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INTRODUGAO:

A dor é um problema de saude publica mundial com impactos sociais e econémicos significativos. Nos EUA, os
custos relacionados a dor somam cerca de 600 bilhGes de ddlares por ano (Gaskin and Richard, 2012). No Brasil,
62,4% da populacdo sofre com algum tipo de dor, sendo 58,3% dessas dores cronicas. Contudo, o tratamento
dessas dores é frequentemente inadequado, com apenas 30% dos casos tendo sucesso (Borsook et al., 2011).
Tradicionalmente, o tratamento da dor muscular envolve o uso de analgésicos e anti-inflamatdrios e, ha algumas
poucas décadas, a pratica regular de exercicios fisicos tem sido destacada como uma eficiente estratégia
terapéutica (Pauli e Ropelle, 2009). A atividade fisica tem mostrado potencial para modular substancias endégenas
gue melhoram a salde, atuando na prevencdo e promocao da salde. Especificamente para a dor, estudos indicam
que o exercicio reduz e/ou previne diferentes condicdes dolorosas, tanto em humanos quanto em animais (veja a
revisdo: Naugle et al., 2012 e Almeida et al., 2015). Pesquisas recentes realizadas pelo nosso grupo indicam que o
exercicio previne a cronificacdo da dor muscular, modulando a resposta inflamatdria através do aumento de
macroéfagos anti-inflamatdrios e citocinas. Demonstramos que a natacdo aumenta as concentragdes de IL-10, uma
citocina anti-inflamatéria, e que o aumento da IL-1P é prevenido através da ativacdo dos receptores de PPARy
induzida pelo exercicio (de Azambuja et al., 2021).
Embora o exercicio fisico seja eficiente em prevenir a hiperalgesia muscular, é preciso salientar que, em individuos
portadores de condi¢gdes dolorosas cronicas, intensidades moderadas e elevadas de exercicio podem aumentar a
sintomatologia (Hargreaves e Spriet, 2020).
A suplementag¢do com cafeina tem se mostrado eficaz para reduzir a fadiga associada ao exercicio. Seu efeito no
metabolismo energético é descrito, pelo menos em parte, pela acdo sobre a biogénese mitocondrial, que ocorre
através da modulagdo da expressdo da PGC-1a e PPARy.

Considerando nossos dados prévios de que a prevencdo da dor muscular cronica pelo exercicio é
modulada pelos receptores PPARy; que a PGC-1a, um dos mais importantes co-ativadores dos receptores PPARYy,

pode modular os efeitos anti-inflamatérios do exercicio; e que a cafeina pode atuar sobre a PGC-1a contribuindo
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com seus efeitos transcricionais, hipotetizamos que a suplementagdao com cafeina em animais saudaveis pode
reduzir o desenvolvimento e a manutengao da dor muscular crénica de origem inflamatéria através da modulagdo

da via de sinalizagcdo PGC-1a/ PPARy.

METODOLOGIA:

Animais: Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com quatro semanas de idade, obtidos do
CEMIB/UNICAMP (6331-1/2023).

Modelo de hiperalgesia muscular aguda seguida de hiperalgesia muscular cronica: O modelo de transi¢cdo da
hiperalgesia muscular aguda para cronica foi realizado através da administracdo de Carragenina (Cg/100ug) no
ventre do musculo gastrocnémio direito para inducdo da hiperalgesia muscular aguda. Dez dias depois, no mesmo
local, foi administrada a Prostaglandina E, (PGE,/1ug) para evidenciar a hiperalgesia muscular crbnica (de
Azambuja,et al,2021 e Dina et al., 2008).

Quantificacdo da hiperalgesia muscular: foi realizada através do analgesimetro digital (Insight, Brasil), tipo
Randall-Selitto, que aplica uma forga linear sobre o ventre do musculo gastrocnémio de camundongos. A
hiperalgesia muscular foi quantificada entre o periodo de 0 e 17 dias do estimulo inicial (de Azambuja,et al,2021
e Dina et al., 2008). O registro do limiar hiperalgésico foi quantificado pela média de 3 medidas realizadas em
intervalos de 5 minutos entre cada uma, observando a resposta do animal ao estimulo mecanico realizado. A
hiperalgesia foi expressa pela variacdo no limiar nociceptivo, calculado pela subtracdo da média do limiar
nociceptivo mecanico registrado em diferentes tempos apds administragdo dos estimulos inflamatdrios ou veiculo
com os valores registrados antes do inicio das injecGes (medida basal).

Administragao oral de cafeina: Para avaliar o efeito da suplementagao de cafeina foi realizado, durante os 17 dias
do modelo experimental, a suplementacédo de cafeina (3,5 mg e 7,0/ Kg de peso corporal) diluida em agua filtrada,
pela manha antes que qualquer manipulagdo fosse feita (figura 1).

Andlise Estatistica: foi realizada por ANOVA (One e Two Way) com o teste de Tukey, a Area Sob a Curva foi utilizada
para avaliar o periodo crénico de hiperalgesia muscular e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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FIG 1: Linha do tempo do protocolo experimental

RTqPCR em tempo real (RTqPCR): Para avaliarmos se a suplementagdo com cafeina alteraria o RNAm da via PGC-
1a/PPARy, amostras do musculo gastrocnémio foram coletadas nos tempos de 24h e 48h apds a carragenina, e
novamente apds 24h da Prostaglandina E, e armazenadas em TRIzol. O cDNA foi preparado a partir do RNA total
e a técnica de RTgPCR em tempo real foi realizada com o equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems)
utilizando o sistema Syber Green (Fast SYBR Green Master Mix, Invitrogen). Os parametros para a realiza¢do da
RTqPCR, foram: 1 ciclo a 952C durante 20 segundos, 40 ciclos a 952c por 3 segundos e 602C com durag¢do de 30

segundos. A normaliza¢do dos resultados foi feita com GAPDH.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para avaliarmos se a suplementacdo oral com cafeina seria capaz de reduzir e/ou prevenir o desenvolvimento
e a manutencdo da hiperalgesia muscular crénica, realizamos um teste para determinar a concentracgdo ideal de
cafeina (3,5 ou 7,0 mg/kg de peso corporal). Nossos resultados demonstraram que a suplementacdo de cafeina
com ambas as doses reduziu o desenvolvimento e a manutencdo da hiperalgesia muscular crénica (Two way
ANOVA, pds teste de Tukey, p<0,05 - Figura 2A). A analise de area sob a curva (AUC) confirmou os resultados (One
way ANOVA, pds teste de Tukey, p<0,05 - Figura 2C).
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Figura 2: Efeito da suplementagao de cafeina na hiperalgesia muscular aguda e crénica. A) grafico de linha temporal demonstrando as
respostas comportamentais ao longo de 17 dias. B) Area sob a curva do periodo agudo (1-3 dias). C) Area sob a curva do periodo crénico
(10-17 dias). Os simbolos "x" indicam diferenga com grupo salina + cafeina, os simbolos "*" indicam diferenga com salina+PGE;, os simbolos
"e" indicam diferenga com carragenina+PGE; e os simbolos "#" indicam diferenga com as duas doses dos grupos cafeina.

O segundo objetivo especifico do presente projeto referente a avaliagdo da alteragdo da expressdo do RNAm da

via PGC-10/PPARYy foi realizado, mas sem resultados confidveis até o momento.

CONCLUSOES:

O presente estudo demostrou, até o momento, que a suplementagao de cafeina reduz o desenvolvimento e a
manuten¢do da hiperalgesia muscular cronica. Portanto, a cafeina pode ser uma estratégia terapéutica

interessante para ser utilizada no controle das dores musculares cronicas.
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