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RESUMO 

 

Os exercícios físicos aplicados como programa de treinamento progressivo 
controlado podem ser considerados importantes instrumentos de prevenção de 
doenças, auxiliar na promoção da saúde e no tratamento de algumas patologias 
crônico-degenerativas. Visando promover o sucesso de esportistas, profissionais da 
área da saúde têm buscado recursos para potencializar o desempenho atlético ou 
reprimir os mecanismos geradores de fadiga, nesse sentido, a utilização de 
suplementos nutricionais, como a cafeína, tem se mostrado eficiente. A cafeína é a 
substância psicoativa mais consumida no mundo, na forma de bebidas como café, 
chás, refrigerantes a base de cola e alimentos como o chocolate. O presente estudo 
tem como objetivo elucidar os efeitos da cafeína e do exercício físico sobre os níveis 
de ansiedade, de danos oxidativos a proteínas e lipídeos nas regiões cerebrais 
estriado e córtex pré-frontal de camundongos submetidos a treinamento físico em 
piscina de intensidade moderada. Avalia-se também a atividade das enzimas 
antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) no estriado e córtex 
pré-frontal dos animais. Para tanto, foram utilizados camundongos machos adultos 
que foram expostos a treinamento progressivo de natação durante oito semanas. 
Sessenta animais foram divididos em quatro grupos: nT-controle = animais não 
treinados na piscina (n = 15); nT-caf = animais não treinados na piscina que 
receberam cafeína da dose de 0,3 g/L durante o treinamento (n=15); T-controle = 
animais treinados na piscina (n = 15); T-caf = animais treinados na piscina que 
receberam cafeína durante o treinamento. Após o cumprimento do programa de 
exercícios, foi realizado teste comportamental através do Labirinto em Cruz Elevado 
(Elevated Plus-Maze), para que se pudesse avaliar a interferência da cafeína nos 
níveis de ansiedade dos animais expostos ao estresse por exercício físico. Após a 
análise dos dados pode-se observar que a cafeína agiu sobre o estresse provocado 
pelo exercício físico, diminuindo os níveis de ansiedade nos animais testados, 
reproduzindo o efeito de fármacos ansiolíticos. Com relação aos danos a 
biomoléculas, observou-se nas estruturas cerebrais estudadas significativo aumento 
na formação de grupos carbonil em proteínas do estriado proveniente dos animais 
treinados e tratados com cafeína. Observamos aumento na peroxidação de lipídeos 
no córtex pré-frontal dos animais treinados com ou sem tratamento com cafeína. 
Com relação à atividade das enzimas antioxidantes, a cafeína ativou a SOD no 
estriado e a CAT no córtex pré-frontal. Outros estudos demonstram que a cafeína 
pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, entretanto no presente estudo 
se observou alterações de baixa relevância nas estruturas cerebrais estudadas, 
provavelmente devido a adaptação das células nervosas ao estímulo estressor do 
treinamento. 
 
Palavras-chave: Cafeína; Exercício Físico; Ansiedade; Estresse Oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

The progressive physical exercises in controlled training program can be considered 
an important preventive against disease, useful for health promotion and in the 
treatment of some chronic degenerative diseases. In order to promote the success of 
athletes, professionals have search method to enhance athletic performance or to 
diminish the mechanisms that promote fatigue. Thus, the use of nutritional 
supplements such as caffeine, have been proven to be effective to better 
performance. Caffeine is one the most widely consumed psychoactive substance in 
the world, in the form of beverages such as coffee, tea, soft drinks, the cola and 
foods like chocolate. The present study aims to elucidate the effects of caffeine and 
physical exercise on anxiety levels and oxidative damage to proteins and lipids from 
brain regions, striatum and prefrontal cortex, of mice subjected to physical training in 
a moderate intensity protocol. It also was evaluated the activity of antioxidant 
enzymes, catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). Thus, adult male CF-1 
mice (3 months old) were exposed to progressive training swimming for eight weeks. 
Sixty animals were divided into four groups: nT-control = animals non-trained (n = 
15); nT-caf non-trained animals treated with caffeine (0.3g/L) in water bottle during 
the training (n = 15); T-control = animals trained (n = 15; T-caf = animals trained 
treated with caffeine during the training. Twenty four hours after the last day of 
training, the anxiety-like behavior of mice were evaluated in Elevated Plus-Maze. Just 
after behavioral analysis the mice were decapitate to prepared cerebral samples to 
measure oxidative stress. The data showed that caffeine prevented the reduced 
anxiety levels induced by training, reproducing the effect of anxiolytic drugs. 
Regarding to damage to biomolecules, it was observed in brain structures studied 
significant change in the formation of carbonyl groups in striatal proteins from animals 
treated with caffeine. Also, it was observed increase in lipid peroxidation in the 
prefrontal cortex of trained animals treated with caffeine. The activity of antioxidant 
enzymes, were activated by caffeine in the striatum and prefrontal cortex. Other 
studies show that caffeine can increase the activity of antioxidant enzymes, however 
in present study was not observe significant alterations, probably due to adaptation of 
the neural cells to the stressor stimulus of the training. 
 
Keywords: Caffeine; Exercise; Oxidative Stress; Anxiety. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fisiologia do exercício 

 

O presente estudo aborda o tema efeito da cafeína e a interação com 

níveis de ansiedade sobre parâmetros de estresse oxidativo associado à prática de 

exercício físico progressivo moderado em camundongos. Afeto às Ciências da 

Saúde, o assunto tem importância reconhecidamente destacada junto à neurologia, 

à educação física, à nutrição e à fisioterapia, por exemplo. 

Nesse norte, sabe-se que a prescrição de exercícios físicos aplicados na 

forma de programa de treinamento progressivo controlado pode ser considerado um 

importante instrumento de prevenção de doenças, de promoção da saúde e auxiliar 

no tratamento de algumas patologias crônico-degenerativas, conforme afirmam 

Makrilakis & Katsilambros (2003), Miche et al. (2006), Sengupta & Maji (2005); 

Jimenez (1997) sobre o Diabetes Mellitus; Hennessy et al. (2005), Swenson et al. 

(2005) a respeito de doenças como o câncer de cólon e reto; Mazzeo & Tanaka 

(2001), quanto à hipertensão arterial; ou Ernest et al. (2006) e Duman (2005), sobre 

depressão. 

Não obstante, estudos realizados por Cote (2006), Carlsson et al. (2006), 

Klieman et al. (2006), Cooper et al. (2006) e Chan et al. (2006) demonstram que a 

atividade física está relacionada a menores índices de mortalidade. 

Nessa perspectiva, também há estudos indicando que o exercício físico 

favorece a integridade cerebrovascular, o aumento do transporte de oxigênio para o 

cérebro, a síntese e degradação de neurotransmissores, a diminuição da pressão 

arterial, dos níveis de colesterol e dos triglicerídeos. Como ainda, contribui à inibição 
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da agregação plaquetária, aumento da capacidade funcional e, consequentemente, 

à melhoria da qualidade de vida e do desempenho físico do indivíduo praticante 

(Mcauley & Rudolph, 1995). 

Ainda com relação aos benefícios que o exercício físico apresenta à 

saúde, pode-se dizer que está intimamente associado ao aumento na capacidade 

aeróbia e à melhora de algumas funções cognitivas, como a memória, a atenção, o 

raciocínio e da praxia (Boxtel et al., 1997). A melhora da função cognitiva em 

resposta ao exercício físico pode estar relacionada a fatores como alterações nos 

níveis de hormônios (catecolaminas, ACTH e vasopressina), �-endorfinas, 

serotonina (Santos et al., 1998). 

 

1.2 Exercício físico e consumo de cafeína 

 

Sob outra ótica, tem-se que, visando promover o sucesso de esportistas, 

profissionais da área da saúde têm buscado recursos para potencializar o 

desempenho atlético ou reprimir os mecanismos geradores de fadiga. 

Nesse sentido, a utilização de suplementos nutricionais, como a cafeína, 

têm se mostrado eficiente porque retarda o aparecimento da fadiga (Davis et al., 

2003) e aumenta o poder contrátil do músculo esquelético e cardíaco, aprimorando, 

desse modo, a capacidade de realizar o trabalho físico (Gomes & Tirapegui, 2000). 

Embora significativa parcela dos estudos não seja conclusiva quanto aos 

mecanismos responsáveis pelos efeitos da cafeína no metabolismo durante a 

atividade física, há evidências de que outros mecanismos possam estar associados 

à ação desse fármaco durante a execução de diferentes tipos de exercícios. Por 

esse caminho, os achados até o presente momento têm apontado a cafeína como 
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possível agente ergogênico em tais situações (Altimari et al., 2000). 

No entanto, vale ressaltar que esse efeito da cafeína durante os 

exercícios físicos anaeróbios pode estar relacionado à sua ação direta em alguma 

parte do sistema nervoso central (SNC) e, ainda, afetar a percepção subjetiva de 

esforço e/ou a propagação dos sinais neurais entre o cérebro e a função 

neuromuscular (Spriet, 1995; Davis et al., 2003). 

Graham et al. (2008), realizando experimento in vitro, constatou que a 

cafeína aumenta a força de contração muscular, visto relatar que na presença desse 

fármaco ocorre diminuição do limiar de excitabilidade das fibras musculares. 

Observa esse autor que as doses de cafeína utilizadas no estudo foram elevadas, 

tóxicas e letais para o organismo humano. 

Complementarmente, Davis et al. (2003), afirma que durante a contração 

muscular a concentração de adenosina aumenta no músculo e no plasma, 

notadamente porque a cafeína atua antagonicamente em relação a esses 

receptores, cujos efeitos fisiológicos são: aumento na liberação de catecolaminas, 

pressão sanguínea, lipólise, das secreções gástricas, diurese e ativação do SNC. 

Como resultado da ação farmacológica da cafeína, Snyder et al. (1981) e 

Svenningttsson et al. (1997), argumentam que o efeito estimulante da cafeína 

provoca aumento na atividade motora de roedores. Portanto, a cafeína pode agir 

diretamente sobre o músculo e potencializar a capacidade de realizar exercícios 

físicos de alta intensidade e curta duração (Lopes et al., 1983). 

Nehlig & Debry (1994), dizem que a melhoria no desempenho físico do 

atleta está relacionada à ação da cafeína sobre o organismo, haja vista estimular a 

mobilização intracelular de cálcio do retículo sarcoplasmático e prolongar o período 

de ação do cátion e disponibilizá-lo prontamente à contração muscular; inibir a 
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enzima fosfodiesterase, responsável pela degradação da adenosina monofosfato-

cíclico (AMPc); antagonizar os receptores de adenosina; e aumentar o consumo de 

lipídeos pelos músculos em atividade. 

Vem daí o entendimento de que a interação entre a suplementação de 

cafeína e a atividade física regular pode produzir efeitos sobre o comportamento do 

indivíduo suplementado (Barbosa, 2007). 

 

1.3 Ação farmacológica da cafeína 

 

Na qualidade de fármaco, conforme afirmam Clarkson (1993), Slavin & 

Joensen (1995) e Barone & Roberts (1996), trata-se de estimulante do SNC 

abundante na dieta humana, eis que presente em bebidas como o café, chocolate, 

guaraná, mate, além de outros chás e refrigerantes. 

 

Tabela 1: Principais fontes de cafeína na dieta 

PRODUTO Volume ou Peso Conteúdo médio de cafeína (mg) 

Café moído e torrado 150 mL 83 

Café instantâneo 150 mL 59 

Chá em saquinhos 150 mL 30 

Chá em folhas 150 mL 41 

Chá instantâneo 150 mL 28 

Chocolate em barra 28 g 20 

Chocolate ao leite 28 g 6 

Achocolatado 240 mL 5 

Refrigerante de cola 180 mL 19 

Refrigerante de cola diet 180 mL 21 

Fonte: Adaptado de Barobe & Roberts (1996). 
 

A cafeína também está presente em alguns medicamentos cuja ação se 
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opõe ao efeito calmante de determinados fármacos (Spriet, 1995; Sinclair & Geiger, 

2000), dentre os quais, vale dizer, encontram-se os medicamentos prescritos para 

resfriados e alergias, analgésicos (15 a 64 mg/U), moderadores de apetite (50 a 200 

mg/U) e estimulantes (100 a 200 mg/U) (Srisuphan & Bracken, 1986). 

Considerada suplemento alimentar pela agência americana de controle de 

alimentos e medicamentos (U.S. Food and Drug Administration - FDA), a cafeína 

está presente em cerca de mil fármacos prescritos e dois mil não prescritos, sendo 

os últimos comumente ingeridos junto a outras substâncias (Bracken, 1982). 

Nessa vertente, vale destacar que, referidos fármacos podem ser 

importante fonte suplementar de cafeína para uma parcela da população, 

particularmente àqueles indivíduos que não consomem alimentos e/ou bebidas 

contendo cafeína. 

Em termos de ação farmacológica, ocorre que derivado à xantina, a 

cafeína (1,3,7-trimetilxantina) após absorvida é metabolizada no fígado e, 

posteriormente, nos rins e no cérebro. Nesse eixo, Davis et al. (2003), referem que a 

desmetilação da cafeína resulta na formação de três grupos metilxantina 

metabolicamente ativos, quais sejam: paraxantina (84%), teobronina (12%) e 

teofilina (4%). Nesse ponto, importa destacar, há similaridade estrutural entre as 

xantinas, mas, no entanto, elas se diferenciam entre si pela potência da ação 

farmacológica sobre o SNC (George, 2000). 
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Figura 1: Estrutura química da cafeína e metilxantinas relacionadas. 
Fonte: Altimari et al. (2006). 

 

Fisone et al. (2004) e Hoexter et al. (2005), argumentam que ação 

farmacológica da cafeína no SNC está atrelada à sua habilidade em se opor a ação 

da adenosina endógena e, inespecificamente, bloquear seus receptores do tipo A1 e 

A2A. 

Nesse sentido, Dixon et al. (1996) Palmer & Stiles (1995), relatam que os 

receptores de adenosina do tipo A1 estão amplamente distribuídos em todo o 

cérebro, situam-se significativamente nas camadas corticais, no hipocampo e no 

estriado. Diferentemente, os receptores A2A ficam posicionados juntos à região do 

estriado, onde também estão situados os receptores de dopamina, conforme 

afirmam Dixon et al. (1996) e Palmer & Stiles (1995). A ativação dos receptores de 

adenosina A1 provoca inibição da liberação de alguns neurotransmissores, como o 

glutamato e a dopamina, e a inibição da atividade neuronal por induzir 

hiperpolarização pós-sináptica (Brundege & Dunwiddie, 1996). E, por síntese, 

Hoexter et al. (2005), dizem que ao agir nos receptores adenosinérgicos A1, a 

cafeína reprime os efeitos inibitórios da adenosina e provoca efeitos estimulantes. 

Por sua vez, Laurienti et al. (2002), afirmam que nesse processo a ação 

da cafeína faz liberar neurotransmissores, como as catecolaminas, serotonina e 
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acetilcolina associados a vasoconstrição no cérebro. Ainda, a vasoconstrição leva à 

diminuição do fluxo sanguíneo cerebral e ao aumento do metabolismo, que também 

é estimulado pela inibição da cafeína sobre o efeito vasodilatador da adenosina 

(Siepmann & Kirch, 2002). 

Decerto, os efeitos da cafeína sobre a atividade motora são mais 

evidentes devido a sua ação antagônica nos receptores de adenosina A2A, os quais 

possuem interação com os receptores de dopamina (Fisone et al., 2004). Nesse 

norte, Feoktistov & Biaggioni, (1997), indicam que a afinidade da cafeína com os 

receptores de adenosina A2B e A3 é baixa, e o nível basal de ativação desses 

receptores não é significativo. Assim sendo, o aumento da atividade motora pode ser 

medido e controlado através de circuitos cerebrais e, em função disso, as mudanças 

comportamentais podem ser representadas pela propriedade estimulante da cafeína 

e pelo mecanismo de ação que lhe é particular (Fisone et al., 2004). 

 

1.4 Efeito da Cafeína sobre a Ansiedade 

 

Nesse ponto, cumpre frisar que tendo em vista a brevidade do efeito 

estimulante da cafeína, Silverman et al. (1992) desenvolveram estudo em ambiente 

controlado, durante o qual foi produzida ligeira síndrome de abstinência pela 

interrupção brusca na ingestão diária de café. Por sua vez, Juliano & Griffiths (2004), 

constataram que os sintomas mais comuns encontrados foram: fadiga, ansiedade e 

depressão, náuseas, vômitos, cefaléia e diminuição da concentração. 

A ocorrência de ansiedade, com a retirada súbita da cafeína, ocorre 

mesmo em indivíduos que consomem doses baixas desse fármaco (50 a 150 

mg/dia) (Griffiths et al., 1990). O estudo desses autores revelou que a abstenção à 
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cafeína causou nos indivíduos a sensação de fadiga e sedação, como também, 

durante o período de abstinência, os sujeitos referiram cefaléia e náusea. 

Outro importante achado é o de Strecker et al. (2000), haja vista 

afirmarem que a adenosina apresenta função reguladora do sono, especialmente 

porque a perda do sono está associada à ingestão de cafeína. Porkka-Heiskanen et 

al. (2002), revelaram que a ação inibitória local da adenosina ocorre em auto-

receptores específicos A1 das células colinérgicas do prosencéfalo basal. Conforme 

esses teóricos, a redução da atividade dessas células desinibe as células 

gabaérgicas do sistema inibitório ao mesmo tempo em que deixam de estimular o 

sistema hipocretinas, dando início ao sono ao final do período de atividade ou vigília. 

Por outro lado, o exercício físico intenso tanto pode levar ao aumento da 

produção quanto ao desequilíbrio entre as substâncias oxidativas e as defesas 

oxidantes dos tecidos, o que pode provocar danos oxidativos às proteínas, lipídios e 

DNA com resultados importantes às células (Davis et al., 2003). 

 

1.5 Estresse oxidativo e exercício físico 

 

No que importa à produção de estresse oxidativo decorrente de exercício 

físico, sabe-se que os radicais livres (RLs) são átomos ou moléculas que, em virtude 

de seus elétrons desemparelhados nas camadas de valência, apresentam 

significativa reatividade a outras moléculas, a fim de encontrar um estado químico 

estável. Cada RL possui pelo menos um elétron não pareado em seu orbital externo, 

porquanto, é altamente reativo (Halliwell & Gutteridge, 2000; Powers & Howley, 

2000). Sjodin et al. (1990), Pereira et al. (1994), Aruoma (1994), citam como 

exemplos de espécies reativas: oxigênio molecular (O2), radical hidroxil (OH•), ânion 
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superóxido (O2
-), radical peroxil (ROO•), radical alcoxil (RO•) e óxido nítrico (NO). 

Dentre os RLS, o radical hidroxil e o ânion superóxido apresentam 

importância biológica, eis que produzidos fisiologicamente no organismo humano 

através de processos metabólicos oxidativos à produção de energia. A produção dos 

RLs é, por vezes, de extrema importância à ativação do sistema imunológico e à 

desintoxicação de fármacos (Schneider & Oliveira, 2004). 

Por outro lado, quando em excesso, os RLs podem oxidar os elétrons de 

alguns compostos, como proteínas, lipídeos e DNA, e provocar sérios efeitos 

deletérios ao sistema biológico (Halliwel & Gutteridge, 2000). 

Nessa perspectiva, o SNC é particularmente mais suscetível a danos 

oxidativos, notadamente porque exerce elevada atividade energética mitocondrial 

dependente de oxigênio, sendo que essa atividade está relacionada à alta 

concentração de ferro livre e lipídios poli-insaturados, e também ao baixo nível de 

glutationa e enzimas antioxidantes (Behl, 2005; Coskun et al., 2005). 

Em contrapartida, sabe-se também que os organismos dispõem de 

mecanismos enzimáticos e químicos para se protegerem contra oxidações. Esses 

mecanismos agem quando os organismos ficam expostos a espécies reativas, como 

o oxigênio (EROs), por exemplo. Contudo, também é sabido que as enzimas 

antioxidantes como as superóxido dismutases (CuZn-SOD - citosólica e extracelular; 

Mn-SOD - mitocondrial), catalase e glutationa peroxidase (GPX) decompõem o ânion 

superóxido, o H2O2 e os lipoperóxidos, respectivamente. 

Referidos processos químicos se desencadeiam a partir da ação de 

algumas moléculas com propriedades antioxidantes, que diminuem a ação tóxica 

das EROs produzidas intra e extracelularmente, tais como: o �-tocoferol (vitamina 

E), �-caroteno, selênio, ácido ascórbico (vitamina C), glutationa reduzida (GSH) (YU 
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et al., 2003). Embora presentes em alguns alimentos, significativa parcela desses 

antioxidantes pode ser ingerida na forma de suplemento alimentar. 

Koury & Donangelo (2003), constataram que o exercício físico provoca 

aumento de 10 a 20 vezes no consumo total de oxigênio do organismo, de 100 a 

200 vezes na captação de oxigênio pelo tecido muscular e favorece o aumento na 

produção das EROs. 

Os RLs formados durante o exercício físico podem contribuir para a fadiga 

muscular, inativação de algumas enzimas do ciclo de Krebs e alteração no equilíbrio 

da redução do oxigênio na cadeia transportadora de elétrons (Powers & Howley, 

2000). 

Em contrapartida, o treinamento físico possui a capacidade de promover 

adaptações à diminuição dos efeitos deletérios provocados pelos RLs. Essas 

adaptações contribuem para a resistência tecidual em desafios oxidativos, como 

aqueles proporcionados pelo exercício de alta intensidade e longa duração, por 

exemplo (Halliwel & Gutteridge, 2000). 

O oxigênio é metabolizado no organismo, onde aproximadamente 85 a 

90% é utilizado na mitocôndria em processos oxidativos dentro da cadeia de 

transporte de elétrons, e os 10 a 15% restantes são recrutados por algumas enzimas 

oxidases e oxigenases, como também por reações químicas de oxidação direta 

(Halliwel & Gutteridge, 2000). Com relação aos aproximados 2 a 5% restantes, 

esses são diminuídos univalentemente em EROs (Halliwel & Gutteridge, 2000). 

Note-se que algumas dessas reações dão origem ao ânion superóxido (reação 1), 

ao peróxido de hidrogênio (reação 2) e ao radical hidroxila (reação 3), conforme 

segue abaixo: 
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Reação 1:   O2 + e- → O2
• 

Reação 2:   O2
•  + e- + 2H+  → H2O2 

Reação 3:   H2O2  + e- → OH- +  OH• 

 

De acordo com König & Berg (2002), dependendo do tipo de exercício e 

intensidade, as rotas metabólicas para a produção das EROs durante esses eventos 

pode acontecer da seguinte maneira: 1) com o aumento na produção de O2
•- na 

cadeia respiratória; 2) a xantina oxidase (XO) catalizar a degração do AMP durante o 

trabalho muscular isquêmico e levar ao aumento na produção de O2
•-; 3) ativação de 

neutrófilos polimórfos (PNM), ou leucócitos de defesa do organismo, após danos 

musculares induzidos por exercício; e 4) com o metabolismo de gorduras. 

Carmeli et al. (2000), referem que o estresse oxidativo tem sido associado 

à diminuição da performance, à fadiga, ao dano muscular e ao overtraining. Por essa 

razão, alguns pesquisadores, como Alessio et al. (1999), sugerem que a redução do 

estresse oxidativo pode melhorar a performance e a tolerância ao exercício. 

Nesse viés, Schneider & Oliveira (2004), observam o grau de estresse 

oxidativo e o dano muscular associados ao exercício físico intenso não depende 

somente do tipo e intensidade do exercício, mas também do grau de exaustão do 

indivíduo que realiza o exercício. 

Para Leeuwenburgh et al. (1997), o estresse oxidativo provocado pelo 

exercício pode gerar adaptações em resposta ao exercício físico intenso ao mesmo 

tempo em que essas adaptações são tecido-específicas, só por si, isso remete ao 

entendimento de existir um mecanismo regulatório complexo do processo oxidativo. 

Leaf et al. (1997), contribuem com o entendimento de que o exercício 

físico em indivíduos saudáveis produz a peroxidação lipídica transitória, com 
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remoção dos produtos da peroxidação durante a fase de recuperação. E Childs et al. 

(2001), referem que esses exercícios provocam aumento da atividade respiratória 

mitocondrial, seguido de aumento na produção das EROs pela incompleta redução 

do oxigênio. E, como reposta aos danos musculares resultantes do exercício físico 

intenso, neutrófilos e macrófagos migram e infiltram no tecido muscular lesado, e 

ativam citocinas pró-inflamatórias que produzem as EROs adicionais. 

Costill et al. (1978) e Ivy (1979) sugerem que a cafeína aumenta a 

concentração de ácidos graxos livres (AGL), o que contribui para elevação do 

catabolismo de lipídeos nos músculos em atividade, reduz o catabolismo de 

carboidratos e, desse modo, poupa o estoque corporal de carboidratos. 

Ao seu turno, Ji (1995), afirma que as mudanças na lipoperoxidação são 

as mais freqüentes evidências de estresse oxidativo no músculo esquelético e que 

formas diferenciadas de exercícios resultam diferentes níveis de estresse. 

 

1.5.1 Superóxido dismutase (SOD) 

 

Matsubara & Ferreira (1994), referem que o SOD é a enzima responsável 

por catalisar a dismutação do radical superóxido em H2O2 e O2 na presença de 

próton H+ (reação 4). Nos sistemas eucariontes, atualmente se conhecem duas 

isoformas dessa enzima, quais sejam, a Zn2+-SOD, presente principalmente no 

citosol, e a Mn2+-SOD, localizada primariamente na mitocôndria. 

 

Reação 4: 2 O2
•- --------SOD--------> H2O2 + O2 

 

Lancha-Jr (2004), argumenta que o radical ânion superóxido, só por si, é 
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instável e que a reação de dismutação desse radical ocorre normalmente em meio 

aquoso, onde tem o papel de acelerar o processo que ocorre mais rapidamente em 

valores baixos de pH. Complementarmente, diz que essa é uma situação corriqueira 

durante exercícios físicos intensos. 

 

1.5.2 Catalase (CAT) 

 

A catalase é uma hemoproteína citoplasmática e sua função é converter o 

H2O2 em H2O e O2 (reação 5). Nos seres humanos é encontrada na maioria dos 

órgãos, tais como: fígado, cérebro, coração e músculo esquelético, medula óssea e 

mucosas e sua atividade é dependente de NAPH (Scott et al., 1991). 

 

Reação 5: H2O2 ---------catalase--------> H2O + O2 

 

Amplamente distribuída pela célula, a catalase é encontrada em 

concentrações maiores nos peroxissomas, aparece no músculo esquelético e possui 

maior atividade junto a fibras vermelhas do que em fibras brancas (Halliwell & 

Gutteridge, 2000). 

 

1.6 Cafeína, estresse oxidativo e exercício físico 

 

A cafeína, devido sua estrutura química, é um potente quelante de RLs e 

atua na diminuição da peroxidação lipídica, na carbonilação de proteínas e no dano 

ao DNA (Devasagayam et al., 1996). Enquanto antioxidante, ela atua 

especificadamente recebendo o elétron desemparelhado do RL e, assim, impede a 
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iniciação da reação em cadeia (Troup et al., 1988). 

Nesse sentido, Kesavan & Powers (1985), observam que a cafeína serve 

como um potente antioxidante do radical hidroxil, oxigênio siglet e radical peroxil. 

Devasagayan et al. (1996), demonstraram diminuição nos marcadores de estresse 

oxidativo após a sua utilização em fígado de ratos. 

Brown et al. (1993), Chapman & Stager (2008), demonstraram que, a 

utilização de cafeína tem causado aumento da ventilação alveolar durante o 

exercício. Turley & Gerst (2006), observaram mudanças cardiovasculares. E Radak 

et al. (2005), Pinho et al. (2006) e Aguiar et al. (2008), concluíram sobre que o 

aumento do consumo de oxigênio durante e após os exercícios físicos pode 

acentuar a produção de EROs em diversos tecidos e que a suplementação de 

cafeína talvez possa inibir os efeitos deletérios provocados pelos radicais livres no 

cérebro de camundongos.  

A razão do interesse em conhecer o assunto problematizado se deve à 

curiosidade despertada em observação a debates que se têm formado acerca de 

questões relacionadas à suplementação de cafeína em atletas de alto rendimento e 

estresse oxidativo. 

Por conseguinte, a importância de estudar o tema proposto reside, 

basicamente, no fato de se avaliar os efeitos da cafeína sobre os níveis de 

ansiedade e em parâmetros oxidativos em proteínas e lipídeos no estriado e córtex 

pré-frontal de animais tratados com e sem cafeína, submetidos a treinamento físico 

progressivo e moderado; como também, avaliar o comportamento da atividade das 

enzimas Catalase (CAT) e Superóxido Dismutase (SOD), no estriado e córtex pré-

frontal em animais. 

Diante do que foi acima exposto, a importância do tema assume destaque 
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junto à comunidade científica e também junto a outras esferas da sociedade dentre, 

as quais instam dizer, estão à comunidade acadêmica, atletas, praticantes de 

exercício físico e a sociedade em geral, visto esta última encampar significativa 

parcela de usuários de produtos cafeinados. 

Assim, questiona-se: Quais os efeitos que a cafeína provoca sobre os 

níveis de ansiedade e em parâmetros de estresse oxidativo nas regiões cerebrais 

estriado e córtex pré-frontal de camundongos submetidos a treinamento físico 

progressivo e moderado em piscina? 

E, encetando possíveis resultados, levantam-se as seguintes hipóteses: 

- O exercício físico progressivo e moderado em piscina altera os níveis de 

ansiedade de camundongos. 

- A administração da cafeína altera os níveis de ansiedade de camundongos 

submetidos a treinamento físico progressivo e moderado em piscina. 

- A produção de EROs induzida pelo treinamento físico progressivo e 

moderado em piscina é alterada, resultando em modificações no sistema 

oxidante/antioxidante celular. 

- A cafeína pode diminuir o estresse oxidativo e aumentar as defesas 

antioxidantes do organismo nas regiões cerebrais (estriado e córtex pré-

frontal) de camundongos submetidos a treinamento físico moderado em 

piscina. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da cafeína por parâmetros celulares de estresse oxidativo 

em cérebro de camundongos submetidos a treinamento físico progressivo e 

moderado em piscina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Verificar o efeito da interação entre cafeína e exercício físico progressivo e 

moderado nos níveis de ansiedade em camundongos. 

- Investigar o efeito do treinamento físico progressivo e moderado em piscina 

nos parâmetros oxidativos em lipídeos e proteínas no estriado e córtex pré-

frontal de animais tratados com e sem cafeína. 

- Investigar o efeito do treinamento físico progressivo e moderado de 

camundongos em piscina na atividade das enzimas Catalase (CAT) e 

Superóxido Dismutase (SOD), no estriado e córtex pré-frontal em animais 

tratados com ou sem cafeína. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais experimentais e tratamento 

 

Para conduzir o estudo, foram utilizados camundongos albinos CF-1, 

machos adultos (2 meses), pesando 30-40g provenientes da FEPES (RS) e 

mantidos no biotério da UNESC. Os animais foram abrigados em caixas (5 por 

gaiola), mantidos em ciclo de 12 horas claro/escuro, com acesso livre ao alimento e 

à água. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o 

guia da saúde para o cuidado e o uso de animais de laboratório e da Sociedade 

Brasileira de Neurociências e do Comportamento (SBNeC) para o cuidado animal e 

aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade do Extremo Sul Catarinense, 

conforme protocolo n. 742/2007. 

Sessenta animais foram divididos em quatro grupos: nT-cont = animais 

não treinados na piscina (grupo controle, n = 15); nT-caf = animais não treinados na 

piscina que receberam cafeína da dose de 0,3 g/L durante o treinamento (n=15); T-

cont = animais treinados na piscina (n = 15); T-caf = animais treinados na piscina 

que receberam cafeína durante o treinamento. 

Durante as oito semanas de treinamento em piscina, os grupos de 

animais tratados com cafeína recebeu solução de cafeína (0,3 g/L; CALBIOCHEM, 

Estados Unidos e Canadá) na garrafa de água como única bebida disponível. Os 

animais beberam em média 25 mL de cafeína ou água diariamente, o que equivale a 

75 mg de cafeína por dia para cada animal. A solução de cafeína foi trocada a cada 

3 dias para uma solução fresca. A dose de cafeína utilizada é considerada 

proporcional a 1 xícara de chá de café/dia para homens (Silva et al., 2005). 
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3.2 Protocolo de treinamento 

 

O protocolo de treinamento foi adaptado de Soares et al. (2008). Os 

camundongos foram colocados individualmente na piscina com água aquecida à 

temperatura constante de 37 ºC, com profundidade tal que os animais não 

encostassem as patas ou a cauda no fundo da piscina. Todos os animais foram 

cuidados por um observador para que não se afogassem ou tentassem se apoiar 

nas paredes da piscina. 

Na semana inicial do treinamento foram utilizados 5 dias para adaptação, 

durante essa semana os animais nadaram durante 20 minutos, com intervalo de 5 

minutos de recuperação no meio da sessão. 

Após a semana de adaptação, o tempo de treinamento aumentou para 40 

minutos, com 5 minutos de recuperação. Essa rotina seguiu durante 5 semanas, 

sendo que a intensidade do trabalho progrediu nas 3 semanas seguintes, quando os 

animais treinaram durante 50 minutos, com 5 minutos de recuperação, totalizando 8 

semanas de treinamento. Ao final de cada dia de treinamento, os animais foram 

mantidos em ambiente aquecido para que ficassem completamente secos antes de 

retornem ao biotério.  

 

3.3 Teste comportamental no Labirinto em cruz elevado (Elevated Plus-Maze) 

 

O labirinto em cruz elevado é um aparelho que consiste em dois braços 

abertos (30 x 5 cm x 0,25 cm) e dois braços fechados (30 x 5 x 15 cm) dispostos de 

forma perpendicular formando uma plataforma central (5 x 5 cm), com 50 cm de 

altura do chão (Lister, 1987). Os experimentos foram conduzidos em sala escura 
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com luz vermelha posicionada a 30 cm de altura da plataforma central. Os 

parâmetros avaliados foram os seguintes: número de entradas e tempo de 

permanência no braço aberto ou no fechado, e número de entradas em ambos os 

braços.  

Os animais foram colocados na plataforma central e tiveram 5 minutos 

para explorar o aparelho (Pellow et al., 1985). O comportamento padrão para estes 

animais é apresentar uma nítida preferência pelos braços fechados. O mecanismo 

subjacente seria um conflito entre comportamentos inatos com a tendência à 

exploração de ambientes novos, que seria um estímulo à exploração dos braços 

abertos, de um lado e a aversão aos espaços abertos e à novidade do aparelho do 

outro, que consistiria em um estímulo à redução da exploração dos braços abertos 

(Handley & Mithani, 1984; Pellow & Colab, 1985; Treit & Colab, 1993).  

 

 
Figura 2: Labirinto em Cruz elevada para 
Camundongos 

 

3.4 Medidas de estresse oxidativo 

 

A coleta de material biológico foi efetuada 24 horas após a última sessão 

de treinamento físico. Os animais foram sacrificados por decapitação e o cérebro de 

cada foi extraído e fracionado nas áreas cerebrais de interesse, quais sejam, 
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estriado e córtex pré-frontal. Nesse ponto, cumpre observar, as amostras coletadas 

foram armazenadas a -80 ºC até o momento do uso. 

 

3.4.1 Danos oxidativos à biomoléculas 

 

3.4.1.2 Carbonilação de proteínas 

 

Os danos oxidativos em proteínas foram mensurados pela determinação 

de formação de grupos carbonil baseados na reação com dinitrofenilidrazina, 

conforme previamente descrito por Levine et al. (1990). 

Após homogenização das amostras em tampão carbonil (120mM KCl, 

30mM KH2PO4) foram centrifugadas a 7000 g por 15min a 4 °C e lisadas em TCA 

20%. 

Posteriormente à lise, as amostras foram novamente centrifugadas a 

14000 g por 5 min. O pellet foi re-suspenso em 100 µL de 0,2 M de NaOH e as 

amostras incubadas por 1 hora à temperatura ambiente com 2 M de HCl (1:3) 

adicionado de 10 mM de DNPT. 

Depois do período de incubação, adicionou-se 100 µl de tca 20%, e as 

amostras foram centrifugadas a 14000 g por 3min. O pellet foi lavado com 500 µL de 

etanol-etilacetato. As amostras foram incubadas por 30 min a 60 ºc, centrifugadas 

novamente a 14000 g por 3min. O conteúdo de formação de carbonil foi determinado 

espectrofotometricamente em 370nm utilizando-se um coeficiente 22.0000 molar-1. 

Os dados estão expressos como nmol de grupos carbonil/mg de proteínas. 
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3.4.1.3 Formação de sulfidrilas 

 

O ácido ditionitrobenzóico é reduzido por tióis gerando um derivado 

amarelo (TNB) lido espectrofotometricamente a 412 nm. Esse método determina os 

tióis totais da amostra, sendo um parâmetro de medida de dano oxidativo às 

proteínas da mesma (Aksenov & Markesbery, 2001). 

Nesse sentido, as amostras foram homogeinizadas em 1 mL de tampão 

PBS (7,4 pH) com 1 mM de EDTA e incubadas por 60 min, à temperatura ambiente 

o escuro com 0,2 M de fosfato de potássio e 0,4% de ácido ditionitrobenzóico. Os 

dados estão expressos como nmol de TNB/mg de proteínas. 

 

3.4.1.4 Xilenol laranja 

 

Esse método quantifica a formação de hidroperóxidos, que é um produto 

da lipoperoxidação. Baseia-se no princípio de que os hidroperóxidos oxidam ferro a 

íon férrico que, por sua vez, se liga ao corante xilenol laranja (Jiang et al., 1991). 

Aproximadamente 0,050g de tecido foi homogenizado em 1mL de tampão PBS 

(fosfato pH 7,4). Retirou-se 100 µL dessa solução e adicionou-se 900 µL de solução 

trabalho (100 µM xilenol laranja; 25mM ácido sulfúrico; 4mM butilhidroxitolueno; 250 

um Sulfato ferroso). Após incubação por 2 horas em solução trabalho, à temperatura 

ambiente, foi feita a leitura de cor no espectrofotômetro a 560nm. Os dados estão 

expressos como µmol LOOH/mg protein. 
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3.4.2 Atividade de enzimas antioxidantes 

 

3.4.2.1 Catalase (CAT) 

 

A catalase é uma hemoproteína citoplasmática e sua função é converter o 

H2O2 em H2O e O2. Nos seres humanos é encontrada na maioria dos órgãos, tais 

como: fígado, cérebro, coração e músculo esquelético, medula óssea e mucosas e 

sua atividade é dependente de NADPH (Scott et al., 1991). Porquanto, a atividade 

da CAT foi determinada pela queda na absorbância (240nm) correspondente ao 

consumo de peróxido de hidrogênio, conforme previamente descrito por Aebi, 

(1984). As amostras em tampão fosfato foram homogeneizadas, centrifugadas em 

3000g por 10min, foi pipetada em cubeta de quartzo 50ul de amostra + 1ml de 

tampão fosfato e zerou-se o espectro. Foi utilizado o tampão fosfato com peróxido 

de hidrogênio para fazer a leitura. Adicionou-se 50uL de amostra + 1mL de peróxido 

de hidrogênio e foi feita a leitura nos tempos de 0 segundos, 30 segundos e 60 

segundos. Os dados estão expressos como U/mg de proteínas. 

 

3.4.2.2 Superóxido dismutase (SOD) 

 

Trata-se de enzima responsável por catalisar a dismutação do radical 

superóxido em H2O2 e O2, na presença de próton H+. Sua composição apresenta 

diferentes grupos protéicos. Nos sistemas eucariontes, atualmente se conhecem 

duas formas: a) SODCuZn que está presente principalmente no citosol; b) SOD-Mn 

está localizada primariamente na mitocôndria (Matsubara & Ferreira ,1997). 

Nessa perspectiva, a atividade enzimática da SOD foi determinada pela 
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inibição da auto-oxidação da adrenalina medida espectrofotometricamente (480nn), 

segundo Bannister & Calabrese (1987). 

O tecido cerebral foi homogenizado em 1 mL de tampão glicina (10,2 PH). 

Utilizou-se 10ul, 20ul e 30ul de amostra para fazer a leitura. Pipetar 10ul de catalase 

+ 970 ul de tampão glicina (32º) e dar o branco. Foi colocada a adrenalina (17ul) e 

feita a leitura durante 180 segundos. Posteriormente a primeira leitura, foi adicionado 

10 ul de catalase + à quantidade de amostra (10, 20 ou 30 ul) + 970 ul de tampão 

glicina e zerado o espectro. Adicionou-se 17 ul de adrenalina e feita a leitura 

novamente em 180 segundos. Os dados estão expressos como U/mg de proteínas. 

 

3.4.2.3 Determinação da proteína 

 

A quantidade de proteínas nos ensaios da SOD, CATALASE, TIÓIS 

TOTAIS, TBARS e CARBONIL foram mensuradas utilizando-se a técnica de Lowry 

et al. (1951). 

Procedimento: O tecido foi homogeneizado em tampão correspondente a 

cada experimento. Foi pipetada a curva utilizando-se a relação de 0,5mg de BSA 

(albumina) para 1ml de H2O. Colocou-se 10ul da amostra homogenizada em 190 

H2O e feito o vortex. Foi pipetado 1 ml de reagente C em todos os pontos, dado o 

vortex e esperado 10min Colocou-se 100ul de folin (1N) em todos os tubos (vortex) e 

esperou-se 30min. Foi feita a leitura em espectrofotômetro a 700nm cubeta de 

plástico.  
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3.5 Análise estatística 

 

Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média. Os dados 

comportamentais foram analisados pelo teste t-Student para amostras 

independentes. As medidas bioquímicas foram analisadas pela análise de variância 

de duas vias (two-way ANOVA), tendo como fatores o exercício físico e o tratamento 

com cafeína, utilizando-se post hoc Newman-Keuls. O nível de significância 

estabelecido para o teste estatístico foi de P < 0,05. Foi utilizado o STATISTICA 

(Stat Soft Inc.) versão 7.0 como pacote estatístico. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Teste comportamental 

 

O treinamento progressivo de natação durante oito semanas com ou sem 

a administração de cafeína modificou os padrões comportamentais dos 

camundongos. A figura 3A apresenta as médias absolutas dos tempos em que os 

animais permaneceram nos braços abertos no Labirinto em cruz-elevado. No grupo 

de animais treinados que recebeu água (T-cont) verificou-se um efeito do tipo 

ansiogênico em relação ao grupo dos animais não treinados que recebeu água (nT-

cont). Entretanto no grupo de animais treinados tratados com cafeína (T-caf) 

observou-se uma prevenção significativa deste efeito ansiogênico induzido pelo 

treinamento (T-cont). Os animais não treinados que receberam cafeína (nT-caf) 

apresentaram o comportamento  natural no labirinto, como ao verificado para os nT-

cont. Os valores apresentados nas figuras 3B e 3C avaliam a freqüência de entradas 

nos braços abertos e entradas em ambos os braços (abertos mais fechados), 

respectivamente. Esses dois parâmetros são indicativos do comportamento de 

ansiedade animal (Lister, 1987).  

O treinamento progressivo de natação durante oito semanas diminuiu 

consideravelmente o tempo gasto nos braços abertos do labirinto, demonstrando o 

efeito ansiogênico desta atividade física. Esta avaliação também foi determinada 

pelo número de entradas nos braços abertos, onde os animais apresentaram 

diferença significativa entre o grupo T-controle e o grupo T-caf (figura 3B). 

Todos os animais, dos diferentes grupos experimentais, apresentaram os 

mesmo números de entradas totais (soma das entradas nos braços aberto com as 
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entradas nos braços fechados) (figura 3C), o que representa que não houve 

alteração da atividade locomotora dos animais T-cont ou T-caf. 

 
Figura 3: Efeito do treinamento físico de oito semanas e da administração crônica de cafeína 
sobre o tempo gasto nos braços abertos do Labirinto em Cruz Elevado. Os valores são 
apresentados em média ± e.p.m. (n = 15 por grupo) e os resultados estão expressos por tempo 
em segundos. Os dados foram comparados por Teste t de Student. *P<0,05 quando 
comparado ao grupo nT-cont. #P<0,05 quando comparado ao grupo T-cont. 
 

4.1.2 Dano oxidativo a biomoléculas e atividade enzimática 

 

O treinamento progressivo de natação durante oito semanas com ou sem 

a administração de cafeína foi capaz de promover algumas alterações significativas 

nas biomoléculas, proteínas e lipídeos, avaliadas nas regiões cerebrais de interesse 

(estriado e córtex pré-frontal de camundongos). 

De acordo com os resultados apresentados na figura 4 que representa 

dano de proteínas e lipídeos no estriado de camundongos, a figura 4A demonstra 

um aumento significativo na carbonilação de proteínas no grupo de animais T-caf em 

relação ao grupo nT-cont e T-cont. No entanto referente à degradação de grupos 

sulfidrilas em proteínas e da peroxidação de lipídeos (figura 4B e 4C, 

respectivamente) não houve diferença estatística entre os grupos. 
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Figura 4: Efeito do treinamento físico de oito semanas e da administração crônica de 
cafeína sobre dano de proteínas e lipídeos no estriado de camundongos. A carbonilação de 
proteínas (A), conteúdo total de grupos tióis (B) e peroxidação de lipídeos (C) foram 
avaliados 24 horas após a última sessão de treinamento. Os dados estão expressos como 
média ± e.p.m. (n = 5-8 por grupo). Os dados foram comparados por ANOVA de duas vias, 
post hoc Newman-Keuls. *P<0,05 quando comparado ao grupo nT-cont. #P<0,05 quando 
comparado ao grupo T-cont. 

 

A figura 5 representa danos a biomoléculas no córtex pré-frontal de 

camundongos. Os dados demonstram que houve níveis iguais de carbonilação de 

proteínas e presença de sulfidrilas entre os grupos experimentais, demonstrando 

que não houve alteração nas proteínas dos animais T-cont e T-caf (figura 5A e 5B, 

respectivamente). Entretanto, na figura 5C observa-se um aumento na 

lipoperoxidação no grupo dos animais T-cont em relação ao grupo dos animais nT-

cont e nT-caf. Ainda, no grupo de animais T-caf houve aumento da lipoperoxidação 

quando comparado ao grupo nT-caf. 
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Figura 5: Efeito do treinamento físico de oito semanas e da administração crônica de 
cafeína sobre dano de proteínas e lipídeos no córtex pré-frontal de camundongos. A 
carbonilação de proteínas (A), conteúdo total de grupos tióis (B) e peroxidação de lipídeos 
(C) foram avaliados 24 horas após a última sessão de treinamento. Os dados estão 
expressos como média ± e.p.m. (n = 5-8 por grupo). Os dados foram comparados por 
ANOVA de duas vias, post hoc Newman-Keuls. *P<0,05 quando comparado ao grupo nT-
cont. §P<0,05 quando comparado ao grupo nT-caf. 

 

Os valores apresentados nas figuras 6 e 7 avaliam a atividade das 

enzimas antioxidades, catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD), no estriado e 

córtex pré-frontal de camundongos. 

A figura 6A demonstra que não houve diferença significativa entre os 

grupos avaliados quanto à atividade da CAT no estriado. No entanto, a atividade da 

SOD (figura 6B) apresentou um aumento significativo nos animais nT-caf quando 

comparados ao grupo nT-cont. Enquanto que, nos animais T-caf e T-cont não houve 

alteração na atividade da SOD no estriado destes animais. 
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Figura 6: Efeito do treinamento físico de oito semanas e da 
administração crônica de cafeína sobre a atividade da catalase (CAT) 
e da superóxido dismutase (SOD) no estriado de camundongos. As 
atividades da CAT (A) e da SOD (B) foram avaliadas 24 horas após a 
última sessão de treinamento. Os dados estão expressos como média 
± e.p.m. (n = 5-8 por grupo). Os dados foram comparados por 
ANOVA de duas vias, post hoc Newman-Keuls. *P<0,05 quando 
comparado ao grupo nT-cont. 

 

A figura 7A demonstra que no grupo dos animais T-caf houve aumento 

significativo da atividade da CAT no córtex pré-frontal em comparação ao grupo dos 

animais nT-cont e T-cont. Entretanto, a figura 7B demonstra que a atividade da SOD 

foi similar entre todos os grupos experimentais. 

 

 
Figura 7: Efeito do treinamento físico de oito semanas e da 
administração crônica de cafeína sobre a atividade da catalase 
(CAT) e da superóxido dismutase (SOD) no córtex pré-frontal de 
camundongos. As atividades da CAT (A) e da SOD (B) foi 
avaliados 24 horas após a última sessão de treinamento. Os 
dados estão expressos como média ± e.p.m. (n = 5-8 por grupo). 
Os dados foram comparados por ANOVA de duas vias, post hoc 
Newman-Keuls. *P<0,05 quando comparado ao grupo nT-cont. 
#P<0,05 quando comparado ao grupo T-cont. 
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5 DISCUSSÃO  

 

Atualmente, existem definições e conceitos de ansiedade tanto como um 

sintoma quanto como uma patologia, que envolve aspectos multifatoriais, de caráter 

somático ou cognitivo. Normalmente, pode se manifestar em circunstâncias que 

demonstrem algum perigo originado por uma situação ameaçadora em específico 

ou, simplesmente, por alterações em nosso meio ambiente (Barros, 1996 apud 

Hetem & Graeff, 2004). Estes transtornos atingem a população geral, nas mais 

variadas categorias socioeconômicas, com maior prevalência no sexo feminino 

(Pigott, 2003) e, geralmente, em indivíduos acima de 18 anos de idade. A área do 

cérebro responsável para a aquisição e a expressão de condicionar do medo é a 

amídala (Pare, 2004). 

Diversos trabalhos demonstram que a prática de exercício pode levar à 

melhora de funções cognitivas como memória, atenção, raciocínio e praxia, existindo 

forte correlação entre o aumento na capacidade aeróbia e a melhora destas funções. 

Não estão totalmente esclarecidos quais são as tarefas cognitivas mais sensíveis ao 

exercício físico (Miles, 1998 apud Boxtel et al, 1992). 

A cafeína é uma substância neuroativa muito consumida no mundo, 

presente em várias bebidas como café e chá, e exerce múltiplos efeitos no sistema 

nervoso central (SNC), sendo usada como adjuvante analgésico de vários fármacos. 

O tratamento crônico com cafeína e/ou seus metabólitos (teofilina, hipoxantina, etc.) 

há muito tempo vem sendo estudado por produzir tolerância, dependência física e 

síndrome de abstinência (Heishman & Henningfield, 1992), além de seus possíveis 

efeitos citoprotetores (Chen et al., 2001), citotóxicos (Kang et al., 2002) e 

anticancerígeno (He, 2003). Entretanto, pouco tem sido feito a respeito de cafeína, 
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exercício físico e estresse oxidativo no SNC. 

O balanço entre defesas antioxidantes e a geração de radicais livres 

determina a extensão do dano causado pelas EROs (Papadopoulos et al., 1998), o 

que pode levar ao rompimento de constituintes celulares (Castagne et al., 1999). O 

sistema nervoso central é o mais vulnerável ao estresse oxidativo do que outros 

tecidos, pois contém alta quantidade de ácidos graxos de cadeia lateral 

poliinsaturada, alto metabolismo oxidativo e tem comparativamente baixas defesas 

antioxidantes (Castagne et al., 1999; Halliwell & Gutteridge, 1999). 

No presente estudo avaliamos animais treinados em piscina e tratados 

cronicamente com baixa dose de cafeína. Em nosso estudo consideramos que as 

concentrações de cafeína e/ou seus metabólitos, os quais reproduzem vários efeitos 

da cafeína devem estar muito baixos no momento da decapitação dos animais, pois 

como os camundongos se mantêm acordados durante a noite, este é o horário em 

que eles mais ingerem alimentos e líquidos, logo também deverá ser o período de 

maior pico da cafeína plasmática, porém durante o dia a concentração da droga 

retorna para níveis próximos de zero (Johansson et al., 1993). Uma vez que em 

nosso trabalho os animais foram mortos no final do turno da manhã, neste período 

eles já estavam próximos aos níveis plasmáticos estarem baixos. Assim, os dados 

observados no presente estudo refletem o efeito celular tardio deixado pela cafeína, 

e não um efeito direto dela.  

Nossos resultados demonstraram que, na análise comportamental pode-

se observar que a cafeína agiu sobre o estresse provocado pelo exercício físico, 

diminuindo os níveis de ansiedade nos animais testados, reproduzindo o efeito de 

fármacos ansiolíticos, ou seja, o treinamento progressivo de natação durante oito 

semanas e/ou a administração de cafeína foi capaz de modificar os padrões 
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comportamentais dos animais. A figura 3 demonstra que as médias absolutas dos 

tempos e o número de entradas nos braços abertos apresentaram diferença 

significativa entre os grupos T-cont e T-caf. O grupo dos animais treinados que 

recebeu água (T-cont) induziu um efeito tipo ansiogênico em relação ao grupo dos 

animais não treinados que recebeu água (nT-cont). Entretanto o grupo dos animais 

treinados tratados com cafeína (T-caf) preveniu significativamente este efeito do tipo 

ansiogênico quando comparados ao grupo dos animais T-cont. Os animais não 

treinados que receberam cafeína (nT-caf) apresentaram o comportamento  natural 

no labirinto, como ao verificado para os nT-cont. As figuras 3A e 3B avaliaram tempo 

e freqüência de entradas, respectivamente nos braços abertos. Esses dois 

parâmetros são indicativos do comportamento de ansiedade animal (Lister, 1987). 

figura 3C demonstrou a ausência de diferença significativa entre os grupos, 

indicando que nem o treinamento ou a cafeína alteraram a atividade locomotora 

avaliada através do número de entradas totais em ambos os braços.  

O comportamento padrão para estes animais é apresentar uma nítida 

preferência pelos braços fechados. O mecanismo subjacente seria um conflito entre 

comportamentos inatos com a tendência à exploração de ambientes novos, que 

seria um estímulo à exploração dos braços abertos, de um lado e a aversão aos 

espaços abertos e à novidade do aparelho do outro, que consistiria em um estímulo 

à redução da exploração dos braços abertos (Handley & Mithani, 1984; Pellow 

Colab, 1985; Treit e Colab, 1993). Alguns estudos têm demonstrado que drogas 

ansiolíticas aumentam o tempo de permanência e/ou o número de entradas nos 

braços abertos, enquanto que drogas ansiogênicas diminuem estes parâmetros. 

Entretanto, estes efeitos somente são considerados na ausência de alteração da 

atividade locomotora (Pellow & Colab, 1985; Rodgers & Cole 1994). Assim, no 
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presente estudo o treinamento progressivo de natação durante oito semanas foi 

capaz de induzir o comportamento do tipo ansioso nos animais, o que não é 

observado em outros modelos de exercício moderado em esteira ou nos modelos de 

exercício físico voluntário (Harri et al., 1999; Guszkowska, 2004). 

O estresse físico resultante do modelo animal de exercício aplicado neste 

estudo pode resultar em sobrecarga emocional e consequentemente em aumento 

dos níveis de ansiedade. Essas alterações são similares a mudanças promovidas 

por programas intensos de treinamento tanto em homens saudáveis como em 

atletas (Raglin, 1993). A maioria dos atletas sofrem com deterioração do humor sem 

perda da performance física. Os sintomas da síndrome do supertreinamento 

(overtraining) começam com problemas evidentes como perda do sono, perda do 

apetite e diminuição do peso, irritabilidade, dores musculares, aumento dos níveis de 

ansiedade e depressão (Raglin, 1993; Budget, 1990; Budget, 2000). A prevalência 

desta síndrome parece ser ainda mais presente em esportes de resistência e entre 

atletas de elite, devido às altas cargas de trabalho. Além disso, para alguns 

indivíduos o exercício físico pode tornar-se uma obsessão, resultando em uma 

exagerada preocupação com o exercício e com o treino excessivo. A maior parte dos 

indivíduos dependentes do exercício, não apresenta sinais imediatos de dano e boa 

saúde mental (Bamber et al., 2000; Blumenthal et al., 1984; Davis et al., 2003). 

Segundo Felipe et al. (2005), a cafeína, em doses moderadas, pode 

produzir no desempenho intelectual. Inversamente, as doses elevadas podem 

causar sintomas de confusão mental, indução de erros em tarefas, aumento dos 

níveis de ansiedade. Podem ocorrer tremores nos músculos e taquicardia. 

A dose crônica utilizada nesse estudo não pode ser caracterizada como 

alta dose, portanto respostas ansiogênicas não eram esperadas. Ainda, o tratamento 
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crônico foi capaz de reverter o efeito ansiogênico do treinamento físico. 

Sabidamente, a cafeína atua sobre o metabolismo muscular, gera maior capacidade 

e diminuição da fadiga (Roy et al.,1994). As respostas observadas podem ser 

resultado da ação da cafeína em diminuir a fadiga provocada pela carga de trabalho 

inerente a atividade.   

Entre os efeitos produzidos pela cafeína, está a habilidade de realçar a 

atividade motora. A atividade motora pode ser facilmente medida e controlada por 

circuitos cerebrais relativamente bem caracterizados. Por estas razões, as 

mudanças na locomoção são representadas pela propriedade estimulante da 

cafeína, e no seu mecanismo de ação (Fisone et al., 2004). Estudos em roedores 

mostram aumento da atividade locomotora devido ao efeito estimulante da cafeína 

(Snyder et al., 1981; Svenningsson et al., 1997). Em contrapartida, doses agudas de 

cafeína (25 mg/kg i.p.) diminuíram a atividade locomotora, determinando sintomas 

depressivos, que são efeitos gerados pelo bloqueio do receptor de A2A de adenosina 

(Ledent et al., 1997).  

A cafeína apresenta diversas influências no comportamento, entre elas o 

aumento no estado de alerta, motivação para trabalhar e eficiência (Fredholm et al., 

1999). Os efeitos da cafeína no aprendizado, na memória e na coordenação estão 

relacionados à ação dessa metilxantina no alerta, na vigilância e na fadiga (Nehlig et 

al., 1992). O tratamento crônico com cafeína causa uma diminuição na atividade 

locomotora (Nikodijevic et al., 1993), enquanto que o tratamento agudo com 

moderadas doses, estimula a atividade locomotora em roedores (Fredholm et al., 

1993), mas altas doses também diminuem essa atividade.  

Portanto, o efeito da cafeína sobre o perfil locomotor em animais parece 

apresentar respostas distintas. É provável que as variações de dose e a forma de 
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tratamento influenciem esse padrão comportamental, já que no presente estudo não 

verificamos alteração na locomoção dos camundongos. O exercício físico por si, 

também não alterou a atividade locomotora. De acordo, o perfil locomotor não 

costuma ser afetado pela atividade física ou sofre ligeira diminuição (Pang et al., 

2006). 

O exercício físico é uma forma específica de atividade física com 

característica estruturada e repetitiva com o objetivo de manter e/ou melhorar a 

forma física, as funções metabólicas e a saúde geral (Dishman et al., 2006). 

Especificamente, sobre o SNC, os efeitos do exercício físico ganharam 

importância na última década e são foco de pesquisas tanto em humanos como em 

modelo animal. Os mecanismos relacionados aos efeitos benéficos do exercício 

físico compreendem uma série de eventos que favorecem o aumento da expressão 

e concentração de uma variedade de fatores neurotróficos. 

A prática regular de exercícios físicos aeróbios pode produzir efeitos 

antidepressivos e ansiolíticos e proteger o organismo dos efeitos prejudiciais do 

estresse na saúde física e mental. Com isso pesquisas envolvendo estudos que 

relacionam aspectos psicobiológicos com a prática de exercícios físicos tem 

apresentado resultados promissores, principalmente no âmbito das reações 

emocionais a situações estressoras de medo que podem desencadear os 

transtornos de ansiedade (Salmon, 2001). 

Com relação aos danos a biomoléculas, em nosso estudo observou-se 

que nas estruturas estudadas teve significativa alteração na formação de grupos 

carbonil em proteínas estriatais referente ao grupo de animais T-caf em relação ao 

grupo nT-cont a ao grupo T-cont (figura 4A). No entanto na degradação de sulfidrilas 

e da peroxidação de lipídeos (figura 4B e 4C, respectivamente) não se observou 
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diferença estatística entre os grupos. No córtex pré-frontal observou-se níveis iguais 

de carbonilação de proteínas e presença de sulfidrilas entre os grupos experimentais 

(figura 5A e 5B, respectivamente). Observamos na figura 5C um aumento na 

lipoperoxidação no grupo dos animais T-caf em relação ao grupo dos animais nT-caf 

e no grupo T-cont comprado ao nT-cont. Com relação à atividade das enzimas 

antioxidantes, no estriado não se observou alteração da atividade da CAT nos 

grupos avaliados (figura 6A). Já a cafeína ativou a SOD no estriado (figura 6B) 

apresentando um aumento significativo nos animais nT-caf quando comparados ao 

grupo nT-cont. A atividade das enzimas antioxidantes, no córtex pré-frontal 

demonstra que a atividade da CAT (figura 7A) foi similar entre os grupos, enquanto 

que no grupo dos animais T-caf houve aumento da sua atividade em comparação ao 

grupo dos animais T-cont (figura 7B). 

Alguns estudos in vitro demonstram que a cafeína e seus metabólicos 

apresentam efeitos antioxidantes (Gómez-Ruiz et al., 2007; Shi et al., 1991). A 

cafeína inclusive é capaz de reagir com o radical hidroxila, o qual é gerado pela 

reação de Fenton (Shi et al., 1991), na qual peróxido de hidrogênio reage com o 

ferro e também na reação de Haber Weiss onde o peróxido de hidrogênio reage com 

o ânion superóxido (Haber e Weiss, 1934). A maioria dos estudos sobre a cafeína e 

estresse oxidativo foram feitos in vitro, mas estudos feitos in vivo sugerem que a 

cafeína pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (Mukhopadhyay et al., 

2003; Rossowska & Nakamoto, 1994). Por outro lado, a ação neurotóxica desta 

substância não pode ser descartada. Entretanto em nosso estudo não se observou 

alterações significativas nas estruturas cerebrais estudadas, provavelmente pela 

adaptação das células nervosas ao estímulo estressor do treinamento. Estudos 

também mostram que a cafeína e os produtos do seu catabolismo, teobromina e 
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xantina exibem tanto propriedades antioxidantes (Gómez-Ruz et al., 2007; Azam et 

al., 2003) quanto pró-oxidantes, demonstrada pela quebra oxidativa do DNA in vitro 

(Azam et al., 2003). 

Tanto em humanos como em animais, ainda existe uma grande 

dificuldade em estabelecer modelos de exercício ou treinamento físico que 

proporcionem benefícios à saúde mental. Os modelos voluntários utilizam rodas de 

correr (running wheel) e costumam gerar benefícios sobre a saúde mental, no 

entanto por ser voluntário, o controle das variáveis de treinamento não é possível 

(Raglin, 1990). Nos modelos forçados aplicados freqüentemente em piscina ou 

esteira, as variáveis de treinamento podem ser controladas cuidadosamente. Apesar 

disso, há evidências de que esse tipo de treinamento gera sobrecarga emocional 

excessiva. Portanto, um cuidado com detalhes metodológicos deve ser tomado no 

sentido de extinguir ou minimizar possíveis estressores (Dishman, 2006). Para se 

protegerem contra a oxidação, os organismos contam com mecanismos químicos e 

enzimáticos (Yu, 1994). O principal sistema de defesa antioxidante é constituído por 

enzimas antioxidantes. 

O exercício físico é uma condição que exerce influência sobre o balanço 

entre ataque oxidativo e mecanismo de defesa antioxidante. Durante o exercício 

físico ocorrem várias reações químicas que implicam na formação dos EROS. Para 

proteger os tecidos contra possíveis danos causados pelos EROS, as enzimas 

antioxidantes como SOD, CAT e GPx/GR, parecem responder de maneira 

adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e órgãos de indivíduos treinados 

(Avula & Fernandes, 1999). 

Por razões óbvias, muitos estudos envolvendo estresse oxidativo e 

exercícios têm sido conduzidos em modelos animais, especialmente o rato. Contudo, 
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esses estudos são passíveis de erros, pois poucos associam as variáveis 

metabólicas com a intensidade do esforço nesses animais (Prada et al., 2004).  

O fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) para a manutenção do 

exercício pode ser proveniente dos metabolismos aeróbio e anaeróbio. Durante o 

exercício moderado, as respostas fisiológicas estabilizam-se rapidamente e o 

oxigênio supre de maneira satisfatória a demanda energética. Em intensidades mais 

elevadas, a via metabólica predominante é a anaeróbia, o que resulta na redução 

abrupta do pH muscular em conseqüência da produção de lactato. Isso dificulta a 

manutenção do exercício por tempo prolongado, já que ocorre a inibição da 

atividade enzimática e redução da atividade do Ca
++ 

a troponina (McArdle et al., 

1998).  

Modelos animais fornecem condições apropriadas para a obtenção de 

resultados referentes a mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas 

adaptações metabólicas ao exercício, que não seriam possíveis de outra forma. São 

raros ainda, na literatura, estudos que relacionam a ingestão de cafeína e estresse 

oxidativo à intensidade do esforço durante o exercício em ratos (Prada et al., 2004). 

Acredita-se que a cafeína possua mecanismos de ação central e 

periférica que podem desencadear importantes alterações metabólicas e fisiológicas, 

resultando na melhoria do desempenho físico (Altimari et al., 2001). É similar na 

estrutura a diversos metabólicos endógenos, cruza a barreira hemato-encefálica e a 

placenta, e é distribuída no líquido intracelular (Arnaud, 1987). Estas propriedades 

permitem que a cafeína afete muitos tecidos humanos, incluindo o SNC, o sistema 

cardiovascular, e o músculo esquelético (Hardman, 1996). 

Segundo Spriet (1995), existem pelo menos três teorias que podem tentar 

explicar o efeito ergogênico da cafeína durante o exercício físico. A primeira envolve 
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o efeito direto da cafeína em alguma porção do sistema nervoso central, afetando a 

percepção subjetiva de esforço e/ou a propagação dos sinais neurais entre o 

cérebro e a junção neuromuscular. A segunda teoria pressupõe o efeito direto da 

cafeína sobre co-produtos do músculo esquelético. As possibilidades incluem: 

alteração de íons, particularmente sódio e potássio; inibição da fosfodiesterase 

(PDE), possibilitando um aumento na concentração de adenosina monofosfato 

cíclica (AMPc); efeito direto sobre a regulação metabólica de enzimas semelhantes 

às fosforilases (PHOS); e aumento na mobilização de cálcio através do retículo 

sarcoplasmático, o qual contribui para o potencialização da contração muscular. A 

terceira teoria diz respeito ao aumento na oxidação das gorduras e redução na 

oxidação de carboidratos (CHO). Acredita-se que a cafeína gera um aumento na 

mobilização dos ácidos graxos livres dos tecidos e/ou nos estoques intramusculares, 

aumentando a oxidação da gordura muscular e reduzindo a oxidação de 

carboidratos.  

Concluímos, a partir do exposto, que baixas doses de cafeína usadas 

cronicamente em animais em treinamento físico prolongado em piscina previne os 

efeitos ansiogênicos do exercício sem significativas alterações celulares no estresse 

oxidativo. Isto se deve, provavelmente, a uma adaptação das células ao estímulo 

estressor do exercício físico. 
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