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1. Introducao:

A cafeina ¢ uma das substancias ergogénicas mais estudadas e utilizadas no esporte, com
efeitos positivos bem documentados sobre a performance fisica e cognitiva, incluindo aumento
da resisténcia, melhora do tempo de reagdo, da capacidade de atengdo e redugdo da percepgao
subjetiva de esforco (Gonzalez-Milan et al., 2019; Spriet, 2014). Seu mecanismo de acdo esta
centrado no bloqueio competitivo dos receptores de adenosina no sistema nervoso central, o
que leva a um aumento da excitabilidade neural e a liberacdo de neurotransmissores como
dopamina e noradrenalina (Davis et al., 2003). Esses efeitos fisiologicos conferem a cafeina um
importante papel modulador do desempenho em tarefas fisicas intensas ou prolongadas.
Entretanto, a resposta ergogénica a cafeina ndo ¢ uniforme. Embora alguns trabalhos indiquem
que a cafeina ndo interfere diretamente no grau de dano muscular induzido pelo exercicio, ela
pode atenuar a dor muscular tardia provocada por sessdes de resisténcia, refletido em maiores
concentragcdoes de lactato sanguineo — aspecto que ainda carece de maior investigacdo
Pickering e Grgic, 2019). Diversos fatores influenciam sua eficacia, incluindo dose, momento
e a forma de ingestdo, caracteristicas individuais como genética, sensibilidade, cronotipo, como
tipo e horario do dia em que o exercicio ¢ realizado (Mora-Rodriguez et al., 2018; Chtoura et

al., 2022; Grgic e Varovic, 2024).

Outro fator relevante a ser considerado € o cronotipo individual, que representa a tendéncia
biologica de uma pessoa realizar suas atividades em determinados periodos do dia. Os

individuos matutinos tendem a apresentar picos de rendimento nas primeiras horas do dia,



enquanto os vespertinos ou noturnos alcancam melhor desempenho no final da tarde ou inicio
da noite (Rouland et al., 2021; Vitale & Weydahl, 2017). Esse alinhamento (ou desalinhamento)
entre cronotipo e horario do exercicio pode influenciar substancialmente o desempenho fisico,
os parametros fisiologicos e at¢ mesmo o estado emocional do praticante (Rae et al., 2015; Silva
Junior & Silva, 2021). A cafeina, por sua vez, pode modular essas diferengas cronotipicas,
especialmente em vespertinos submetidos a exercicios matinais, promovendo melhora no
desempenho por meio da estimulagdo do sistema nervoso central. Contudo, a ingestao em
horarios tardios pode impactar negativamente o sono e a recuperacgao, reduzindo a qualidade do
repouso e afetando a performance em sessdes subsequentes (Watson et al., 2022; Revuelta-

Cobos et al., 2022).

O sono ganha destaque nesse contexto por ser essencial tanto para a recuperagao do atleta
quanto para sua performance esportiva (Hugh et al., 2023). No entanto, a cafeina pode
comprometer a qualidade do sono, especialmente quando consumida no periodo da tarde ou a
noite, o que pode prejudicar a evolucdo do atleta (Bodur et al., 2025). Esse efeito estd
relacionado a dose ingerida em mg/kg, ao horario de consumo, bem como a metabolizagdo e
excrecao da substancia. Portanto, ¢ fundamental realizar uma avaliagdo e acompanhamento do
sono desses individuos, a fim de prevenir quedas no desempenho e possiveis lesoes decorrentes
de uma recuperacdo inadequada (Clark e Landolt, 2016). Dessa forma, a estratégia de
suplementagdo com cafeina devera levar em conta ndo apenas o tipo de exercicio, mas também

o cronotipo € o horario da atividade.

Além dos efeitos fisioldgicos, a cafeina exerce impactos sobre aspectos psicobioldgicos,
como parametros psicoafetivos (humor e afeto), os estados de alerta, a aten¢do sustentada e o
controle inibitério, um dos componentes das fungdes executivas (Franceschini et al., 2020). A
acdo psico estimulante da cafeina pode aumentar a motivagao para o exercicio, reduzir a fadiga
central e melhorar a percepc¢ao subjetiva de desempenho (Loy et al., 2018; Carneiro et al., s.d.),
e, ainda, potencializar o desempenho em tarefas que exijam concentracdo (Cappelletti et al.,
2015; McLellan et al., 2016; Weibel et al., 2021). Tem sido mostrado que a suplementacgdo de
cafeina melhora a tolerancia a fadiga e interesse em continuar no exercicio (parametros
psicoafetivos) durante exercicio aerdbio, porém pouco ¢ conhecido sobre o efeito apos
treinamento que envolva levantamento de sobrecargas (Ex.: Cross Training). Melhora de
parametros psicoafetivos apds uma sessdo de treinamento intenso ¢ importante para que o
individuo possa se manter motivado e continuar se exercitando a longo prazo (adesdo ao

exercicio) (Ekkekakis et al., 2011). Além disso, hd dados da literatura que mostram que a



ingestao de cafeina trinta minutos antes da realizagcdo de testes cognitivos resulta em aumento
do niimero de acertos em tarefas que envolvem atengdo sustentada e foco seletivo (Konishi et
al., 2018), carcteristicas psicobiologicas importantes para os praticantes de cross training e que
podem ser potencializadas pela ingestao de cafeina (Franceschini et al., 2020; Fiani et al., 2021;
Soo6s et al.,, 2021). Neuroquimicamente, o antagonismo da cafeina sobre os receptores
adenosinérgicos A e Axa favorece a liberagdo de neurotransmissores como a dopamina, a
noradrenalina e o glutamato, que estao ligados aos aspectos motivacionais do comportamento
e aos estados de alerta e vigilia (Franceschini et al., 2020). A cafeina também inibe a atividade
das enzimas acetilcolinesterase e monoamina oxidase, prolongando a acdo de
neurotransmissores, como a acetilcolina e a serotonina, importantes moléculas que modulam a

atencao e os estados de humor (Haskell-Ramsay et al., 2018).

Adicionalmente, polimorfismos genéticos desempenham um papel relevante na variagao
interindividual da resposta a cafeina. Um dos principais genes envolvidos nesse processo € o
CYPIA2, que codifica a enzima citocromo P450 1A2, responsavel pelo metabolismo de
aproximadamente 95% da cafeina no figado (Pickering & Kiely 2018). Esse gene pode
apresentar um polimorfismo funcional que resulta em diferentes velocidades de metabolizagao
da substancia, classificando os individuos em metabolizadores rapidos (gendtipo AA) e
metabolizadores lentos (portadores do alelo C) (Grgic et al., 2020; Guntoro et al., 2023). Outro
gene investigado no contexto da variabilidade interindividual a resposta ergogénica da cafeina
¢ 0 ADORA2A, que codifica o receptor de adenosina do subtipo A2A. O interesse nesse gene
decorre do papel central da cafeina como antagonista competitivo da adenosina no sistema
nervoso central, principalmente nos receptores Al e A2A, mecanismo considerado um dos

modelos mais aceitos para explicar seus efeitos fisioldgicos (Guest et al., 2021).

Por outro lado, embora a cafeina seja amplamente reconhecida por seus efeitos
ergogénicos, pode desencadear efeitos adversos que merecem investigagao sistematica. Estudos
demonstram que sua ingestdo, especialmente em horarios vespertinos ou noturnos, estd
associada a redugdes significativas na qualidade e duragdo do sono, com aumento da laténcia
para adormecer e fragmentagao do sono REM, efeitos mediados pelo bloqueio dos receptores
de adenosina Al e A2A (Clark & Landolt, 2017; Drake et al., 2013). Adicionalmente, relatos
de desconforto gastrointestinal - incluindo gastralgia, refluxo e alteragdes no transito intestinal
- sdo frequentes em consumidores sensiveis ou quando ingerida em altas doses (>5 mg/kg),

possivelmente por estimulacdo da secrecdo gastrica e relaxamento do esfincter esofagico



inferior (Boekema et al., 1999; Liszt et al., 2017). No ambito cardiovascular, evidéncias
apontam que a cafeina pode alterar a homeostase autondmica, com aumento da atividade
simpatica (reducao da variabilidade da frequéncia cardiaca) e elevagdes transitorias na pressao
arterial, particularmente em metabolizadores lentos (genotipo CYP1A2 AC/CC) (Rogers et al.,
2010; Zhang et al., 2021). Tais achados justificam a necessidade de investigar esses potenciais
efeitos adversos em contextos esportivos, onde a busca por performance muitas vezes supera

consideragdes sobre tolerancia individual.

Dada essa complexa interagdo entre nutricdo, ritmo circadiano, cronotipo, aspectos
fisiologicos, psicobioldgicos e genéticos, o objetivo do presente estudo € investigar os efeitos
da suplementacdo de cafeina em diferentes hordrios do dia sobre o desempenho fisico,
modulagdo autondmica, biomarcadores bioquimicos, saturacdo de oxigénio muscular,
qualidade do sono, ansiedade, humor e cognicao, considerando a interagao com o cronotipo € a
presenca de polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo da cafeina em individuos

praticantes de Cross training.

2. Justificativa

Apesar de amplamente consumida no meio esportivo, a cafeina continua sendo utilizada de
forma genérica, sem a devida consideragdo as caracteristicas fisioldgicas e comportamentais
individuais, como o cronotipo e o horario do dia em que o exercicio ¢ realizado. Essa lacuna ¢
especialmente relevante quando se observa que o desempenho fisico, a modulagdo autondmica,
os estados emocionais € cognitivos, € 0s processos de recuperacao sofrem influéncia direta do
ciclo circadiano. Ignorar essas varidveis pode comprometer tanto a eficacia da suplementagdo
quanto a seguranca do praticante, sobretudo quando os efeitos colaterais, como insonia, agitacdo

e desconforto gastrointestinal, ndo sao devidamente monitorados.

Embora a literatura sobre os efeitos ergogénicos da cafeina seja extensa, ainda sdo
escassos os estudos que avaliam de forma integrada os seus impactos sobre a performance
fisica, a variabilidade da frequéncia cardiaca, os biomarcadores bioquimicos relacionados a
fadiga, a oxigenagdo muscular, fatores genéticos e aspectos subjetivos como percepcao de
esforco, estado de alerta, ansiedade, humor, processos cognitivos e qualidade do sono. Pouco
se conhece também sobre como essas respostas variam conforme o cronotipo do individuo —

matutino ou vespertino — especialmente quando a cafeina ¢ ingerida em momentos distintos



do dia, como manha e noite. Dessa forma, este projeto propde uma abordagem inovadora, com
a aplicacdio de um modelo experimental inédito que busca compreender os efeitos da
suplementagdo de cafeina de maneira ampla, precisa e personalizada, utilizando ferramentas
validadas como escalas subjetivas, diario do sono, testes neuropsicoldgicos, espectroscopia

NIRS e analise da VFC.

A escolha por praticantes de cross training, modalidade que exige elevada capacidade
de poténcia anaerdbica, controle autonomico e rapida recuperagdo, contribui para a
aplicabilidade dos achados em um contexto esportivo real e exigente. Ao investigar como o
horario de ingestdo da cafeina e o cronotipo influenciam a resposta do organismo nessas
multiplas dimensdes, o estudo pretende oferecer subsidios para estratégias mais
individualizadas de prescrigao nutricional e de planejamento do treinamento, ajustadas ao perfil
fisiologico de cada praticante. Isso representa um avango importante na forma como a cafeina
¢ utilizada na rotina de atletas e treinadores, indo além da simples dose-resposta e alcangando

um modelo mais refinado de intervengao.

Nesse sentido, o estudo apresenta ndo apenas relevancia cientifica, mas também um
claro cunho social, ao abordar de forma critica e propositiva o uso indiscriminado de
substancias ergogénicas, especialmente entre jovens e adultos fisicamente ativos, muitas vezes
orientados por fontes sem respaldo técnico ou cientifico. Ao gerar conhecimento confidvel, com
potencial de aplicacdo pratica no ambiente esportivo, este projeto contribuird para a formagao
de nutricionistas, profissionais de Educagao Fisica e treinadores mais preparados para orientar
0 uso seguro ¢ eficaz da cafeina. Além disso, os resultados poderao ser utilizados como base
para acdes de educacdo em saude, projetos de extensdo universitdria e intervengdes
comunitarias em academias, centros esportivos e instituicdes de ensino, fortalecendo a
promogdo de praticas esportivas baseadas na ciéncia, na seguranca ¢ na individualidade

biologica.

3. Objetivo Geral

Investigar os efeitos da suplementagdao aguda de cafeina, administrada em diferentes
horarios do dia, sobre o desempenho fisico, modulagdo autondmica, biomarcadores
bioquimicos, saturacao de oxigénio muscular, qualidade do sono, ansiedade, humor e cognicao,

considerando a interacdo com o cronotipo e a presenca de polimorfismos genéticos relacionados



ao metabolismo da cafeina em individuos praticantes de cross training no municipio de Macaé,

RJ.

4. Objetivos Especificos
Desempenho Fisico

- Avaliar os efeitos agudos da suplementagdo de cafeina em diferentes horarios do dia (manha

vs. tarde) sobre o desempenho em testes de forca, poténcia e resisténcia muscular.

- Comparar a magnitude do efeito ergogénico da cafeina entre individuos matutinos e
vespertinos em sessoes de exercicio realizadas em horarios alinhados e ndo alinhados ao seu

cronotipo.
Respostas Fisiologicas

- Investigar a influéncia da cafeina na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e na

saturagdo de oxigénio muscular (StO2) durante e ap0ds o exercicio fisico em diferentes horarios.

- Analisar se a suplementagdo de cafeina atenua o déficit de desempenho matinal em relagdo
ao periodo intermediario, considerando pardmetros como temperatura corporal e ativagao

neuromuscular.
Marcadores Bioquimicos

- Quantificar alteracdes em marcadores bioquimicos do metabolismo energético apds a

ingestao de cafeina em diferentes horarios.

- Verificar se os niveis de cortisol e noradrenalina variam em resposta a suplementagdo de

cafeina, considerando o horério de ingestdo e o cronotipo.
Qualidade do Sono

- Determinar o impacto da ingestdo de cafeina em diferentes horarios (manha, tarde e noite)
sobre parametros de qualidade do sono (laténcia, eficiéncia e despertar noturno) avaliados por

actigrafia ou polissonografia.

- Associagdo entre a variabilidade da frequéncia cardiaca e a qualidade do sono.



Cronotipo e Ritmo Circadiano

- Comparar a resposta ergogénica da cafeina entre individuos de diferentes cronotipos

(matutinos e vespertinos) submetidos a exercicios em horarios contrastantes (manha vs. tarde).

- Avaliar se a suplementacao de cafeina reduz a discrepancia de desempenho entre horarios

matutinos e vespertinos em vespertinos submetidos a exercicios matinais.
Polimorfismos Genéticos

- Investigar a influéncia do polimorfismo do gene *CYPIA2* (gen6tipos AA vs. AC/CC) na

resposta ergogénica, metabolica e psicobiologica a cafeina.

- Avaliar se variagdes no gene ADORA2A influenciam a modulacdo dos efeitos da cafeina
sobre a percepcao de esforco, niveis de ansiedade e desempenho cognitivo durante o exercicio

fisico.
Aspectos Psicobiologicos e Cognitivos

- Avaliar o efeito da cafeina sobre a percepcdo subjetiva de esforco (PSE), Afeto (e.g.,

PANAS, escala de sentimento, ativagdo, PACES-8) antes e ap0s o exercicio.

- Verificar o efeito da suplementagdo de cafeina no desempenho cognitivo (atengdo sustentada

e controle inibitério) de individuos praticantes de Cross Training.

Aspectos Gerais

- Identificar possiveis efeitos adversos da cafeina, como insonia, desconforto gastrointestinal,

ou alteragcOes na homeostase autondmica.

5. Métodos
5.1 Amostra

O célculo amostral sera realizado a priori, utilizando o software G*Power 3.1,
considerando um tamanho de efeito f = 0,40, erro alfa (a) de 0,05, poder estatistico (1-3) de

0,80 e quatro medicdes por sujeito (cafeina manha, placebo manha, cafeina noite, placebo



noite), com correlacdo entre medidas estimada em 0,5. Com esses pardmetros, serd necessario
um total minimo de 16 participantes. Para compensar perdas amostrais por abandono ou
problemas nos dados, sera adotada uma superestimagdo de 25%, totalizando uma amostra final
de 20 participantes. A amostra sera composta por 20 praticantes do sexo masculino, com
idade entre 18 e 45 anos, com pelo menos 12 meses de pratica continua da modalidade e

frequéncia semanal igual ou superior a trés sessdes.
Critérios de Inclusao:

O estudo incluira participantes do sexo masculino, com idades entre 18 e 45 anos, que
pratiquem Cross Training de forma continua ha pelo menos 12 meses, com frequéncia minima
de trés sessdes semanais. Serdo considerados elegiveis apenas individuos cujo cronotipo,
avaliado pelo questionario de Morningness-Eveningness Questionnaire (MEQ)-SA) de Horne
& Ostberg, seja classificado como matutino ou vespertino. Todos os participantes deverdo
compreender os procedimentos do estudo e fornecer consentimento formal mediante assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), atestando sua voluntariedade em

participar da pesquisa.
Critérios de Exclusao:

Serdo excluidos do estudo individuos com contraindica¢des ao consumo de cafeina,
como historico de arritmias cardiacas, hipertensdo nao controlada, distirbios gastrointestinais
ou transtornos psiquiatricos que possam ser agravados por estimulantes. Também ndo serdo
incluidos participantes que fagam uso de medicamentos que interfiram no metabolismo da
cafeina ou nas respostas fisioldgicas avaliadas, incluindo sedativos, ansioliticos e suplementos
termogénicos como estimulantes. Individuos com distirbios do sono nao tratados, como insonia
cronica ou apneia obstrutiva do sono e jet lag social ndo participardo do estudo, nem aqueles
que tenham realizado viagens recentes com mudanga significativa de fuso horario. Serdo
excluidos tanto consumidores habituais de altas doses de cafeina quanto abstémios, além de
fumantes e usuarios frequentes de alcool. Nao serdo incluidos participantes com lesdes
musculoesqueléticas ndo reabilitadas, doengas metabolicas ou enddcrinas nao controladas, ou
qualquer condi¢do que impega a realizacdo dos testes fisicos padronizados. Por fim, serdao
excluidos os individuos que ndo cumprirem os protocolos experimentais ou os controles

dietéticos estabelecidos durante o estudo.

5.2 Procedimento Experimental



O estudo serd um ensaio clinico experimental, randomizado, duplo-cego e cruzado
(crossover). Os participantes realizardo os testes em dois momentos distintos do dia, sendo um
pela manha (entre 07h e 09h) e outro a tarde (entre 13h e 16h), com suplementagao de cafeina
(6 mg/kg) ou placebo (silicato), em capsulas idénticas, administradas em ordem aleatoria. Sera
respeitado um periodo de washout de, no minimo, 24 horas entre as sessdes para evitar

interferéncia de efeitos residuais.

A fim de classificar os participantes entre os cronotipos sera aplicado previamente ao
inicio das sessOes experimentais o questionario Morningness-Eveningness Questionnaire

(MEQ-SA) de Horne & Ostberg.

Cada participante comparecera ao laboratorio em cinco ocasides distintas. Na primeira
visita, sera realizada a avaliagdo inicial de familiarizagdo com o teste Wingate, a testagem de
carga para determinacao da carga correspondente a 10 repeticdes maximas (10RM) no exercicio
de agachamento e supino reto no equipamento Smith®. Qualidade do sono (Pittsburgh Sleep
Quality Index), antropometria, consumo alimentar (recordatério de 24 horas), ingestdo habitual
de cafeina e coleta de sangue venoso para posterior extracao de DNA gendmico. As amostras

de DNA serao utilizadas para analise dos polimorfismos nos genes CYP142 ¢ ADORA2A.

Nas quatro sessdes experimentais seguintes, os participantes seguirdo 0 mesmo

protocolo, com variagdo apenas da condicdo (cafeina ou placebo) e do horario (manha ou tarde).

Ao chegar ao laboratério, o participante serd submetido a coleta de uma amostra
sanguinea de 10 mL, realizada por profissional de enfermagem habilitado com material estéril
e descartavel. Em seguida, permanecerd em repouso por 15 minutos em decubito dorsal sobre
maca adequada, periodo durante o qual sera registrada a variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) por meio de cardiofrequencimetro validado, e serd utilizado o sensor MOXY
posicionado sobre o musculo vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémios para avaliacdo da
saturagdo de oxigénio muscular (StO2) em repouso basal. Os participantes também responderao
questionarios para avaliar os niveis de humor, ansiedade e satisfacdo com exercicio, além de
serem submetidos a testes neuropsicologicos na fase pré-exercicio para a avaliagdo cognitiva.
Apos esse periodo, o participante ingerira a capsula contendo cafeina ou placebo, conforme
randomizagdo. Apos os 60 minutos seguintes, periodo previsto para absor¢ao da substancia,
permanecera em repouso e respondera novamente aos questionarios de sono, humor, ansiedade

e satisfagdo do exercicio e alimentacdo referentes a noite anterior e ao dia atual. Passado o



tempo de absor¢do, serd iniciado o protocolo de exercicio. Primeiramente, o participante
realizara um aquecimento muscular composto por duas séries de 15 repeticdes com 30% da
carga correspondente a 10RM. Em seguida, realizara trés séries do exercicio de agachamento
no Smith Machine, utilizando cargas entre 70% e 90% da carga previamente determinada para
10RM, executando o movimento até a falha concéntrica voluntaria (exaustdo muscular). Entre
as séries, sera respeitado um intervalo de 1 a 2 minutos de descanso. Na sequéncia, ap6s 5
minutos de recuperacao passiva, o participante realizara duas séries do teste de Wingate, com
duragdo entre 15 e 30 segundos cada, em cicloergdmetro com carga proporcional a massa

corporal (7,5%), respeitando um intervalo de 2 a 5 minutos entre as séries.

Ap6s o término do segundo Wingate, sera realizada uma nova coleta sanguinea de 10
mL, seguida por outro periodo de 15 minutos de repouso em decubito dorsal, para repeticdao da
analise da VFC e da saturacdo de O. muscular (SmO:) com o0 MOXY, permitindo comparar os
dados pds-exercicio com os valores basais. A percep¢do subjetiva de esfor¢co (RPE) sera
avaliada antes, durante e depois dos testes. Também serd feita nova aplicacdo de testes
neuropsicologicos para comparar o desempenho cognitivo dos individuos nas fases pré e pos-
exercicio. Todo o procedimento experimental sera realizado no Laboratério de Pesquisa em
Ciéncia do Esporte (LAPICEN/UFRJ-Macaé) onde possui todo equipamento técnico (bicicleta
ergométrica, material para coleta e analise das amostras sanguineas) para realizagdo da
pesquisa. O LAPICEN/UFRJ-Macaé possui pessoal (Fisioterapeutas e Médicos) da area de
saude treinado e equipamentos (desfibrilador, ambu, eletrocardiograma etc.) para oferecer
suporte em caso de situagdes de urgéncia/emergéncia clinica. Caso haja necessidade durante a
execucao de todo o procedimento experimental (durante a puncao venosa e realizagdo dos testes
de esfor¢o no cicloergdmetro) sera prestado ao participante os primeiros atendimentos por uma
equipe treinada em primeiros socorros/remog¢do € seu transporte serd realizado em veiculo
particular para o Hospital Publico de Maca¢ (HPM) onde recebera todo atendimento. O
participante terd o direito a assisténcia integral gratuita devido a danos diretos/indiretos e
imediatos/ tardios pelo tempo que for necessario. O participante terd a garantia de ressarcimento

das despesas referente ao transporte e a alimentacao.
5.3 Avaliacao Antropométrica

A massa corporal dos participantes serd obtida por meio de uma balanga eletronica
portatil de bioimpedancia (InBody270, PPS®), com capacidade méxima de 150 kg e precisdo

de 50 g. A estatura sera mensurada com o auxilio de um antropometro vertical com precisao de



0,1 cm. A partir desses dados, sera calculado o Indice de Massa Corporal (IMC), conforme os
critérios estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 1995). As medic¢des serdo
realizadas no primeiro dia de avalia¢do, com os participantes em jejum leve, vestindo o minimo

de roupas e descalgos, respeitando os procedimentos padronizados de afericdo antropométrica.
5.4 Avaliacao Dietética

Em cada sessdo experimental, sera aplicado um Recordatorio de 24 horas (R24h) com
o objetivo de estimar o consumo alimentar nas 24 horas anteriores ao teste fisico. As
informacdes alimentares obtidas serdo analisadas por meio do software WebDiet®,
considerando os valores de carboidratos, proteinas, lipideos e o total energético ingerido. Para
garantir maior controle sobre a alimentacao, os participantes receberdo previamente orientagdes
da nutricionista do laboratério, com a recomendacao de manterem o mesmo padrao alimentar
nas 24 horas que antecederem cada sessdo, minimizando variagdes nutricionais que possam

influenciar nos resultados fisiologicos e metabdlicos analisados no estudo.
5.5 Teste de 10 Repeticdoes Maximas (10RM) no Agachamento no Smith

O teste de 10 repeticdes maximas (10RM) no exercicio de agachamento sera realizado
no equipamento Smith Machine, com o objetivo de determinar a carga méaxima que o
participante conseguird levantar de forma adequada por dez repeticdes consecutivas. A
execucao serd supervisionada por avaliadores experientes, seguindo os critérios de seguranga e
padronizagdo do movimento. Antes do teste, os participantes realizardo um aquecimento
especifico com duas séries: a primeira com carga leve (~50% estimado do 10RM) e a segunda
com carga moderada (~70%). Entre as séries de aquecimento e as tentativas maximas, sera
respeitado um intervalo de 2 a 5 minutos. A carga inicial do teste sera estimada com base na
experiéncia relatada pelo praticante. Serdo permitidas até 5 tentativas para identificacdo da
carga correspondente ao 10RM, com intervalo minimo de 5 minutos entre elas. Durante a
execucao, os participantes deverdo realizar o movimento com a técnica padronizada: descida
até a linha do quadril atingir a altura dos joelhos (aproximadamente 90° de flexao do joelho),
seguido da extensao completa dos joelhos na subida. O movimento serda guiado por um
metrénomo (cadéncia de 2 segundos na fase excéntrica e 1 segundo na fase concéntrica) e a
repeticao sera considerada valida apenas se mantida a amplitude e ritmo estabelecidos. A carga
definida nesse teste serd utilizada posteriormente no protocolo de pré-fadiga das sessdes

experimentais.



5.6 Protocolo de Esforco Fisico — Pré-Fadiga e Testes de Wingate

O protocolo de esforgo fisico serd composto por duas etapas principais, executadas em
sequéncia: uma fase inicial de pré-fadiga muscular, seguida por duas séries do teste de poténcia
anaerobica do tipo Wingate, com intervalo de recuperagao passiva entre elas. A fase de pré-
fadiga consistird na execugdo de trés séries do exercicio de agachamento no Smith Machine,
utilizando cargas entre 70% e 90% da carga previamente determinada para 10RM, executando
o movimento até a falha concéntrica voluntaria (exaustao muscular). O participante realizard o
maximo numero de repeticdes possiveis até a exaustdo concéntrica, mantendo uma cadéncia
padronizada por metronomo (2 segundos na fase excéntrica e 1 segundo na fase concéntrica). O
participante devera executar o agachamento até¢ 90 graus de flexdo dos joelhos, assegurando
padronizagdo do movimento. A execucao sera supervisionada por membros da equipe técnica,
assegurando a qualidade do movimento e a seguranga do participante. Imediatamente apos o
término do agachamento, o participante serd direcionado ao cicloergdmetro para a realizacao
da primeira série do teste de Wingate, com duragdo de 30 segundos, utilizando uma carga de
resisténcia equivalente a 7,5% da massa corporal total (0,075 kg/kg). Apds o término da
primeira série, sera concedido um intervalo de 5 minutos de recuperacao passiva, seguido pela
segunda série do teste de Wingate, realizada sob as mesmas condi¢des. O teste sera realizado
em um cicloergdmetro de resisténcia mecanica Biotec 2100 (Cefise®, Sao Paulo, Brasil),
equipado com sensores duplos e sistema de carga por pesos em cesto. O equipamento estara
conectado a um computador com o software Ergometric® versao 7.0 (Cefise®), responsavel
pela coleta e analise automatizada dos dados. Antes do inicio de cada série do teste, os

participantes serdo instruidos a:

1. Iniciar a pedalada a partir de 0 rpm, atingindo o mais rapidamente possivel a maior

velocidade de pedalada possivel;

2. Manter o nivel méaximo de esforco e poténcia ao longo dos 30 segundos de teste.

Durante a execug¢ao, os voluntarios serdo motivados verbalmente por dois membros da
equipe técnica, visando garantir o engajamento total no esfor¢o. Serdo coletados os seguintes
parametros de desempenho em cada uma das duas séries do teste: poténcia de pico (W);

poténcia média (W); Indice de fadiga (%); curva de poténcia (W) ao longo do tempo.



A execugdo de duas séries consecutivas do Wingate, apos inducdo de fadiga por exercicio
de forca, permitira avaliar de forma mais sensivel os efeitos agudos da cafeina sobre o

desempenho anaerobico, a tolerancia a fadiga e os desfechos fisioldgicos analisados.
5.7 Avaliacao da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ser4 avaliada com o objetivo de verificar
a modulagdo autondmica antes e apos os testes de performance. A coleta seré realizada com a
cinta tordcica da marca Avanutri, conectada via Bluetooth ao aplicativo Elite HRV, instalado

em smartphone com sistema Android compativel.

A coleta serd conduzida em duas trés etapas: a primeira, antes da ingestdo da cépsula, e
a segunda durante, e a terceira, imediatamente apds o término do protocolo de exercicio fisico,
em ambas as condi¢des experimentais (cafeina e placebo). Em ambas as coletas, o participante
permanecera em decubito dorsal, em ambiente silencioso, com temperatura controlada
(~22°C), por um periodo continuo de 15 minutos, sendo instruido a evitar movimentos e manter

a respiracao espontanea e tranquila.

Os arquivos de intervalo R-R (RRi) serdo exportados do Elite HRV no formato .txt e
processados posteriormente no software HRVanalysis® versdo 1.2. Serdo analisados os
parametros temporais (ex.: RMSSD, SDNN), frequenciais (LF, HF, LF/HF) e nao lineares (ex.:
Poincar¢), conforme as diretrizes internacionais de analise da VFC (Task Force, 1996). Os cinco
primeiros minutos serdo descartados como tempo de estabilizag¢do, sendo utilizados os 10

minutos finais para analise quantitativa.
5.8 Analise dos Parametros Bioquimicos

Com o objetivo de avaliar a resposta fisiologica ao exercicio e aos efeitos da cafeina,
serdo analisados parametros bioquimicos relacionados a fadiga, metabolismo energético e
estresse fisiologico. As coletas sanguineas venosas (10 mL) serdo realizadas antes e
imediatamente apos os testes de performance, em cada uma das quatro sessdes experimentais.
A coleta serd realizada por uma enfermeira devidamente habilitada, integrante da equipe técnica
(ndo executora do projeto). Um cateter intravenoso 20G radiopaco e apirdégeno (Introcan
Safety™) serd inserido na veia antecubital e conectado a um perfusor de duas vias
(VitalGold®). Apos a primeira coleta, serd injetada uma solucao salina heparinizada (2 mL),

preparada com 1 mL de heparina sodica (Eurofarma) em 10 mL de soro fisiologico, para evitar



coagulacdo. Antes de cada nova coleta, serdo retirados e descartados 2 mL da solugdo salina
heparinizada e 1 mL de sangue, para limpeza do sistema. As amostras serdo acondicionadas da
seguinte forma: 2,8 mL em dois tubos com EDTA (BD Vacutainer-K3EDTA 15%), 2,8 mL em
tubo com heparina (BD Vacutainer — Heparina Sédica 72 U.S.P.), e 1,6 mL em tubo com
fluoreto de sddio e EDTA dissédico (NaF/Na:EDTA). O sangue fresco sera centrifugado a 2500
rpm por 20 minutos, € o plasma e o soro obtidos serdo armazenados a -20°C até a realizagdo
das analises. A analise de lactato e glicose sera realizada no plasma utilizando kits comerciais
da marca Labtest®, com leitura espectrofotométrica automatizada no analisador BIOplus 200®
(Bioclin/Quibasa, Sao Paulo, Brasil). A andlise da cafeina sérica sera conduzida por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme protocolo adaptado de Alvi &
Hamami (2001). Sera utilizado um cromatografo Shimadzu® (Kyoto, Japao), equipado com
bomba quaternaria LC-20AT, detector de matriz de diodos SPD-M20A, coluna CTO-20A
mantida a 35°C e desgaseificador DGU-20AS5. O software AnLCsolution v1.25 SP1 serd
empregado para controle do sistema e aquisicdo dos dados. A cafeina seré extraida do soro por
precipitacdo proteica, utilizando 200 pL de soro misturados a 25 pL. de amostras, 25 puL de
pentoxifilina (60 ug/mL) como padrao interno, € 300 pL de metanol. A mistura serd agitada
por 1 minuto, centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, ¢ 250 pL do sobrenadante serdo
separados, sendo 50 pL injetados no HPLC. A quantificagdo sera realizada com base em uma
curva de calibragdo em soro humano livre de farmacos, com concentragdes finais de 0,15 a 30
png/mL. Além disso, serd analisado o cortisol a partir do soro obtido por centrifugagdo da
amostra de sangue total. A quantificacao sera realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA),
utilizando kits comerciais validados para uso clinico e de pesquisa, como os da IBL
International® ou DRG® (Alemanha). O cortisol sera utilizado como marcador sensivel da
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), permitindo inferir os efeitos fisiologicos
do exercicio agudo e da ingestdo de cafeina sobre a resposta ao estresse, sendo especialmente
relevante para a interpretagdo da recuperacao pos-esforco. Todos os procedimentos seguirdo as
normas de biossegurancga vigentes e serdo conduzidos por profissionais capacitados e treinados.
As andlises laboratoriais serdo realizadas em duplicata, e os dados serdo registrados em

planilhas eletronicas especificas para posterior analise estatistica.
5.9 Avaliacao da Saturacio de Oxigénio Muscular (StO:)

A saturagdo de oxigénio muscular (StO:) sera avaliada por meio de espectroscopia no
infravermelho préoximo (NIRS), utilizando o dispositivo portatii MOXY Monitor®,

amplamente validado para analises de esforco muscular em ambientes laboratoriais e



esportivos. O objetivo serd monitorar a dinamica da oxigena¢do muscular nos momentos de
repouso basal, durante o esforco de alta intensidade (teste de Wingate) e na fase de recuperacao
pos-esforco, em diferentes condi¢des experimentais (cafeina vs. placebo; manha vs. noite). O
sensor sera posicionado exclusivamente sobre o musculo vasto lateral da perna dominante, com
fixagdo por bandagem compressiva elastica (ex.: Coban® 3M) para garantir a estabilidade do
sinal e evitar interferéncia por luz ambiente ou movimento. A primeira coleta ocorrera com o
participante em decubito dorsal por 15 minutos, simultaneamente a analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), e servird como registro basal de oxigena¢cdo muscular. Apoés a fase
de suplementagao e absorcao (60 minutos), o participante realizara o protocolo de desempenho,
porém somente os dados obtidos durante as duas séries do teste de Wingate e na recuperacao
imediata subsequente serdo considerados para andlise da SmO:. Os dados obtidos durante o
exercicio de agachamento no Smith Machine ndo serdo utilizados na analise de oxigenagdo
muscular, pois esse exercicio ndo ¢ direcionado ao musculo monitorado. A coleta durante o
Wingate ocorrerd de forma continua, abrangendo as duas séries de 30 segundos cada, com
intervalo de 5 minutos entre elas. Em seguida, serd mantido o monitoramento da SmO: durante
15 minutos de recuperagdo em repouso, com foco na resposta de reoxigenagcdo muscular. Os
dados brutos serdo exportados em formato .csv e processados em planilhas eletronicas para

analise posterior. As varidveis principais analisadas incluirdo:
StO: basal (pré-esforgo);
StO2 minima durante o Wingate;

Velocidade e padrdo de recuperagdo da SmO: (reoxigenacao nos tempos de 1,3, 5 e

10 minutos).
5.10 Instrumentos e Questionarios Aplicados

Para garantir a avaliacao subjetiva e comportamental dos participantes em relagcdo ao sono,
estado de alerta, cronotipo e alimentagdo, serdo utilizados instrumentos padronizados e
validados, aplicados nos momentos adequados conforme descrito no delineamento

experimental.

e Questionario de Cronotipagem de Horne e Ostberg Morningness-Eveningness
Questionnaire (MEQ — SA): sera utilizado na avaliagdao inicial para determinar o

cronotipo dos participantes (matutino, intermediario ou vespertino). O instrumento



contém 19 questdes relacionadas aos horarios preferenciais de atividade, sono e
desempenho, com validagdo psicométrica reconhecida internacionalmente.

« Indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh (Pittsburgh Sleep Quality Index —
PSQI): seré aplicado na visita inicial e reaplicado apos os testes de performance antes
de cada sessdo experimental, com foco na avaliacdo da qualidade do sono durante a
noite anterior. O PSQI é composto por 19 itens e avalia sete componentes do sono,
gerando um escore global. Escores superiores a 5 indicardo ma qualidade do sono.

e Escala de Sonoléncia de Karolinska (Karolina Sleepiness Scale — KSS): sera
aplicada imediatamente antes do inicio dos testes de performance, nas quatro sessdes
experimentais. A KSS ¢ uma escala subjetiva de 9 pontos que avalia o grau de
sonoléncia/estado de alerta do individuo no momento da aplicacdo, sendo uma

ferramenta rapida e amplamente utilizada em contextos de sono e desempenho fisico.

5.11 Avaliacao do Esforco Percebido

A avaliacao do esfor¢o percebido sera realizada por meio da escala de esfor¢o percebido
(Rating of Perceived Exertion — RPE), utilizando o modelo baseado em repeti¢cdes em reserva
(Repetitions in Reserve — RIR), conforme proposto por Cavarretta et al. (2022). A escala varia
de 0 a 10, sendo que cada valor numérico representa a estimativa do numero de repeticdes que
o participante acredita ainda ser capaz de executar antes de atingir a falha concéntrica
voluntaria.

A aplicagdo da escala ocorrera na avaliacao inicial de familiarizacdo com o teste Wingate,
na testagem de carga para determinagdo da carga correspondente a 10 repetigdes maximas
(10RM) no exercicio de agachamento e nos seguintes momentos do protocolo experimental:

- Antes do protocolo de esforgo fisico (pré-esforgo e teste de poténcia anaerdbica);

- Imediatamente apods cada série do exercicio de agachamento;

- Imediatamente ap0s o teste de Wingate;

- Trinta minutos ap6s o término dos testes;

Antes de cada série de agachamento, os participantes serao relembrados do funcionamento
da escala para garantir a consisténcia das respostas. No entanto, os dados da RPE serdo
registrados apenas apds a execu¢do das séries de agachamento e apds o teste de Wingate,
visando capturar a percepcao subjetiva da intensidade do esforco realizado.

A aplicacdo da escala em multiplos momentos permitird avaliar a evolugao da percepgao

de esforgo ao longo do protocolo, fornecendo indicadores indiretos do acumulo de fadiga e da



intensidade das cargas utilizadas, o que contribui para a compreensao integrada das respostas

psicofisioldgicas ao exercicio com e sem ingestao de cafeina.

5.12 Avalia¢ao da satisfacao e afeto com exercicio fisico

As escalas de satisfacdo do exercicio foram utilizadas para avaliar a afetividade que o
exercicio proporciona ao praticante a fim de entender os fatores psicologicos que levam a

sensagdo de prazer/desprazer com o exercicio fisico.

A escala de Prazer da Atividade Fisica (PACES-8) avalia por meio de escala de que
varia em escores de 1 a 7 para expressar o grau de concordancia com cada um dos oito itens
presente na escala (Mullen et al., 2011). A escala de sentimento com o exercicio avalia o grau
de satisfagcdo durante e ap6s o exercicio. Os participantes, durante o exercicio, sdo questionados

acerca de como estdo se sentindo naquele momento.

A escala é apresentada no formato bipolar de 1 ponto, variando de +5 a -5. Ancoras
verbais sdo fornecidas no ponto 0 e em todos os nimeros inteiros impares +5 = muito bom, +3
= bom, + 1 = razoavelmente bom, 0 = neutro, - 1 = bastante ruim, -3 = ruim ¢ -5 = muito mal
(Hardy; Rejeski, 1989). A Escala de Ativacao ¢ utilizada para avaliar o nivel de excitabilidade
percebido pelo avaliado. Trata-se de um instrumento autoavaliativo, composta de seis pontos

lineares com a classificagdo: 1 = pouco ativo e 6 = muito ativo (Svebak; Murgatroyd, 1985).

A escala PANAS (Positive and Negative Affect Schedule), desenvolvida por Watson,
Clark e Tellegen (1988), € um instrumento psicométrico amplamente utilizado para mensurar
os niveis de afeto positivo e negativo de forma independente. A versdo original ¢ composta por
20 itens, sendo 10 relacionados ao afeto positivo (como "entusiasmado" e "determinado") e 10
ao afeto negativo (como "irritado" e "culpado"). Os participantes devem indicar o quanto
experimentaram cada uma das emogdes listadas em um determinado periodo de tempo (por
exemplo, no dia, na ultima semana ou geralmente), utilizando uma escala do tipo Likert de 5
pontos, que varia de 1 (muito pouco ou nada) a 5 (extremamente). A pontuacdo € obtida
somando-se os escores dos itens de cada subescala separadamente, permitindo avaliar os dois
dominios afetivos de maneira independente. A escala ¢ considerada valida e confiavel, sendo
amplamente utilizada em estudos sobre saide mental, bem-estar psicologico e respostas
emocionais em diferentes contextos. Os participantes serdo familiarizados com as escalas, a fim

de garantir compreensao e consisténcia nas respostas.



5.13 Atividade cerebral (Eletroencefalograma - EEG)

Para a realizagdo da avaliacao da EEG serd utilizado o dispositivo Nano EEG portatil de
29 canais da marca ICELER®. O procedimento inicia-se com a preparagao do equipamento e
posicionamento dos eletrodos no couro cabeludo com uso de touca de Neoprene seguindo o
sistema de posicionamento internacional 10-20, com o uso de gel condutor para melhorar a
qualidade do sinal e reduzir o ruido. Durante o registro dos dados, o participante deve estar
confortavel, em uma posi¢cdo sentada para minimizar artefatos causados por movimentos. O
dispositivo Nano EEG ¢ iniciado para registrar a atividade elétrica cerebral. O uso de software
compativel com o Nano EEG permite a visualizacdo e interpretacdo dos sinais. A avaliagdo da
atividade cerebral por EEG seré realizada em trés momentos: antes, imediatamente apos e 30
minutos apos o exercicio. As medidas terdo duragdo de 10 minutos, com o individuo sentado e
de olhos fechados. Os pardmetros analisados incluirdo as ondas alfa 1 e 2, beta 1 e 2, teta, delta
e gama, além da aplicacdo de célculos de razdo entre as ondas, quando necessario, para melhor

compreender o comportamento cerebral.

5.14 Avaliacgdo cognitiva
a) Aplicacao dos testes neuropsicologicos

Serdo realizadas duas aplicacdes de testes neuropsicoldgicos, uma para avaliagdo
cognitiva pré e outra pos-exercicio fisico para verificar a influéncia da cafeina no desempenho
cognitivo de individuos adultos. Serdo aplicados dois testes neuropsicologicos para avaliacao
cognitiva. Sao eles: o teste dos cinco digitos (Five Digital Test= FDT: para avaliar o controle
inibitdrio) e o teste D2-R (para avaliar a aten¢do), testes validados para populacdo brasileira
(Noronha et al., 2003; Cotta et al., 2012; Rueda et al., 2008; Campos et al., 2016). O teste FDT
utiliza o efeito de interferéncia como medi¢do da funcao executiva, ja que se relaciona como
um processo do sistema de controle inibitério. O efeito de interferéncia ocorre quando duas
informagdes sobre 0 mesmo estimulo estdo em conflito € a menos intuitiva € selecionada. Esse
teste baseia-se na leitura de digitos de 1 a 5, a contagem de quantidades de 1 a 5, a capacidade
de ignorar uma informacao de processamento automatico, como ¢ a leitura, para prestar aten¢ao
em uma informag¢ao controlada (contagem) em estimulos diferentes e também a capacidade de
alternar entre a leitura e a contagem. O teste consiste em quatro etapas: leitura, contagem,
escolha e alternancia (Campos et al., 2016). O teste D2-R, por sua vez, tem o objetivo de
identificar a capacidade de manter a atengao em diferentes situagdes, ou seja, uma atengao

concentrada. A testagem consiste de 14 linhas, com 47 sinais posicionados horizontalmente.



Sao 16 sinais diferentes, mas que possuem similaridades. Esses sdo distribuidos aleatoriamente.
A tarefa consiste em procurar os objetos alvos, que sdo a letra “d” com dois tragos e, a partir de
entdo, marca-los. O tempo de duragdo do teste ¢ de cerca de 5 minutos. Ao final, os erros de
troca ou omissao podem significar um desvio na atencao seletiva, no caso dos erros de omissao,

ou de atengdo concentrada, no caso dos erros de troca (Schwartz, 2017).

b) Analise dos testes neuropsicologicos

Cada teste possui um cartdo de avaliagdo. Ao final da aplicacao dos testes nas etapas pré
e pos-intervencao, a pontuagdo obtida em cada teste sera feita de acordo com os dados e tabelas
disponibilizados em cada teste, levando em consideracdo a idade, o nivel de escolarizagdo e a
regionalidade. Para se obter as pontuagdes relacionadas ao controle inibitério no teste FDT,
deve-se levar em consideragdo as pontuacdes obtidas na etapa leitura, em que o individuo faz
apenas a leitura dos numeros que aparecem na folha de teste, a escolha, na qual o individuo
deve falar apenas a quantidade de algarismos que aparecem e ndo o valor semantico daquele
algarismo (exemplo: aparecem 3 numeros 5. O individuo deve falar 3 e ndo 5) e também a
alternancia, em que, o individuo deve alternar entre falar a quantidade de algarismos e o valor
semantico dele. Dessa forma, o célculo final ¢ dado pela seguinte férmula:
Inibicao = Escolha — Leitura
Flexibilidade = Alternancia - Leitura
Assim, utiliza-se as pontuacdes diretas obtidas em cada etapa (tempo de execugdo do teste) para
realizar as analises do controle inibitorio. Apos essa etapa, deve-se utilizar a tabela normativa
do teste para encontrar a pontuagdo derivada (percentis) de acordo com a idade dos individuos.
O percentil permitird a comparacao entre o individuo e a populacdo a qual ele pertence. Dessa
maneira, se o individuo estiver em um percentil de 75 significa que 25% da populacdo obteve
uma pontuacao maior ou igual para esse mesmo teste e que 75% da populagdo possui pontuacao
menor ou igual a obtida por esse individuo (Campos et al., 2016). Para as analises da pontuacao
e percentis no teste de atengdo D2-R ¢ utilizado o valor do desempenho da concentragiao (DP)
obtido. Para essa analise sdo vistos o nimero de objetos-alvo marcados menos o niamero de
erros de troca. A analise é feita em blocos de linhas e, ao final, sdo somados os valores obtidos
em cada um deles, gerando um escore bruto final. Esse valor ¢ convertido em percentil,
utilizando como base a tabela normativa adequada a faixa etaria dos individuos e ao nivel de

escolaridade (Schwartz et al., 2017).

5.15 Analise Genética



Os pesquisadores serdo cegados quanto ao gendtipo dos participantes até a finalizacao
completa de sua participag@o no estudo. Além disso, toda a andlise genética sera realizada por
um pesquisador ndo envolvido com os testes de desempenho. Amostras de sangue serao
coletadas na primeira visita dos participantes ao laboratorio, na sessao de familiarizagao. Serao
coletadas amostras de 2 mL de sangue periférico total, onde o DNA genomico sera extraido
utilizando o kit QIAamp DNA Blood Mini (QIAGEN, Alemanha), conforme as instru¢des do
fabricante. A identificagdao do polimorfismo de nucleotideo tinico rs762551, localizado no intron
1 do gene CYP1A2, sera realizada por meio da técnica de amplificagdo por sistema de mutagao
refratdria a reacdo em cadeia da polimerase (ARMS—PCR), utilizando primers alelo-especificos
previamente descritos na literatura para discriminag@o dos alelos C e A. Serdo empregados os
seguintes oligonucleotideos: primer do alelo C: 5’-CAAAGGGTGAGCTCTCTGTGGTCC-3’,
primer do alelo A: 5’-CAAAGGGTGAGCTCTGTGGACA-3’ e primer reverso comum: 5’-
GAGGCGATGGAGAAGGTGTTGA-3’. A reacdo de amplificagdo sera conduzida com
condi¢des otimizadas de PCR, incluindo temperatura de anelamento e numero de ciclos
especificos, de forma a garantir a especificidade da amplificagdo e a correta identificagdo dos
genotipos. Os produtos amplificados serdo analisados por eletroforese em gel de agarose,
permitindo a visualiza¢do dos fragmentos especificos de cada alelo, e, assim, a classificacao dos
participantes como homozigotos para o alelo C (C/C), homozigotos para o alelo A (A/A) ou
heterozigotos (A/C). De forma complementar, serd realizada a genotipagem do polimorfismo
1s5751876 do gene ADORA2A, também por meio da técnica de PCR com primers alelo-
especificos. Os oligonucleotideos utilizados serdo: primer do alelo T (5°-
GCTGGACCTTTGACCTTGTTC-3"), primer do alelo C (5°-
GCTGGACCTTTGACCTTGTCC-3”) e primer reverso comum (5°-
AGGCTGTTGGAGGAGTTTTG-3’). As condigdes da reagdo serdo ajustadas de modo a
assegurar a especificidade e eficiéncia da amplificagcdo. Os produtos obtidos serdo igualmente
analisados por eletroforese em gel de agarose, possibilitando a discriminagao dos genotipos T/T,

C/CouT/C.
5.16 Analise estatistica

Sera utilizada a estatistica descritiva média+desvios padrdo. O teste Shapiro-Wilk sera
utilizado para verificar a normalidade dos dados. Na andlise inferencial sera utilizada a anélise
de variancia (ANOVA-Two-way) com o teste de post hoc de Tukey’s. O tamanho do efeito de

Cohen serd calculado para quantificar as diferencas entre os ensaios experimentais. Sera



considerado significativo o valor de p<0.05. As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando

o software SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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