relacéo as alteracBes na massa muscular, quando o peso do musculo séleo foi
normalizado pelo peso corporal, foi identificado efeito principal para a cafeina (p =
0,01) com diferenca significativa entre os grupos T vs. TCAc (p = 0,03) com maior
peso do musculo soleo (17,5%) para o grupo TCAc. Diferenca também foi observada
entre os grupos T vs. TCAc (p = 0,04; 14,3% maior para o grupo TCAc) no peso do
musculo plantar normalizado pelo peso corporal, porém, com efeito principal

significativo para o acido cafeico (p = 0,04).

Nossos resultados apontam que o peso corporal pode ndo ser um bom normalizador
para alteracdes na massa muscular, pois as alteracdes inicialmente identificadas
entre os grupos T vs. TCAc ndo foram observadas para a maioria das outras
variaveis analisadas, como peso dos musculos, peso seco dos musculos, peso do
musculo normalizado pelo comprimento da tibia e principalmente quando avaliado a
area de seccéo transversa das fibras musculares. Além disso, o peso corporal pode

sofrer influéncia de outros fatores.

Zheng et al. (2014) observaram que os &cidos clorogénicos em conjunto com
cafeina reduzem o acumulo de gordura intra-abdominal e ganho de peso corporal,
estudos também indicam que a cafeina altera a taxa metabdlica de repouso
aumentando o gasto energético e contribuindo para as altera¢cdes no peso corporal
(ACHESON et al., 2004, HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010; RUDELLE et al.,
2007). Entretanto ndo observamos modificacdes no peso corporal dos animais apos

as diferentes estratégias de suplementacao.

Em outro estudo (DA COSTA SANTOS et al.,, 2011) investigaram o efeito do
treinamento de baixa intensidade utilizando a natagcdo por 40 minutos com carga

correspondendo a 4% do peso corporal. Ratos Wistar foram divididos em quatro
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grupos, grupo sedentério controle (SCO), grupo treinado controle (TCO), grupo
sedentario mais cafeina (SCAF) e grupo treinado mais cafeina (TCAF). O
treinamento e a cafeina ndo foram capazes de provocar alteracdes no peso corporal
e no peso do musculo séleo. Além disso, ndo foram observadas alteracdes no
diametro das fibras musculares entre os grupos TCO e TCAF. Esse estudo
corrobora com nossos resultados, pois ndo observamos altera¢des no peso corporal,
massa muscular e area de seccdo transversa das fibras musculares com as

diferentes suplementacGes associadas ao treinamento.

Nosso protocolo de treinamento néo foi capaz de promover modificagbes na massa
muscular dos animais (grupo treinado vs. sedentéario). A auséncia da hipertrofia
muscular com o protocolo de treinamento poderia, pelo menos em parte, justificar a
auséncia do efeito da suplementacdo. Considerando a hipétese que a
suplementacao teria apenas um efeito sinérgico na massa muscular, a incapacidade
do protocolo de treinamento em estimular o aumento da massa muscular poderia

justificar a auséncia do efeito sinérgico da suplementacéao.

Os efeitos da ingestdo de cafeina ou acido cafeico sobre as vias de sinalizacéo
intracelular no musculo esquelético sdo pouco conhecidos. Alguns estudos in vitro
tem demonstrado que a cafeina poderia estimular a proteina AMPK (JENSEN et al.,
2007; RANEY; TURCOTTE, 2008; EGAWA et al., 2009). Além disso, foi
demonstrado que a ativacdo da AMPK pode inibir a ativacdo da via da mTOR em
resposta a contracdes do musculo esquelético através de estimulacdo elétrica
(THOMSON et al, 2008), o que poderia resultar na atenuagéo da ativacdo desta via
e, consequentemente, na hipertrofia muscular em resposta ao treinamento com
sobrecarga. Para testar essa hipotese, Moore et al. (2017) utilizaram um modelo de
sobrecarga cronica (tenotomia), capaz de induzir hipertrofia de 15%, em combinacéo
com a ingestdo de cafeina. Entretanto, os autores ndo observaram aumento
adicional na massa muscular dos animais tratados com cafeina durante o periodo de
2 semanas. Esse estudo também nédo encontrou alteragfes na atividade da mTOR e
na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (células C,C;,) tratadas com cafeina
em doses fisiologicas. Nesse mesmo estudo, utilizando camundongos submetidos a
contracdo muscular por estimulos elétricos e tratados com cafeina por injecao
intraperitoneal, ndo foram observadas diferengas na sintese proteica e fosforilacdo

das proteinas p70S6K, S6 ou 4EBP1 (downstream da mTOR), entre os grupos
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cafeina e controle. Portanto, a cafeina ndo afetou a atividade da mTOR, a sintese
proteica e a hipertrofia muscular induzida por sobrecarga. Tomados em conjunto, as
pesquisas de Moore et al. (2017), da Costa Santos et al. (2011) e 0 nossos
resultados indicam que a cafeina ndo estimula a hipertrofia muscular apés o

treinamento de baixa, alta intensidade ou sobrecarga cronica.

Entretanto, estudos sugerem que 0s compostos quimicos do café oferecem um
efeito protetor sobre o musculo esquelético em condicbes de atrofia muscular.
Durante o envelhecimento a perda de massa muscular progressiva é conhecida
como sarcopenia. Esse processo acontece devido ao desequilibrio entre sintese e
degradacgédo proteica, ou entre apoptose e processos de regeneragdao Oou um
conjunto desses fatores (COMBARET et al., 2009; FAN et al., 2016). O café, rico em
cafeina e acido cafeico, pode contribuir para atenuar a sarcopenia. Por exemplo,
estudos a partir de modelos animais tem observado que o café é capaz de aumentar
a taxa de proliferacdo celular de células satélites e melhorar a capacidade de
regeneracdo do musculo esquelético (GUO et al.,, 2014). Pietrocola et al. (2014),
também observaram que o tratamento com café estimula a autofagia no musculo
esquelético, o que pode contribuir com a regulacdo da degradacéo proteica (DIRKS-
NAYLOR, 2015; FAN et al.,, 2016). Portanto, a atenuacdo dessas alteracdes
metabolicas podem contribuir com a manutencdo da massa muscular durante o

envelhecimento.

O protocolo de treinamento utilizado envolveu o modelo de escalada de escada
(ladder climbing), utilizando cargas progressivas. Esse modelo foi escolhido, por ser
um modelo de treinamento que depende de uma acdo muscular voluntaria e permite
a exposicado do animal a um periodo de sobrecarga aguda, seguido por um periodo
de recuperacdo, semelhante ao que acontece no treinamento de forca com seres
humanos diferente dos modelos n&o voluntarios por estimulos elétricos ou
procedimentos cirargicos de ablacdo e tenotomia (CHOLEWA et al.,, 2014,
HORNBERGER; FARRAR, 2004; NETO et al., 2016).

O padrao de movimento durante a escalada envolve a agdo muscular dos membros
anteriores e posteriores (NASCIMENTO et al., 2013) com adaptacbes musculares
observadas em ambos os membros (NETO et al., 2016). Em relacdo ao membro

posterior, aumentos na massa muscular foram encontrados em diversos musculos
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como, gastrocnémico, quadriceps, flexor longo do halux (FHL), extensor digital longo
(EDL) sé6leo e plantar (CASSILHAS et al.,, 2013; DUNCAN; WILLIAMS; LYNCH,
1998; JUNG et al., 2015; LEE et al., 2004; TANG et al., 2014).

Optamos por analisar os musculos dos membros posteriores, soleo por ter
predominio de fibras tipo | (fibras de contracdo lenta), plantar com predominio de
fibras tipo Il (fibras de contragéo rapida) e o EDL com predominio de fibras tipo I,
porém, com acao muscular oposta, ou seja, acdo de extensao plantar (DESCHENES
et al., 2015; DIMOV; DIMOV, 2007; SOUKUP; ZACHAROVA; SMERDU, 2002). No
presente trabalho, entretanto, ndo foram encontradas alteracdes na massa desses
musculos apds o protocolo de treinamento, o que estd de acordo com parte da
literatura que também ndo observou essas alteracdes apds o treinamento com o
modelo de escalada de escada (DESCHENES et al., 2015; DESCHENES,;
JUDELSON; KRAEMER, 2000; NETO et al., 2016). Diversos fatores podem ter
contribuido para a divergéncia nos resultados. Por exemplo, diferentes protocolos de
treinamento tém sido utilizados, incluindo variacdes em relacdo a frequéncia de
treinamento, duracdo do treinamento, numero de escaladas, intensidade do
treinamento e tipo de padronizacdo da intensidade que pode ser realizada em
relacéo ao peso corporal ou ao desempenho de forga do animal (NETO et al., 2016).

O protocolo de treinamento utilizado no presente estudo foi adaptado de Hornberger
et al. (2014). O protocolo de Hornberger et al. (2014) foi realizado durante 8
semanas, com uma sessdo a cada 3 dias, totalizando 20 sessfes. A cada sessao
foram realizadas de 4 a 9 escalas, com 50%, 75%, 90% e 100% da carga maxima
até a 42 série, a partir da 5 série foram adicionados 30g a cada tentativa bem
sucedida. A hipertrofia de musculos dos membros posteriores foi observada em
estudos que utilizaram esse mesmo protocolo de treinamento (LEE et al., 2004) ou
adaptado para trés vezes por semana (JUNG et al., 2015). A principal diferenga em
relacdo ao nosso protocolo foi em relagdo ao numero de tentativas realizadas apos a
42 série. Apenas uma tentativa foi realizada, resultando em 5 séries totais, 0 que
poderia sugerir que numero de escaladas, e consequentemente o volume de
treinamento diario, foram menores em nosso estudo. Infelizmente os estudos acima
citados néo ofereceram informacdes sobre o numero de escaladas totais
completadas. Dados a partir de nosso estudo piloto usando o protocolo de

Hornberger et al. (2014), encontrou que a média diaria de escaladas foi de 4,2 por
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sessdo de treino. Esse resultado € semelhante ao numero de escaladas realizado a
partir desse experimento para todos os grupos treinados (T = 4,3; TC = 4,5; TAC =
4,5; TCAC = 4,3). Portanto, o niumero de escaldas e volume de treinamento diario
nao parece ser o principal motivo das diferencas observadas. Além disso, nosso
protocolo deve duragdo de 10 semanas com um total de 28 sessbes de treino,
portanto um volume 40% maior, se levado em consideracdo o periodo total de

treinamento.

O estudo de Cassilhas et al. (2013) também mostrou que o protocolo de escalada de
escada é efetivo para induzir hipertrofia em diferentes musculos do membro
posterior incluindo o musculo plantar com aumentos de 38% nha &area de secc¢do
transversa das fibras musculares. O protocolo de treinamento utilizou o peso
corporal como referéncia de carga, utilizando 8 séries de escalada, a 12 e 22 série
com 50%, 32 e 42 série com 75%, 52 e 62 série com 90% e 72 e 82 série com 100%
do peso corporal. O treinamento foi realizado 5 vezes por semana durante 8
semanas. As comparacbes para volume de treinamento séo dificeis de ser
realizadas, porque embora esse estudo apresentasse maior numero de séries e
maior nimero de sessoes, eles utilizaram o peso corporal como referéncia de carga.
Portanto, a carga de treinamento utilizada foi inferior ao utilizado em nosso
protocolo. No nosso estudo, a carga conduzida ao final do treinamento correspondeu
a 178% do peso corporal e mesmo assim nao foi suficiente para estimular a
hipertrofia muscular. Outros estudos usando intensidades inferiores também tém
encontrado hipertrofia. Por exemplo, Hellyer et al. (2012) utilizou ratos Sprague-
Dawley treinados 3 vezes por semana durante 10 semanas, realizando 3 séries de
10 escaladas. A intensidade variou de 0% a 80% do peso corporal, com aumentos
progressivos a cada semana, iniciando com apenas o peso corporal (0%) e atingindo
uma carga adicional de 80% na 102 semana de treinamento. Os autores observaram
aumentos de 10 a 20% na area de seccéao transversa do FHL para os diferentes

tipos de fibras (l,lla, llb e 11x).

Além das alterac6es na massa muscular, é esperado que o protocolo de treinamento
em escalada de escada também provoque adaptacbes a nivel neuromuscular
(DESCHENES et al., 2015; DESCHENES; JUDELSON; KRAEMER, 2000). Nossos
resultados indicam que ganhos de forgca aconteceram ao longo do tempo

independente do treinamento, porém maiores ganhos de forca foram observados
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nos grupos treinados tanto para carga conduzida como carga total. Ganhos de forca
tém sido encontrados em vérios estudos. Nascimento et al.(2013) utilizaram ratos
Wistar treinados 5 vezes por semana durante 16 semanas, realizando 6 escaladas
com 75% do peso corporal e observaram que 0s animais eram capazes de conduzir
cargas entre 520 a 750g ao final do experimento. Por sua vez, Grans et al.(2014)
utilizaram ratos Wistar treinados 5 vezes por semana durante 12 semanas,
realizando 15 escaldas com cargas entre 40 a 60% da carga maxima e verificou que
0S animais eram capazes de conduzir cargas de aproximadamente 520g ao final do
experimento. Outros estudos com linhagem de ratos Sprague-Dawley tem
observado ganhos de forga ainda mais significativos, por exemplo, Hornberger et al.
(2014) observou que apés 8 semanas de treinamento o0s ratos eram capazes de
conduzir cargas de aproximadamente 1100g. De forma similar, Lee et al. (2004)
observaram que apd6s 8 semanas de treinamento os ratos conduziram cargas de
1400g.

Embora o presente estudo ndo tenha encontrado altera¢cdes na massa muscular dos
animais treinados, foram observado ganho de forca significativo, com carga
conduzida de 813,0 + 122,89 para o grupo treinado e apenas 383,0 = 67,0g para o
grupo controle. Portanto, esse protocolo foi mais eficiente que outros para aumento
de forga em ratos Wistar, provavelmente porque utilizamos maiores intensidades de

treinamento que corresponderam até 178% do peso corporal.

Outro fator que pode ter contribuido para auséncia da hipertrofia muscular no grupo
treinado pode estar relacionado ao menor consumo alimentar. O consumo médio
diario para o grupo treinado foi de 24,6 + 1,2g e para o grupo sedentario de 27,1 +
2,7¢g. Katch et al. (1979), por exemplo, observou que ratos exercitados em esteira de
corrida reduzem o consumo alimentar e o ganho de peso quando comparados ao
grupo sedentario. Eles também observaram que intensidade mais elevada de treino
resulta em menor consumo alimentar e ganho de peso corporal quando comparado

ao exercicio de baixa intensidade.

Diminuicbes no consumo alimentar em conjunto com 0 maior gasto energético
provocado pelo exercicio pode provocar um balanco energético negativo. Esse
balanco energético negativo associado ao exercicio tem sido observado por

Cortright et al. (1997) a provocar reducdes no peso corporal, na massa gorda e na
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massa muscular de ratos exercitados de forma voluntaria quando comparado aos
ratos sedentarios. De fato, as alteragbes no balanco energético e na ingestédo
alimentar tem sido uma preocupacdo a partir de estudos com modelos animais
submetidos ao treinamento. Parte dos estudos que observaram ganhos de
hipertrofia com o protocolo de treinamento em escalada de escada criaram
estratégias para igualar o consumo alimentar. Foi o caso dos estudos de Hornberger
et al. (2014) e Lee et al. (2004). O grupo treinado teve acesso livre a racdo e agua,
enquanto o0 grupo sedentario teve 0 acesso restrito a racdo, de forma a igualar o

consumo calorico em relagdo ao grupo treinado.

Estudos que observaram a hipertrofia muscular permitindo acesso livre a ragédo e
agua para ambos o0s grupos (sedentario e treinado) ndo mensuraram 0 CONsSUMO
alimentar (BEGUE et al., 2013; CASSILHAS et al., 2013; HELLYER et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2013) ou ndo encontraram diferenca para 0 consumo entre 0s
grupos (JUNG et al.,, 2015). Dentro dos estudos que avaliaram a hipertrofia
muscular, até onde se tem conhecimento, o nosso foi 0 primeiro a encontrar menor
consumo alimentar no grupo treinado com o modelo de escada. Portanto é possivel
que a auséncia da hipertrofia muscular no nosso estudo em conjunto com
Deschenes et al. (2000), Deschenes et al. (2015), e Neto et al. (2013), possam estar
relacionados a um menor consumo alimentar no grupo treinado, provocando um
balanco energético negativo e interferindo nos ganhos de massa muscular.

Infelizmente os estudos acima citados ndo mensuraram o consumo alimentar.

6. CONCLUSOES

O resultado principal desse estudo mostrou que a cafeina e/ou acido cafeico
associado ao treinamento com sobrecarga n&o estimula aumentos na massa
muscular e forgca. Os resultados secundarios apontam que ratos jovens apresentam
ganhos de forca ao longo do tempo que s&o independentes do treinamento.
Entretanto maiores ganhos de forca sdo encontrados nos grupos treinados. O

protocolo de treinamento adotado provocou redugcbes no consumo alimentar dos
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ratos treinados e pode ter contribuido para a auséncia de hipertrofia muscular

Nesses grupos.
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