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Tabla 8. Equivalente ventilatorio para el oxigeno (O,) y para el dioxido de
carbono (CO,) en el segundo umbral ventilatorio (UV,) durante una prueba de
test incremental de ciclismo con la administracion de 3mg/kg/dia de cafeina o
placebo durante 20 dias consecutivos.

Tabla 9. Frecuencia cardiaca tras la ingestion de cafeina con la administracion
de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.

Tabla 10. Dolor de cabeza, malestar gastrointestinal (Gl) y dolor muscular
con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias
consecutivos.

Tabla 11. Irritabilidad, insomnio y diuresis respondidos, medidos con una
escala de 1 a 10 puntos, con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un
placebo durante 20 dias consecutivos.
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RESUMEN

La cafeina (trimentilxantina 1,3,7) es una sustancia psicoactiva que puede ser ob-
tenida de forma natural en las hojas de té, cacao, café y yerba mate. Es una sustancia
que socialmente estd aceptada y se estima que es consumida por, al menos, el 90%
de la poblacién mundial. Desde una perspectiva deportiva, ha sido demostrado que
la cafeina es utilizada por el 74% de los deportistas debido a sus efectos de mejora
en el rendimiento deportivo, tanto en pruebas aerdbicas, como anaerdbicas. A pesar
de la abundante informacidn cientifica asociada a la ingesta aguda de cafeina y su
ergogenicidad, falta informacién en la literatura cientifica sobre aspectos como la
tolerancia o algunos mecanismos adicionales.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue evaluar y analizar los nuevos pa-
radigmas (mecanismos adyacentes, oxidacién de grasas asociadas a la intensidad y
tiempo de tolerancia) sobre la ingesta de cafeina.

Para dar respuesta a este objetivo se plantearon 7 investigaciones con un disefo
experimental de medidas repetidas, doble ciego y con orden aleatorizado. Esta me-
todologia de investigacion siempre fue comparada con una sustancia placebo. En
total, 38 deportistas activos y sanos participaron en las investigaciones.

En el estudio 1 se investigo el efecto de 3 mg/kg de peso corporal de cafeina en
la saturacion de oxigeno de los musculos vastos laterales del cuadriceps durante
un ejercicio con una intensidad incremental en un total de 13 participantes sanos
y activos. La ingesta aguda de la cafeina mejord el rendimiento aerébico maximo,
mientras que los cambios inducidos por la cafeina que se observan en la saturacién
de oxigeno de los musculos, la ventilacion pulmonar y la acumulaciéon de lactato en
la sangre sugieren que esos mecanismos también podrian contribuir al efecto ergo-
génico de la cafeina.

El estudio 2 investigd el efecto de 3mg/kg de peso corporal de cafeina en la sa-

turacion de oxigeno de los musculos vastos laterales del cuadriceps durante un test
anaerobico de Wingate de 15-s en un total de 15 participantes activos y sanos. En
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esta investigacion, la cafeina aumento la potencia pico, la potencia mediay, en con-
secuencia, la concentracion de lactato en la sangre. Sin embargo, la ingestion de
cafeina no indujo diferencias en la saturacién de oxigeno en comparacién con el
placebo. Estos resultados sugieren que la saturacion de oxigeno no es un mecanismo
gue intervenga en el efecto ergogénico durante los esfuerzos anaerdbicos de corta
duracion.

En el estudio 3 de nuevo se utilizé 3mg/kg de peso corporal de cafeina para com-
probar el efecto que tiene sobre la oxidacion de los sustratos metabdlicos de todo el
cuerpo. Doce adultos sanos y activos pedalearon durante 1 hora en un cicloergdme-
tro a la intensidad que provoca la maxima oxidaciéon de la grasa (Fatmax). Estos re-
sultados sugieren que la ingesta aguda de una dosis moderada de cafeina aumenta
la cantidad de grasa oxidada durante 1 hora de ciclismo al Fatmax.

El estudio 4 investigd el tiempo de tolerancia a los efectos ergogénicos de una
dosis moderada de cafeina (3mg/kg) en valores maximos de un test incremental y
un test de Wingate de 15-s. Para ello 11 sujetos sanos y activos formaron parte de
esta investigacion. Los resultados muestran un efecto ergogénico continuado con la
ingestion diaria de cafeina durante 15-18 dias; sin embargo, los cambios en la mag-
nitud de este efecto sugieren una tolerancia progresiva.

El estudio 5 investigd la evolucion de la tolerancia al efecto ergogénico de una
dosis moderada de cafeina (3 mg/kg) en el segundo umbral de ventilacién en 11
sujetos sanos y activos. Hubo una atenuacion progresiva del efecto ergogénico de la
cafeina en la carga de trabajo alcanzada por el segundo umbral ventilatorio cuando
la sustancia se ingiere crénicamente durante 20 dias consecutivos. Por lo tanto, la
habituacion a la cafeina mediante la ingestidn diaria puede reducir el efecto ergogé-
nico de este estimulante en el ejercicio aerdbico de intensidad submaxima.

El estudio 6 investigd el tiempo de tolerancia a los efectos secundarios mas comu-
nes inducidos por la cafeina en 11 sujetos sanos y activos a través de una encuesta
proporcionada diariamente. La ingesta diaria de 3mg/kg de cafeina indujo una ele-
vacion significativa de la presion arterial que desaparecid después de 8 dias. Sin
embargo, otros efectos inducidos por la cafeina, como el aumento del nerviosismo y
el vigor, la irritabilidad, el insomnio y la diuresis, permanecieron después de 20 dias
de ingestidn consecutiva de cafeina.
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Finalmente, en el estudio 7 se realizé un subanalisis de los estudios 56 y 7. Analiza
el concepto de “no respondedores” a la cafeina. Los resultados amplian la sugerencia
de una ocurrencia minima de “no respondedores” porque muestra que todos los in-
dividuos respondieron a la cafeina cuando la sustancia es comparada con un placebo
en varias pruebas.
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ABSTRACT

Caffeine (trimethylxanthine 1,3,7) is a psychoactive substance that can be obtained
naturally in tea leaves, cocoa, coffee and yerba mate. It is a socially accepted substan-
ce and is estimated to be consumed by at least 90% of the world’s population. From a
sports perspective, it has been demonstrated that caffeine is used by 74% of athletes
due to its effects on improving sports performance, both in aerobic and anaerobic
tests. Despite the abundant scientific information associated with acute caffeine in-
take and its ergogenicity, there is a lack of information in the scientific literature on
aspects such as tolerance or additional mechanisms.

The main aim of this Doctoral Thesis was to evaluate and analyze new paradigms
(adjacent mechanisms, fat oxidation associated with intensity and tolerance time) on
caffeine intake.

In order to answer this, 7 investigations with repeated measures, double-blind and
randomized order experimental design were proposed. This research methodology
was always compared with a placebo substance. In total 38 healthy active athletes
participated in the investigations.

In study 1, the effect of 3 mg/kg body weight of caffeine on the oxygen satura-
tion of the lateral vastus quadriceps muscles during exercise with an incremental test
to volitional fatigue was investigated. 13 healthy active participants took part in this
investigation. Acute caffeine intake increased maximum aerobic performance, whi-
le caffeine-induced changes in muscle oxygen saturation, pulmonary ventilation and
blood lactate concentration suggest that these mechanisms may also contribute to
the ergogenic effect of caffeine.

Study 2 investigated the effect of 3 mg/kg body weight of caffeine on oxygen satu-
ration on the lateral vastus quadriceps muscles during a 15-seconds Wingate anaero-
bic test. 15 healthy active participants performed this research. In this investigation,
caffeine increased mean and peak power and consequently, blood lactate concentra-
tion. However, caffeine ingestion did not induce differences in oxygen saturation com-
pared to placebo. These results suggest that oxygen saturation is not a mechanism
involved in the ergogenic effect during short-duration anaerobic efforts.
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Study 3 used 3 mg/kg body weight of caffeine to test its effect on the oxidation of
whole-body metabolic substrates. Twelve healthy active adults cycled for 1 hour on
a cycloergometer at the intensity that elicits maximum fat oxidation (Fatmax). These
results suggest that acute intake of a moderate dose of caffeine increases the amount
of fat oxidized during 1 hour of cycling at Fatmax.

Study 4 investigated the tolerance time to the ergogenic effects of a moderate dose
of caffeine (3 mg/kg) at maximum values of an incremental test and a 15-s Wingate
test. For this purpose, 11 healthy active subjects took part in this research. The results
show a continued ergogenic effect with daily caffeine intake for 15-18 days. However,
changes in the magnitude of this effect suggest a progressive tolerance.

Study 5 investigated the evolution of tolerance to the ergogenic effect of a modera-
te dose of caffeine (3 mg/kg) at the second ventilatory threshold in 11 healthy active
subjects. There was a progressive attenuation of the ergogenic effect of caffeine on
the workload reached by the second ventilatory threshold when the substance was
chronically ingested for 20 consecutive days. Therefore, habituation to caffeine by
daily ingestion may reduce the ergogenic effect of this stimulant in below maximum
intensity aerobic exercise.

Study 6 investigated the tolerance time to the most common caffeine-induced
adverse effects in 11 healthy active subjects through a survey provided daily. Daily
intake of 3 mg/kg caffeine induced a significant increase of blood pressure that di-
sappeared after 8 days. However, other caffeine-induced effects such as increased
nervousness, irritability, insomnia and diuresis, remained after 20 days of consecutive
caffeine intake.

Finally, a sub-analysis of studies 5, 6 and 7 was performed in study 7. It analyzes the
concept of “non-responders” to caffeine. The results extend the suggestion of a mini-
mal occurrence of “non-responders” because it shows that all individuals responded
to caffeine when the substance is compared to a placebo in several tests.
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La cafeina a través de la historia en el deporte y la ciencia

La cafeina (trimentilxantina 1,3,7) es una droga psicoactiva obtenida de forma
natural en las hojas de té, cacao, café y yerba mate. Sin embargo, también se puede
sintetizar en laboratorios como componente de ciertos medicamentos, cosméticos,
suplementos nutricionales y bebidas comerciales (Magkos & Kavouras, 2005). Es una
sustancia que esta socialmente aceptada y es consumida por, al menos, el 90% de la
poblacién mundial. EIl motivo de este gran uso por parte de la poblacion es la gran
accesibilidad que tiene en el mercado de alimentos y suplementos nutricionales,
ya que se puede encontrar mercantilizados en muchos paises. Por otro lado, como
ventaja para su consumo, la cafeina no necesita ningun tipo de prescripcion médica,
y, en el caso del deporte, es una sustancia muy utilizada para la mejora del rendi-
miento, ya que existe mucha evidencia cientifica respecto a sus efectos ergogénicos
(Burke, 2008).

Desde una perspectiva histérica, la cafeina en el mundo del deporte comenzé a
ser usada principalmente por atletas olimpicos. Dado el efecto el efecto ergogénico
a través de la estimulacion del sistema nervioso central (SNC) (Delbeke & Debackere,
1984), y ademas, el gran abuso de la sustancia entre los atletas, la cafeina se incluyé
en la lista de sustancias prohibidas por la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) en
1984 (Van Thuyne & Delbeke, 2006). Sin embargo, debido al dificil control y a la fa-
cil accesibilidad en el mercado, la sustancia se permitié el 1 de enero del 2004 (Del
Coso et al., 2011; Van Thuyne & Delbeke, 2006). De manera anecddtica, esta deci-
sién no afecto al consumo habitual entre atletas, ya que fue detectado que su uso
era similar a los afios en los que la sustancia estaba declarada prohibida (Van Thuyne
& Delbeke, 2006).

Un estudio que investigod la prevalencia del uso de la cafeina entre 2004 y 2008, de-
mostré que el 74% de los atletas analizados mediante muestras de orina, consumian ca-
feina antes o durante la competicidn, siendo en deportistas de disciplinas de resistencia
en los que se encontré mayor cantidad de cafeina (Del Coso et al., 2011). Apoyandose
en estudios con datos mas recientes, Aguilar-Navarro et al. (2019) mostraron que el con-
sumo de cafeina entre atletas desde 2004 hasta 2015 continud incrementado y estable-
ciéndose como una gran estrategia ergogénica. Destacando el aumento de este consu-
mo en deportistas de otras disciplinas deportivas de predominancia anaerdbica o mixta.
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La ergogenicidad de la cafeina y su analisis en un laboratorio proviene desde 1907
con “The action of caffeine on the capacity for muscular work”((Rivers & Webber,
1907) Figura 1), lo que supuso el inicio de una gran linea de investigacion a lo largo
de los afios. Una mini revision realizada por Juan José Salinero et al,. (2019), comu-
nicaron que, hasta la fecha de la publicacidn, la informacién acerca de los sujetos
analizados fue de 5321 personas. Ademas, destacd que tan solo el 16.3% de los
participantes analizados fueron mujeres. Asimismo, una comunicacion corta para la
revista cientifica “Nutrients”, informd que en el afio 2019, 202 manuscritos se cen-
traron en el estudio de los efectos de la cafeina (67.8% cafeina, 32.2% café), de los
cuales el 77.8% se objetivaron en el rendimiento deportivo (Del Coso et al., 2020).

THE ACTION OF CAFFEINE ON THE CAPACITY
FOR MUSCULAR WORK. By W. H. R. RIVERS axD
H. N. WEBBER.

(From the Psychological Laboratory, Cambridge.)

THE research of which an account is to be given in this article differs in
several respects from previous attempts to determine the influence of
caffeine on the capacity for muscular work in man. The method which
bas been usually employed has been to take a continuous series of
ergograms ab intervals of two to five minutes and to administer the
caffeine either before or at some stage in this continuous series. Such
a method gives no adequate means for the determination of any
differential action of the drug in the fresh condition and after fatigue
has been produced by the performance of a certain amount of work.
We have therefore tested the effect of the drug on the work recorded
in sets of ergograms separated by intervals of rest so that we have been
able to examine not only the influence of the drug at different intervals
after its administration, but also its action at the beginning of, and
throughout each set of ergograms,

In another important respect our work differs from all that previously
recorded, in that on the normal or control days we have taken doses of
a mixture which we were absolutely unable to distinguish from that
containing the caffeine’, In this way we have not only eliminated any
possible influence of suggestion, but also the much more important sources
of error arising from the sensory stimulation produced by swallowing the
drug and from the interest due to the act of taking it.

Each experiment was prolonged over a number of days, on some of
which a dose of caffeine was taken, and on others a dose of the control.
Both the caffeine and control mixtures were in most cases prepared for
us by Dr W. E. Dixon for whose kind help in this respect we are very
greatly indebted.

1 In experiments on the action of coffee, 3chumberg (4rch. f. physiol. 1899, Suppl.

8. 206) used a trol col d so as to r ble coffee, but there can have been no
question here of a control wholly indistingunishablegjrom the coffee.

PH. XXXVI. 3

Figura 1.

Primera pdgina del primer articulo cientifico relacionado con el efecto
de la cafeina desde un laboratorio.
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Como conclusion, las investigaciones sobre la ingesta de cafeina, o sustancias que
contienen cafeina, son muy recurrentes hoy en dia, tanto a nivel social y salud, como
a nivel deportivo, lo que la convierte en una sustancia de gran relevancia en el cam-
po de la ciencia. Sin embargo, todavia existen vacios en la ciencia para investigar los
efectos de la cafeina en un amplio espectro de variables en lo que al rendimiento
deportivo respecta.
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La ergogenicidad de la cafeina

Actualmente, los articulos y meta-analisis publicados acerca de los efectos ergogé-
nicos de la cafeina, han llegado a un nivel de publicaciéon de umbrella (meta-analisis
de meta-analisis (Grgic et al., 2019)). Tales evidencias meta-analiticas con respecto a
la ergogenicidad de la cafeina, han reportado mejoras significativas en, al menos, un
componente del rendimiento deportivo, informando de una magnitud del efecto de
pequefo a moderado, siendo los efectos en pruebas aerdbicas superiores a pruebas
anaerdbicas (Pickering & Grgic, 2019).

Dado la gran cantidad de publicaciones cientificas relacionando la ingesta de ca-
feina y el rendimiento deportivo, entre estas, se centraron en la dosis-respuesta op-
tima. Aunque se ha estudiado los efectos ergogénicos en un amplio espectro de
dosis, ha sido consensuado que las dosis moderadas de la cafeina (3-6 mg/kg) tienen
un efecto ergogénico similar a las dosis mas altas (Lawrence L. Spriet, 2014). Ade-
mas, las dosis moderadas parecen no presentar efectos secundarios de gran mag-
nitud. Por otro lado, una dosis de 3 mg/kg de peso es suficiente para incrementar
la cantidad de oxidacidn de las grasas a intensidades moderadas (Collado-Mateo et
al., 2020). Por lo tanto, una dosis moderada de cafeina es suficiente para mejorar el
nivel deportivo, aunque cabe destacar, que la variabilidad inter-individual, podria
condicionar el efecto de la sustancia.

Respecto al rendimiento aerdbico una ingesta aguda de cafeina (3-6 mg/kg) antes
del ejercicio, tiene una magnitud del efecto en un rango de (0.22-0.61 d), reforzando
las hipotesis de que la sustancia mejora el rendimiento aerdbico a través del retraso
en el tiempo de fatiga (Mike Doherty & Smith, 2004) y el incremento del trabajo me-
canico acumulado en pruebas de larga duracion (Southward, Rutherfurd-Markwick,
& Ali, 2018), la disminucién del tiempo en completar una prueba como son los time
trial (Ganio et al., 2009), mejorando la intensidad donde el deportista consigue el
segundo umbral ventilatorio (Berry et al., 1991; McNaughton, 1987), o aumentando
la oxidacién de grasas durante el ejercicio para mayor disponibilidad del glucégeno
muscular en los posibles minutos finales del ejercicio (Costill et al., 1978; T. E. Gra-
ham, 2001).
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Por otro lado, los resultados tras una ingesta aguda de cafeina en la capacidad
anaerdbica, ha generado controversias en pruebas especificas como el test anaeré-
bico Wingate. Algunas investigaciones reportaron efectos ergoliticos de la cafeina
(disminucién del rendimiento deportivo), sin embargo, otros investigadores eviden-
ciaron efectos positivos (J. K. Davis & Green, 2009). Finalmente, un meta-andlisis
que especificamente analizé el test anaerdbico de Wingate relacionado con la inges-
ta aguda de cafeina, reporté que el efecto agudo de la sustancia, tanto en la potencia
promedio como en la potencia pico, incrementd 3% y 4% respectivamente, aunque
la magnitud del efecto fue pequefia en un rango de (0.18-0.27d) (Grgic, 2018b).

Por lo tanto, debido a que la evidencia cientifica acerca del efecto ergogénico
de la cafeina tanto aerdbicas como anaerdbicas podria ser sélida. Quizas nuevos
paradigmas tales como, el analisis de mecanismos subyacentes de la cafeina para el
rendimiento, o bien el efecto de la ingesta crénica de una dosis baja de la sustancia,
podrian ser aclarados para un mejor entendimiento de los efectos ergogénicos aso-
ciados a la sustancia.
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Mecanismos asociados a la ingesta aguda y crdnica
de cafeina en humanos

El efecto de la cafeina sobre el rendimiento deportivo tiene asociados unos meca-
nismos directos sobre el SNC. Como se indicd anteriormente, existe un amplio con-
senso sobre la ingesta de 3-6 mg/kg de peso, 30-90 minutos antes de la practica de
ejercicio para conseguir un efecto ergogénico (Baltazar-Martins et al., 2019; Burke,
2008; Grgic et al., 2019; Mufioz et al., 2020; Pickering & Grgic, 2019; Salinero, Lara, &
Del Coso, 2019). Este efecto se debe a la capacidad de retrasar la fatiga, suprimir el
dolor, incrementar la liberacién de neurotransmisores, y consecuentemente aumen-
tar la ratio del impulso nervioso (Kalmar, 2005; Magkos & Kavouras, 2005; Nehlig et
al., 1992). La influencia de la cafeina en el SNC se produce a través del bloqueo de los
receptores de la adenosina en el cerebro A, A, , A,y A, teniendo mayor afinidad con
los receptores A y A, (J. M. Davis et al., 2003; Glaister & Gissane, 2018). Especifi-
camente, a pesar que este es el mecanismo principal, los efectos directos de la ade-
nosina en los diferentes sistemas adyacentes son dependientes del tipo del receptor
estimulado (Echeverri et al., 2010). La adenosina es una sefalizacion endégena extra-
celular ubicua cuya concentracién aumenta durante el ejercicio debido a la hidrdlisis
del trifosfato de adenosina (ATP). Esta ejerce su efecto a través de la interaccidn con la
proteina G acoplada a la membrana celular en todo el cuerpo, de los cuales estan los
4 subtipos anteriormente escritos (Koupenova & Ravid, 2013; Layland et al., 2014).

Molécula de cafeina Molécula de adenosina
(l:H3 HoN
N N 0 N N
)T o LMy
| HO—P—0 N
N N CI)' @]
CH;
/
H3C O OHOH
Figura 2.

Molécula de cafeina en la izquierda, y molécula de adenosina en la derecha.
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Figura 3.
Moléculas de cafeina bloqueando los receptores de adenosina en el cerebro.

A pesar de la influencia de la cafeina en el SNC, este mecanismo no puede ser
aislado ya que existen otros mecanismos periféricos que pueden ayudar a que la
ingesta de cafeina tenga mayor efecto ergogénico. Entre ellos, la cafeina también
produce un aumento indirecto de la concentracidon de adenosina sérica al bloquear
competitivamente los receptores de adenosina (Conlay et al., 1997). El aumento de
la disponibilidad de adenosina provoca una estimulacion generalizada de los qui-
miorreceptores distribuidos por toda la circulacion, creando un aumento del tono
simpatico y la liberacion de catecolaminas circulantes (Biaggioni et al., 1987). Es-
tas hormonas podrian aumentar la liberacidén de acidos grasos y la oxidacion de las
mismas, especificamente, mediante la segregacion de epinefrina (Terry E. Graham
et al., 2000a, 2008). Por otro lado, el principal efecto vascular de la adenosina se
refleja induciendo una vasodilatacidon de diferentes vasos sanguineos mediante la
estimulacion del receptor A,,. Ademas, la administracion aguda de cafeina aumenta
la vasodilatacion dependiente del endotelio mediante el aumento de la produccién
de 6xido nitrico (Umemura et al., 2006). Asi pues, la cafeina podria producir directa
e indirectamente una vasodilatacion en el endotelio y en las células del musculo
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liso vascular, lo que provoca un aumento del flujo sanguineo en los tejidos y del
suministro de oxigeno al musculo que se ejercita durante el ejercicio (Umemura et
al., 2006).

Aunque la evidencia en los mecanismos resultantes en el rendimiento deportivo
parece bastante consensuada, todavia no esta clara la incidencia de la ingesta créni-
ca de cafeina y sus efectos, principalmente por la existencia de una tolerancia pro-
gresiva. Este fendmeno, en términos de rendimiento, ha sido analizado en animales
reportando un aumento de los nimeros de receptores de adenosina en la corteza
cerebral. Asi pues, esta sobrerregulacidon evitaria el bloqueo de la cafeina mante-
niendo el efecto ergogénico motor por una ingesta continuada (Fredholm, 1979;
Fredholm et al., 2017). Sin embargo, a nivel cardiovascular, debido a la afinidad que
tiene la cafeina con los receptores a y B, y adicionalmente, a la capacidad de la sus-
tancia en la liberacion de catecolaminas se sugiere como principal factor para los
efectos cardiovasculares. No obstante, mientras que a nivel motor existe una sobre-
rregulacidon de los receptores de adenosina, los receptores a y B adrenérgicos son
regulados mediante la disminucion de los mismos, o no modificados (Fredholm et
al., 1999; Shi et al., 1993), por lo tanto, el tiempo de tolerancia podria ser diferente.

Para la mejora del entendimiento de los efectos que tiene la cafeina para incre-

mentar el rendimiento deportivo, es necesario incrementar la informacion afladien-
do posibles mecanismos cooperadores que pudieran ser efectivos.
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Cafeina, intensidad del ejercicio y oxidacion
de sustratos energéticos

El efecto cinético de la oxidacidn de grasas depende principalmente de la intensi-
dad de ejercicio, aunque también existen otros factores tales como, sexo, nutricidon
(suplementacién), o nivel de entrenamiento que pueden influir en la cantidad de
grasas usadas como bioenergia (Amaro-Gahete et al., 2019; Maunder et al., 2018).
Consecuentemente, la modulacién en la oxidacién de lipidos durante el ejercicio se
produce a través de un rango de intensidades moderadas-bajas representado grafi-
camente una “U” invertida, en la cual existen dos variables principales representa-
das como:

- Maximal fat oxidation (MFO) maxima cantidad de grasas representadas en
gramos al minuto (g/min).

- Fatmax la intensidad que se produce el MFO, puede ser medido en %VO,
frecuencia cardiaca (FC) latidos por minuto (LPM), Vatios (W) (Maunder et
al., 2018).

7

Desde una perspectiva practica, la manera mas eficaz de maximizar la oxidacién
de las grasas durante el ejercicio submaximo es seleccionar la intensidad de ejerci-
cio que produzca tasas maximas de oxidacion de las grasas (Maunder et al., 2018) y
mantener esta intensidad seleccionada a lo largo del tiempo (Gutiérrez-Hellin et al.,
2020). De manera habitual, la oxidacion de la grasa se maximiza a una intensidad de
ejercicio moderada, en la que la mayor parte de las demandas de energia pueden
ser cubiertas satisfactoriamente por el uso de los lipidos como bioenergia (Gutié-
rrez-Hellin et al., 2020). Por lo tanto, es interesante destacar la busqueda de ayudas
gue puedan maximizar la oxidacion de grasas. Estas ayudas, entre otras, pueden ser
la p-sinefrina, las cetonas, ginseng, capsaicina, carnitina y la cafeina, las cuales estan
en constante investigacion (Gutiérrez-Hellin & Del Coso, 2018; Jeukendrup & Rande-
I, 2011; Kim et al., 2016).

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, la ingesta de cafeina au-
menta la liberacion de acidos grasos y glicerol en el torrente sanguineo a través de
la segregacion de catecolaminas. Por el contrario, la capacidad de la cafeina para
cambiar la oxidacidn del sustrato durante el ejercicio de resistencia de intensidad
submaxima es quizas el efecto que causa mas controversia. En un primer momento
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fue el principal hallazgo de investigaciones fundamentales sobre este tema (Costill
et al., 1978). Sin embargo, desde entonces, se han publicado resultados contradic-
torios a favor o en contra de la eficacia de la cafeina para aumentar la oxidacidn
de las grasas durante el ejercicio. Uno de los motivos de esta controversia puede
ser debida a la utilizacion de diferentes protocolos. A este respecto, el aumento del
rendimiento en el ejercicio inducido por la cafeina puede contrarrestar el efecto de
la cafeina en la oxidacidon de los sustratos, ya que la intensidad del ejercicio es el
principal modulador del uso de grasas y carbohidratos (CHO) durante el ejercicio de
resistencia (Venables et al., 2005).

Mientras que existen investigaciones que han determinado que la ingesta aguda
de una dosis moderada no modifica la oxidacion de grasas durante el ejercicio (R. E.
Beaumont & James, 2017; Terry E. Graham et al., 2000b, 2008; Hodgson et al., 2013).
Otras investigaciones, han demostrado que la ingesta de cafeina previa al ejercicio
incrementaba la tasa de oxidacion de grasas con una intensidad moderada y con
dosis similares (Alkhatib et al., 2015; Anderson & Hickey, 1994; Cruz et al., 2015;
Donelly & McNaughton, 1992; Ryu et al., 2001; Schubert et al., 2014). Sin embargo,
la disparidad de los resultados, y las diferentes metodologias usadas son resultantes
de conclusiones equivocas. La divergencia de los resultados de estas investigacio-
nes podria estar asociada a los protocolos experimentales utilizados para probar el
efecto de la cafeina en la oxidacion de los sustratos acompafiado con otras variables.
Asi pues, es necesario una metodologia de investigacion donde fijar la intensidad al
fatmax para analizar la modulacién de los sustratos energéticos.
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Ingesta cronica de cafeina y efectos en
el rendimiento fisico

Dado el efecto positivo en el rendimiento deportivo de la ingesta de cafeina, el uso
regular de la sustancia es un tema bastante debatido a nivel cientifico. Las primeras
investigaciones respecto a la ingesta cronica se centraron en animales, reportando
una habituacidn progresiva ante la exposicion de estos a una ingesta diaria (Fred-
holm, 1979) sugiriendo una progresiva tolerancia debido a la reduccién de la magni-
tud del efecto. En humanos, al comparar la respuesta ergogénica a la cafeina de las
personas con un consumo diario bajo o nulo, con aquellas habituadas a la sustancia,
la respuesta de éstas Ultimas presentan una magnitud similar a la de sus homoélo-
gos no habituados (Dodd et al., 1991; Gongalves et al., 2017; Grgic & Mikulic, 2020).
Aunque este hallazgo contradice la existencia de tolerancia al efecto ergogénico de
la cafeina, las personas no habituadas responden mejor a la cafeina que las personas
habituadas (Bell & McLellan, 2002), mientras que las personas con un alto consumo
cronico de cafeina obtienen pocos beneficios de este estimulante incluso después de
utilizar altas dosis (Wilk et al., 2019). Es importante destacar que el umbral utilizado
para clasificar a las personas como habituadas o no habituadas a la cafeina varia mu-
cho entre las distintas investigaciones (Filip et al., 2020), lo que dificulta la obtencidn
de conclusiones definitivas de estas investigaciones transversales.

Respecto a las diversas metodologias utilizadas para el andlisis del efecto de la
cafeina tras una ingesta diaria, se han encontrado disparidad de protocolos y resul-
tados. Por ejemplo, nos encontramos con una investigacion de R. Beaumont et al.,
(2017) en la cual administraron cafeina en dosis de 1,5 a 3 mg/kg/dia en un grupo de
consumidores de poca cafeina. El tiempo de ingesta fue de 28 dias consecutivos y
se los compard con individuos que recibieron un placebo durante el mismo periodo.
Como principales resultados, encontraron que los individuos del grupo con ingesta de
cafeina demostraron un menor efecto ergogénico de la suplementacion con cafeina
aguda después del tratamiento de 28 dias. Sin embargo, los individuos del grupo de
control seguian respondiendo a la ingesta de cafeina después del tratamiento. Esta
investigacion represento el primer disefio experimental que utilizé la administracion
continuada de cafeina para inducir una habituacion estandarizada a la cafeina entre
los individuos.
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Una de las limitaciones para comprobar el efecto ergogénico de la ingesta conti-
nuada de cafeina es la comparacién posterior a la administraciéon de suplementos en-
tre los ensayos de cafeina y de placebo haciendo imposible determinar entre los efec-
tos de la tolerancia y los efectos del entrenamiento durante el tratamiento de 28 dias.
Finalmente, con los datos combinados de investigaciones anteriores (R. Beaumont et
al., 2017; Stadheim et al., 2014) sugieren que la habituacién al efecto ergogénico de
la cafeina podria producirse a lo largo del tiempo con una ingesta continuada.

Dado este background, se desconoce concretamente el tiempo concreto en que la
ingesta diaria de cafeina de dosis bajas podria perder la magnitud del efecto, tanto
al rendimiento aerébico maximo (VOZmax, vatios, concentracion de lactato, frecuencia
cardiaca percepcién del esfuerzo), submaximo (variables respecto al segundo umbral
ventilatorio) y rendimiento anaerdbico (test anaerdbico de Wingate modificado en
15 segundos). Por lo tanto, esta Tesis Doctoral podria dar informacidn acerca de los
beneficios de la cafeina en el rendimiento deportivo tras una ingesta crénica, com-
plementandolo con un disefio de investigacion estandarizada, controlada y cruzada.
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Efectos secundarios y adversos asociados a la
ingesta de cafeina aguda y crdnica

El consumo de cafeina, tanto agudo como continuo, ha sido asociado a diversos
efectos adversos. Por un lado, existe la ingesta de cafeina a través de bebidas energé-
ticas con gran contenido de cafeina mezclado con otras sustancias neuroexcitadoras,
siendo esta, quizas, la principal motivacién por el sujeto de consumir cafeina. Y por
otro lado, la ingesta regular de café, la principal fuente de consumo de cafeina en las
sociedades modernas. Esta ingesta se ha asociado con beneficios adicionales sobre el
estado de salud, como la disminucién del riesgo de varios canceres, las enfermedades
cardiovasculares, la enfermedad de Parkinson y la diabetes de tipo 2 (Grosso et al.,
2017). Sin embargo, la ingesta de una dosis moderada de cafeina también se ha aso-
ciado con varios efectos negativos como el aumento de la ansiedad, el insomnio, el
malestar gastrointestinal y, en particular, el aumento de la presion arterial en reposo
(Wikoff et al., 2017). La magnitud y la duracidn de estos inconvenientes dependen
de la dosis y podrian presentar cierta variabilidad interindividual debido a la genética
(Wikoff et al., 2017).

Cabe destacar que la mayoria de las investigaciones muestran que el consumo ha-
bitual de cafeina no aumenta el riesgo de valores elevados de presién arterial (Gues-
sous et al., 2014; Zhang et al., 2011) porque la tolerancia a los efectos cardiovascula-
res de la cafeina se desarrolla con el tiempo (Robertson et al., 1981). De acuerdo con
este hallazgo, la tolerancia a los efectos secundarios en las variables hemodinamicas,
tanto positivos como negativos asociados a la ingesta de cafeina, se han identificado
mediante experimentos transversales que compararon a los consumidores habitua-
les de cafeina con los consumidores esporadicos (Bell & McLellan, 2002; Corti et al.,
2002; Vera et al., 2019). Sin embargo, también hay pruebas que ponen en duda la
existencia de la tolerancia a los efectos de la cafeina (Childs & De Wit, 2006; Gongal-
ves et al., 2017; Kennedy & Haskell, 2011; Watson et al., 2002). La falta de consenso
entre estas investigaciones podria deberse a las diferencias en los métodos utilizados
para categorizar el consumo de cafeina, la duracidn diversa de los protocolos utiliza-
dos para inducir la tolerancia y las diferencias en la dosis de cafeina administrada/
analizada (Vera et al., 2019). No obstante, las diferencias en los mecanismos de los
efectos secundarios positivos y negativos inducidos por la cafeina también podrian
explicar la incoherencia en lo que respecta a la tolerancia a los efectos de la cafeina.
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Respondedores vs. no respondedores
a la ingesta de cafeina

Otro de los temas de actualidad referentes a la ingesta de cafeina es la capaci-
dad de respuesta individual a la ingesta de la sustancia. Del Coso et al., (2020) han
mostrado que un total de 202 articulos relacionados con la ingesta de la cafeina o
de café contenian resultados dispares para la salud y para el rendimiento deportivo.
Estos resultados pueden ser causa de la gran variabilidad a la respuesta ergogénica
de la ingesta de la cafeina entre participantes. Existen un gran nimero de revisiones
cientificas que avalan esta hipdtesis (Fulton et al., 2018; Grgic, 2018a; Southward,
Rutherfurd-Markwick, Badenhorst, et al., 2018).

Dada la evidencia meta-analitica asociada a los efectos ergogénicos de la cafeina,
ha sido determinado una gran variedad de respuesta a multiples de la misma en lo
qgue el rendimiento deportivo respecta. Sin embargo, un numero limitado de investi-
gaciones han expuesto que la ingesta aguda de cafeina podria variar mucho entre las
respuestas individuales de los consumidores ((Jenkins et al., 2008; Lara et al., 2015)
y también en la metodologia de las investigaciones (Grgic, 2018a)).

Es importante destacar que utilizando un mismo protocolo experimental aleato-
rizado en los que la ingesta de una dosis moderada de cafeina (1-6 mg/kg) se com-
para con una condicién de placebo en un grupo de individuos, no todos obtienen los
mismos resultados. A pesar de que la cafeina produjo un aumento del rendimiento
fisico como media del grupo, uno o varios individuos obtuvieron efectos ergogénicos
minimos o incluso ligeramente ergoliticos después de la ingestidon de cafeina. Estos
individuos suelen ser categorizados cientificamente como no respondedores a los
efectos ergogénicos de la cafeina (Salinero et al., 2017). Una de las causas de la falta
de una respuesta fisica positiva a la cafeina se han asociado a factores genéticos (po-
limorfismos CYP1A2 y ADORA2A) y ambientales, como la tolerancia desarrollada por
un uso crénico de la cafeina, el momento, la dosis inapropiada en la administraciéon
o el estado de entrenamiento (Pickering & Kiely, 2018).

Recientemente, Pickering & Kiely, (2018) y Grgic (2018a) han puesto en duda el
concepto de no respondedor a la cafeina, porque esta nocidn se basa principalmente
en investigaciones basadas en la medicidn de una variable de rendimiento obtenida
una vez. Esta metodologia experimental para evaluar las respuestas individuales a
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la ingestion de cafeina podria producir errores porgue un individuo no siempre res-
ponde a la cafeina en la misma medida en todas las pruebas (Grgic & Mikulic, 2017,
2020). Ademas, el coeficiente de variacion de las pruebas de esfuerzo utilizadas para
evaluar el rendimiento podria ser otra fuente de error (Grgic, 2018a). Estos autores
ademas coinciden en sugerir que la correcta identificacion del efecto ergogénico
individual inducido por la ingesta de cafeina requiere la medicion repetida del rendi-
miento fisico en comparaciones idénticas de cafeina y placebo. Como sugiere Grgic,
(2018a), se puede seleccionar una de las siguientes opciones para evaluar el efec-
to ergogénico individual inducido por la cafeina: (1) multiples pruebas de ejercicio
con la misma dosis de cafeina o, (2) multiples dosis de cafeina con la misma prueba
de ejercicio o, (3) utilizando un protocolo mas complejo que combina evaluaciones
repetidas del rendimiento fisico en dias diferentes utilizando la misma prueba de
ejercicio y la misma dosis de cafeina. De ser asi, la mayoria de las investigaciones
anteriores sobre el estudio de las respuestas individuales a los efectos ergogénicos
de la cafeina podrian no ser metodoldgicamente correctas porque la categorizacion
se ha basado principalmente en una comparacién entre la cafeina y el placebo.

Por lo tanto, debido a la gran disparidad en las respuestas individuales, y para
reforzar los conocimientos acerca de la variabilidad a la respuesta ergogénica de la
cafeina, es necesario una metodologia de medidas repetidas, y su consecuente mo-
nitorizacion intrasujeto.
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OBIJETIVOS

Atendiendo a la tematica presentada, el objetivo principal de esta tesis doctoral
es evaluar y analizar los diferentes paradigmas (mecanismos adyacentes, oxidacion
de grasas asociadas a la intensidad y tiempo de tolerancia) respecto a la a ingesta
de cafeina. Con el propdsito de adaptar los resultados a las diferentes aplicaciones
practicas que existen detras de una ingesta controlada de la sustancia, ademas ofre-
cer nuevas lineas de investigacion para futuros estudios. Como objetivos secunda-
rios podemos determinar:

- Investigar los efectos agudos de la cafeina en la saturacion de hemoglobina
en el vasto lateral durante un test incremental y un test de Wingate de 15-s.

- Investigar los efectos de una ingesta aguda de 3 mg/kg de peso de cafeina en
la modulacion de la oxidacion de sustratos energéticos a intensidades tolera-
bles intensidad (Fatmax)

- Determinar el tiempo de tolerancia de la capacidad ergogénica de la cafeina
en las variables maximas y submaximas de un test incremental (umbral ven-
tilatorio 2), y las mdximas de un test de Wingate de 15-s. Ademas, describir
la evolucion de los cambios inducidos por la cafeina en la presidon arterial
en reposo, la frecuencia cardiaca y la magnitud de los efectos secundarios
tipicamente asociados con la ingesta de cafeina y el deporte.

- Desmitificar la figura de respondedor o no respondedor a la cafeina median-
te una metodologia de medidas repetidas.
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HIPOTESIS

Dada la informacién introducida, y para cumplir los objetivos anteriormente des-
critos, se plantean las siguientes hipdtesis de partida:

- El aporte de oxigeno local en la musculatura implicada en el ciclismo es un
mecanismo fisioldgico detras de una ingesta aguda de 3mg/kg de peso de
cafeina que puede ayudar a mejorar el rendimiento tras una ingesta de ca-
feina durante un test incremental. Sin embargo, este mecanismo no ayuda a
mejorar el rendimiento durante un test anaerébico de Wingate de 15-s.

- Laingesta aguda de 3mg/kg de peso de cafeina incrementara la oxidacion
de grasas en todo el cuerpo respecto a una condicién de placebo durante 1
hora de ciclismo a la intensidad que maximiza la oxidacién de grasas.

- La magnitud de los efectos ergogénicos de la cafeina durante una ingesta de
3 mg/kg/dia, durante 20 dias, en las capacidades maximas aerdbicas, anae-
rébicas y submaximas, encontrardn su efecto agudo el primer dia de ingesta,
pero desparecen de manera progresiva durante el curso del tiempo.

- La magnitud de los efectos adversos tras una ingesta de 3mg/kg/dia, duran-
te 20 dias desaparecen de manera progresiva.

- Existen adicionales figuras respecto a la variabilidad interindividual de con-
sumidores de cafeina, refutando la categorizacién de los no respondedores
a la cafeina.
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INVESTIGACIONES

La presente Tesis Doctoral estd compuesta por siete investigaciones experimenta-
les llevadas a cabo por el doctorando junto al grupo de investigacién del Laboratorio
de Fisiologia del Ejercicio de la Universidad Camilo José Cela (Madrid). Todas ellas se
pueden calificar como “investigaciones de laboratorio” llevadas a cabo en condicio-
nes controladas.

Los siete estudios de investigacion experimentales planteados en esta tesis doc-
toral han sido disefiados mediante protocolos controlados con placebo siendo una
metodologia doble ciego, cruzado y aleatorizado.

Como resultado, han sido publicados 6 articulos cientificos en revistas con factor
de impacto en el Journal Citation Reports (JCR). Un articulo ha sido publicado en
revistas especializadas en farmacologia, (British Journal of Clinical Pharmacology), 3
articulos han sido publicados en revistas especializadas en la tematica de nutricidn
(European Journal of Nutrition y Nutrients). Y finalmente otros 2 articulos han sido
publicados en revistas enfocadas a la biologia (Life, MDPI), y las ciencias multidis-
ciplinares (Plos one). Uno de los articulos estd bajo revisiéon. A continuacion, se
presentan un breve resumen, junto con la informacién de publicacidn y el factor de
impacto JCR (Tabla 1). En la tabla 2, se pueden observar el resumen de las caracteris-
ticas metodolégicas, asi como el nimero de participantes en cada investigacion, las
variables medidas y los principales hallazgos encontrados. Se puede consultar una
copia completa de cada articulo en los anexos de la presente Tesis Doctoral
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Tabla 1. Revista de publicacion de los articulos de la Tesis Doctoral e indice de impacto
en el momento de elaboracion de la Tesis Doctoral.

ESTUDIO TiTULO

Carlos Ruiz Moreno; Beatriz Lara Lopez; Diego Brito de Souza;
Jorge Gutiérrez Hellin; Blanca Romero Moraleda; Angel Cuellar

Estudio 1 Rayo; Juan del Coso Garrigdés. Acute caffeine intake increases
muscle oxygen saturation during a maximal incremental exerci-
se test. British Journal of Clinical Pharmacology

Carlos Ruiz Moreno; Jorge Gutiérrez-Hellin; Beatriz Lara Lopez;
Juan del Coso Garrigds. Acute caffeine intake does not modify

E io2 . . . ;

Sle muscle oxygen saturation during the 15 Wingate test. No publi-
cado

Carlos Ruiz Moreno; Jorge Gutiérrez-Hellin; Verénica Giraldez

Estudio 3 Costas; Jaime Gonzalez Garcia; Francisco Amaro-Gahete and Juan

del Coso Garrigos. Caffeine increases whole-body oxidation du-
ring 1-h of cycling at Fatmax. European Journal of Nutrition.

Beatriz Lara Lopez; Carlos Ruiz Moreno; Juan José Salinero Mar-
Estudio 4 tin; Juan del Coso Garrigds. Time course of tolerance to the per-
formance benefits of caffeine. PlosOne.

Carlos Ruiz Moreno; Jorge Gutierrez-Hellin; Jaime Gonzalez Gar-
cia; Beatriz Lara Lépez; Juan del Coso Garrigds. Time course and
magnitude of tolerance to the ergogenic effect of caffeine on
the second ventilatory threshol. Life, MDPI

Estudio 5

Carlos Ruiz Moreno; Juan José Salinero Martin; Beatriz Lara
Lépez; Juan del Coso Garrigds. Time course of tolerance to ad-
verse effects associated with the ingestion of a moderate dose
of caffeine. European Journal of Nutrition.

Estudio 6

Beatriz Lara Lépez; Carlos Ruiz Moreno; Juan José Salinero Mar-
tin; Juan del Coso Garrigds. Challenging the Myth of Non-Res-
ponse to the Ergogenic Effects of Caffeine Ingestion on Exercise
Performance. Nutrients, MDPI

Estudio 7
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FACTOR DE IMPACTO JCR

3.740

Bajo revision

4.664

2.740

2.991

4.664

4.546

TOTAL 23.345

CUARTILES

Q2

Q1

Q2

Q2

Q1

Q1
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AREA DE CONOCIMIENTO

Farmacologia

Nutricidon y dietética

Ciencias multidisciplinares

Bioquimica general o biologia

Farmacologia

Nutricidon y dietética
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Tabla 2. Esquema con las principales caracteristicas metodoldgicas y principales resultados
de los Estudios que conforman esta Tesis Doctoral.

Disefo

Participantes

Dosis

Variables
dependientes

Protocolo
deportivo

Analisis

estadistico

Principales
resultados

ESTUDIO 1

Estudio experimental,
doble ciego,
aleatorizado. Controlado
por placebo y cruzado.

13 sujetos sanos y
activos.

3 mg/kg cafeina.

Saturacion de oxigeno,
consumo de oxigeno,
presion parcial de
oxigeno, ventilaciones.

Test incremental en
cicloergémetro.

Prueba t, Anova de
dos vias de medidas
repetidas, correccion
Geisser-Greenhouse,
post-joc Tukey.

La cafeina mejoro el
rendimiento, e indujo
mayor saturacion de
oxigeno en cargas
medias respecto al
Vozpico, ademas no
modificé variables
respiratorias.

ESTUDIO 2

Estudio experimental,
doble ciego,
aleatorizado. Controlado
por placebo y cruzado.

15 sujetos sanos y
activos.

3 mg/kg cafeina.

Potencia pico, potencia
promedio, saturacidn de
oxigeno, concentracion
de lactato en sangre.

Test anaerdbico de
Wingate durante 15- s.

Prueba t, Anova medidas
repetidas, correccion
Geissergreenhouse, HSD
posthoc Tuckey.

La ingesta aguda de
cafeina mejord la
potencia promedio y
pico, sin embargo, no
modificd la saturacién de
oxigeno muscular.
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ESTUDIO 3

Estudio experimental
doble ciego, aleatorizado
controlado por placebo y
balanceado.

12 sujetos sanos y
activos.

3 mg/kg cafeina

Oxidacion de grasas,
oxidacion de CHO,
consumo de energia
y FC, y efectos
secundarios.

60 minutos de ciclismo a
la intensidad Fatmax.

Prueba t, Anova de una
y dos vias, post-hoc LSD,
tamafio del efecto de
Cohen (90%IC).

La ingesta aguda cafeina
aumento el consumo
de grasas total en
comparacion con el
placebo sin afectar al
gasto energéticoni a la
FC. El consumo de CHO
se redujo tras la ingesta
de cafeina.
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ESTUDIO 4

Estudio experimental,
doble ciego,
aleatorizado, controlado
por placebo y cruzado.

11 sujetos sanosy
activos.

3 mg/kg/dia cafeina

VO2 , vatios

e :
maximos, Potencia
pico y promedio en
el Wingate durante

15-s.

Test incremental en
cicloergémetro, y test
anaerdbico Wingate
de 15-s.

Anova de dos vias de
medidas repetidas,
post-hoc Tukey,
tamaiio del efecto de
Cohen (90%IC)

La ingesta de 3mg/
kg/dia de cafeina
sugiere efectos
ergogénicos diarios,
sin embargo, los
efectos acaban
desapareciendo entre
los 15-18 dias de
ingesta continuada.

ESTUDIO 5

Estudio experimental,
doble ciego, aleatorizado,
controlado por placebo y
cruzado.

11 sujetos sanosy
activos.

3 mg/kg/dia cafeina.

VO, , frecuencia
cardiaca, vatios,
equivalentes
ventilatorios respecto
al segundo umbral
ventilatorio.

Test incremental en
cicloergédmetro.

Anova de dos vias de
medidas repetidas,
post-hoc Tukey, tamafo
del efecto de Cohen
(90%IC).

La ingesta de 3 mg/kg/
dia de cafeina sugiere
que, de el primer dia de
ingesta, se produce la
magnitud mas grande
del efecto, mientras
gue en una ingesta
continuada induce una

tolerancia disminuyendo

el efecto ergogénico en
el uv..
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ESTUDIO 6

Estudio experimental,
doble ciego,
aleatorizado, controlado
por placebo y cruzado.

11 sujetos sanos 'y
activos.

3 mg/kg/dia cafeina.

Presion arterial y
frecuencia cardiaca
en reposo, efectos
secundarios
asociados a la ingesta
de cafeina.

Realizacion de
encuesta.

Anova de dos vias,
post-hoc Tuckey,
tamanio del efecto de
Cohen (95%IC).

La ingesta de 3mg/
kg/dia aumenta

la presion arterial
durante 8 dias de
ingesta continuada.
Sin embargo,
presenta asociados
efectos secundarios
COMO: nerviosismo,
vigor, irritabilidad,
insomnio.

ESTUDIO 7

Estudio experimental,
doble ciego, aleatorizado,
controlado por placebo y
cruzado.

11 sujetos sanos y
activos.

3 mg/kg/dia cafeina.

Respuestas
individuales de 11
sujetos durante 9 dias
en el Wingate y la
presién arterial.

Test incrementales,
test anaerdbico
Wingate de 15-s. toma
de presién arterial.

Subanalisis individual
de los resultados

de los sujetos del
estudio 5,6,7.
Presentado mediante
una correlacion de
Pearson.

Los resultados en esta
tesis sugieren que las
personas con una alta
respuesta a los efectos
cardiovasculares de la
cafeina serian menos
propensas a obtener
beneficios ergogénicos
de este estimulante.



ESTUDIO 1: LA INGESTA AGUDA DE CAFEINA AUMENTA
LA SATURACION DE OXiGENO DEL MUSCULO DURANTE
UNA PRUEBA DE EJERCICIO DE INCREMENTO MAXIMO

Objetivos

El objetivo de la presente investigacion fue analizar los efectos de la cafeina en la
saturacion de oxigeno del vasto lateral externo durante un test incremental en un
cicloergémetro.

Material y métodos

Participantes. Trece personas sanas y activas (6 hombres y 7 mujeres) (>4 dias de
entrenamiento por semana; >45 min. por dia) se ofrecieron como voluntarias para
participar en esta inzvestigacion. La edad media de los participantes + DS (desviaciéon
estandar) fue de 32.5 + 6.5 afios, una alturade 171 + 8 cm, un peso de 65.2 + 11.4 kg,
y un consumo de oxigeno (VOZpiCO) de 49.7 £ 8.5 mL/kg/min. En la muestra habia sie-
te mujeres que participaron en todo el experimento en su fase lutea. Todos los par-
ticipantes eran poco consumidores de cafeina (< 50 mg de cafeina por dia), no fuma-
dores, y no informaron de ningln antecedente de enfermedades cardiopulmonares
ni de lesiones musculo esqueléticas en los tres meses anteriores. Una semana antes
del estudio, se informé a los participantes de los procedimientos experimentales y
dieron su consentimiento informado por escrito para participar en la investigacion.
El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad
Camilo José Cela.

Disefio experimental. En este estudio se utilizé un disefio experimental aleato-
rio, doble ciego, controlado por placebo y cruzado. Cada participante particip6 en 2
ensayos idénticos que se realizaron con 48 horas de diferencia para dar tiempo a la
recuperacion y eliminacion de la cafeina. Los participantes fueron asignados aleato-
riamente para ingerir una capsula no identificable, ya sea llena de 3 mg de cafeina
por kg de masa corporal (Bulk Powders, Reino Unido) o con la misma cantidad de
celulosa como placebo (Guinama, Espafia). La capsula asignada para cada ensayo
se administré con 150 mL de agua 60 minutos antes del comienzo de los ensayos
experimentales. Cada prueba consistio en un test de ejercicio maximo graduado en
un cicloergédmetro (SNT Medical, Cardgirus, Espafia) hasta la fatiga volitiva. Las va-
riables ventilatorias, el ritmo cardiaco y la saturacién de oxigeno de los musculos se
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midieron continuamente durante el ejercicio para evaluar el efecto de la cafeina en
estas variables. Se asigné un cddigo alfanumérico a cada prueba por un individuo
gue no estaba involucrado en el estudio. Los investigadores y los participantes no
tenian conocimiento de la asignacion de los ensayos ni de las sustancias objeto de
investigacidon. Todos los ensayos se realizaron en un laboratorio con condiciones am-
bientales constantes 21.5 + 0.3 2Cy 45 + 2% de humedad relativa.
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10’ calentamiento 20" descanso

Figura 4.
Disenio experimental de los estudios 1y 2.

Protocolo experimental. Una semana antes del comienzo del experimento, los
participantes se familiarizaron dos veces con todos los protocolos de investigacion.
Ademas, se midid su masa corporal (50 g, Radwag, Polonia) para calcular la dosis
adecuada de cafeina. Durante los protocolos de familiarizacidn, se midié el grosor
de los pliegues de la piel (Holtain Ltd, Bryberian, Crymmych, Pembrokeshire) en el
biceps, el triceps y las zonas subescapular y suprailiaca para calcular la grasa corporal
(Marfell-jones et al., 2006) y en el vasto lateral externo de ambas piernas (miembro
derecho = 5.7 £ 2.5 mm, miembro izquierdo = 5.6 £ 2.0 mm). En los dias de fami-
liarizacidn los investigadores mantuvieron una entrevista con el participante para
descartar cualquier problema relacionado con la ingesta de cafeina o la realizacidn
de deporte. El dia anterior a cada prueba experimental, los participantes se abstu-
vieron de todas las fuentes de cafeina dietética, de ejercicio extenuante y de alcohol,
y adoptaron una dieta estandarizada, al igual que la ingesta de liquidos. Todas estas
estandarizaciones se registraron en un diario durante el primer ensayo y luego se
replicaron en el segundo ensayo.
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El dia de las pruebas, los participantes llegaron al laboratorio a las 9.00 AM en
estado ayuno o vacio estomacal (al menos 3 horas después de su Ultima comida). Se
entrego al participante una bolsa no identificable con la cdpsula que deberia tomar
para la realizacion del experimento. La capsula se ingirid con un vaso de agua. Pos-
teriormente, y tras colocarse ropa deportiva se colocaron un pulsémetro para la me-
diciéon del ritmo cardiaco (Wearlink, Polar, Finlandia). A continuacion, se colocé un
espectrometro de infrarrojo cercano (NIRS) (Moxy®, Fortiori Design LLC, Minnesota,
EE.UU.) longitudinalmente en el musculo vasto lateral de cada miembro inferior, a
mitad de camino entre el trocanter mayor y el epicondilo lateral del fémur, para vigi-
lar la saturacion de O, de los tejidos. Este dispositivo ha demostrado ser fiable para
medir la saturacién local de oxigeno durante el ejercicio (coeficiente de correlacién
intraclase de 0.77 a 0.99; (Crum et al., 2017)). La posicién de cada espectrometro
se marco con un rotulador indeleble que se informd al participante que no se podia
borrar para asegurar la posicidon entre dias. Ademas, los espectrémetros se fijaron a
la piel con una venda tubular elastica de red colocada alrededor del muslo (Vendafix,
Favesam, Espafia). La falta de movimiento de los espectrémetros se probd durante
el calentamiento. La eleccidn de la colocacidn de los espectrémetros viene determi-
nada por formar parte del grupo de extensores de rodilla, que es el principal contri-
buyente a la produccién de fuerza durante el golpe de pedaleo hacia abajo (Raasch
et al., 1997) y es una ubicacién utilizada para evaluar la oxigenacion del musculo
durante el ejercicio de ciclismo incremental (Racinais et al., 2014). Finalmente, los
participantes descansaron en una camilla en posicion supina hasta los 60 minutos
para permitir la absorcion de la sustancia experimental.

Después del periodo de descanso, los participantes realizaron un calentamiento
estandarizado de 10 minutos en el cicloergédmetro a 50 W y luego la intensidad del
ejercicio se incremento progresivamente en 25 W/min (prueba de test incremental)
hasta la fatiga volitiva. Las revoluciones por minuto (RPM) fue elegida individual-
mente (entre 75 y 90 RPM) pero se mantuvo durante toda la prueba de test incre-
mental y se replicé en ambos ensayos experimentales. Los investigadores estuvieron
revisando que estas revoluciones no bajasen. Las posiciones del asiento y el manillar
en el cicloergdmetro de la bicicleta se eligieron en las pruebas de familiarizacién y
se replicaron para cada individuo en ambas pruebas experimentales. El mismo in-
vestigador, que estaba cegado a los tratamientos, proporciond a los participantes en
todos los ensayos el mismo estimulo y retroalimentacién estandarizados.

Durante la prueba de ejercicio, la ventilacion pulmonar, la presidon parcial de oxi-
geno y el consumo de oxigeno (VO,), y la frecuencia cardiaca se midieron continua-
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mente y se registraron mediante un analizador respiracion a respiracion (Metalyzer
3B, Cortex, Alemania). Se utilizaron gases de calibracion certificados (16.0% 0,;5.0%
CO,, Cortex, Alemania). En la prueba de test incremental, se registro el trabajo reali-
zado (W__ ) como la carga de ejercicio en el ergometro de la bicicleta en el momento
en que los participantes dejaron de pedalear abruptamente o cuando la frecuencia
de pedaleo de un individuo era inferior a 50 RPM. El VOZpico se definié como el valor
mas alto de VO, obtenido durante la prueba. El valor absoluto de VOzpico en el ensayo
con placebo se utilizé para normalizar la intensidad del ejercicio que representaba
cada carga de trabajo. Para esta normalizacion, el VO, de cada carga de trabajo se
dividio por el VO2IDico individual en el ensayo con placebo, y la carga relativa (es decir,
el % del VOZ'Oico del placebo) se asignd entonces a la carga mas cercana utilizando
intervalos del 5%. En cada carga de trabajo, se promediaron todas las variables
cada 15 segundos y se utilizaron los ultimos 15 segundos de cada etapa como valor
representativo de la carga de trabajo. La prueba de ejercicio se consideré mdaxima
y valida cuando al final de la prueba se alcanzaron los siguientes criterios finales:
El VO, se estabilizd a pesar de los aumentos en la potencia ergométrica, la tasa de
intercambio respiratorio fue superior a 1.10, la calificacidén del participante del es-
fuerzo percibido (escala de Borg de 6 a 20 puntos) fue superior a 19 puntos, y la fre-
cuencia cardiaca maxima fue superior al 80% de la estimacidn ajustada por edad de
la frecuencia cardiaca maxima (Edvardsen et al., 2014). Un minuto después del final
de la prueba calificada, se obtuvo una muestra sanguinea de la yema de un dedo de
los participantes para analizar la concentracidon de lactato en la sangre (Lactate Pro
2, Arkay, Japon).

Analisis estadistico. Los resultados de cada prueba fueron introducidos a ciegas
en el paquete estadistico SPSS v 20.0 para su posterior analisis. Las diferencias entre
los protocolos de cafeina vs. placebo se determinaron mediante un analisis bidirec-
cional de la varianza (sustancia x carga de trabajo) con medidas repetidas. Después
de una prueba F significativa (correccion de Geisser-Greenhouse para el supuesto
de esfericidad), se identificaron las diferencias entre las medias utilizando el post-
hoc HSD de Tukey. La diferencia en los valores maximos de cafeina vs. placebo para
todas las variables se identifico con la prueba T de Student para las muestras empa-
rejadas. El nivel de significacion se fijo en P < 0.05 y todos los datos se presentaron
como medias + DS.
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Resultados

En comparacion con el placebo, la ingesta de cafeina mejoré el W _ . La mejora
fue de 5.2 £ 3.8% (258 £ 50 vs 271 + 54 W, respectivamente, P < 0.001). Ademas, 1
min después del final de la prueba de test incremental, la concentracion de lactato en
sangre se incremento un 14.3 £ 3.6% con la ingestidn de cafeina (11.9 + 3.8 vs 13.7
3.5 mmol/L, P = 0.029). Sin embargo, la calificacion del esfuerzo percibido al final del
ejercicio fue muy similar, independientemente de si se ingirid un placebo o cafeina
(19.3+0.9vs19.2+1.0; P =0.800).

Durante el ejercicio, hubo un efecto en el dia de ingesta de cafeina en la saturacion
de oxigeno del musculo (F = 6.28, P = 0.029). Mientras que la comparacién por pares
detectd diferencias entre la cafeinay el placeboalos29+3,39+3,51+2y61+3%
del VO2pic0 del placebo (Figura 5). Sin embargo, el valor mas bajo de saturacidn de oxi-
geno muscular, obtenido al final del ejercicio, no fue diferente entre los tratamientos
(26.8 £14.5vs 26.9 + 14.5%, P = 0.295).
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Figura 5.

Saturacion de oxigeno en el musculo durante un test incremental hasta la fatiga tras la ingesta de 3
mg/kg de cafeina o un placebo. Los datos son la media + DS para 13 individuos sanos y activos. (*) La
cafeina es diferente comparado con el placebo P<0.05.
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En la ventilacion pulmonar no se detectd un efecto la cafeina con respecto a la in-
gesta de placebo (F =0.60, P =0.460), pero el pico de ventilacidon pulmonar fue mayor
con la cafeina en un 6.1 + 8.5% (124 + 29 vs 129 + 23 L/min, P = 0.035). En la presidn
parcial de O, no se encontro ningun efecto principal de la cafeina (F = 0.10, P = 0.759)
y la presion parcial de O, permaneci6 sin cambios con la cafeina (115+ 5vs 115 + 4
mmHg, P =0.278). En el VO, no se detect? el efecto principal de la cafeina (F = 0.31, P
= 0.589) pero el pico de VO, se incremento en 4.5 + 10.6% con la cafeina (3.18 + 0.70
vs 3.33 £ 0.88 L/min, P = 0.032; figura 6). En cuanto a la frecuencia cardiaca, no hubo
un efecto principal de la cafeina (F =3.77, P =0.110) y la frecuencia cardiaca maxima
se mantuvo sin cambios con la cafeina (173 + 11 vs 173 +11 latidos/min, P = 0.403).
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Figura 6.

Ventilacion pulmonar, presion parcial de 02 y captacion de O. durante un test incremental hasta la fa-

tiga tras la ingesta de 3 mg/kg de peso de cafeina o un placebo. Los datos son la media + DS para 13

individuos sanos y activos. () el valor mdximo con cafeina es diferente del valor mdximo con placebo
en P<0.05.
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ESTUDIO 2: LA INGESTA AGUDA DE CAFEINA NO MODIFICA
LA SATURACION DE OXiGENO DEL MUSCULO DURANTE LA
PRUEBA DE TEST ANAEROBICO WINGATE DE 15 SEGUNDOS

Objetivos

El objetivo de la segunda investigacion de la presente tesis doctoral se centré en
analizar el efecto de la saturacion de oxigeno muscular en el vasto lateral externo
durante una prueba anaerdbica Wingate de 15-s después de una ingesta aguda de
3mg/kg de cafeina.

Materiales y métodos

Participantes. Quince participantes sanos y activos (7 mujeres y 8 hombres) (> 4
dias de entrenamiento por semana; > 45 min dia) participaron en esta investigacion
de manera voluntaria. Tenian una media + DS de peso 67.4 + 12.3 kg; altura 171.3 +
6.9 cm; edad 31 + 6 afos. En esta investigacidn participaron siete mujeres que se en-
contraban en la fase lutea de su ciclo menstrual en el momento de la medicidon (Lara,
Gutiérrez-Hellin, Ruiz-Moreno, et al., 2020). Su ciclo menstrual fue monitoreado 4
meses antes del protocolo experimental usando una aplicacién mévil (Mycalendar®,
period-trucker, US) para de esta manera poder certificar que estaban en esa fase.
Todos los participantes consumian pequefas dosis de cafeina, sin embargo, se les
aconsejo realizar una limpieza de la sustancia 7 dias antes y por lo tanto no ingerir
ningun alimento ni sustancia con cafeina en ese tiempo. Los criterios de inclusiéon
fueron, personas no fumadoras, no haber reportado problemas cardiopulmonares
previos en su historial clinico y no haber tenido lesiones musculo esqueléticas en los
ultimos 3 meses. Una semana antes de su participacion, se les informd del proceso
experimental, de los riesgos que conlleva el consumo de cafeina, y se les pidié que
firmaran un consentimiento escrito para participar en la investigacion. El estudio fue
aprobado por el comité de ética de la investigacion en la Universidad Camilo José
Cela de acuerdo con la Declaracion de Helsinki en 2013.

Diseio experimental. En esta investigacion se utilizd un disefio experimental alea-
torio, doble ciego, controlado por placebo y cruzado. Los participantes realizaron
dos pruebas previas idénticas que se separaron 48 horas entre ellas para permitir
la eliminacion de la sustancia y la recuperacion total. La cdpsula asignada para cada
prueba se administré con 150 mL de agua, 60 minutos antes del inicio de las prue-
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bas. Finalmente, fue asignado al azar el dia de ingesta de celulosa como placebo
(Guinama, Espafa), o 3 mg de cafeina por kg de peso corporal (Bulk Powders, Reino
Unido). Ni los sujetos ni los investigadores disponian de informacién sobre la asigna-
cion de la sustancia, y se asignd un cédigo alfanumérico a cada ensayo por un indi-
viduo que no participaba en el estudio. Todas las pruebas se realizaron en el interior
del laboratorio para garantizar unas condiciones ambientales constantes 21.5 + 0.3
2Cy 45 = 2% de humedad relativa.

Protocolo experimental. Una semana antes del proceso experimental, los parti-
cipantes asistieron dos veces para familiarizarse con la prueba anaerdbica Wingate
de 15-sy los protocolos. En esos dias, se midid su peso corporal (50g, Radwag, Polo-
nia) para calcular la dosis de cafeina y placebo. Antes de la prueba, se midieron los
pliegues de la piel en el vasto externo del cuadriceps de ambas piernas (miembro
izquierdo 5.6 + 1.8cm; miembro derecho 5.6 + 2.3cm) utilizando la misma metodolo-
gia que (Van Beekvelt et al., 2001). 7 dias antes se aconsejo a los participantes que se
abstuvieran de todo alimento que contuviera cafeina, que no bebieran alcohol y que
adoptaran una dieta estandarizada y una ingesta de liquidos que deberia repetirse
el dia anterior a la segunda prueba. Se aconsejo una dieta con mezcla de macronu-
trientes.

El dia de las pruebas, los participantes llegaron al laboratorio a las 9.00 AM con
al menos 3 horas después de su ultima comida. Posteriormente, los investigadores
les administraron la capsula experimental en una bolsa no identificable. Los suje-
tos ingirieron la cdpsula con agua. Ademas, en ese momento se colocd una espec-
troscopia de infrarrojo cercano (NIRS) longitudinalmente en el vasto lateral de cada
miembro inferior, concretamente a 3 cm de la rétula, en el medio de los trocanteres
y el epicondilo lateral del fémur, para vigilar la saturacion de O, del tejido. Se eligio
el musculo vasto lateral porque es la parte de la pierna del grupo extensor, que es
el principal contribuyente a la produccion durante el pedaleo y también el principal
lugar para asegurar la oxigenacion del musculo durante un test Wingate (Raasch et
al., 1997). Este dispositivo ha demostrado tener fiabilidad en una medicion local de
la saturacion de oxigeno durante el ejercicio (coeficiente de correlacion intraclase de
0.77 2 0.99 (Crum et al., 2017)). La posicién del dispositivo se repitié en la segunda
prueba, debido a la marcacidn de la zona con un rotulador indeleble, por lo que nos
aseguramos de que siempre estuvieran en el mismo lugar en la extremidad. Am-
bas NIRS se aplicaron siempre a la misma pierna, porque cada una tenia un cédigo
identificable. En cuanto a la colocacién de las NIRS, se fijaron firmemente a la piel
con una red tubular y ademas se uso un culote de ciclista corto para asegurar que el
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dispositivo no se balanceara en la pierna. Después, los sujetos se tumbaron en una
camilla en posicién supina 60 minutos antes de la prueba para facilitar la absorcién
de la sustancia (Magkos & Kavouras, 2005).

Tras el periodo de descanso, los participantes realizaron un calentamiento de 10
minutos en un cicloergdmetro a 50 W e inmediatamente después realizaron una
prueba incremental hasta la fatiga. Este protocolo fue utilizado en otras investigacio-
nes ya publicadas (Lara, Gutiérrez-Hellin, Ruiz-Moreno, et al., 2020). Posteriormen-
te, realizaron un descanso activo de 10 minutos pedaleando a 50 W, y finalizaron
haciendo una version adaptada del test de Wingate durante 15 segundos. La prueba
se realizé en un cicloergdmetro (SNT Medical, Cardgirus, Espafia), los investigadores
aplicaron en el software de cicloergdmetro una resistencia que representaba el 7.5%
de la masa corporal del participante. Todos los sujetos llevaron a cabo una serie de
premisas obligatorias para llevar a cabo la prueba: a) inicio en posicién de sentado
en el sillin del cicloergdmetro b) pierna dominante lista para pedalear c) se les dijo
a los participantes que “debian pedalear lo mas rdpido posible desde el principio y
durante toda la duracién de la prueba”. La prueba anaerdbica de Wingate se con-
siderd vdlida cuando a) los participantes permanecieron sentados durante toda la
prueba b) después de la siguiente orden dada por los investigadores: “YA”, la carga
de resistencia se aplicé progresivamente en un plazo de 1 s para producir una fase
de aceleracion c) los participantes terminaron la prueba después de los 15-s (Lara,
Gutiérrez-Hellin, Ruiz-Moreno, et al., 2020). Durante la prueba, el mismo investiga-
dor, el cual no sabia la sustancia que llevaban los sujetos, dio estimulo y retroalimen-
tacion estandarizados a los participantes en todos los ensayos. Durante la prueba
Wingate, se obtuvo la potencia de ciclo con una frecuencia de 1 Hz y la potencia de
ciclo maxima y media (W/kg) obtenida durante la prueba se registraron como se ha
descrito anteriormente. Ademas, la potencia de ciclo maxima y minima se utilizaron
para calcular el indice de fatiga Wingate (%). 1 minuto después de finalizar la prueba,
se obtuvo una muestra de sangre de la yema de un dedo para analizar la concen-
tracion de lactato en sangre (Lactato pro 2, Arkay, Japon, en mmol/L), y en ambas
pruebas se tomo en el mismo dedo. Por ultimo, se pregunté a los participantes sobre
la potencia muscular que percibian durante la prueba que previamente habian utili-
zado (Lara, Gutiérrez-Hellin, Ruiz-Moreno, et al., 2020) (escala de 1 a 10 puntos) y el
esfuerzo (6 a 20 puntos, escala de Borg) (Borg, 1982).

Analisis estadistico. Los resultados de cada ensayo se introdujeron a ciegas en

el paquete estadistico SPSS v 20.0 para su posterior analisis. Prueba F previa vy sig-
nificativa (correccién de Geisser-Greenhouse para el supuesto de esfericidad). Las
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diferencias entre los protocolos de cafeina y de placebo se determinaron median-
te un analisis bidireccional de la varianza (sustancia x cargas de trabajo) con medi-
das repetidas. Las diferencias entre las medias se identificaron mediante un andlisis
post-hoc de Tukey HSD. La diferencia en los valores de pico, potencia media de salida
y concentracion de lactato en sangre con la cafeina frente al placebo para todas las
variables se identificd con la prueba T de Student para las muestras emparejadas. El
nivel de significacion se fijé en P < 0.05 y todos los datos se presentan como media
+ DS.

Resultados

La ingesta de cafeina fue mayor en las variables mecanicas en comparacion con
el placebo. La ingesta de cafeina con respecto a la ingesta de placebo aumenté la
potencia maxima 2.9 + 4.5% (9.65 + 1.38 vs 9.92 + 1.41 W/kg, P=0.038), la potencia
media 3.5 £ 6.2% (8.30 + 1.08 vs 8.57 + 1.12 W/kg, P=0.044) y la concentracion de
lactato en sangre 20.9 + 24.7% (12.4 + 2.6 vs 14.8 = 4.0 mmol/L, P=0.005 (Figura 7)).
Respecto los valores de saturacion de oxigeno en el musculo, los resultados minimos
fueron muy similares cuando se ingirié cafeina en comparacién con el placebo (23.1
+14.1 vs 23.4 + 14.1%, P=0.94). En cuanto a las respuestas individuales contesta-
das inmediatamente después de la prueba, el 67% (10 de 15) de los participantes
informaron de un aumento en la sensacién de la produccion de potencia maxima y
media. Sin embargo, la concentracion de lactato en sangre aumenté en el 73% (11
de 15) de los sujetos, y en cuanto a la saturacién de oxigeno muscular la cafeina
disminuyd en comparacion con un placebo con un 33% (5 de 15) (figura 6). Por otra
parte, tras la prueba Wingate, la escala de Borg y la percepcién de fuerza-velocidad
fue muy similar (19.3 + 1.3 vs 19.3 + 0.8 puntos de la escala 6-20, P= 0.80) y (8.4 +
0.8 vs 8.7 £ 0.9 puntos de la escala 1-10, P= 0.43).
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Figura 7.

Potencia mdxima (W/kg), potencia media (W/kg) y concentracidn de lactato en
sangre (mmol/L) al final de la prueba Wingate 15-s con administracion de cafeina
(3mg/kg) o un placebo. (*) Cafeina diferente de la condicidn de placebo P<0.05.
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La figura 8 muestra que la ingesta de cafeina comparada con la de un placebo
no informo estadisticamente ningun efecto principal en la saturaciéon de oxigeno del
musculo (F=1.841; P=0.198). Ademas, el inicio de la saturacién de oxigeno muscular
fue similar en ambas condiciones (75.8 + 8.1 vs. 72.3 £ 9.5%, P=0.13). Las compa-
raciones por pares informaron de resultados similares que disminuyeron durante la
prueba, lo que dio lugar a valores finales similares con una desoxigenacién cuando se
ingirid cafeina o placebo (67.7 £ 18.6 vs 66.2 + 20.5%, P=0.37 (Figura 8, panel inferior).
Por el contrario, la ingesta de cafeina presenté un efecto principal en W/kg (F=4.764;
P=0.047), reportando una pérdida de potencia similar con la ingesta de cafeina en
comparacion con una condicion de placebo (27.5+ 11.4 vs 25.7 £ 10.7%, P=0.399). En
cuanto las comparaciones pareadas cada segundo del test, la prueba post-hoc reveld
diferencias en el segundo 2 (9.4 + 1.4 vs. 9.6 + 1.4 W/kg, P= 0.011) y en el segundo
10(7.9+1.3vs 8.2 +1.1 W/kg, P=0.044) en los vatios conseguidos cuando se ingirio
cafeina (Figura 8, panel superior).
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Figura 8.

Linea temporal de la salida de energia (W/kg) y la saturacion de oxigeno muscular (%) durante la
prueba Wingate 15-s con la administracion de cafeina (3mg/kg) o una condicién de placebo. Los da-
tos son la media y DS para 15 participante. (*) Cafeina diferente a la condicion del placebo P<0.05.
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ESTUDIO 3: LA CAFEINA AUMENTA LA OXIDACION DE LA
GRASA DE TODO EL CUERPO DURANTE 1 HORA DE CICLISMO
EN FATMAX

Objetivo

Investigar los efectos de una ingesta aguda de cafeina en la oxidacion de sustratos
energéticos durante una hora pedaleando a una intensidad de Fatmax.

Materiales y métodos

Participantes: Doce participantes jévenes y sanos (8 hombres y 4 mujeres) se ofre-
cieron como voluntarios para participar en el estudio. El promedio de edad presen-
tado con el promedio £ DS fue de 29 £ 6 anos, el promedio de masa corporal=70.2 +
9.2 kg, de altura=1.75+0.08 my de VO, _ =50.7 +1 2.1 mL/kg/min). Un cdlculo del
tamano de la muestra preexperimental indicdé que se necesitaban al menos 11 par-
ticipantes para obtener diferencias estadisticamente significativas cuando la tasa de
oxidacion de las grasas era 0,12 g/min mas alto con la cafeina que con el placebo. El
calculo del tamafio de la muestra se basé en el efecto de la ingesta aguda de cafeina
cuando se realiza el ciclo en Fatmax (Gutiérrez-Hellin & Del Coso, 2018), y se diseid
para obtener una potencia estadistica del 80% con un error de tipo | fijado en el 5%.
Los participantes cumplieron los siguientes criterios de inclusién: a) edad entre 18 y
40 afios; b) entrenamiento consistente en ejercicios recreativos de ~1 h/dia, al menos
4 dias/semana durante los dos meses anteriores; c) bajo consumo habitual de cafeina
(es decir, < 50 mg de cafeina por dia en los 3 meses anteriores), segun la definicion de
Filip et al., (2020); d) en las mujeres, duracion regular de su ciclo menstrual durante
los 4 meses anteriores. Se excluia a los participantes si informaban de: a) cualquier
tipo de lesidn en las extremidades inferiores en los dos meses anteriores; b) una si-
tuacidén positiva de fumadores; c) el uso de medicamentos o suplementos dietéticos
en el mes anterior; d) antecedentes de enfermedades cardiopulmonares; e) el uso de
anticonceptivos orales; f) alergia a la cafeina; g) en las mujeres, cualquier tipo de tras-
tornos menstruales. Las mujeres realizaron todos los ensayos experimentales durante
su fase luteinica para evitar la influencia del ciclo menstrual en los resultados de la
investigacion, a pesar de que las pruebas sugieren que la oxidacion del combustible
durante el ejercicio de intensidad submaxima (Frandsen et al., 2020; Horton et al.,
2002) y la respuesta a la ingesta aguda de cafeina durante el ejercicio son similares a
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ESTUDIO 3

lo largo del ciclo menstrual (Lara, Gutiérrez-Hellin, Garcia-Bataller, et al., 2020; Lara,
Gutiérrez-Hellin, Ruiz-Moreno, et al., 2020). Antes de inscribirse en el estudio, todos
los participantes fueron informados de los procedimientos y riesgos experimentales
y firmaron un consentimiento informado por escrito. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad Camilo José Celay se llevé a cabo
de acuerdo con la ultima version de la Declaracion de Helsinki.

Disefio experimental: En esta investigacion se utilizé un disefio experimental doble
ciego, controlado por placebo, aleatorio y contrabalanceado. Cada participante par-
ticipd en dos ensayos experimentales idénticos separados por al menos tres dias. En
estos ensayos, los participantes ingirieron 3 mg de cafeina por kg de masa corporal
(Bulk Powders, Reino Unido) o 3 mg/kg de placebo (celulosa, Guinama, Espaia). Se
selecciond una dosis de 3 mg/kg de cafeina, ya que se ha comprobado previamente
gue esta dosis es eficaz para aumentar la oxidacién de las grasas en Fatmax (Gutié-
rrez-Hellin & Del Coso, 2018). Los tratamientos fueron ingeridos en cdpsulas idénti-
cas, no identificables, 60 minutos antes del comienzo del ejercicio. Un investigador
independiente del estudio asignd un codigo alfanumérico a cada ensayo para que
los participantes. Este cédigo alfanumérico sélo se reveld después de que los ensa-
yos fueran analizados. Cada ensayo consistié en 1 hora de ciclo continuo en Fatmax
mientras que el gasto de energia y la oxidacion del sustrato de los carbohidratos y la
grasa se midieron por calorimetria indirecta. Se selecciond una hora de ciclo conti-
nuo en Fatmax como protocolo de ejercicio para evaluar el efecto de la cafeina en la
oxidacion de las grasas durante el ejercicio ya que este protocolo ha sido utilizado en
previas investigaciones (Gutiérrez-Hellin et al., 2020) y ha sido eficaz para detectar
diferencias en la oxidacion de grasas después de la ingestidon de otras sustancias. Los
ensayos se realizaron en una sala de laboratorio con temperatura ambiente controla-
da20.3+0.42Cy 31+ 11% de humedad relativa.

Ensayo pre-experimental: Los participantes realizaron dos pruebas pre-experimen-
tales: una prueba incremental para la oxidacion de grasas en un cicloergdmetro ter-
minando con un cicloergometro maximo para obtener Fatmaxy VO, _ y una prueba
de familiarizacion. Una semana antes del comienzo del experimento, los participantes
se sometieron a una prueba de ciclo maximo hasta la fatiga volitiva. Esta prueba fue
precedida por un calentamiento estandarizado (es decir, 10 minutos a 50 W para los
hombres y 30 W para las mujeres) en un cicloergdmetro (SNT medical, Cardgirus, Es-
pafia). Después del calentamiento, la carga de trabajo se incrementd en 25 W para los
hombresy 15 W para las mujeres cada 3 minutos hasta que la relacion de intercambio
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respiratorio alcanzé el 1.0. A partir de entonces, se produjeron cargas incrementales
cada minuto hasta que el participante alcanzo la fatiga volitiva. Se instruyé a los parti-
cipantes para que mantuvieran una cadencia de ciclo de 70 a 90 RPM durante toda la
prueba. La prueba de ejercicio maximo termind cuando los participantes no pudieron
mantener una cadencia de ciclo > 50 RPM o cuando dejaron de pedalear debido a la
fatiga. Durante la prueba de ejercicio maximo, se midi6 la captacion de oxigeno (VO,)
y la produccion de dioxido de carbono (VCO,) respiracion a respiracion mediante un
analizador de gases (Metalyzer 3B, Cortex, Alemania) y se calcularon las tasas de oxi-
dacién del sustrato en cada etapa con calculos estoicométricos. En esta prueba se
registro la intensidad que produjo la maxima tasa de oxidacion de la grasa y se utilizd
para los ensayos experimentales (Fatmax; la media + DS fue de 108 + 50 W). Tres dias
antes del primer ensayo experimental, los participantes se sometieron a un ensayo
de familiarizacién que replicaba los protocolos de los ensayos experimentales, como
se explica a continuacién.

Estandarizaciones: Una vez que los participantes cumplieron con los criterios de
inclusidon/exclusion, se les informo sobre la necesidad de abstenerse de todas las fuen-
tes de cafeina (café, té, chocolate, bebidas energéticas, etc.) hasta que se completara
el experimento. También se alentd a los participantes a que mantuvieran sus rutinas
de entrenamiento y un estado fisico estable durante el experimento. El dia anterior a
cada prueba, los participantes realizaron un entrenamiento ligero y estandarizado y
se mantuvo una rutina de dieta/fluidos preseleccionada por ellos mismos. En todos
los ensayos experimentales se dieron pautas sobre la dieta y los liquidos para ase-
gurar la disponibilidad de carbohidratos (Burke et al., 2011) y la hidratacién (Sawka
et al., 2007). También se exigid a los sujetos que se abstuvieran de consumir alcohol
y que mantuvieran un patrén de suefio con al menos 8 horas el dia antes de cada
ensayo. Estas estandarizaciones se escribieron en un diario personal y se repitieron
minuciosamente el dia anterior al segundo ensayo. Los datos sobre la dieta y el ejer-
cicio fueron analizados después para asegurar que los participantes que cumplieran
todas las recomendaciones dadas y la eutrofizacion fue certificada por la gravedad
especifica de la orina < 1.020 antes de cada prueba (MASTER-SUR/Na, Atago, Japdn).
En las mujeres, la regularidad y la duracién del ciclo menstrual fueron monitoreadas
en cada participante durante 4 meses a través de una aplicacion mavil gratuita (My-
calendar®,Period-tracker, US).

Ensayos experimentales: El dia de los ensayos experimentales, las participantes
llegaron al laboratorio por la mafiana a las 9.00 AM en estado de ayuno (al menos
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8 horas después de su ultima comida). A su llegada, la capsula con el tratamiento
experimental (cafeina o placebo) fue suministrada e ingerida por el participante con
150 mL de agua. Posteriormente, los participantes descansaron en posicion supina
durante 60 minutos para permitir la absorcidn de la sustancia. En los ultimos 5 minu-
tos del periodo de descanso, se registro la presién sanguinea de los participantes (M6
Comfort, Omron, Japdn; por triplicado) y la frecuencia cardiaca (Wearlink+V800, Po-
lar, Finlandia). Para el analisis se utilizé un promedio de tres mediciones de la presiéon
sanguinea, realizadas con 1 min. entre cada medicién. A continuacién, los participan-
tes se sometieron a un calentamiento estandarizado de 10 minutos con intensidad
creciente hasta que alcanzaron su Fatmax individual (equivalente al 52.1 £ 9.8% de su
VO, ). El cicloergémetro se configur6 para mantener esta intensidad de ejercicio y
los participantes pedalearon a esta intensidad durante 1 hora. La posicion del sillin y
el manubrio en el ciclergdmetro, la ropa utilizada y la cadencia de ciclismo se repro-
dujeron meticulosamente en ambos recorridos. Se obtuvieron datos de VO, y VCO,
respiracion por respiracion durante toda la prueba con el analizador de gas utilizado
parala prueba VO, _.Se utilizaron como valor representativo los dltimos 60 s de cada
periodo de 5 minuto del VO, y VCO,. Las tasas de gasto de energia y de oxidacion de
los sustratos se calcularon a partir del VO, y el VCO, utilizando el cociente respiratorio
no proteinico (Brouwer, 1957). Los datos sobre el VO, y el VCO, para todo el ensayo
(es decir, todas las respiraciones incluidas en el ensayo de ciclos de 1 hora) se utiliza-
ron para el cdlculo de la cantidad total de energia gastada y las cantidades totales de
grasa y carbohidratos oxidados. Durante el ejercicio, se registro la frecuencia cardiaca
y la calificacién de los participantes del esfuerzo percibido (6-20 unidades arbitrarias
(u.a.) escala (Borg, 1982)) en intervalos de 5 minutos.

Al final de los ensayos, los participantes completaron un cuestionario ad-hoc sobre
los efectos secundarios comunes después de la ingesta aguda de cafeina o de place-
bo. Este cuestionario incluia una escala de 1 a 10 puntos para evaluar cada elemento.
Se inform& previamente a los participantes de que un punto significaba una cantidad
minima de ese elemento y 10 puntos una cantidad mdxima. Se proporciond a los par-
ticipantes una version en linea de este cuestionario a través de WhatsApp, y el cues-
tionario contenia dos fases. En la primera fase, los participantes debian calificar sus
sentimientos de nerviosismo, vigor, irritabilidad, problemas gastrointestinales, dolo-
res musculares, dolor de cabeza y diuresis, y completaban este cuestionario 12 horas
después del final del ejercicio para evaluar la intensidad de los efectos secundarios
inducidos por la ingesta aguda de cafeina en el dia del experimento. En las segundas
fases del cuestionario, los participantes calificaron su nivel de insomnio durante la
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noche después del ensayo experimental. Esta encuesta se completd en la mafiana
siguiente del experimento, una vez que los participantes completaron su suefio noc-
turno. Esta encuesta de dos fases se ha utilizado eficazmente para evaluar los efectos
secundarios resultantes de la ingestion aguda de cafeina en personas que realizan
varias situaciones de ejercicio (Lara et al., 2015; Salinero et al., 2014).
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Figura 9.
Disefio experimental del estudio 3.

Analisis estadistico: Los datos del estudio se introdujeron a ciegas en el paquete
estadistico SPSS (SPSS, v. 22.0, IBM SPSS Statistics, IBM Corporation) y se analizaron
posteriormente. Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para confirmar la normalidad
de las variables cuantitativas y, en consecuencia, se utilizé la prueba de estadistica
parameétrica para determinar las diferencias entre los ensayos. Se realizé un anali-
sis bidireccional de la varianza (ANOVA) (sustanciaxtiempo) para analizar el efecto
principal de la cafeina en todas las variables investigadas. Después de completar una
prueba F significativa (correccidon de Greenhouse-Geisser para el supuesto de esfe-
ricidad) para el efecto principal de la cafeina, se identificaron las diferencias en las
comparaciones cafeina-placebo en cada medicién de 5 minutos mediante pruebas
post-hoc LSD. Se utilizaron pruebas t emparejadas para detectar diferencias en la
comparacion cafeina-placebo en la frecuencia cardiaca en reposo, la presion sangui-
nea en reposo, los valores generales del gasto energético, la oxidacion de grasas y
carbohidratos durante el ejercicio y en las calificaciones de los efectos secundarios
después del ejercicio. En todas las pruebas estadisticas se establecié un nivel de sig-
nificacion de P < 0.05. Los datos se presentan como media * DS. El ES (tamafio del
efecto) (x 95% intervalos de confianza (IC)) se calculd en todas las comparaciones
por pares (Hopkins et al., 2009). El umbral del efecto significativo mds pequeiio se
fij6 en 0.2, y se incluyd un descriptor cualitativo para representar la probabilidad de
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superar este umbral. Los rangos de probabilidad <1% indicaban casi con certeza que
no habia posibilidades de cambio; 1% a 5%, muy improbable; 5% a 25%, improbable;
25% a 75%, posible; 75% a 95%, probable; 95% a 99%, muy probable; >99%, muy
probable. Las diferencias se calificaron como poco claras cuando la probabilidad su-
peraba >5% en ambas direcciones positiva/negativa (Hopkins et al., 2009).

Resultados

Antes del ejercicio, la ingesta aguda de cafeina aumento la presion arterial sistoli-
ca, diastdélica y media en comparacion con la ingesta del placebo (Tabla 3; P < 0.05).
Sin embargo, la cafeina no modificd la frecuencia cardiaca en reposo (P = 0.62).

Tabla 3. Variables cardiovasculares en reposo, y gasto de energia y sustratos oxidados
durante 1 hora de ciclo a la intensidad que provoca la mdaxima oxidacion de la grasa
(Fatmax) tras la ingestion de cafeina o un placebo.

TAMANO DEL
VARIABLES (unidades) PLACEBO CAFEINA EFECTO éﬁﬁﬁl\im
(90% Cl)
Frecuencia cardiaca .
(latidos/min) 549 559 0.2 (-0.3/0.6) Incierto 0.62
Presionsanguinea 110113 12420 05(0.2/0.8) Muy 0.01
sistélica (mmHg) probable
Reposo — )
resion sanguin€a 2110 7411 03(0.1/0.6)  Probable  0.02
diastélica (mmHg)
Presion arterial Muy
F Ay 8610 9113 0.5(0.2/0.7) Stielsrbil 0.01
Total oxidacionde g )75 54796  05(01/09) Probable  0.04
grasas (g)
Total oxidacion de Muy
N 94.630.9 73.832.4 -0.8(-1.4/-0.3) st <0.01
.. Total gasto Muy
Ejercicio e () 543175 559170 0.0(-0.2/0.1) orobable 0.71

Promedio frecuencia

ey 12513 1279 0.2 (-0.1/0.4) Posible 0.30

Muy

Promedio RIR 0.890.04 0.850.05 -1.1(-1.9/-0.4)
probable

0.04

Los datos son presentados como promedio DS de 12 participantes del estudio.
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Durante el ejercicio, hubo un efecto significativo de la cafeina en la tasa de oxida-
cion de las grasas (P = 0.02). El andlisis post-hoc reveld que la tasa de oxidacion de
las grasas fue mayor con la cafeina que con el placebo en todas las comparaciones
por pares durante el ensayo de ciclos de 1 hora (todas P < 0.05, Figura 10A). Ademas,
hubo un efecto principal de la cafeina en la tasa de oxidacién de los carbohidratos (P
= 0.02), mientras que el analisis post-hoc reveld que la cafeina disminuyé la tasa de
oxidacién de los carbohidratos de min-10 a min-60 (todos los P < 0.05, Figura 10B).
Sin embargo, no hubo un efecto principal de la cafeina en el gasto de energia (P =
0.60; Figura 10C). En conjunto, la cafeina aumento la cantidad total de grasa oxidada
durante el ensayo en comparacioén con el placebo (Tabla 3; P = 0.04), al tiempo que
se redujo la cantidad de carbohidratos utilizados (P < 0.01). La ingestién de cafeina
no modificé la cantidad de energia gastada durante el ensayo (P < 0.71).
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Durante el ejercicio, hubo un efecto principal de la cafeina en la calificacién del
esfuerzo percibido (P = 0.05), y el andlisis post hoc demostré que la calificacion del
esfuerzo percibido era mas baja con la cafeina que con el placebo, en un rango del
min -45 a min-60 (todos P < 0.05, Figura 11A). Ademas, hubo un efecto principal de la
cafeina sobre el VO, (P = 0.03), ya que el analisis post hoc indico que el VO, era mayor
con la cafeina que con el placebo en varios puntos temporales durante el ejercicio
(todos P < 0.05, Figura 11B). Sin embargo, no hubo un efecto principal de la cafeina
en la frecuencia cardiaca (P = 0.20; Figura 11C).
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Después del ejercicio, los participantes informaron de mayores puntuaciones de
nerviosismo y vigor en el ensayo de cafeina frente al ensayo del placebo (Tabla 2; P <
0.05). Aungue no hubo diferencias estadisticas en los efectos secundarios restantes,
los tamafios del efecto de la cafeina aguda sobre el malestar gastrointestinal, la diure-

sis y el insomnio fueron >1.0.

Tabla 4. Calificacion de los principales efectos secundarios en las 24 horas posteriores a

la ingestion de cafeina o un placebo.

Variable
(unidades)

Placebo Cafeina

Nerviosismo

e 1.31.2

Vigorosidad

e 1.61.8

Irritabilidad

el 1.20.6

Dolor muscular

1.61.5
(u.a.)

Dolor de cabeza
(u.a.)

Dificultad
gastrointestinal  1.10.6
(u.a.)

2.12.2

Diuresis 1.20.6
(u.a.)
Insomnio

e 1.10.4

Los datos se muestran como la media DS para 12 participantes sanos. Cada efecto se-
cundario fue auto-reportado usando una escala de 1-10 unidades arbitrarias (u.a.). Cl:

intervalo de confianza.

3.72.4

4.72.9

1.51.5

141.4

1.62

2.22.0

2421

2.82.7

Tamaio del
efecto (95%Cl)

2.1(1.2/2.9)

1.8 (0.8/2.8)

0.2 (-0.8/1.2)

-0.1(-0.8/0.5)

-0.2 (-0.9/0.5)

1.2 (0.2/2.3)

1.2 (0.0/2.3)

1.8 (0.1/3.5)
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Inferencia
cualitativa

Demasiado
probable

Muy
probable

Improbable

Improbable

Improbable

Probable

Probable

Probable

0.01

0.04

0.73

0.79

0.66

0.12

0.16

0.11



ESTUDIO 4: CURSO DE TIEMPO DE TOLERANCIA A LOS
BENEFICIOS DEL RENDIMIENTO DE LA CAFEINA

Objetivo

Determinar la existencia y el curso temporal de la tolerancia a los efectos ergogé-
nicos de la cafeina mediante un protocolo de investigacion longitudinal de 20 dias.

Materiales y métodos

Participantes: Once individuos activos y sanos (>4 dias de entrenamiento por se-
mana; > 45 min. por dia) se ofrecieron como voluntarios para participar en esta
investigacion. Tenian una edad media £ DS de 32.3 + 4.9 afios, una altura de 171 £
8 cm, una masa corporal de 66.6 £ 13.6 kg, una grasa corporal de 16.6 £ 5.0% y una
absorcion maxima de oxigeno (VO, ) de 48.0+3.8 mL/kg/min. En la muestra parti-
ciparon tres mujeres en la muestra que siempre empezaban los tratamientos al prin-
cipio de la fase lutea. Debido a que la duraciéon de los tratamientos con cafeina/pla-
cebo fue mas larga que la fase lutea de las participantes femeninas, los ultimos dias
de cada tratamiento ocurrieron en la fase folicular. Una investigacién anterior indicé
gue la farmacocinética de la cafeina es similar en todas las fases del ciclo menstrual
(Kamimori et al., 1999), por lo tanto, es poco probable que el cambio de la fase lGtea
a la folicular dentro del mismo tratamiento tuviera algun efecto en los resultados
de esta investigacion (Lara, Gutiérrez-Hellin, Garcia-Bataller, et al., 2020). Todos los
participantes consumian poca cafeina al dia (< 50 mg/dia de (Filip et al., 2020)),
eran no fumadores y no tenian antecedentes de enfermedades cardiopulmonares o
lesiones musculo esqueléticas en los tres meses anteriores. Toda esta informacién
se obtuvo de un examen previo a la participacion que incluia un historial médico y
de capacitacion y un cuestionario sobre la frecuencia de los alimentos. También se
advirtié a los participantes a que evitaran los medicamentos o los suplementos nu-
tricionales mientras durara el estudio. Una semana antes del inicio del estudio, los
participantes fueron informados de los procedimientos experimentales y de los ries-
gos y molestias asociados a la investigacién y dieron su consentimiento informado
por escrito para participar en la investigacion. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Investigacién Camilo José Cela y se ha realizado de conformidad con las
normas éticas establecidas en la Declaracion de Helsinki de 1964 y sus posteriores
enmiendas o normas éticas comparables.
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Disefio experimental: En este estudio se utilizdé un disefio experimental doble cie-
go, controlado por placebo, aleatorio y cruzado. Cada participante participé en dos
protocolos idénticos y, por lo tanto, actué como su propio control: en un protocolo,
los participantes ingirieron una capsula no identificable que contenia 3 mg de cafei-
na por kg de masa corporal cada dia del protocolo (3 mg/kg/dia; 100% de pureza,
Bulk Powers, Reino Unido) durante 20 dias consecutivos. En otro protocolo, ingirie-
ron la misma cdpsula, pero con un placebo (i.e celulosa; 100% de pureza, Guinama,
Espana) durante 20 dias consecutivos. Las capsulas se ingerian diariamente a las
9.00 horas con 250 mL de agua y en ayuno (al menos, 8 horas después de su uUltima
comida). Los participantes tuvieron que acudir al laboratorio a realizar las pruebas
dos dias antes del inicio de cada protocolo de ingestiéon (dia 0), y tres veces por
semana (es decir, el dia 1, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 18 y 20) dentro de cada tratamiento.
Aunque, el dia 11 de cada protocolo la pastilla se ingirié después de la realizacion de
las pruebas para controlar si la cafeina seguia siendo ergogénica en la mitad del pro-
tocolo. Los participantes realizaron el mismo protocolo de ejercicios compuesto por
una prueba de test incremental maximo en un cicloergdmetro hasta la fatiga volitiva
y la versidon adaptada del test anaerébico Wingate 15 segundos (Lara, Gutiérrez-He-
[lin, Ruiz-Moreno, et al., 2020). En el dia O de cada tratamiento, no se ingeria ninguna
capsula antes del ejercicio mientras que, en todos los dias restantes, excepto uno,
la medicién del rendimiento del ejercicio siempre comenzaba 45 minutos después
de la ingestion de la capsula asignada. No obstante, la capsula con cafeina/placebo
se ingeria el dia 11 después de las mediciones de rendimiento para lograr 20 dias de
tratamiento consecutivo. Se optd por evaluar las variables de rendimiento tres veces
por semana para tener suficiente sensibilidad para detectar con precision la habi-
tuacioén a los efectos ergogénicos de la cafeina. El orden de los protocolos de inges-
tion de 20 dias fue aleatorio y se separaron por 7 dias para permitir la recuperacion
completa y el lavado de la cafeina. El cumplimiento de los tratamientos se examind
verbalmente a diario durante todo el experimento y no se informd de ninguna inci-
dencia durante todo el experimento.
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Figura 12.
Protocolo experimental de los estudios 4,5,6 y 7.

Estandarizaciones: Durante el mes anterior al inicio del experimento, los parti-
cipantes se abstuvieron de todas las fuentes de cafeina a fin de eliminar cualquier
habito a la cafeina. El consumo de cafeina dietética (café, té, chocolate, refrescos,
bebidas energéticas, etc.) y otros estimulantes también cesé mientras durd el ex-
perimento. También se alentd a los participantes a mantener sus rutinas de entre-
namiento y a conservar un estado fisico estable durante el experimento. Una se-
mana antes del primer protocolo de ingestion, los participantes se sometieron a un
examen médico de rutina para asegurarse de que gozaban de buena salud y eran
aptos para el experimento. Los participantes se familiarizaron dos veces con todas
las pruebas experimentales previas al protocolo experimental. También, se midio la
masa corporal (50 g, Radwag, Polonia) para calcular la dosis de cafeina. La tempera-
tura y la humedad ambiental se mantuvieron constantes en todos los ensayos expe-
rimentales 21.3 + 0.3 2C de temperatura y 30 + 10% de humedad relativa. El mismo
investigador, que estaba cegado a los tratamientos, proporciond a los participantes
en todos los ensayos estimulo y retroalimentacion estandarizados. Las posiciones
del asiento y el manillar en el cicloergdmetro de la bicicleta se obtuvieron en las
pruebas de familiarizacion y se replicaron para cada individuo en todas las pruebas.

Ensayos experimentales: El dia O, los participantes llegaron al laboratorio a las
8:00 PM y se les midid el porcentaje de grasa corporal por impedancia bioeléctrica
(B-418, Tanita, Japdn). A continuacion, los participantes se vistieron con ropa depor-
tiva y se les colocé un pulsimetro (Wearlink, Polar, Finlandia) que se fijé a su pecho.
Después de eso, descansaron en posicidon supina durante 45 minutos. Durante los
ultimos 5 min. del periodo de descanso se midié la frecuencia cardiaca en reposo y
la presidn sanguinea sistélica y diastélica (M6 Comfort, Omron, Japdn).
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Después de las mediciones en reposo, los participantes realizaron un calenta-
miento estandarizado de 10 minutos en un cicloergdmetro (SNT Medical, Cardgirus,
Espafia) a 50 W. La intensidad del ejercicio se incrementd progresivamente en 25 W/
min (incrementos escalonados) hasta la fatiga volitiva. La frecuencia de pedaleo fue
elegida individualmente (entre 75 y 90 RPM) pero se mantuvo durante toda la prue-
ba de test incremental y se replicé en todos los ensayos experimentales. Durante la
prueba, la captacion de oxigeno (VO,) se midié continuamente mediante un analiza-
dor respiracion a respiracion (Metalyzer 3B, Cortex, Alemania) y los datos se prome-
diaron cada 15 segundos. En esta prueba de test incremental, se determinaron los
vatios alcanzados en el agotamiento (W __; potencia maxima aerdbica) y el VO, .
W__ se registro como la carga de ejercicio en el cicloergometro de la bicicleta en
el momento en que los participantes dejaron de pedalear abruptamente o cuando
la frecuencia de pedaleo de un individuo era inferior a 50 RPM. EI VO, _ se definio
como el valor mas alto de VO, obtenido durante la prueba. EI VO, _ se considerd
vdlido cuando: a) los participantes calificaron su esfuerzo percibido como superior
a 19 en la escala de Borg (Borg, 1982), b) la diferencia de VO, entre las dos ultimas
cargas de trabajo consecutivas fue inferior a 0.10 L/min, c) la relacion de intercambio
respiratorio fue superior a 1.10, d) la frecuencia cardiaca fue superior al 80% de la
estimacion ajustada en funcién de la edad de la frecuencia cardiaca maxima o e) la
concentracién de lactato fue superior a 7 mmol/L (Edvardsen et al., 2014). Se utili-
zaron gases de calibracion certificados (16.0% O,; 5.0% CO,, Cortex, Alemania) y una
jeringa de 3 L para calibrar el analizador de gas y el medidor de flujo antes de cada
prueba. Un minuto después del final de la prueba graduada, se obtuvo una muestra
de sangre para analizar la concentracién de lactato en la sangre (Lactate Pro 2, Arkay,
Japén).

Posteriormente a la prueba de test incremental maximo, los participantes conti-
nuaron pedaleando a 50 W durante 7 min. Tras la finalizacién de estos 7 minutos,
realizaron una prueba de Wingate de 15 segundos en el mismo cicloergdmetro de
ciclo (SNT Medical, Cardgirus, Espaia) y con una carga que representaba el 7.5% de
la masa corporal, como se describidé anteriormente (Hachana et al., 2012). Para esta
prueba, los participantes partieron de una posicion estacionaria con su pierna do-
minante lista para pedalear y se les dijo que “debian pedalear lo mas rapido posible
desde el principio y durante toda la duracién de la prueba”. Después del comando
de “YA”, la carga de resistencia se aplicd progresivamente en un plazo de 3 s para
producir una fase de aceleracién, como se sugirié anteriormente (Bar-Or, 1987). El
investigador verificd que los participantes permanecieron sentados durante toda la
prueba. Durante la prueba Wingate, se obtuvo la potencia de ciclo con una frecuen-

92



ESTUDIO 4

cia de 1 Hz y se registrd la potencia de ciclo maxima y media obtenida durante la
prueba. Un minuto después del final de la prueba, se midié la concentracién de
lactato en sangre como se describié anteriormente.

Se pregunté a los participantes sobre su percepcion de resistencia y esfuerzo justo
después de la prueba de test incremental y sobre su autopercepcién de la potencia
muscular justo después de la prueba Wingate de 15-s. Este cuestionario incluia una
escala de 1 a 10 puntos para evaluar cada item, y a los participantes se les informé
previamente que 1 punto significaba una cantidad minima y 10 puntos una cantidad
maxima del mismo. El cuestionario se ha utilizado anteriormente para evaluar la
ergogenicidad percibida después de la ingestidon de cafeina (Salinero et al., 2014).

El protocolo descrito anteriormente para el dia O se repitid para cada dia de me-
dicién durante los 20 dias de tratamiento (i.e, los dias 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18 y 20) pero
con la administracion de cafeina o placebo 45 minutos antes del inicio de las pruebas
de rendimiento. El dia 11, los participantes ingirieron la cdpsula asignada después
del final de las pruebas de ejercicio para producir un protocolo de ingestién continuo
de 20 dias. Siete dias después de la finalizacién del primer protocolo de ingestion
(placebo o cafeina), el protocolo de ingestidn restante se llevd a cabo imitando los
procedimientos descritos anteriormente.

Anadlisis estadistico: Los datos se recogieron como se ha indicado anteriormente y
los resultados de cada prueba se introdujeron posteriormente a ciegas en el paquete
estadistico SPSS v 20.0 para su posterior analisis. La normalidad fue probada para
cada variable con la prueba de Shapiro-Wilk. Todas las variables incluidas en esta
investigacion presentaron una distribucion normal (P > 0.05) y se utilizaron estadis-
ticas paramétricas para determinar la ergogenicidad de la cafeina. Las diferencias
entre los protocolos de cafeina y de placebo se determinaron mediante un andlisis
bidireccional de la varianza (ANOVA)(sustancia x dia de ingestion) con medidas repe-
tidas. Después de una prueba F significativa (correccién de Geisser-Greenhouse para
el supuesto de esfericidad), se identificaron las diferencias entre las medias utilizan-
do el post-hoc de Tukey HSD. El nivel de significacion se fijé en P < 0.05.

El tamafio del efecto también se calculd en todas las comparaciones por pares
para permitir un enfoque de inferencia basado en la magnitud (Hopkins et al., 2009).
Especificamente, la estadistica del tamafio del efecto + 90% de intervalos de confian-
za (Cl) se usé en los datos transformados de logaritmo para reducir el sesgo debido
a la falta de uniformidad del error. El umbral mas pequeio de efecto estandarizado
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significativo se fijo en 0.2, y se incluyé un descriptor cualitativo para representar la
probabilidad de superar este umbral. Los rangos de probabilidad <1% indicaban casi
con certeza que no habia posibilidades de cambio; 1% a 5%, muy improbable; 5% a
25%, improbable; 25% a 75%, posible; 75% a 95%, probable; 95% a 99%, muy pro-
bable; >99%, muy probable. Las diferencias se calificaron como poco claras cuando
la probabilidad superaba >5% en ambas direcciones positiva/negativa. Los tamafios
de los efectos se interpretaron de acuerdo con los siguientes rangos: <0.2, trivial;
0.2-0.6, pequeiio; 0.6-1.2, moderado; 1.2-2.0, grande; 2.0-4.0, muy grande y; >4.0,
extremadamente grande (Hopkins et al., 2009).

Resultados

En las pruebas incrementales los valores de los vatios maximos (W ) fueron muy
comparables para el dia 0 en los protocolos de placebo y de ingestién de cafeina
(3.99 £ 0.75 y 3.97 + 0.75 W/kg, respectivamente; P = 0.66). En comparacion con
el placebo, la ingestion diaria de cafeina aumento el W__ en los ensayos realizados
durante los primeros 18 dias del protocolo de la cafeina (figura 13, panel inferior; P
< 0.05), excepto el dia 11, en el que se ingieren la cafeina y el placebo después de la
prueba. Ademas, la ingesta diaria de cafeina también aumenté el W__ para todo el
tratamiento con respecto al dia 0 del protocolo de la cafeina (P < 0.05). Por el con-
trario, W __ se mantuvo constante en el protocolo de placebo. En las comparaciones
por pares, el tamafio del efecto de la ingesta de cafeina en W__ fue grande para el
dia 1y el dia 4 y disminuyé a moderado después (Figura 13, panel superior).
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Figura 13.

Potencia madxima de ciclo (W . obtenida durante una prueba de test incremental con
la administracion de 3 mg/kg?d/a de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.
El panel superior muestra el tamafio del efecto (intervalos de confianza de + 90%) para
todas las comparaciones por pares. Solo se clasifican los tamarios de los efectos con una
posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++)
probable, (+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media
+ desviacion estdndar. Los datos se han normalizado con respecto a los valores obtenidos
en el dia 0 de cada tratamiento para proporcionar una mejor comparacion del efecto er-
gogénico de la cafeina en las variables estudiadas. (*) Cafeina diferente al placebo para el
mismo dia, P < 0.05. (1) Diferente del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.

Los valores de VO, _ fueron similares para el dia O en los protocolos de placebo
y de ingestion de cafeina (47.9 £ 8.0y 46.1 + 8.4 mL/kg/min; P = 0.19). En la compa-
racion diaria con el placebo, la ingestion de cafeina aumento el VO, en los dias 1
y 4 (Figura 14, panel inferior; P < 0.05), y en los dias 1, 4 y 6 con respecto al dia 0 del
protocolo de la cafeina (P < 0.05). EI VO, _ se mantuvo constante en el protocolo de
placebo, excepto por una reduccién en el dia 1 con respecto al dia 0 (P < 0.05). En
las comparaciones por pares, el tamafio del efecto de la ingesta de cafeina sobre el
VO, . fue muy grande para el dia 1, grande para el dia 4 y de moderado a pequefio

2
después (Figura 14, panel superior).
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Figura 14.

Consumo mdximo de oxigeno (VO2max) obtenido durante una prueba de test incremental
con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecuti-
vos. El panel superior muestra el tamafio del efecto (intervalos de confianza de + 90%) para
todas las comparaciones por pares. Solo se clasifican los tamanos de los efectos con una
posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++)
probable, (+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media
+ desviacion estdndar. Los datos se han normalizado con respecto a los valores obtenidos
en el dia 0 de cada tratamiento para proporcionar una mejor comparacion del efecto er-
gogénico de la cafeina en las variables estudiadas. (*) Cafeina diferente al placebo para el
mismo dia, P < 0.05. (t) Diferente del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.
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La ingestion de cafeina aumenté la frecuencia cardiaca maxima en el dia 1y 8 con
respecto al placebo (Tabla 5), pero no hubo ninguna otra diferencia estadisticamente
significativa entre la cafeina y el placebo en los ensayos restantes. En las compara-
ciones por pares, el tamafo del efecto de la ingesta de cafeina sobre la frecuencia
cardiaca maxima fue pequefno durante los primeros 8 dias de ingesta y tendio a ser
insignificante después. La ingestion de cafeina aumento la ventilacion maxima en los
dias 1y 4 con respecto al placebo (Tabla 5), pero no produjo ninguna otra diferencia
estadisticamente significativa para la comparacion cafeina vs. placebo posterior. El ta-
mafio del efecto de la cafeina en la ventilacion maxima fue pequefio en los dias 1y 4
y luego se redujo. La concentracion de lactato en sangre después de la prueba de test
incremental en el dia 1, y 15 (Tabla 6; P < 0.05) fue mayor con la ingesta de cafeina en
comparacion con el placebo y el tamafio del efecto en estos dias fue moderado. Los
participantes percibieron una mayor capacidad de resistencia en la prueba de ejerci-
cio incremental con cafeina en comparacién con el placebo en los dias 1y 13 (Tabla
7; P < 0.05) mientras que el tamafio del efecto de la cafeina fue pequefio en estos
mismos dias. Ademas, en los dias 1, 13, 15 y 18 hubo un aumento significativo de la
capacidad de resistencia percibida con respecto al dia 0 del protocolo de la cafeina (P
< 0.05). No hubo efectos de la cafeina sobre el esfuerzo percibido después de la prue-
ba de ejercicio incremental, que siempre se percibid como > 9 puntos en la escala de
1 a 10 puntos (Tabla 7).
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Tabla 5. Ritmo cardiaco maximo (latidos/min) y ventilacion pulmonar maxima (L/min)
durante un test incremental hasta la fatiga volitiva (VO2max) de 3 mg/kg/dia de cafeina
o un placebo durante 20 dias consecutivos.

Frecuencia cardiaca maxima (lpm)

DIA  PLACEBO  CAFEINA TAI\EA:El:(T)oDEL (I:TIJFAELT'IF:'IT(I:\I/AA
(£90% Cl)

0 177112 178+13 0.1(-0.2-0.3) Probable trivial
1 175+11 181+12* 0.4(0.1-0.7) Probable positivo
4 176110 17948 0.3(0-0.6) Posiblemente positivo
6 178+11 180+11 0.2(-0.2-0.5) Posiblemente positivo
8 174+£10 180+11* 0.5(0.2-0.7) Probable positivo
11 17749 172110t -0.5(-0.9-0) Probable negativo
13 177+10 17712 0.1(-0.3-0.5) Improbable
15 175+13 179+8 0.2(-0.2-0.6) Posiblemente positivo
18 176+ 10 17710 0.1(-0.2-0.4) Improbable
20 176110 17849 0.2(-0.1-0.5) Posiblemente positivo

Cl = intervalo de confianza; (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia,
P < 0.05. (1) Diferente del dia “0” dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.

Nota: En los dias “0” y “11”, tanto el ensayo del placebo como el de la cafeina se
realizaron sin la administracidn de ninguna capsula.
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Ventilaciones maximas (L/min)

paceBO  careina | Erecro | INFERENCIA
(+90% C1)

130423 136+33 0.2(-0.1-0.50) Posiblemente positivo
131426 146 +36* 0.5(0.1-0.8) Probable positivo
134424 148+34*+ 0.5(0.2-0.7) Probable positivo
138132 142437 0.1(-0.2-0.4) Improbable
136%32 141436 0.1(-0.1-0.4) Posiblemente trivial
134429 133+29 -0.0(-0.2-0.2) Probable trivial
135426 147436 0.4(0.1-0.7) Probable positivo
139430 150433t 0.3(0.1-0.6) Probable positivo
136131 143433 -0.2(-0.1-0.5) Posiblemente positivo
136130 145428t 0.3(0.1-0.6) Probable positivo
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Tabla 6. Concentracion de lactato en sangre (mmol/L) después de un test incremental
hasta la fatiga volitiva (VO2max) y después de una prueba Wingate 15-s (Wingate) con la
administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.

Test incremental

DIA  PLACEBO CAFEINA TAI\EA:El:(T)oDEL éI:IJFAELT'IF.:'Ir(I::/AA
(£90% Cl)
0 13.14+2.8 13.3+2.9 0.1(-0.5-0.6) Improbable
1 11.843.3 14.0+2.8* 0.6(0.1-1.1) Probable positivo
4 12.842.7 13.6+2.1 -0.1(-0.5-0.4) Improbable
6 13.843.2 13.8+4.5 0.0(-0.7-0.6) Improbable
8 12.7+3.2 13.1+2.4 0.1(-0.5-0.8) Improbable
11 13.8+2.0 13.5+3.9 -0.4(-1.4-0.6) Improbable
13 12.6+3.8 14.5+3.6 0.6(0.1-1.1) Probable positivo
15 12.3+2.0 14.8+4.0* 0.9(0.0-1.9) Probable positivo
18 12.9+3.4 15.0+4.8 -0.5(-0.3-1.3) Improbable
20 13.3£3.5 12.8+3.1 -0.1(-0.8-0.6) Improbable

Cl = intervalo de confianza; (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia,
P < 0.05. (1) Diferente del dia “0” dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.

Nota: En los dias “0” y “11”, tanto el ensayo del placebo como el de la cafeina se
realizaron sin la administracidn de ninguna capsula.
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PLACEBO

13.4+3.7

13.3+4.5

12.2+3.6

12.3+3.5

12.3#4.3

13.3+3.7

11.9+2.8

11.8+3.2

13.8+4.6

14.0+4.4

Test 15-s Wingate

CAFEINA

12.912.6
14.8+2.5t
14.5+2.8t

14.0+4.5

14.9+4.0

13.0+3.4
13.9+4.8t
14.0+1.8t

13.4+4.2

13.9+2.0

TAMANO DEL

EFECTO
(£90% Cli)

-0.0(-0.8-0.7)
0.4(-0.1-0.9)
0.6(-0.2-1.6)
0.4(-0.2-0.9)
0.5(-0.1-1.1)
0.1(-0.3-0.5)
1.1(0.1-2.1)
1.0(0.4-1.7)

-0.1(-0.9-0.7)

0.1(-0.3-0.6)
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Tabla 7. Sensaciones subjetivas de resistencia y esfuerzo (escalas de 1 a 10 puntos) des-
pués de una prueba de test incremental, y potencia muscular percibida después de una
prueba Wingate de 15-s con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo
durante 20 dias consecutivos.

Percepcidn de resistencia Esfuerzo percibido

TAMANO
. , INFERENCIA .
DIA PLACEBO CAFEINA DELEFECTO PLACEBO CAFEINA
o CUALITATIVA
(£90% Cl)
0 5.6+1.2 54409  -0.1(-0.6-04)  Improbable 9.2+1.0 9.5+0.6
1 53+15  6.1+0.9*"  0.5(0.1-1.0) HCLELLE 9.4+1.1 9.4+0.8
positivo
4 5.7+1.1 5.9+1.0 0.2(-03-0.8)  Improbable 9.4+0.8 9.5+0.7
6 5.9+0.9 5.8+0.9 -0.1(-0.4-0.3) Improbable 9.5+0.7 9.6+0.7
8 5.3+15 5.5+1.8 0.1(-05-0.7)  Improbable 9.5+0.8 9.6+0.5
11 6.1+1.0 50¢1.8  -1.3(-3.003)  Improbable 9.5+1.0 9.3+1.0
13  55+14  63+0.8t*  0.5(0.1-0.9) Probable 9.7+0.5 9.6+0.7
positivo
15  58+15 62409t  0.2(0.3-0.8) Improbable 9.6+0.7 9.7+0.5
Posiblemente
18  5.8+1.0 61409t  0.3(-0.2-0.8) - 9.8+0.4 9.6+0.9
positivo
20  5.8+1.2 56+1.6  -0.1(-0.7-04)  Improbable 9.8+0.4 9.6+0.9

Nota: Todas las variables fueron evaluadas con escalas de 1 a 10 puntos, donde 1 pun-
to significaba una cantidad minima de la variable y 10 puntos significaban una cantidad
maxima de esa variable (5 puntos era el valor usado para indicar que no se sentia ninguna
diferencia con un dia normal). Cl = intervalo de confianza; (*) Cafeina diferente del place-
bo para el mismo dia, P < 0.05. (T) Diferente del dia “0” dentro del mismo tratamiento, P
< 0.05. Nota: En los dias “0” y “11”, tanto el ensayo del placebo como el de la cafeina se
realizaron sin la administracidn de ninguna capsula.
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Percepcion de potencia

TAMANO TAMANO
INFERENCIA p INFERENCIA
DEL EFECTO CUALITATIVA PLACEBO CAFEINA DEL EFECTO CUALITATIVA
(£90% Cl) (£90% Cl)
0.3(0-0.6) Probable 5.441.0 58:07  04(-0.109) ' osiblemente
positivo positivo
-0.1(-04-03)  Improbable 57416 64107t  03(02-08) ' osiblemente
positivo
0.1(-0.5-0.7) Improbable 6.0£0.7 6.211.1 0.0(-0.8-0.9) Improbable
0.1(-0.1-0.3) Posible positivo 6.3+0.6 5.7+1.3 -1.0(-2.2-0.2) Improbable
Posiblemente
0.1(-0.3-0.5) _ 5.0£1.5 5.1+1.7 0.1(-0.5-0.7) Improbable
negativo
-0.2(-1-0.6) Improbable 6.311.3 5.0+1.7 -1.0(-2.3-0.2) Improbable
-0.2(-1.0-0.6) Improbable 6.211.2 6.2£1.5 -0.1(-0.9-0.7) Improbable
0.0(-0.6-0.6) Improbable 5.8+1.2 5.8+1.4 0.0(-0.8-0.8) Improbable
0.0(-0.4-0.3) Improbable 5.9+1.2 6.1+1.1 0.2(-0.4-0.7) Improbable
-0.2(1.5-1.0) Improbable 5.740.0 63109  0.6(-0.0-1.2) Probable
positivo
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15-s Prueba Wingate: Los valores de la potencia maxima del test anaerdbico de
Wingate 15-s fueron similares para el dia 0 en los protocolos de placebo y de inges-
tién de cafeina (9.48 + 0.44 y 9.35 + 0.54 W/kg; P = 0.39). En comparacién con el
placebo, la ingesta diaria de cafeina aumento la potencia maxima de Wingate en los
dias 1, 4, 15 y 18 (Figura 15, panel inferior; P < 0.05). La cafeina también aumentd
la potencia maxima en el test los dias 1, 4, 13, 15, 18 y 20 con respecto al dia 0 del
protocolo de la cafeina (P < 0.05). El tamafio del efecto de la ingesta de cafeina sobre
la potencia maxima de Wingate fue grande en los dias 1y 4 y se redujo a moderado/
pequefio después (Figura 14, panel superior). A partir de valores similares en el dia 0
(8.22+0.46y 8.15 +0.43 W/kg; P = 0.57) la potencia media de ciclo de Wingate sélo
aumento con la cafeina en el dia 1 de ingestion con respecto al placebo (P < 0.05),
y en los dias 1, 15 y 18 con respecto al dia 0 del protocolo de la cafeina (Figura 16,
panel inferior). El tamafo del efecto de la ingesta de cafeina en la potencia media de
Wingate fue moderado en los dias 1 y 4 disminuyendo a pequefio después (Figura 16,
panel superior). Tanto la potencia mdxima como la media de los ciclos se mantuvieron
estables en el protocolo de placebo.
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Figura 15.

Potencia mdxima de ciclismo obtenida durante una version adaptada de la prueba Win-
gate (sprint total de 15-s) con la administracién de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo
durante 20 dias consecutivos.

El panel superior muestra el tamafio del efecto (intervalos de confianza de + 90%) para
todas las comparaciones por pares. Solo se clasifican los tamanos de los efectos con una
posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++)
probable, (+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media *
DS. Los datos se han normalizado con respecto a los valores obtenidos en el dia O de cada
tratamiento para proporcionar una mejor comparacion del efecto ergogénico de la cafei-
na en las variables estudiadas. (*) Cafeina diferente al placebo para el mismo dia, P < 0.05.
(*) Diferente del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.
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Figura 16.

Potencia media de ciclismo obtenida durante una version adaptada de la prueba Wingate
(sprint total de 15-s) con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante
20 dias consecutivos.

El panel superior muestra el tamafio del efecto (intervalos de confianza de + 90%) para
todas las comparaciones por pares. Sdlo se clasifican los tamanos de los efectos con una
posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++)
probable, (+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media *
DS. Los datos se han normalizado con respecto a los valores obtenidos en el dia O de cada
tratamiento para proporcionar una mejor comparacion del efecto ergogénico de la cafei-
na en las variables estudiadas. (*) Cafeina diferente al placebo para el mismo dia, P < 0.05.
(*) Diferente del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de lactato
en sangre después de la prueba de Wingate en los protocolos de cafeina frente a los
de placebo, aunque la cafeina produjo una mayor concentracién de lactato en sangre
los dias 1, 4, 13 y 15 con respecto al dia 0 del protocolo de ingesta de cafeina (Tabla 6;
P < 0.05). En esos mismos dias, el tamafo del efecto de la ingestidon de cafeina sobre
el placebo fue de pequefio a moderado. No hubo diferencias estadisticamente signifi-
cativas en la potencia muscular percibida durante la prueba de Wingate en la cafeina
frente al placebo con pequeiios tamafios de efecto en las comparaciones por pares.
Sin embargo, la ingesta de cafeina produjo una mayor potencia muscular percibida en
el dia 1, con respecto al dia 0 del protocolo de la cafeina (Tabla 7; P < 0.05).
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ESTUDIO 5: TOLERANCIA AL EFECTO DE LA CAFEINA EN EL
SEGUNDO UMBRAL VENTILATORIO DURANTE UNA PRUEBA
DE TEST INCREMENTAL DE CICLISMO

Objetivo

Determinar la evolucion de la tolerancia al efecto ergogénico de la cafeina en el
segundo umbral ventilatorio cuando la sustancia se ingiere durante 20 dias consecu-
tivos.

Materiales y métodos

Esta investigacion comparte la muestra, el diseio y el protocolo experimental del
estudio 4. Sin embargo, tiene como novedad que se presentan los datos obtenidos
en el segundo umbral ventilatorio. Durante la prueba de ejercicio incremental, la
ventilacion pulmonar, la presion parcial final de oxigeno (PETO,), la captacion de oxi-
geno (VO,), la presion parcial final de dioxido de carbono (PETCO,) y la produccion
de dioxido de carbono (VCO,) se midieron y registraron continuamente mediante un
analizador respiracion a respiracion (Metalyzer 3B, Cortex, Alemania). Estas variables
se utilizaron para calcular el segundo umbral ventilatorio (UV,) utilizando los equiva-
lentes ventilatorios para el oxigeno (VE/VO,) y el didxido de carbono (VE/VCO,) y los
cambios de presion parcial de acuerdo con el procedimiento combinado descrito por
Gaskill et al., (2001).

La interpretacion visual de cada gréfico fue realizada independientemente por dos
investigadores capacitados que estaban cegados a los tratamientos que se estaban
investigando. Estos investigadores establecieron el UV, como el punto que provocaba
un aumento de la ventilacién con respecto al VO, (es decir, TVE/VO,) y el VCO, (es
decir, TVE/VCO,) mientras que la presion parcial de marea final de diéxido de carbo-
no disminuia (\,PETCO,). Con este protocolo, el descenso del PETCO,, que comienza
en el UV, es evidente hasta el final de la prueba (Lucia et al., 2000). En caso de des-
acuerdo entre los investigadores se buscé un tercer investigador (Coso et al., 2009).
Una vez que se acordd el UV, se extrajeron para su analisis los datos de potencia,
Vo, frecuencia cardiacay VE/VO2 y el dioxido de carbono VE/VCO2 en este punto, uti-
lizando un promedio de los datos de los ultimos 15-s de la carga de trabajo en el UV..
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Figura 17.
Representacion grdfica para la obtencion del Umbral ventilatorio 2.

Analisis estadistico: Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico
SPSS v 20.0 para el analisis estadistico. Inicialmente, se probd la existencia de una
distribucidn normal para cada variable con la prueba de Shapiro-Wilk. Todas las va-
riables presentaron una distribuciéon normal y posteriormente se utilizaron estadis-
ticas paramétricas. Ademas, el supuesto de esfericidad se comprobd con la prueba
de Mauchly. Si esta suposicion presentaba una probabilidad de P < 0.05, se utilizé
la correccidon de Greenhouse-Geisser. Realizamos un analisis bidireccional de la va-
rianza (ANOVA) con medidas repetidas (sustancia x tiempo) en cada variable para
determinar las diferencias en la comparacién cafeina-placebo dentro de cada dia
de tratamiento y las diferencias respecto al dia 0 dentro de cada tratamiento. En
el caso de un valor F significativo en los ANOVA, las diferencias entre los grupos se
identificaron con pruebas post-hoc de LSD. El nivel de significacion se fijo en P <
0.05. El tamafio del efecto + 95% intervalos de confianza (IC) también se calculd en
todas las comparaciones de cafeina-placebo dentro del mismo dia de tratamiento
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usando unidades de Cohen’s d. La magnitud del tamaino del efecto se interpretd de
la siguiente manera: menos de 0.2 = trivial; entre 0.2 y 0.6 = pequefo; entre 0.6 y
1.2 = moderado; entre 1.2 y 2.0 = grande; entre 2.0 y 4.0 = muy grande; mas de 4.0
= extremadamente grande (Hopkins et al., 2009).

Resultados

El ANOVA de dos vias reveld efectos principales estadisticamente significativos
de la sustancia (F = 26.11; P < 0.01), y el tiempo (F = 1.99; P = 0.04) en la potencia
obtenida en UV,, aunque no hubo interaccion entre estos dos factores (F = 1.73; P
=0.09). En el dia O, la potencia obtenida en el UV, fue similar entre el placebo y la
cafeina (195 + 27 vs 202 + 18 W, respectivamente; P = 0.27). En el tratamiento de 20
dias con placebo, la potencia en UV, fue mayor en el dia 13 en comparacion con el
dia 0 (P =0.02), sin otras diferencias. En el tratamiento de 20 dias con cafeina, los va-
tios correspondientes al UV, fue mayor en los dias 1, 4y 15 que en el dia 0 (P < 0.05).
Ademas, la carga de trabajo alcanzada en el UV, fue mayor con la cafeina que con el
placebo enlosdias 1, 4,6y 15 (P <0.05). EI ES de la comparacién cafeina-placebo fue
moderado en el dia 1, 4y 6 y disminuyé a pequeiio después (Figura 18).
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Figura 18.

Carga de trabajo (W) en el sequndo umbral de ventilacion (UV.) durante una prueba de
test incremental de ciclismo con la administracion de 3mg/kg/dia de cafeina o placebo
durante 20 dias consecutivos. El panel superior muestra los tamarfios de los efectos (inter-
valos de confianza del + 95%) para todas las comparaciones de puntos temporales entre la
cafeina y el placebo. Los tamafos de los efectos con una posible probabilidad de diferencia
(>25%) fueron etiquetados como: (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++) probable,
(+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media * DS. (*) La
cafeina es diferente al placebo para el mismo punto de tiempo en P < 0.05. (1) Diferente del
dia 0 dentro del mismo tratamiento a P < 0.05. Nota: En los dias O y 11, tanto el ensayo del
placebo como el de la cafeina se realizaron sin la administracion de ningun tratamiento.
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Figura 19.

Captacion de oxigeno (VO. ) en el sequndo umbral de ventilacion (UV ) durante una prueba
de test incremental de ciclismo con la administracién de 3mg/kg/dia de cafeina o placebo du-
rante 20 dias consecutivos. El panel superior muestra los tamarios de los efectos (intervalos
de confianza del + 95%) para todas las comparaciones de puntos temporales entre la cafeina
y el placebo. Los tamarios de los efectos con una posible probabilidad de diferencia (>25%)
fueron etiquetados como: (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++) probable, (+) posi-
blemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media * DS. (*) La cafeina es
diferente al placebo para el mismo punto de tiempo en P < 0.05. () Diferente del dia 0 dentro
del mismo tratamiento a P < 0.05. Nota: En los dias 0 y 11, tanto el ensayo del placebo como
el de la cafeina se realizaron sin la administracidon de ningun tratamiento.
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En el dia 0, la frecuencia cardiaca en el UV, fue similar entre el placebo y la cafei-
na (153 + 14 vs 158 + 16 latidos/min, respectivamente; P = 0.15). En el tratamiento
con placebo, no hubo diferencias en la frecuencia cardiaca en uv, durante todo el
periodo de 20 dias. De la misma manera, no hubo diferencias en la frecuencia car-
diaca en uv, durante el tratamiento con cafeina. Sin embargo, la frecuencia cardiaca
en UV, fue mayor con la cafeina que con el placebo en los dias 1, 4 (P < 0.05). EI ES
de la comparacién cafeina-placebo fue pequefia en el dia 1, 4 y 6 y se volvid trivial
después (Figura 20).
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Figura 20.

Ritmo cardiaco en el sequndo umbral de ventilacion (UV,) durante una prueba de test in-
cremental de ciclismo con la administracion de 3mg/kg/dia de cafeina o placebo durante
20 dias consecutivos. El panel superior muestra los tamarios de los efectos (intervalos de
confianza de + 95%) para todas las comparaciones de puntos temporales entre la cafei-
na y el placebo. Los tamaifos de los efectos con una posible probabilidad de diferencia
(>25%) fueron etiquetados como: (++++) mds probable, (+++) muy probable, (++) probable,
(+) posiblemente. El panel inferior muestra los datos presentados como media * DS. (*) La
cafeina es diferente al placebo para el mismo punto de tiempo en P < 0,05. () Diferente del
dia 0 dentro del mismo tratamiento a P < 0.05. Nota: En los dias O y 11, tanto el ensayo del
placebo como el de la cafeina se realizaron sin la administracion de ningun tratamiento.
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El equivalente ventilatorio del O, en el UV, fue similar entre el placebo y la cafeina
en el dia 0 (Tabla 8, P= 0.17). No hubo diferencias en el equivalente ventilatorio del
02 en el UV, durante el tratamiento con placebo. En el tratamiento con cafeina, el
equivalente ventilatorio de O, en UV, fue mayor el dia 4 que el dia 0 (P < 0.05). El equi-
valente ventilatorio del O, en el UV, fue mayor en los dias 4, 6, 13 y 15 con la cafeina
que con el placebo en los dias 1y 4 (P < 0.05). En cuanto al equivalente ventilatorio
de CO, en el UV, fue mayor en los dias 15 y 20 con el placebo en comparacion con el
dia 0 del mismo tratamiento (Tabla 8, P < 0.05). El equivalente ventilatorio de CO, en
el UV, no cambid en los 20 dias de tratamiento con cafeina, pero fue mas alto con la
cafeina que con el placebo en el dia 1 (P < 0.05).

Tabla 8. Equivalente ventilatorio para el oxigeno (Oz) y para el diéxido de carbono (CO
en el sequndo umbral ventilatorio (UV ) durante una prueba de test incremental de ci-
clismo con la administracion de 3mg/kg/dia de cafeina o placebo durante 20 dias con-
secutivos.

Equivalente ventilatorio de 02 al uv, Equivalente ventilatorio de OZ al uv,
TAMANO TAMANO

DIA PLACEBO CAFEINA DELEFECTO PLACEBO CAFEINA DEL EFECTO
(£95% Cl) (£95% Cl)

0 28.2+3.2 29.943.5 0.5(-0.2/1.1) 24.44+2.1  25.8+2.2 0.4(-0.1/1.0)
1 29.8+4.8 30.6£¢3.9  0.2(-0.4/0.7)  25.1+2.6 27.2+#3.7* 0.7(0.2/1.2)
4 29.0£2.5 32.8+4.1*t 1.3(0.5/2.1) 25.1+2.0 26.0+2.4 0.4(-0.3/1.1)
6 28.1+2.4  30.6+2.4*  0.9(0.3/1.4) 25.7t19 26.6+2.7 0.4(-0.3/1.1)
8 28.6+1.8 30.6x4.5 0.9(-0.2/2.1) 25.0+1.4 26.0+2.4 0.6(-0.4/1.6)
11  28.3+2.3 29.3+2.8 0.4(0.0/0.7) 25.1+19  25.4+1.5 0.1(-0.5/0.8)
13  28.2#2.2 30.5+2.6* 0.9(0.5/1.3) 25.7¢1.5 26.6+1.7 0.5(-0.1/1.1)
15 28.0#3.1 30.9+2.5* 0.8(0.2/1.4) 26.5t2.6% 26.7+2.1 0.1(-0.2/0.4)
18 29.9+2.8 32.2+3.8 0.7(-0.1/1.4) 25.8+2.0 26.0£2.5 0.0(-0.4/0.4)
20 29.0+3.7 31.2+3.4  0.6(-0.2/1.1) 26.4+2.2t 26.24¢2.0 0.1(-0.7/0.6)

Nota: Todas las variables fueron evaluadas con escalas de 1 a 10 puntos, donde 1 punto signi-
ficaba una cantidad minima de la variable y 10 puntos significaban una cantidad maxima de
esa variable (5 puntos era el valor usado para indicar que no se sentia ninguna diferencia con
un dia normal). (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia, P < 0.05. (1) Diferente del
dia “0” dentro del mismo tratamiento, P < 0.05. Nota: En los dias “0” y “11”, tanto el ensayo
del placebo como el de la cafeina se realizaron sin la administracién de ninguna capsula.
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ESTUDIO 6: CICLO DE TOLERANCIA A LOS EFECTOS
ADVERSOS ASOCIADOS CON LA INGESTION DE UNA
DOSIS MODERADA DE CAFEINA

Objetivos

Describir los cambios inducidos por la cafeina en la presion arterial en reposo, la
frecuencia cardiaca y en los efectos secundarios tipicamente asociados con la ingesta
de 20 dias de cafeina.

Materiales y métodos

Esta metodologia utilizd la muestra del estudio 5 y 6, pero debido al objetivo del
estudio, las variables investigadas fueron diferentes durante el protocolo experimen-
tal respecto a los estudios anteriores. Entre ellas, el analisis de la presion arterial fue
anadido mediante un reposo previo a las pruebas del test incremental anteriormente
citado. En este periodo se midio la frecuencia cardiaca en reposo (H10, Polar, Finlan-
dia) y la presion arterial sistélica y diastélica (M7 Comfort, Omron, Japdn; por triplica-
do). Para el analisis se utilizé un promedio de tres mediciones de la presion arterial.
De manera adicional, los procedimientos experimentales del dia 11 fueron diferentes
a los del resto de los dias de medicion tal y como se explicé en el estudio 5 de la pre-
sente Tesis Doctoral.

El dia después de cada visita de prueba, los participantes completaron una encues-
ta en linea para calificar, en una escala de 1 a 10 puntos, sus sentimientos de ner-
viosismo, vigor e irritabilidad. En esta encuesta, también se pidid a los participantes
que calificaran la magnitud de los sintomas, si los habia, de dolor de cabeza, malestar
gastrointestinal y dolor muscular y la magnitud de otros efectos secundarios como
el insomnio y la diuresis. Esta misma encuesta se ha empleado anteriormente para
evaluar el efecto de la ingestion aguda de cafeina en todas estas variables (Salinero et
al., 2014). Se familiarizé a los participantes con la encuesta antes de su aplicacién en
el experimento y se les informé de que 1 punto significaba la cantidad minima de la
variable/sentimiento y 10 puntos la cantidad maxima de esa variable (1 punto era el
valor utilizado para indicar que no se sentia diferente de un dia normal).

Analisis estadistico: Los resultados de cada prueba fueron introducidos a ciegas
en el paquete estadistico SPSS v 20.0 y analizados después. Los datos sobre la presidon
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arterial sistdlica, la presion arterial diastélica y la frecuencia cardiaca en reposo se ana-
lizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias (tratamiento x dia). Cuando el
ANOVA mostré un efecto significativo en el tratamiento, las diferencias en todas las
comparaciones de pares de cafeina y placebo se evaluaron utilizando la prueba post-
hoc de Tukey. Las diferencias en las variables autocalificadas se analizaron usando la
prueba de rango firmado de Wilcoxon. El criterio de significacidn estadistica en todas
estas pruebas se fijo en P < 0.05. Los datos se presentan como media + desviacidn
estandar. El tamaio del efecto también se calculé en todas las comparaciones por
pares para permitir un enfoque de inferencia basado en la magnitud (Hopkins et al.,
2009). Especificamente, se utilizd la estadistica del tamafio del efecto * intervalo de
confianza (IC) del 90% en los datos transformados en logaritmo. Se incluyd un descrip-
tor cualitativo para representar la probabilidad de la diferencia de cafeina-placebo en
cada variable y para cada dia del ensayo experimental. Los rangos de probabilidad
<1% indicaban casi con certeza que no habia posibilidades de cambio; 1% a 5%, muy
improbable; 5% a 25%, improbable; 25% a 75%, posible; 75% a 95%, probable; 95%
a 99%, muy probable; >99%, muy probable. Las diferencias se calificaron como poco
claras cuando la probabilidad superaba >5% en ambas direcciones positiva/negativa.
Los tamafios de los efectos se interpretaron de acuerdo con los siguientes rangos:
<0.2, trivial; 0.2-0.6, pequefio; 0.6-1.2, moderado; 1.2-2.0, grande; 2.0-4.0, muy gran-
dey; >4.0, extremadamente grande (Hopkins et al., 2009).

Resultados

La figura 21 muestra las fluctuaciones de la presion sanguinea sistélica durante los
20 dias de tratamiento con cafeina y placebo. Especificamente, la presién sanguinea
sistélica se mantuvo relativamente constante en ~114 + 11 mmHg durante todo el
tratamiento con placebo. La ingestion de cafeina aumentd la presidn arterial sistdlica
por encima del valor registrado con el placebo (efecto principal, P = 0.003). La compa-
racion por pares mostré que la presion sanguinea sistélica era mas alta con la cafeina
en los dias 1, 4 y 8 (P < 0.05), sin ninguna otra diferencia con la cafeina-placebo en el
posterior analisis post-hoc. Curiosamente, la magnitud del efecto de la cafeina sobre
la presion arterial sistdlica disminuyd durante el periodo de tratamiento, y la proba-
bilidad de este efecto cambié de muy probable en el dia 1 a poco clara en el dia 20.
La presion arterial diastdlica siguid un patron similar al de la presion arterial sistdlica;
con el placebo, la presion arterial diastdlica se mantuvo relativamente constante en
~70 £ 7 mmHg durante todo el tratamiento, pero la cafeina aumento la presion arte-
rial diastdlica (efecto principal, P = 0.037). Por otro lado, el analisis post-hoc reveld
diferencias de cafeina-placebo en los dias 4 y 8 (P < 0.05, figura 22). La magnitud del
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efecto de la cafeina sobre la presidn arterial diastélica disminuyé durante el periodo
de tratamiento y su probabilidad cambid de probable en el dia 1 a poco clara en el dia
20. Laingestién de cafeina no afectd a la frecuencia cardiaca en reposo en ningln mo-
mento (efecto principal, P =0.239) en comparacion con la administracion del placebo,
mientras que la magnitud del efecto de la cafeina-placebo siempre estuvo entre 0.1
y 0.3 y la probabilidad no esta clara en todas las comparaciones por pares (Tabla 9).
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Figura 21.

Presién arterial sistdlica con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo

durante 20 dias consecutivos. El panel superior muestra el tamafio del efecto (+ 95% de

intervalos de confianza) para todas las comparaciones por pares. Sélo se clasifican los

tamafios del efecto con una posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds pro-

bable, (+++) muy probable, (++) probable, (+) posiblemente. Los datos del panel inferior se

presentan como media * DS. (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia, P < 0.05.
(t) Diferente del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.
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Figura 22.

Presion arterial diastdlica con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o placebo du-

rante 20 dias consecutivos. El panel superior muestra el tamafio del efecto (+ 95% de inter-

valos de confianza) para todas las comparaciones por pares. Sélo se clasifican los tamarios

del efecto con una posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable, (+++)

muy probable, (++) probable, (+) posiblemente. Los datos del panel inferior se presentan

como media + DS. (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia, P < 0.05. () Diferen-
te del dia 0 dentro del mismo tratamiento, P < 0.05.

En la figura 23 se muestran las sensaciones de nerviosismo autocalificados con la
administracion de cafeina sobre el placebo. La calificacion del nerviosismo se mantu-
vo constante en ~1.3 + 0.8 puntos durante el tratamiento con placebo sin cambios en-
tre los dias. La cafeina incrementd los indices de nerviosismo sobre el placebo (efecto
principal, P = 0.022), especificamente en las comparaciones por pares de los dias 4,
6y 13 (P < 0.05). La magnitud del efecto de la cafeina sobre el placebo en el nervio-
sismo autocalificado tendié a aumentar con la duracion del tratamiento, aunque era
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probable -mas probable- en todas las comparaciones por pares. En comparacion con
el placebo, la cafeina también aumentd la sensacion de vigor (efecto principal, P =
0.008), especificamente en las comparaciones por pares de los dias 1, 4,6, 13,15y 18
(P <0.05). La magnitud del efecto de la cafeina-placebo sobre el vigor fue moderada
y seguramente muy probable durante todo el tratamiento (figura 24).
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Tamaio del efecto nerviosismo
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:5 8+
8
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4
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Figura 23.

Calificaciones autoinformadas de nerviosismo con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina

o un placebo durante 20 dias consecutivos. .El panel superior muestra el tamaiio del efecto (+

95% de intervalos de confianza) para todas las comparaciones por pares. Solo se clasifican los

tamarios del efecto con una posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds probable,

(+++) muy probable, (++) probable, (+) posiblemente. Los datos del panel inferior se presentan
como media *+ DS. (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia, P < 0,05.
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Figura 24.

Calificaciones autoinformadas de vigor con la administracién de 3 mg/kg/dia de cafeina o
un placebo durante 20 dias consecutivos. El panel superior muestra el tamario del efecto (+
95% de intervalos de confianza) para todas las comparaciones por pares. Sélo se clasifican
los tamaiios del efecto con una posible probabilidad de diferencia (>25%): (++++) mds pro-
bable, (+++) muy probable, (++) probable, (+) posiblemente. Los datos del panel inferior se
presentan como media * DS. (*) Cafeina diferente del placebo para el mismo dia, P < 0.05.

La tabla 10 contiene informacidn sobre los valores autocalificados de dolor de
cabeza, malestar gastrointestinal y dolor muscular. Con el placebo, el dolor de ca-
beza se calific6 como menos a 2 puntos durante todo el tratamiento, mientras que
la ingestion de cafeina no afectd a las calificaciones del dolor de cabeza en ningln
punto temporal (efecto principal, P = 0.971). Sin embargo, la cafeina incrementé las
calificaciones del malestar gastrointestinal sobre el placebo (efecto principal, P =
0.033), y la comparacion por pares revelé diferencias significativas entre los dias 1y
8 de laingesta en P < 0.05. Los efectos de la cafeina para aumentar las molestias gas-
trointestinales fueron probablemente muy probables hasta el dia 15 de la ingestidn,
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con efectos poco claros después. En cuanto a los dolores musculares, la cafeina sélo
produjo efectos muy probables en los dias 15 y 18 de la ingestién a P < 0.05, pero el
efecto principal para esta variable no alcanzé significacion estadistica (efecto principal,
P=0.174).

En la tabla 11 se muestra informacidn sobre la irritabilidad, el insomnio y la diure-
sis autocalificados durante los tratamientos con placebo y cafeina. En comparacién
con el placebo, la ingestién de cafeina produjo efectos poco claros sobre la irritabi-
lidad durante los primeros 11 dias de la ingestién, con posibles efectos posteriores
(efecto principal, P = 0.248). En general, la cafeina aumento los indices de insomnio
en comparacion con el placebo (efecto principal, P = 0.041), con una diferencia de
pares identificada el dia 13 de la ingestidn (P < 0.05); los efectos de la cafeina sobre
el insomnio fueron muy probables, posiblemente después de seis dias de ingestidon
continua, y se mantuvieron con la misma probabilidad hasta el final del tratamiento.
Finalmente, la cafeina indujo un efecto de diuresis muy probable durante todo el
tratamiento (efecto principal, P = 0.049).

Tabla 9. Frecuencia cardiaca tras la ingestion de cafeina con la administracion de 3 mg/
kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.

Frecuencia cardiaca en reposo

DIA PLACEBO CAFEINA INFERENCIA CUALITATIVA
1 52+8 53+9 Improbable
4 52+8 51+9 Improbable
6 52+8 50+9 Improbable
8 51+6 50+9 Improbable
11 53+9 53+7 Improbable
13 55+10 52+9 Improbable
15 54 +10 51+7 Improbable
18 52+8 50 +8 Improbable
20 5317 50+8 Improbable
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Tabla 10. Dolor de cabeza, malestar gastrointestinal (Gl) y dolor muscular con la administracion
de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.

Dolor de cabeza

DIA PLACEBO CAFEINA INFERENCIA CUALITATIVA
1 1.04£0.0 1.210.4 Improbable
4 1.240.6 1.9+2.7 Improbable
6 1.841.9 1.6£1.3 Improbable
8 1.9+1.6 1.240.6 Improbable
11 1.340.9 1.240.6 Improbable
13 1.240.6 1.240.4 Improbable
15 1.140.3 1.140.3 Improbable
18 1.140.3 1.2+0.4 Improbable
20 1.140.3 1.240.4 Improbable

Dolor gastrointestinal

DIA PLACEBO CAFEINA INFERENCIA CUALITATIVA
1 1.04£0.0 2.7+2.5* Muy probable
4 1.0£0.0 2.8+3.1 Muy probable
6 1.6+1.8 2.612.8 Improbable
8 1.0+0.0 2.31+1.7* Muy probable
11 1.0£0.0 2.3+2.5 Muy probable
13 1.3+0.9 2.4+2.7 Probable
15 1.140.3 2.4+2.5 Muy probable
18 1.240.6 1.842.1 Improbable
20 1.0£0.0 1.5£1.5 Improbable

Dolor muscular

DIA PLACEBO CAFEINA INFERENCIA CUALITATIVA
1 1.5+1.0 1.9+2.1 Improbable
4 1.440.7 2.1+2.4 Improbable
6 2.0£2.5 2.1£2.2 Improbable
8 1.641.3 1.61£1.6 Improbable
11 1.0£0.0 1.7£1.6 Improbable
13 1.5£0.8 2.2+2.1 Improbable
15 1.0£0.0 2.3+2.2 Muy probable
18 1.5+1.5 2.5£2.8 Probable
20 1.6+1.8 2.5+2.8 Improbable

Nota: Todas las variables se evaluaron con escalas de 1 a 10 puntos, en las que 1 punto significaba la
cantidad minima de la variable y 10 puntos la cantidad maxima de esa variable (1 punto era el valor
utilizado para indicar que no se sentia diferente de un dia normal). (*) Cafeina diferente al placebo para
el mismo dia de la ingestion, P < 0.05.
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Tabla 11. Irritabilidad, insomnio y diuresis respondidos, medidos con una escala de 1 a 10 puntos,
con la administracion de 3 mg/kg/dia de cafeina o un placebo durante 20 dias consecutivos.

20

PLACEBO
1.1+0.3
1.2+0.4
l1.6+2.1
1.0+0.0
1.0+£0.0
1.0£0.3
1.0£0.0
1.4+1.2
1.4+2.4

PLACEBO
2.0£2.1
2.2+2.4
1.8+2.1
1.9+1.6
2.4+2.4
1.5+0.9
2.1+2.2
1.7+1.5
2.612.8

PLACEBO
1.0+0.0
1.0+0.0
1.2+0.6
1.2+0.6
1.3+0.7
1.1+0.3
1.1+0.3
1.2+0.6
1.1+0.3

Irritabilidad

CAFEINA
1.4+0.9
2.0£1.7
1.8+2.1
1.6+1.8
1.20.6
1.3+£0.7
1.3+x0.7
1.8+1.8
2.212.4

Insomnio

CAFEINA
2.842.9
3.5$3.3
3.613.4
3.0£2.5
3.313.1

3.1+2.5%
2.3+2.0
3.142.5
2.242.8

Diuresis

CAFEINA
2.241.7
2.3+2.4
3.312.9
2.842.8
1.8+1.8
2.242.0
2.0£2.0
2.2+1.7
2.242.0

INFERENCIA CUALITATIVA
Improbable
Improbable
Improbable
Improbable
Improbable

Probable
Improbable
Posible
Posible

INFERENCIA CUALITATIVA
Improbable
Improbable

Probable
Probable
Improbable
Muy probable
Posible
Probable
Posible

INFERENCIA CUALITATIVA

Muy probable

Muy probable

Muy probable
Probable

Improbable

Probable
Probable
Probable
Probable

Nota: Todas las variables se evaluaron con escalas de 1 a 10 puntos, en las que 1 punto significaba la
cantidad minima de la variable y 10 puntos la cantidad mdxima de esa variable (1 punto era el valor
utilizado para indicar que no se sentia diferente de un dia normal). (*) Cafeina diferente al placebo para

el mismo dia de la ingestién, P < 0.05.
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ESTUDIO 7: REFUTAR EL MITO DE LA FALTA DE RESPUESTA A
LOS EFECTOS ERGOGENICOS DE LA INGESTION DE CAFEINA

Objetivos

Analizar el efecto individual de la cafeina en respondedores y no respondedores
mediante una metodologia de medidas repetidas.

Materiales y métodos

Este sub-analisis se realizd con la metodologia y con todos los datos tomados en
el estudio 4, 5y 6, con el mismo protocolo y disefio experimental. Lo Unico que cam-
bid fue la manera de representar y analizar los resultados. Estos fueron representa-
dos como un analisis individualizado de los 11 sujetos que participaron en el proceso
experimental con los datos maximo del trabajo realizado durante el test incremental
hasta la fatiga, el test anaerdbico de Wingate 15-s, y la presion arterial sistolica y
diastélica. Toda esta informacién fue obtenida de los datos recolectados de los 8
dias donde hicieron las pruebas cuando ingirieron cafeina (i.e 1,4,6,8,13,15,18,20),
sin tomar el dato del dia 11, ya que como se comenté en los anteriores estudios, fue
el dia control.

Resultados

La figura 25 presenta diagramas individuales de caja y bigote para los cambios
inducidos por la ingesta de cafeina, sobre la ingesta de un placebo. La variable anali-
zada en la figura representa la potencia de ciclo obtenida durante el test incremental
(W__)y la potencia media de ciclo obtenida durante la prueba Wingate de 15-s.
Esta figura es un claro ejemplo de la variabilidad interindividual en respuesta a la
ingestion de cafeina con una ergogenicidad diversa inducida por la cafeina entre los
individuos. La figura se organizd de manera decreciente en cuanto a la ergogenici-
dad de izquierda a derecha, con el participante que mostré la mayor respuesta a los
efectos ergogénicos de la cafeina a la izquierda (sujeto 1 =9.0 £ 3.6% y 2.3 +1.4%
para la potencia de ciclo W__ y Wingate, respectivamente) al individuo con la menor
respuesta a la derecha (sujeto 11 =0.6 £ 6.3% y 1.6 + 4.2% para la potencia de ciclo

W__ y Wingate, respectivamente).
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Figura 25.

Grdficos de caja y bigote para los efectos ergogénicos de 3 mg/kg de cafeina en la po-
tencia de la bicicleta durante una prueba de test incremental (panel superior) y durante
una prueba Wingate 15-s (panel inferior).La cafeina se comparé con un placebo en ocho
ocasiones diferentes y cada grdfico representa los resultados de estas ocho comparaciones
de cafeina y placebo para cada participante. “Promedio” representa los valores medios
de los 11 participantes. La cruz representa el valor medio, mientras que las lineas inferior,
media y superior del recuadro representan el percentil 25, 50 y 75% para cada individuo.
Los bigotes representan los valores mds bajos y mds altos (rango).

La figura 26 muestra los datos individuales sobre los cambios inducidos por la
cafeina en la presidn arterial sistdlica y diastdlica en reposo, medidos antes del ejer-
cicio, variable que también se emplea para categorizar las respuestas individuales a
la ingestion aguda de cafeina. Como ocurre con el efecto ergogénico de la cafeina,
los resultados de la cafeina en la presidn arterial tuvieron una gran variabilidad inter
e intra-individual. Sin embargo, los participantes con mayor respuesta a los efectos
cardiovasculares de la cafeina fueron los que menos respondieron a los efectos er-
gogénicos de la cafeina (con la excepcién del sujeto 5).
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Figura 26.

Grdficos de caja y bigote para los efectos de 3 mg/kg de cafeina en la presion arterial

sistdlica (panel superior) y diastdlica (panel inferior) en reposo. La cafeina se compard con

un placebo en ocho ocasiones diferentes y cada grdfico representa los resultados de estas

ocho comparaciones de cafeina y placebo para cada participante. “Promedio” representa

los valores medios de los 11 participantes. La cruz representa el valor medio, mientras que

las lineas inferior, media y superior del recuadro representan el percentil 25, 50 y 75% para
cada individuo. Los bigotes representan los valores mds bajos y altos (rango).

En la figura 27 se muestra la relacién entre las respuestas ergogénicas y cardiovas-
culares a la ingestion de cafeina. Curiosamente, los cambios inducidos por la ingesta
de cafeina en la presion arterial sistdlica y diastdlica se relacionaron negativamente
con la ergogenicidad de la cafeina en el rendimiento de los ciclos W __ y Wingate.
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Figura 27.

Relaciones entre el efecto ergogénico de la cafeina y la presion arterial sistdlica (panel

superior) y diastdlica (panel inferior) El efecto ergogénico de la cafeina se obtuvo midiendo

la potencia mdxima de los ciclos durante una prueba de test incremental ( w_. )) y durante

una prueba Wingate de 15- La cafeina se compard con un placebo en 8 ocasiones diferen-

tes y cada punto representa un promedio de estas 8 comparaciones de cafeina y placebo
para cada participante.
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Beneficios ergogénicos de la cafeina tras una ingesta
aguda y su habituacion tras una ingesta continuada

Todas las investigaciones enfocadas al rendimiento deportivo mostradas en esta
Tesis Doctoral presentaron ergogenicidad en lo que, al ejercicio aerdbico, anaerdbico
y su transicion respecta. Todos los resultados obtenidos coinciden con otras inves-
tigaciones en que el uso de la cafeina mejora el rendimiento deportivo aerdbico y
anaerdbico (Grgic et al., 2019; Shen et al., 2019; Southward, Rutherfurd-Markwick, &
Ali, 2018), ademas de considerarse una estrategia efectiva y muy usada por una gran
cantidad de atletas de alto nivel (Aguilar-Navarro et al., 2019; Del Coso et al., 2011;
Van Thuyne & Delbeke, 2006).

El estudio 1 presentd efectos positivos tras la ingesta de cafeina respecto a los
W__ resultando un 5.2 + 3.8% mas que en la condicion de placebo. Ademas, estos
efectos positivos también se encontraron en el VO, _ (Figura 6). Por otro lado, en el
estudio 5 los valores de referencia (dia 0) fueron similares en todas las variables de
rendimiento (i.e W__, VO, ) de ambos protocolos. También, cuando se administro
cafeina presentd un incremento durante los primeros 15 dias en los vatios compara-
do con la administracién diaria de placebo y respecto al dia O (Figura 13 y 14). Estos
datos contrastan con los beneficios de la ingesta de cafeina en pruebas de ciclismo de
resistencia de alta intensidad, los cuales han sido reportados en la literatura a través
de investigaciones originales (Silveira et al., 2018; Skinner et al., 2019) y meta-andlisis
(Mike Doherty & Smith, 2004; Shen et al., 2019; Southward, Rutherfurd-Markwick,
& Ali, 2018). Asi mismo, la extensa literatura cientifica sugiere que la magnitud de la
ergogenicidad de la cafeina es tipicamente efectiva en los test incrementales, pero,
curiosamente es mas efectiva en las investigaciones que utilizaron protocolos de re-
sistencia de tiempo hasta el agotamiento (Mike Doherty & Smith, 2004; Shen et al.,
2019). Ademss, en investigaciones anteriores se especula que el efecto de la cafei-
na en el rendimiento de resistencia es de magnitud similar en hombres y mujeres
(Skinner et al., 2019), lo que se refuerza con la informacién aportada en nuestras
investigaciones dado que el cohorte utilizado en los estudios de tesis doctoral son
heterogéneos.

Aunque el efecto en el rendimiento aerdbico es claro, el efecto de la cafeina en el

umbral anaerdbico tiene menos evidencia cientifica. En el estudio 5, los participantes
en el primer dia de ingesta de 3 mg/kg de cafeina, generaron un aumento en los vatios
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obtenidos (W) en el UV, enun 7.7 £ 9.7% (figura 18) en comparacion con la ingesta de
un placebo. Esta informacion sugiere que la ingesta aguda de cafeina tiene la capaci-
dad de aumentar la carga de trabajo absoluta alcanzada en el UV, durante una prueba
de test incremental de ciclismo, lo que puede explicar el efecto de mejora del rendi-
miento de este estimulante durante el ejercicio aerdbico de intensidad submaxima.
Nuestros resultados podrian justificarse, dado que la ingesta aguda de cafeina tiene
el potencial de aumentar la captacion de oxigeno en el umbral ventilatorio (7 mg/
kg) (Berry et al., 1991); reduce la acumulacién de lactato en la sangre para la misma
intensidad de ejercicio (10 y 15 mg/kg) (McNaughton, 1987); incrementa el tiempo
hasta el agotamiento a una intensidad un 10% inferior al umbral anaerdbico (5 mg/
kg) (Denadai & Denadai, 1998) y aumenta la respuesta ventilatoria para una determi-
nada cantidad de CO, producida durante el ejercicio (650 mg de cafeina) (D’Urzo et
al., 1990). Todos estos hallazgos apuntan a un beneficio ergogénico de la cafeina agu-
da para mejorar el rendimiento cuando se hace ejercicio a una intensidad cercana al
umbral anaerdbico. Sin embargo, hasta donde sabemos, esta Tesis Doctoral presenta
la primera investigacidon que encuentra un aumento en la intensidad del ejercicio que
permite el UV, con una dosis moderada de cafeina (es decir, 3 mg/kg) cuando se ingie-
re de forma aguda. La cafeina también produce un efecto respiratorio que aumenta la
ventilacion durante el ejercicio de intensidad submaxima (Karapetian et al., 2012; L.
L. Spriet et al., 1992). Esto puede permitir un mayor mantenimiento del pH muscular
mediante la amortiguacion del H* y la eliminacion del CO, no metabodlico por la respi-
racion (Péronnet & Aguilaniu, 2006). Este mecanismo se encontrd en la investigacion
en el estudio 5, ya que el equivalente ventilatorio de CO, en UV, con cafeina era mas
alto que con el placebo (tabla 8). Por ultimo, estos resultados podrian asociarse con
los valores obtenidos en la saturacidn de oxigeno del estudio 1, ya que podria retrasar
el metabolismo anaerdbico durante un ejercicio incremental, permitiendo una mayor
intensidad de ejercicio en el punto de transicién aerdbico-anaerdbico. Por lo tanto,
dados los resultados de todas las investigaciones al respecto, apoyan la conclusion de
que la ingesta aguda de cafeina aumenta la carga de trabajo en el UV..

Por otro lado, respecto al efecto en un test anaerdbico de Wingate, un meta-analisis
reciente que reunio los resultados de 18 estudios informdé que eran moderadamente
superiores después de la ingesta de cafeina comparado con placebo, tanto a potencia
maxima como a potencia media (3 y 4% respectivamente) (Grgic, 2018b). Sin embar-
go, la ingesta de cafeina y esta prueba anaerdbica siempre se han relacionado con la
prueba de 30 segundos. Soélo un estudio y dos estudios en la presente Tesis Doctoral
informaron sobre la prueba anaerdébica de 15-s Wingate. Lara, Gutiérrez-Hellin, et al.,
(2020) investigaron el efecto de la ingesta aguda de cafeina durante el ciclo menstrual
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de las mujeres en un test anaerdbico Wingate de 15-s, administrando cafeina durante
las diferentes fases del ciclo menstrual. Analizando especificamente los efectos de
la cafeina en la fase lUtea media, ésta aumento la potencia mdxima de 3.6 £ 2.9%, v,
por consiguiente, la potencia media un 2.4 £ 2.1%. Aunque los resultados respecto a
este test anaerdbico son novedosos y confirman la capacidad de la cafeina para incre-
mentar el trabajo producido, tanto en el estudio 2 como en el estudio 4 (figuras 7, 8,
15y 16), los resultados en el test Wingate de 15-s no se han mostrado sélidos ya que
todos los estudios que han asociado la ingesta de la sustancia y un test de ciclismo
anaerodbico lo han hecho con un test anaerébico de Wingate de 30 segundos (Grgic,
2018b). Por lo tanto, se deberia seguir investigando acerca de test anaerdbicos en
cicloergdmetro y efectos de la cafeina.

A pesar de toda esta informacion sobre la capacidad ergogénica de la cafeina, las
pruebas que objetivan la tolerancia a los efectos estimulantes de la sustancia en los
seres humanos no son concluyentes. Se ha especulado durante mucho tiempo sobre
la tolerancia al beneficio ergogénico de la cafeina con la ingestion crénica (SOkmen et
al., 2008), pero recientemente se han aportado pruebas con investigaciones controla-
das (R. Beaumont et al., 2017; Wilk et al., 2019). Respecto a nuestros resultados, los
valores maximos y submaximos en los estudios 4 y 5 han demostrado una progresiva
tolerancia respecto al dia previo mostrado mediante la disminucion de la magnitud
del efecto en una ingesta diaria, sugiriendo el efecto maximo el primer dia de inges-
ta. Ha sido reportado que en variables del rendimiento cognitivo, la administracién
de cafeina mejord igualmente los resultados de los consumidores habituales y no
consumidores de cafeina, incluso cuando se comparé con consumidores moderados
(Attwood et al., 2007; Haskell et al., 2005). En otras investigaciones se ha demostrado
gue tanto en dosis altas (130-300 mg/dia), como bajas (40-50 mg/dia) podria reducir-
se la eficacia tras una ingesta continuada (Bell & McLellan, 2002; Evans et al., 2018).
De forma similar, ocurre cuando la dosis es superior a 300 mg (Dodd et al., 1991;
Gongalves et al., 2017; Irwin et al., 2011; Tarnopolsky & Cupido, 2000). Ademas, se
ha encontrado también una tolerancia progresiva a los efectos ergogénicos en los
individuos que consumen 1.5-3.0 mg/kg/dia de cafeina durante 28 dias consecutivos
(R. Beaumont et al., 2017). Es probable que las diferencias en los protocolos de inves-
tigacion elegidos para estudiar esta cuestion, concretamente, el uso de personas con
diferentes ingestas diarias y periodos de habituacion a la cafeina, hayan contribuido
a la disparidad de resultados. Sin embargo, investigaciones anteriores sugieren que la
cafeina puede ser ergogénica incluso después de la habituacion a ella. Con las prue-
bas actuales en la presente tesis, parece mas claro que la ingesta crénica de cafeina,
en una dosis de 3 mg/kg/dia, produce tolerancia a los beneficios obtenidos con la
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cafeina durante el ejercicio. Curiosamente, la cafeina sigue produciendo un efecto
no significativo en la carga de trabajo alcanzada en el UV, (figura 18) y en el VO,
(figura 19), mientras que el tamafio del efecto de la comparacién entre la cafeina y el
placebo por pares sigue siendo pequefio o moderado después de 20 dias de ingestion
consecutiva.

Todas las investigaciones en esta Tesis Doctoral presentan resultados ergogénicos
cuando la cafeina es ingerida tanto en test aerdbico, como en el anaerdbico, o en
el punto de transicidon entre ambos reforzandose los paradigmas fundamentados en
la relacion entre la cafeina y el rendimiento deportivo. La presente Tesis Doctoral
tiene un factor diferencial ya que fue utilizada una metodologia cruzada respecto a
las investigaciones discutidas anteriormente. Esto aporta datos solidos en lo que la
ergogenicidad respecta, dado que los participantes actuaron como su propio control.
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Mecanismos efectores de la ergogenicidad de la
cafeina y su habituacion

Como ha sido introducido en el marco tedrico, el beneficio aportado por la ca-
feina respecto al rendimiento deportivo viene mediado por el efecto que tiene la
sustancia en el SNC. El mecanismo principal viene dado por la afinidad al bloquear
los receptores de la adenosina debido a la similar forma molecular a la que tiene
la sustancia, siendo el efecto de la sustancia dependiente del subtipo de receptor
bloqueado. Después de una ingestion aguda, la cafeina se absorbe rapidamente, y
como resultado de su naturaleza lipofilica, pasa a través de todas las membranas
bioldgicas, incluyendo la barrera hematoencefdlica (McCall et al., 1982). Existe un
amplio consenso cientifico para considerar el papel antagdnico de la cafeina como el
principal mecanismo que subyace a sus efectos ergogénicos, principalmente debido
a sus interacciones con los receptores de adenosina A, A, y A _en el sistema ner-
vioso central (Fredholm et al., 2017). La cafeina también puede ejercer efectos du-
rante el ejercicio submaximo a través de una mayor liberacién de epinefrina, provo-
cando la movilizacién de los acidos grasos del tejido adiposo generando una mayor
dependencia del uso de los lipidos como combustible (Terry E. Graham et al., 2000b,
2008), y ademas como en los resultados obtenidos en el estudio 1, el aumento de la
saturacion de oxigeno de los musculos (figura 5)

El incremento de la oxigenacién muscular tras la ingesta de cafeina presenta un
mecanismo de accion adicional que podria ayudar a comprender el efecto ergo-
génico de en el ejercicio de resistencia. En la prueba con la ingesta de cafeina, la
saturacion de oxigeno del musculo se incrementé en un 30-60% VOzpico (figura 5).
Aunque la significacion estadistica de este efecto desaparecié a mayores cargas de
trabajo, hubo un efecto principal de la sustancia en la saturacién de oxigeno del
musculo cuando fue ingerida, que indicaba una mayor disponibilidad de oxigeno en
el musculo ejercitado. Mientras que el entrenamiento de resistencia produce ha-
bitualmente una mayor utilizacién del oxigeno en el musculo, lo que se traduce en
una menor saturaciéon de oxigeno muscular (Kime et al., 2016), la ingesta de cafeina
produjo una mayor saturacion de oxigeno muscular, lo que reflejé un mayor sumi-
nistro de oxigeno en sangre al musculo que se estaba ejercitando. El punto final de
la saturacion de oxigeno muscular, obtenido en el momento de la fatiga volitiva, fue
similar en los ensayos con cafeina y con placebo, a pesar de que la carga de trabajo
fue significativamente mayor con la cafeina, lo que sugiere que el “margen” de una
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mejor oxigenacion tisular debido a la ingesta de cafeina permitié a los participantes
realizar ciclos mds largos y con una mayor intensidad de ejercicio cuando ésta fue
ingerida. Aunque las causas de la mayor saturacién de oxigeno muscular con cafeina
no son evidentes a partir de nuestros datos, los valores inalterados de la ventilaciéon
pulmonar, la presion parcial de oxigeno y el VO, en las cargas de trabajo submaxi-
mas sugieren que la carga de oxigeno a nivel alveolar y la capacidad oxidativa de los
musculos que realizan el ejercicio no se modificaron con este estimulante (Figura 6).
Si es probable que estos dos factores no se modificaran con la ingestidon de cafeina,
la hipdtesis alternativa para el proceso fisioldgico que induce una mayor saturacién
de oxigeno en el musculo podria estar relacionada con una mejora del flujo sangui-
neo local en la musculatura ejercitada. De hecho, esta teoria tiene apoyo cientifico
debido a los potenciales efectos de vasodilatacion de la cafeina a nivel endotelial
(Umemura et al., 2006) y en las células del musculo liso (Echeverri et al., 2010), o
indirectamente a través del aumento de la concentracidon de adenosina una vez que
la cafeina bloquea sus receptores en el cerebro (Ballard, 2014).

De manera opuesta, este efecto no ocurrié en la prueba anaerdbica de 15-s de
Wingate (estudio 2, figura 8). Quizas, debido a que sea una prueba donde el aporte
de oxigeno no es el mecanismo principal para mejorar el rendimiento, pueda ser
resultante de un aporte de oxigeno similar con ambos ensayos. A pesar de que la
cafeina podria inducir una mayor saturacion de oxigeno a intensidades bajas, como
anteriormente discutimos (estudio 1), con intensidades donde se solicita una res-
puesta contractil muscular rapida, y reclutamiento de fibras altas no parece afectar
en la oxigenacion tisular local segun nuestros resultados en el estudio 2 (figura 8).
Por lo tanto, los efectos ergogénicos de la cafeina en la prueba anaerdbica Wingate
de 15-s podrian estar mediados directamente por el bloqueo de los receptores de
adenosina en el cerebro (Meeusen et al., 2013). Este mecanismo incrementaria el
ratio del impulso nervioso, y la efectividad de la sustancia para mejorar el gradiente
electroquimico para la bomba de sodio y potasio intramuscular induciendo una ma-
yor velocidad contractil en un ejercicio, solicitando una rapida respuesta muscular, y
sumado al aumento de la excitabilidad induciria a un mayor reclutamiento de fibras
rapidas (figura 7, panel superior)(J. K. Davis & Green, 2009), explicando la diferencia
en los primeros segundos de la prueba. Consecuentemente, el incremento del tra-
bajo realizado en la prueba podria explicar el efecto sobre la concentracion de lacta-
to en la sangre tomado 1 minuto después del esfuerzo (figura 7). Tal vez, el aumento
en la produccion de trabajo al inicio del test cuando los sujetos ingirieron cafeina,
ademas del efecto analgésico asociado a la sustancia por la posible liberacion de
adrenalina durante la prueba (Greer et al., 1998), podrian generar un aumento de la
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concentracion de lactato en la sangre impidiendo la capacidad de la musculatura de
tamponamiento durante el esfuerzo (J. K. Davis & Green, 2009).

Respecto a los efectos ergogénicos de la cafeina ingerida cronicamente, donde
los resultados en los estudios 4,5, y 6 de esta Tesis Doctoral y dada la magnitud del
efecto tras una respuesta ergogénica aguda el primer dia de ingesta, se produce una
disminucion de manera progresiva de los efectos dando como resultado una toleran-
cia a la sustancia. Este concepto se ha basado en investigaciones con roedores que
informaron de la capacidad de la cafeina para bloquear los receptores de adenosina
A,y A,, ydel aumento del numero de receptores de adenosina en los tejidos neu-
rales y vasculares del cerebro con el consumo regular (Chou et al., 1985; Fredholm,
1982). Investigaciones mas recientes han demostrado que la tolerancia a la cafeina
podria estar impulsada por alteraciones de la expresidon génica en el cuerpo estriado,
mientras que los cambios en el metabolismo de la cafeina inducidos tras el consu-
mo de la sustancia a largo plazo no pueden explicar el desarrollo de la tolerancia a
la cafeina (Svenningsson et al., 1999). Toda esta informacién sugiere que la ingesta
diaria de cafeina da lugar a una mayor probabilidad de que la sustancia se una a los
receptores de adenosina recientemente creados, reduciendo progresivamente la ac-
cion de bloqueo de la adenosina de la cafeina, junto con cambios adaptativos en la
expresion genética que en ultima instancia conducen al desarrollo de la tolerancia
locomotora.

Por otro lado, se cree que el efecto de la cafeina en la presidon sanguinea esta
mediado principalmente por la elevacion de la concentracidn sérica de catecolami-
nas (Robertson et al., 1981), aunque el aumento de la resistencia vascular periférica
inducida por la cafeina en el musculo liso vascular también podria desempefiar una
funcion en el aumento de la presidn arterial (Echeverri et al., 2010). Dado que el
aumento de los niveles plasmaticos de las hormonas del estrés inducido por la ca-
feina se reduce progresivamente con la ingestidn crénica (Robertson et al., 1981), se
espera entonces una reduccion similar y concomitante del efecto de la cafeina en la
presion arterial. Ademas, la regulacion a la baja de los receptores adrenérgicos a 'y
con una ingesta continua de cafeina también podria contribuir a la rapida tolerancia
al efecto de la sustancia en la presion arterial (Shi et al., 1993).

Todos estos mecanismos discutidos para los beneficios mostrados de la cafeina
para mejorar el rendimiento, o bien para incrementar la oxidacion de grasas podrian
sugerir un refuerzo a la literatura cientifica en diferentes campos que todavia no se
habian investigado.
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La ingesta de cafeina y la intensidad de ejercicio
incrementa la oxidacion de grasas

Como hemos referenciado en el marco tedrico, la importancia de la intensidad
de ejercicio es determinante para la seleccidén de los sustratos energéticos. Por otro
lado, también cabe sefialar que la duracion del ejercicio, las condiciones ambienta-
les, el estado de entrenamiento y la dieta previa al entrenamiento también pueden
influir en los niveles de oxidacion de las grasas durante el ejercicio (Purdom et al.,
2018). Especificamente, la tasa de oxidacion de la grasa aumenta con la intensidad
del ejercicio hasta una intensidad de ejercicio moderada que disminuye abrupta-
mente con nuevos aumentos de la intensidad del ejercicio a cargas altas. Asi pues,
graficamente, se produce una curva en forma de U invertida que asocia la intensidad
del ejercicio y la tasa de oxidacion de grasas (Maunder et al., 2018). Investigaciones
anteriores han determinado que la tasa maxima de oxidacién de la grasa se obtiene
alrededor del 40 al 75% del Vo, ., atendiendo al nivel de entrenamiento de los su-
jetos (Maunder et al., 2018; Randell et al., 2017). En las investigaciones en las que
la cafeina no modificéd la oxidacion del sustrato durante el ejercicio, la intensidad
del ejercicio fue > 70% vo, (T. E. Graham & Spriet, 1995; Terry E. Graham et al.,
2000b, 2008) o se eligio libremente (R. E. Beaumont & James, 2017; Hodgson et al.,
2013). Por el contrario, las investigaciones en las que la cafeina aumentd la oxidacion
de las grasas durante el ejercicio utilizaron intensidades de ejercicio entre 50 y 65%
vo, (Anderson & Hickey, 1994; Donelly & McNaughton, 1992; Ryu et al., 2001;
Schubert et al., 2014), o equivalentes al Fatmax (Alkhatib et al., 2015), o al estado
estable de lactato maximo de los participantes (Cruz et al., 2015). En el estudio 3, los
participantes pedalearon en un cicloergdmetro a una intensidad que representaba
el Fatmax (52.1£9.8% del VO, _ de los participantes). Podemos concluir que la ca-
feina puede aumentar la oxidacion de grasas durante el ejercicio de resistencia sub-
maxima con intensidades cercanas o inferiores a Fatmax. Por el contrario, en intensi-
dades superiores a Fatmax, la cafeina puede ser ineficaz para modificar la oxidacidn
del sustrato. Esta consecuencia esta respaldada por una investigacion reciente que
probd el efecto de la ingesta aguda de cafeina en la oxidacion de las grasas duran-
te una prueba de ejercicio en test incremental (Gutiérrez-Hellin & Del Coso, 2018).
En esa investigacion, la cafeina aumentd la oxidacién de grasas durante el ejercicio
entre el 30 y 70% de VO, _ en participantes sanos y activos, pero no afectd a la
oxidacion de los sustratos cuando la intensidad del ejercicio fue 2 80% VO, _ . Estos
resultados sugieren que la cafeina puede aumentar la dependencia de la grasa como
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combustible en Fatmax. A mayores intensidades de ejercicio, la cafeina ejercera un
efecto ergogénico (R. E. Beaumont & James, 2017; Costill et al., 1978; Terry E. Gra-
ham et al., 2000b) que es independiente de los cambios en la oxidacidn del sustrato.

Ademas, en los resultados del estudio 3 sugieren que el efecto de la ingesta aguda
de cafeina genera una reduccién de los indices de esfuerzo percibido durante el ejer-
cicio (figura 11), en particular al final de este. Debido al bloqueo de los receptores de
adenosina, la cafeina aumenta indirectamente la liberacién de norepinefrina, dopa-
mina, acetilcolina y serotonina (Daly & Shi, 1999). La liberacién de estos neurotrans-
misores establece un escenario facilitador para amortiguar el dolor durante el ejer-
cicio, disminuyendo el esfuerzo percibido (Killen et al., 2013). Un meta-analisis que
asocia el efecto de la cafeina en la fatiga y la ergogenicidad auto-reportada encontré
gue el efecto de la cafeina en la reduccién de la calificacidén del esfuerzo percibido
durante el ejercicio representaba el 29% de la varianza en la mejora del rendimiento
del ejercicio (M. Doherty & Smith, 2005). En el estudio 3, no se investigé el rendi-
miento del ejercicio, ya que la intensidad y la duracidn del ejercicio se mantuvieron
constantes en ambos ensayos experimentales. Sin embargo, la menor percepcion
del esfuerzo cuando los participantes ingirieron cafeina podria haber ayudado tam-
bién a incrementar la oxidacion de grasas, ya que la carga la percibian mas ligera que
cuando ingirieron placebo. Podemos concluir que la ingestidon de cafeina antes de
un ensayo de ejercicio submaximo induce la liberacidon de neurotransmisores y cate-
colaminas que pueden 1) producir una mayor biodisponibilidad de los acidos grasos
y 2) un menor esfuerzo, lo que en ultima instancia puede dar lugar a una mayor
dependencia de la grasa como fuente de energia para los musculos en contraccion.
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Adversidades de la ingesta de cafeina aguda
y cronica en el deporte

En el estudio 3, tras una ingesta aguda de 3 mg/kg de peso de cafeina, se acompa-
fid de varios efectos adversos antes y después del ejercicio (tabla 3). Antes del ejerci-
cio, la cafeina aumenté la presidn sistdlica y diastdlica, aunque el cambio en la presion
arterial inducido por la cafeina tuvo poco impacto negativo en la muestra del estudio,
ya que eran personas sanas y activas. Cabe destacar que, el efecto de la cafeina en
el aumento de la presidn arterial esta bien respaldado, aunque la magnitud de este
efecto depende de la dosis de cafeina (figura 21 y 22 (Wikoff et al., 2017)). Por otro
lado, la falta de un efecto inducido por la cafeina en la frecuencia cardiaca en reposo
también es un hallazgo comun (tabla 9), y se ha relacionado con la compensacién por
la elevacion de la presion arterial (Wikoff et al., 2017). 24 horas después del ejercicio,
la cafeina aumento los indices de percepcion de nerviosismo y vigor. También se regis-
traron inconvenientes como trastornos gastrointestinales, diuresis e insomnio (tabla
4). Estos efectos secundarios también han sido reportados en otras investigaciones
realizados en atletas que buscaban mejorar su rendimiento con la misma dosis que
hemos administrado en nuestro estudio (Lara et al., 2014, 2015; Salinero et al., 2014).

Aunque la ingesta de manera aguda presente esos efectos adversos, también pue-
den ser mantenidos durante dias mediante una ingesta diaria. En el estudio 6, la in-
gesta de cafeina aumento la presion arterial sistdlica en +9.1+8.0% (figura 21) en el
primer dia de ingestion. Sin embargo, no tuvo efecto en la frecuencia cardiaca en
reposo (Tabla 9). Este efecto de la cafeina en el aumento de la presion arterial sistdlica
se mantuvo relativamente constante durante los primeros 8 dias de ingestién conse-
cutiva y luego se redujo progresivamente hasta que fue inexistente el dia 20 (figura
21). Se observé un patrén similar en la presion arterial diastélica (figura 22), con un
aumento de 7.6+10.0% en el primer dia de ingestion de cafeina y un efecto progresi-
vamente menor después. Estos datos coinciden con el efecto de tolerancia a la cafei-
na en la presion arterial descrito por Robertson et al., (1981), pero indican que la to-
lerancia no se completa hasta después de 20 dias de ingestidon consecutiva de cafeina
y no en los 4 dias de ingestidn consecutiva de cafeina propuestos por Robertson et al.,
(1981). Esto es evidente por las particularidades del dia 11 de ingestidn: en este dia,
la presion arterial se midid antes (en lugar de después) de la ingestion de la cédpsula
asignada tanto para los tratamientos con cafeina como con placebo. Esta variacién en
el protocolo diario de ingesta de cafeina se eligié para evaluar la tolerancia a la cafeina
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en el punto medio de los tratamientos, pero no interrumpid la ingesta diaria de las
sustancias. En el dia 11, tanto la presidn arterial sistélica como la diastélica disminu-
yeron a un valor similar a las del ensayo con placebo (figuras 21 y 22). Curiosamente,
estas variables cardiovasculares volvieron a aumentar el dia 13 con la administracion
de cafeina, confirmando que la cafeina seguia siendo capaz de aumentar la presion
arterial después de 13 dias de ingesta constante y que no se habia producido ninguna
tolerancia en ese momento. Por lo tanto, podrian ser necesarios 20 dias de ingesta
constante de cafeina para observar una tolerancia completa al efecto de la sustancia
en el aumento de la presion arterial. Desde una perspectiva clinica, la presion arterial
elevada crénica es necesaria para considerar este factor como un riesgo de enferme-
dad cardiovascular (Mozaffarian et al., 2016). Por lo tanto, es probable que la toleran-
cia al efecto de la cafeina en la presion arterial elimine la mayor parte, si no todo, el
impacto negativo de la cafeina en este tipo de afeccion (Grosso et al., 2017).

La percepcion de los efectos adversos contestados 24 horas después de la ingesta
de cafeina siguidé un curso temporal de tolerancia diferente del mencionado anterior-
mente comparado con los efectos en la presidn arterial. Por una parte, los niveles
contestados por los sujetos de dolor de cabeza y dolor muscular no cambiaron con la
ingesta aguda de cafeinay, por lo tanto, no se observod ninguna tolerancia (tabla 10).
Es probable que las calificaciones respecto a los dolores gastrointestinales aumenta-
ran durante los primeros 8 dias de ingestion y luego disminuyeran hasta quedar poco
claras al final del tratamiento (tabla 10). Por otra parte, el nerviosismo, el vigor (figura
23y 24 respectivamente), la irritabilidad, el insomnio y la diuresis (tabla 11) aumenta-
ron con la cafeina en comparacion con el placebo en diferentes dias del tratamiento y
se mantuvo o aumento el patréon durante todo el tratamiento con cafeina. En general,
estos datos indican que varios de los efectos adversos experimentados con la ingesta
de cafeina persisten después de 20 dias de ingestidn constante. Si bien la falta de
tolerancia completa al efecto de la cafeina en el vigor puede percibirse como positiva
porque sugiere un aumento de la resistencia, y la persistencia de los efectos secunda-
rios restantes indica que la ingestion cronica de una dosis moderada de cafeina podria
producir inconvenientes.
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Respuesta individual a la cafeina en el
rendimiento deportivo

Debido a que la tolerancia al efecto ergogénico de la cafeina no se completd des-
pués de 20 dias de ingestion consecutiva como se indicd en el estudio 4 y 5. En la
presente Tesis Doctoral, realizamos un subandlisis con el fin de presentar las respues-
tas individuales a la ingestion aguda de cafeina en cada una de las 8 comparaciones
idénticas de cafeina y placebo. En la figura 25 se muestra la variabilidad interindivi-
dual de respuesta a la ingestion de cafeina con una ergogenicidad diversa inducida
por la cafeina entre los individuos. Ademas, la figura también muestra la variabilidad
intra-individual de los efectos ergogénicos de la cafeina en ambas pruebas de ren-
dimiento de los ejercicios. Esta figura cuestiona la nocidn de no respuesta al efecto
ergogénico de la cafeina porque todos los participantes aumentaron la potencia me-
dia tanto de W__ como de Wingate de 3 a 8 veces de las 8 comparaciones de cafeina
con placebo. Estos datos amplian la sugerencia de una ocurrencia minima de falta de
respuesta (Grgic, 2018a) porque muestra que todos los individuos respondieron a la
cafeina mientras usaban pruebas repetidas de cafeina-placebo. Por lo tanto, esta Te-
sis Doctoral sugiere que seria necesario revisarse, y consecuentemente replantearse
el concepto, de los no respondedores a los efectos ergogénicos de la cafeina.

Por otro lado, la figura 26 ofrece mas informacion sobre este tema porque presen-
ta datos individuales sobre los cambios inducidos por la cafeina en la presién arterial
sistélica y diastodlica en reposo medidos antes del ejercicio, variable que también se
emplea para categorizar las respuestas individuales a la ingestién aguda de cafeina
(Apostolidis et al., 2019). Como ocurre con el efecto ergogénico de la cafeina, los re-
sultados en la presion arterial tuvieron una gran variabilidad inter e intra-individual.
Sin embargo, los participantes con mayor respuesta a los efectos cardiovasculares de
la cafeina fueron los que menos respondieron a los efectos ergogénicos de esta (con
la excepcion del sujeto 5). Para estudiar mas a fondo esta relacion, en la figura 27 se
asocian las respuestas ergogénicas y cardiovasculares a la ingestion de cafeina. Curio-
samente, los cambios inducidos por la ingesta de cafeina en la presion arterial sistoli-
ca y diastdlica se relacionaron negativamente con la ergogenicidad en el rendimiento
de los ciclos W__ 'y Wingate. Por lo tanto, las personas con una alta respuesta a los
efectos cardiovasculares de la cafeina serian menos propensas a obtener beneficios
ergogénicos de esta sustancia. Esta informacion sugiere que los efectos cardiovascu-
lares y de rendimiento de la cafeina son algo incompatibles.
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LIMITACIONES DE LA TESIS DOCTORAL

La presente Tesis Doctoral tiene diferentes limitaciones de estudio que deberia
ser discutidas:

- En primer lugar, utilizamos una prueba de ejercicio en test incremental para
determinar el efecto de la cafeina en la saturacidn de oxigeno y en la tolerancia. Sin
embargo, este protocolo de aumentar la intensidad del ejercicio no es representati-
vo de ninguna competicion de resistencia. Igual ocurre con un test de Wingate, que,
aun siendo un sprint en bici, tiene poca aplicabilidad a deportes de resistencia, o
bien, en deportes donde se solicite una respuesta rapida en ciclismo.

- Las mediciones del NIRS fueron realizadas en el vasto lateral externo de cada
pierna, las cuales representan una pequefa porcion de los musculos que participan
en el pedaleo. Para asegurar el efecto de la cafeina en la oxigenacion de los tejidos
durante el ciclismo, la medicién del contenido de oxigeno del musculo debe hacerse
en otros musculos de la pierna. Aunque el espectrometro utilizado en esta investi-
gacion es una herramienta valida y fiable para evaluar la saturacién local de oxigeno,
se ha comprobado que su fiabilidad se reduce junto con la intensidad del ejercicio
(Crum et al., 2017).

- Han sido utilizadas en todos los estudios sélo una dosis de cafeina (3 mg/kg)
y, por lo tanto, no se puede determinar si existe un efecto dosis-respuesta de la ca-
feina en la saturacion de oxigeno de los musculos.

- No se obtuvo muestras de sangre, ni biopsias, ni orinas, por lo tanto, es dificil
saber la respuesta individual de la cafeina. Ademas, no se pudo separar el efecto
inducido por la ingesta de cafeina en el tejido adiposo / oxidacion de triglicéridos
intramusculares. Tampoco podemos establecer la capacidad de la cafeina para llevar
los acidos grasos liberados al musculo esquelético activo.
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- La duracion de la ingesta créonica de cafeina duré 20 dias y es imposible deter-
minar si se produciria una mayor tolerancia a los efectos ergogénicos de la cafeina
después de 20 dias de ingestion. Ademas, las personas consideradas como consu-
midoras habituales de cafeina pueden utilizar esta sustancia diariamente durante
afosy, por lo tanto, esta investigacion podria no ser representativa de este consumo
cronico (Goncgalves et al., 2017).

- Por ultimo, se reclutaron 11 participantes para los estudios 4, 5,6y 7, por lo
gue se requiere la confirmacién de estos resultados con una muestra mas amplia
para producir una comprensiéon mas generalizada y completa de la tolerancia a los
efectos de la cafeina.

148






P T e N, e e PR

ST N s

RS e
e — .

P




5 = H e L . T I e I W e D, —— -
Seee S e T e - e it A
g e e -
S .~ = e B - - A R . e i e B W2 Ty
P s PR e i - et - R
R e e

R TT e SN > @g‘ i - - e B ey S —— -,-v—:-
e st RS . e e e e
SRS SN B e m——— i S e M% e e o
B e i e
: &"“P“ B e e Sl oy, |
R = : . - R e . :

o e B et S e







CONCLUSIONES

- La ergogenicidad de la cafeina que se observa en el ejercicio de maxima in-
tensidad es, al menos en parte, impulsada por los cambios en el VOzpico, ventilacion
pulmonar y acumulacién de lactato en sangre. Ademas, se encontré una mayor sa-
turacion de oxigeno muscular inducida por la cafeina en cargas de trabajo de bajas a
moderadas, lo que permitié obtener el punto final de la saturacién de oxigeno mus-
cular asociada a la fatiga a una mayor intensidad de ejercicio. Sin embargo, durante
un test de Wingate de 15-s, la descarga de oxigeno cuando ingieres cafeina no es un
mecanismo que mejore el rendimiento en pruebas anaerdbicas de corta duracion.

- La ingestidon aguda de cafeina aumentd la oxidacion de las grasas durante 1
hora de ciclo en Fatmax a expensas de la reduccién de la oxidacion de los carbohi-
dratos. El efecto de la cafeina sobre la oxidacion de las grasas estuvo presente du-
rante todo el ensayo y produjo un incremento significativo del 27.0% en la cantidad
de grasa oxidada durante el ensayo.

- Existe una tolerancia progresiva a los beneficios del rendimiento de la cafei-
na, en particular porque la magnitud del efecto ergogénico de la cafeina fue mayor
el primer dia de ingestidn tanto para el ejercicio aerébico como para el anaerdbico y
la transicidon de aerdbico a anaerdébico, y disminuyo después.

- El efecto de la cafeina en la elevacién de la presién sanguinea se eliminé des-
pués de 20 dias de ingestion constante. En cambio, los efectos adversos tipicamente
asociados con la ingestion de cafeina, como el aumento del nerviosismo, el aumento
del vigor, lairritabilidad, el insomnio y la diuresis, permanecieron después de 20 dias
de ingestion.

- Los resultados en esta tesis sugieren que las personas con una alta respuesta

a los efectos cardiovasculares de la cafeina serian menos propensas a obtener bene-
ficios ergogénicos de este estimulante.
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APLICACIONES PRACTICAS DE LA TESIS DOCTORAL

- La cafeina deberia recomendarse a personas sanas que tienen por objetivo
aumentar la oxidacidn de las grasas durante el ejercicio o mejorar el rendimiento
deportivo. Es importante remarcar que aquellas personas con antecedentes de pro-
blemas cardiovasculares o de alta sensibilidad a la cafeina pueden verse afectadas
por los efectos adversos presentados. Ademas, debido a la tolerancia sugerida en los
resultados de los estudios su ingesta sélo debe recomendarse para las sesiones de
ejercicio especificas o relevantes.

- Se recomienda una planificacién previa en entrenamiento y en competiciéon
de la administracion de cafeina y su dosis para conseguir un rendimiento y efectos
Optimos, atendiendo a la respuesta individual de cada deportista y su estado en ese
momento. Esta opcion podria otorgar el mayor beneficio para el deportista desde
una perspectiva de rendimiento deportivo.

- Una dosis de 3 mg de cafeina por kg de masa corporal puede emplearse agu-
damente para aumentar la intensidad del ejercicio en el segundo umbral de venti-
lacion, lo que puede representar un beneficio potencial para el entrenamiento y la
competicion en pruebas de larga duracion.

- El ajuste de la dosis, el momento y la forma de administracién de la cafeina
apropiada para un deportista podria requerir varios exdmenes en los que se deberia
medir y registrar el rendimiento fisico y los efectos secundarios de la cafeina en una
situacion de control. Reunir conclusiones sobre el efecto ergogénico de la cafeina
en un individuo Unicamente sobre la base de los resultados de una prueba de rendi-
miento podria inducir a error tanto en el ambito cientifico como en el deportivo.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Dados los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, podrian surgir nuevas lineas
de investigacion interesantes, o actuales que deben ser reforzadas.

- Se ha demostrado que la saturacidon de oxigeno tiene una alta relacion con la
oxidacion de sustratos energéticos, concretamente, que la oxidacion de grasas a mayor
% de oxihemoglobina saturada, mayor es la cinética de las mismas (Zurbuchen et al.,
2020). Por lo tanto, podria estar asociado la saturacién de oxigeno con una mayor oxi-
dacion de grasas inducido por los efectos de la cafeina.

- La oxidacion de grasas y la relacién con la cafeina, como hemos nombrado an-
teriormente, se ha relacionado siempre con factores de rendimiento, pero nunca se ha
realizado objetivando el efecto de varias dosis de la cafeina durante un rango de inten-
sidades.

- Dado que esta tesis presenta 1 estudio basados en la intensidad y en la duracidn
de 1 hora de ciclismo, y, adicionalmente, ya lo han demostrado en la revisién de Shen et
al., (2019) en su revisién, los autores declararon que tras una ingesta aguda de cafeina,
el efecto ergogénico aumenta con la duracién de la actividad de ejercicio. Quizas, seria
interesante analizar ese efecto asociado a la cinética sustratos energéticos durante una
prueba mas larga, comparado con 2 o 3 horas de pedaleo, y analizar si el efecto ergogé-
nico de la sustancia mejora tras varias horas de ejercicio.

- Otro efecto para estudiar dentro de la tolerancia a la cafeina seria a través de
periodos mas largos, ya que los hallazgos de nuestra investigacidn se centran en 20 dias
de ingesta continuada. Sin embargo, R. Beaumont et al., (2017) lo realizaron durante
28 dias y reportaron que la cafeina dejo de ser ergogénica después de esos dias. Por
otro lado, todas las investigaciones se han centrado solo en pruebas equivalentes a la
resistencia, sin embargo, ninguna se propuso como objetivo la tolerancia en ejercicios
de fuerza. Por lo tanto, seria interesante analizar la ingesta crénica en un rango de inten-
sidades en fuerza, concretamente en el miembro superior, ya que se ha demostrado en
una revision sistematica y meta-analitica, que la cafeina tiene mayor efecto ergogénico
en esa porcién del cuerpo (Grgic et al., 2018). Por lo tanto, deberia ser necesario para
un mayor entendimiento de la tolerancia en lo que en rendimiento deportivo.
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Acute caffeine intake increases muscle oxygen
saturation during a maximal incremental exercise test.
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Aims: The main mechanism behind caffeine's ergogenicity lies in its tendency to bind
to adenosine receptors, although other mechanisms might be involved. The aim of
this investigation was to analyse the effects of caffeine on muscle oxygen saturation
during exercise of increasing intensity.

Methods: Thirteen healthy and active individuals volunteered to participate in a ran-
domized, double blind, placebo-controlled crossover trial. During 2 different trials,
participants either ingested a placebo (cellulose) or 3 mg/kg of caffeine. After waiting
for 60 min to absorb the substances, participants underwent a maximal ramp cycle
ergometer test (25 W/min). Near infrared spectrometers were positioned on each
leg's vastus lateralis to monitor tissue O, saturation. Blood lactate concentration was
measured 1 min after the end of the exercise test.

Results: In comparison to the placebo, the ingestion of caffeine improved the maxi-
mal wattage (258 + 50 vs 271 + 54 W, respectively, P < .001, effect size [ES] = 0.27;
95% confidence interval [Cl] 0.14-0.35) and blood lactate concentration (11.9 + 3.8
vs 13.7 + 3.5 mmol/L, P = .029, ES = 0.38; 95% Cl 0.14-0.75) at the end of the test.
Caffeine increased muscle oxygen saturation at several exercise workloads with a
main effect found in respect to the placebo (F = 6.28, P = .029; ES = 0.30 to 0.54;
95% Cl 0.01-0.78). Peak pulmonary ventilation (124 + 29 vs 129 + 23 L/min,
P = 0.035, ES = 0.25; 95% Cl 0.07-0.40) and peak oxygen uptake (3.18 + 0.70 vs
3.33 £ 0.88 L/min, P = 0.032, ES = 0.26; 95% Cl 0.08-0.51) were also increased with
caffeine.

Conclusion: Acute ingestion of 3 mg/kg of caffeine improved peak aerobic perfor-
mance and increased peak pulmonary ventilation. In addition, caffeine induced
changes in muscle oxygen saturation during submaximal workloads, suggesting that

this mechanism might also contribute to caffeine's ergogenic effect.
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cycling, high intensity exercise, muscle oxygenation, near infrared spectroscopy, VO,max
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1 | INTRODUCTION

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a substance naturally found in
coffee, tea and cocoa. However, its potent ability to enhance physical
performance and wakefulness has favoured the inclusion of this
stimulant in several over-the-counter medications and dietary supple-
ments.! Caffeine has the capacity to improve performance in a wide-
variety of exercise activities when ingested at low-to-moderate doses
(3-9 mg/kg body mass?3). Perhaps, this is the reason why caffeine is
ingested by ~80% of competitive athletes.* While the ergogenic
effect of caffeine to enhance sports performance is well-recognized,”
the physiological origin of caffeine's ergogenicity is poorly under-
stood. The hydrophobic nature of caffeine results in a post-absorption
distribution of the substance to all tissues of the body, making it diffi-
cult to accurately quantify its key mechanism of action during
exercise.®

There is a consensus about caffeine antagonism of the adeno-
sine receptors’ as the main mechanism behind the performance-
enhancing effect of this substance.® Briefly, evidence in animal’
and human models!® supports the ability of caffeine to act as
an adenosine A; and A,a receptor antagonist, reducing the
adenosine-induced effect on neurotransmission and creating a
greater dopaminergic drive.® However, the influence of caffeine on
exercise performance cannot be only explained by its effects on
the brain, as several other central and peripheral mechanisms can
aid in producing a more potent ergogenic effect. Other mecha-
nisms, such as reduced muscle pain and perceived exertion,* cen-
tral stimulation of the respiratory medullary complex,'? fatty acid
mobilization and oxidation,® and local changes within the exercis-
ing muscle such as potassium ion attenuation in the interstitium
and calcium iron release from the sarcoplasmic reticulum,®** have
also been proposed to explain caffeine effects on physical
performance.

Caffeine also produces an indirect increase in serum adenosine
concentration by competitively blocking adenosine receptors.*®> The
increased availability of adenosine causes a generalized stimulation
of chemoreceptors distributed throughout circulation and creates
an increase in the sympathetic tone and the upsurge of circulating
catecholamines.'® Although the direct effects of adenosine on the
different vascular systems depend on the type of receptor that is
stimulated,!” the main vascular effect of adenosine is vasodilation
of the different blood beds via A,a stimulation. In addition,
acute administration of caffeine augments endothelium-dependent
vasodilation by way of increased nitric oxide production.*®
Thus, caffeine might directly and indirectly produce vasodilation in
the endothelium and in the vascular smooth muscle cells, which
leads to increased tissue blood flow and oxygen supply to the
exercising muscle during exercise. To the best of our knowledge,
there are no investigations that have measured the effect of caf-
feine on tissue oxygen saturation during exercise. Thus, the aim of
the current investigation was to analyse the effects of caffeine on
oxygen saturation of the vastus lateralis during cycling of increasing

intensity.

What is already known about this subject

e The main mechanism behind caffeine's ergogenicity lies
in its tendency to bind to adenosine A; and A2,
receptors

e However, caffeine is a xanthine that acts on a wide range
of molecular targets. Therefore, other mechanisms might
contribute to caffeine's ergogenicity.

o Caffeine augments endothelium-dependent vasodilation
due to increased nitric oxide production. Then, caffeine
might lead to increased tissue blood flow and oxygen

supply to the exercising muscle during exercise.

What this study adds

e The acute ingestion of 3 mg of caffeine per kg of body
mass was effective in increasing the maximal wattage
obtained in a graded cycling test.

e This ergogenic effect was accompanied by increased peak
oxygen uptake, blood lactate concentration, and peak
pulmonary ventilation.

o Furthermore, a higher caffeine-induced muscle oxygen
saturation was found in low-to-moderate workloads,
which allowed the obtaining of the end point for muscle
oxygen saturation associated to fatigue at higher exercise
intensity. This outcome indicates caffeine's ability to
enhance oxygen availability in the exercising muscle.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Participants

Thirteen healthy and active (>4 days of training per week; >45 min
per day) individuals volunteered to participate in this investigation.
They had a mean + standard deviation age of 32.5 + 6.5 years, height
of 171 £ 8 cm, weight of 65.2 + 11.4 kg and peak oxygen uptake
(VO,peak) of 49.7 + 8.5 mL/kg/min. There were 7 women in the sam-
ple who participated in the entire experiment in their luteal phase. All
the participants were light caffeine consumers (<50 mg of caffeine per
day), nonsmokers, and did not report any previous history of cardio-
pulmonary diseases nor musculoskeletal injuries in the previous
3 months. One week prior to the study, the participants were fully
informed of the experimental procedures and gave their informed
written consent to participate in the investigation. The study was
approved by the Camilo José Cela University Research Ethics

Committee.

2.2 | Experimental design

A randomized, double blind, placebo-controlled and crossover experi-

mental design was used in this study. Each participant took part in
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2 identical trials that were conducted 48 h apart to allow time for
recovery and substance elimination. The participants were randomly
assigned to ingest an unidentifiable capsule either filled with 3 mg of
caffeine per kg of body mass (Bulk Powders, UK) or with the same
amount of cellulose as a placebo (Guinama, Spain). The assigned cap-
sule for each trial was administered with 150 mL of tap water 60 min
before the onset of the experimental trials. Each trial consisted of a
graded maximal exercise test on a cycle ergometer (SNT Medical,
Cardgirus, Spain) until volitional fatigue. Ventilatory variables, heart
rate, and muscle oxygen saturation were continuously measured dur-
ing exercise to assess the effect of caffeine on these variables. An
alphanumeric code was assigned to each trial by an individual who
was not involved in the study. Investigators and participants were not
aware of the assignment of the trials or of the substances under
investigation. All trials were performed in a laboratory with constant
ambient conditions (21.5 + 0.3°C and 45 * 2% relative humidity). The
drug/molecular target nomenclature used in this investigation con-
forms to the Guide to Pharmacology Nomenclature Classification of
the International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR)
and the British Pharmacological Society (BPS).”"*?

2.3 | Experimental protocol

A week prior to the onset of the experiments, participants were famil-
iarized with all the research protocols twice and their body mass was
measured (+50 g, Radwag, Poland) to calculate proper caffeine dos-
age. During the familiarization protocols, skinfold thickness (Holtain
Ltd, Bryberian, Crymmych, Pembrokeshire, UK) was measured in the
biceps, triceps, subscapular and supra-iliac areas to calculate body
fat, 2% and on the vastus lateralis of both legs (right limb = 5.7 + 2.5 mm,
left limb = 5.6 + 2.0 mm). The day before each experimental trial, par-
ticipants refrained from all sources of dietary caffeine, from strenuous
exercise and alcohol, and adopted a standardized diet and fluid intake.
All these standardizations were recorded in a diary during the first trial
and later replicated in the second trial.

On the day of the trials, participants arrived at the laboratory at
09.00 in a fed state (at least 3 h have passed after their last meal) and
the assigned experimental capsule was provided in an unidentifiable
bag. They immediately ingested the capsule with water. Then, they
changed into a T-shirt, shorts and cleated shoes, and had a heart rate
belt (Wearlink, Polar, Finland) attached to their chest. At this time, a
near infrared spectrometer (Moxy, Fortiori Design LLC, Minnesota,
USA) was positioned longitudinally on the musculus vastus lateralis of
each lower limb, halfway between the greater trochanter and lateral
epicondyle of the femur, to monitor tissue O, saturation. This device
has been shown to be reliable in measuring local oxygen saturation
during exercise (intraclass correlation coefficient of 0.77-0.992%). The
position of each spectrometer was marked with an indelible marking
pen to assure inter-day positioning. In addition, the spectrometers
were firmly attached to the skin with an elastic tubular net bandage
positioned around the thigh (Vendafix, Favesam, Spain). The lack of
spectrometer movement was tested during the warm-up. The vastus
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lateralis was chosen as the location for the spectrometers because it
is a part of the knee extensor group, which is the primary contributor

1?2 and it is a

to force production during the down stroke of the peda
typical location used to assess muscle oxygenation during incremental
cycling exercise.?® After this step, the participants rested on a
stretcher in a supine position for 60 min to allow for the experimental
substance to be absorbed.

After the resting period, participants performed a 10-min stan-
dardized warm-up on the cycle ergometer at 50 W and then exercise
intensity was progressively increased by 25 W/min (ramp test) until
volitional fatigue. The pedalling frequency was individually chosen
(between 75 and 90 rpm) but maintained during the whole graded
exercise test and replicated in both experimental trials. The seat and
handlebar positions on the cycle ergometer were chosen in the famil-
iarization trials and replicated for each individual in both experimental
trials. Standardized encouragement and feedback were given to the
participants in all trials by the same researcher who was blinded to
the treatments.

During the exercise test, pulmonary ventilation, end-tidal oxygen
partial pressure and oxygen uptake (VO,), and heart rate were contin-
uously measured and recorded by means of a breath-by-breath ana-
lyser (Metalyzer 3B, Cortex, Germany). Certified calibration gases
(16.0% O,; 5.0% CO,, Cortex, Germany) and a 3-L syringe were used
to calibrate the gas analyser and the flow meter before each trial. In
the graded exercise test, maximal wattage (Wmax) was recorded as
the exercise load on the cycle ergometer at the moment that partici-
pants abruptly stopped pedalling or when an individual's pedalling fre-
quency was lower than 50 rpm. VO,peak was defined as the highest
VO, value obtained during the test. The absolute value of VO,peak in
the placebo trial was used to normalize the exercise intensity that rep-
resented each workload. For this normalization, the VO, of each
workload was divided by the individual VO,peak in the placebo trial,
and the relative load (i.e. % of placebo VO,peak) was then allocated
to the nearest load by using 5% intervals. At each workload, all vari-
ables were averaged every 15 s and the last 15 s of each stage were
used as a representative value of the workload. The exercise test was
considered maximal and valid when the following end criteria were
reached at the end of the test: VO, stabilized despite increases in
ergometric power, the respiratory exchange ratio was >1.10, partici-
pant's rating of perceived exertion (6-to-20 point Borg scale) was >19
points and peak heart rate was >80% of the age-adjusted estimate of
maximal heart rate.?* One minute after the end of the graded test, a
blood sample was obtained from a participants' fingertip to analyse

blood lactate concentration (Lactate Pro 2, Arkay, Japan).

24 | Statistical analysis

The results of each trial were blindly introduced into the statistical
package SPSS v 20.0 for later analysis. Differences between the caf-
feine vs placebo protocols were determined by a 2-way analysis of
variance (substance x workload) with repeated measures. After a sig-

nificant F test (Geisser-Greenhouse correction for the assumption of
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sphericity), differences between the means were identified using
Tukey's HSD post hoc. The difference in peak values of caffeine vs pla-
cebo for all variables was identified with the Student t-test for paired
samples. The significance level was set at P < .05 and all data were
presented as means * standard deviation. The effect size
(ES) and 95% confidence intervals (Cl) was also calculated in all
pairwise comparisons in which a statistical difference was found, fol-

lowing the formula proposed by Cohen.?®

3 | RESULTS

In comparison to the placebo, the ingestion of caffeine improved
Wmax at the end of the ramp test by mean + standard deviation
5.2+ 3.8% (258 + 50 vs 271 + 54 W, respectively, P < .001, ES = 0.27;
95% Cl 0.14-0.35). In addition, 1 min after the end of the ramp test,
blood lactate concentration was increased by 14.3 + 3.6% with the
ingestion of caffeine (11.9 + 3.8 vs 13.7 = 3.5 mmol/L, P = .029,
ES = 0.38; 95% Cl 0.14-0.75). However, the rating of perceived exer-
tion at the end of exercise was very similar, regardless of whether a
placebo or caffeine was ingested (19.3 £ 0.9 vs 19.2 + 1.0, P = .800).
During exercise, there was a main effect of caffeine on muscle
oxygen saturation (F = 6.28, P = .029). The pairwise comparison
detected differences between caffeine and placebo at 29 + 3
(P =.049, ES = 0.45; 95% CI 0.01-0.78), 39 + 3 (P = .046, ES = 0.40;
95% Cl 0.02-0.70), 51 + 2 (P = .018, ES = 0.43; 95% Cl 0.11-0.69)
and 61 £ 3% (P = .035, ES = 0.30; 95% Cl 0.10-0.46) of placebo
VO,peak (Figure 1). Nevertheless, the lowest value of muscle oxygen
saturation, obtained at the end of exercise, was not different between
treatments (26.8 + 14.5 vs 26.9 + 14.5%, P = .295). In pulmonary ven-
tilation, a main effect of caffeine was not detected (F = 0.60, P = .460)
but peak pulmonary ventilation was higher with caffeine by
6.1 £ 8.5% (124 + 29 vs 129 + 23 L/min, P = .035, ES = 0.25; 95%
Cl 0.07-0.40; Figure 2). In end-tidal O, partial pressure, there was no
main effect of caffeine found (F = 0.10, P = .759) and peak O, partial
pressure remained unchanged with caffeine (115 + 5vs 115 + 4 mmHg,
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FIGURE 1 Muscle oxygen saturation during a maximal graded
cycling test after the ingestion of 3 mg/kg of caffeine or a placebo.
Data are mean * standard deviation for 13 healthy and active
individuals (*) Caffeine different from placebo at P < .05
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FIGURE 2 Pulmonary ventilation, end-tidal O, partial pressure,
and O, uptake during a maximal graded cycling test after the
ingestion of 3 mg/kg of caffeine or a placebo. Data are

mean * standard deviation for 13 healthy and active individuals. (1)
Peak value with caffeine different from peak value with placebo at
P<.05

P = .278). In VO,, there was no detected main effect of caffeine
(F = 0.31, P = .589) but VO,peak was increased by 4.5 + 10.6% with
caffeine (3.18 = 0.70 vs 3.33 + 0.88 L/min, P = .032; ES = 0.26; 95%
Cl 0.08-0.51; Figure 2). In regards to heart rate, there was no main
effect of caffeine (F = 3.77, P = .110) and peak heart rate remained
unchanged with caffeine (173 £ 11 vs 173 + 11 beats/min, P = .403).

4 | DISCUSSION

The aim of the investigation was to analyse the effects of caffeine on
muscle oxygen saturation during a graded maximal cycling test in
healthy individuals. This aim was designed to ascertain whether caf-
feine's ergogenicity during endurance exercise is produced, at least in
part, via increased oxygen supply to the exercising muscle, in addition
to the well-contrasted mechanism via blockade of adenosine recep-

tors in the brain.® The main outcomes of this investigation indicate
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that caffeine increased Wmax while also enhancing muscle oxygen
saturation at 30-60% of VO,peak. Although the caffeine-placebo
comparison did not show an effect on muscle oxygen saturation at
the highest workloads, the end-point value for muscle oxygen satura-

23 was later

tion, which characterizes muscle fatigue during cycling,
obtained and at a higher exercise intensity with caffeine (i.e. 104.5%
of placebo VO,peak, Figure 1). The acute ingestion of caffeine also
increased VO,peak, peak pulmonary ventilation and postexercise
blood lactate concentration, suggesting that the ergogenic effect of
caffeine was also accompanied by respiratory and metabolic changes
induced by the increased wattage. These results suggest that caf-
feine's ergogenicity during an incremental cycling exercise relies, at
least in part, on an enhanced oxygen availability in the exercising mus-
cle during submaximal workloads drive by this substance. The effect
of caffeine to peak aerobic performance and to modulate physiologi-
cal responses at submaximal exercise intensity probably explains why
caffeine has the capacity to increase performance in such a wide
range of endurance exercise activities.>

The benefits of caffeine ingestion on high-intensity endurance
cycling tests have been reported in the literature through original

2729 and meta-analysis.2?4° The magnitude of caf-

investigations
feine's ergogenicity is typically higher in investigations that used
time-to-exhaustion endurance protocols than in maximal graded or
time trials.»*° Furthermore, it seems that the effect of caffeine on
endurance performance is of similar magnitude in men and
women?’ and may last for up to 15 days when the substance is
ingested daily.?’ Despite the consistency in the investigations that
have reported an ergogenic effect of acute caffeine intake on
endurance activities, there is a disparity of findings regarding the
mechanism(s) behind the effects of caffeine. Shen et al.,! through a
that caffeine's

meta-analysis of 40 articles, have reported

ergogenicity increases along with exercise duration. This finding is

1,22 who indicated that caffeine

consistent with that of Silveira et a
effects on endurance performance might be linked to an enhanced
maintenance of maximal metabolic oxidative pathways. However,
other investigations have found caffeine-induced effects on several

31-33 and a direct

variables associated with anaerobic energy systems
effect of caffeine on ventilation.!? In the majority of these investi-
gations, caffeine-induced changes have been related to an effect on
the central nervous system via the direct competitive blockade of
the adenosine receptors in the brain that inhibits the deleterious
effects of adenosine and permits more external work.” Alternatively,
caffeine has also been related to a direct effect on increasing mus-
cle force production by way of calcium release from the sarcoplas-
mic reticulum during muscle contractions and delayed potassium
accumulation.®

The current manuscript presents an additional mechanism of
action that might help to understand the ergogenic effect of caffeine
on endurance exercise. In the caffeine trial, muscle oxygen saturation
was enhanced with caffeine at 30-60% of VO,peak. Although the
statistical significance of this effect disappeared at higher workloads,
there was a main effect of caffeine on muscle oxygen saturation in

the caffeine trial that indicated higher oxygen availability in the
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exercising muscle. While endurance training habitually vyields
enhanced oxygen utilisation within the muscle, which is translated
into lower muscle oxygen saturation,®* the ingestion of caffeine pro-
duced higher muscle oxygen saturation, which reflected enhanced
blood oxygen supply to the exercising muscle. Interestingly, the end-
point of muscle oxygen saturation, obtained in the moment of voli-
tional fatigue, was similar in caffeine and placebo trials despite the
workload was significantly higher with caffeine, suggesting that the
margin of improved tissue oxygenation due to caffeine allowed partici-
pants to cycle longer and at a higher exercise intensity in the caffeine
trial. Although the causes for the higher muscle oxygen saturation
with caffeine are not evident from our data, the unchanged values of
pulmonary ventilation, end-tidal oxygen partial pressure, and VO, at
submaximal workloads suggest that the load of oxygen at the alveolar
level and the oxidative capacity of the exercising muscles were not
modified with this stimulant. If these 2 factors were likely to be
unchanged with caffeine ingestion, the alternative hypothesis for the
physiological process that induced higher muscle oxygen saturation
might be related to an improved blood flow to the muscle. In fact, this
theory has scientific support due to the potential vasodilation effects
of caffeine at the endothelial level*® and on smooth muscle cells,*” or
indirectly through the increased concentration of adenosine once caf-
feine blocks its receptors in the brain.®® This is the first investigation
that shows an effect of caffeine on muscle oxygenation during exer-
cise and requires further investigation.

The current investigation presents some limitations, which should
be discussed in order to understand the practical application of the
results. First, we used a ramp exercise test to determine the effect of
caffeine on muscle oxygen saturation during endurance exercise.
However, this protocol of increasing exercise intensity is not repre-
sentative of any endurance competition. Thus, the efficacy of caffeine
in increasing tissue oxygen saturation should be confirmed by using
exercise routines more applicable to sports before this mechanism is
used to explain the ergogenic effect of caffeine in endurance sports.
Second, we placed the near-infrared spectrometers on the vastus
lateralis, which only represents a small portion of the muscles involved
in pedalling. To assure the effect of caffeine on tissue oxygenation
during cycling, the measurement of muscle oxygen content should
also be made in other leg muscles. Although the spectrometer used in
this investigation is a valid and reliable tool for assessing local oxygen
saturation, it has been found that its reliability is reduced along with
exercise intensity.2* This lower reliability at higher exercise intensities
might explain the lack of effect of caffeine on this variable at exercise
intensities >60% VO,peak. Last, we used only 1 dose of caffeine
(i.e. 3 mg/kg) and thus, we are unable to determine whether there is a
dose-response effect of caffeine on muscle oxygen saturation.
Despite these limitations, this investigation is innovative and can be
used to further the understanding caffeine's ergogenic effect on
endurance exercise performance.

In summary, the results of this investigation indicate that the
acute ingestion of 3 mg of caffeine per kg of body mass was effective
in increasing the maximal wattage obtained in a graded cycling test by

5.2 + 3.8%. This ergogenic effect was accompanied by increased
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VO,peak, blood lactate concentration, and peak pulmonary ventila-
tion, which represent effects found in previous investigations.2?-3¢
Furthermore, a higher caffeine-induced muscle oxygen saturation was
found in low-to-moderate workloads, which allowed the obtaining of
the end point for muscle oxygen saturation associated to fatigue at
higher exercise intensity. The results of this investigation suggest that
higher VO,peak, blood lactate concentration, and peak pulmonary
ventilation values with caffeine were the result of the higher wattage
obtained in this trial rather than a direct effect of caffeine on these
variables. However, caffeine might have the ability to enhance oxygen
availability in the exercising muscle during submaximal workloads,
which serves as a potential explanation for the well-evidenced ergo-
genic effect of caffeine on endurance performance. Further investiga-
tion is necessary to determine whether this effect of caffeine is
present during endurance exercise sports or in high-intensity intermit-

tent disciplines.
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Abstract

Purpose The ergogenic effect of caffeine on exercise of maximum intensity has been well established. However, there is
controversy regarding the effect of caffeine on shifting substrate oxidation at submaximal exercise. The aim of this study was
to investigate the effect of acute caffeine ingestion on whole-body substrate oxidation during 1 h of cycling at the intensity
that elicits maximal fat oxidation (Fatmax).

Methods In a double-blind, randomized, and counterbalanced experiment, 12 healthy participants (VO,,,,,, =50.7 +12.1 mL/
kg/min) performed two acute experimental trials after ingesting either caffeine (3 mg/kg) or a placebo (cellulose). The trials
consisted of 1 h of continuous cycling at Fatmax. Energy expenditure, fat oxidation rate, and carbohydrate oxidation rate
were continuously measured by indirect calorimetry.

Results In comparison to the placebo, caffeine increased the amount of fat oxidized during the trial (19.4+7.7 vs 24.7+9.6 g,
respectively; P=0.04) and decreased the amount of carbohydrate oxidized (94.6 +30.9 vs 73.8 +32.4 g; P=0.01) and the
mean self-perception of fatigue (Borg scale=11+2 vs 10+ 2 arbitrary units; P=0.05). In contrast, caffeine did not modify
total energy expenditure (placebo =543 + 175; caffeine =559 + 170 kcal; P=0.60) or mean heart rate (125+13 and 127 +9
beats/min; P=0.30) during exercise. Before exercise, caffeine increased systolic and diastolic blood pressure whilst it
increased the feelings of nervousness and vigour after exercise (P <0.05).

Conclusion These results suggest that a moderate dose of caffeine (3 mg/kg) increases the amount of fat oxidized during 1 h
of cycling at Fatmax. Thus, caffeine might be used as an effective strategy to enhance body fat utilization during submaxi-
mal exercise. The occurrence of several side effects should be taken into account when using caffeine to reduce body fat in
populations with hypertension or high sensitivity to caffeine.

Keywords Endurance exercise - Substrate oxidation - Adverse effects - Stimulant - Performance

Introduction

Caffeine (1,3,7 trimethylxanthine) is a natural alkaloid with

a potent ergogenic effect on several forms of maximum

intensity exercise [1]. To this regard, a myriad of experi-
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of increasing the work produced during a wide spectrum

of exercise and sport situations [2, 3]. The strong evidence

supporting the ergogenic effect of caffeine has led the inclu-

sion of this substance in the list of dietary supplements with

good-to-strong evidence of achieving benefits to perfor-
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mechanism behind its ergogenic effects [5], although other
alternative mechanism has been proposed such as increased
muscle oxygen saturation, potassium ion attenuation in the
interstitium and calcium iron release from the sarcoplasmic
reticulum [6-8]. The capacity of caffeine to enhance fat oxi-
dation while reducing carbohydrate utilization during endur-
ance exercise has also been proposed as an beneficial effect
of acute caffeine intake [9], although its impact to enhance
exercise of maximal exercise intensity may be limited to
endurance exercise situations in which glycogen sparing
is associated to enhanced performance. Nevertheless, the
potential capacity of caffeine to increase fat oxidation during
exercise of submaximal exercise intensity may be associated
to other benefits beyond exercise and sport performance,
such as a more effective body fat reduction in individuals
involved in exercise programmes to promote weight loss.

The capacity of caffeine to shifting substrate oxidation
during endurance exercise of submaximal intensity is per-
haps the most debated effect of caffeine despite it was the
main finding of one of the pivotal investigations on this
topic [10]. Since then, contradictory outcomes have been
published in favour or against caffeine’s effectiveness to
increase fat oxidation during exercise, perhaps because some
investigations used protocols to measure both ergogenic and
substrate oxidation effects of caffeine at the same time. To
this regard, the increase in exercise performance induced by
caffeine may counteract the effect of caffeine on substrate
oxidation, as exercise intensity is the main modulator for the
use of fat and carbohydrate during endurance exercise [11].

On one hand, several investigations have found that acute
caffeine intake (3—9 mg/kg) was did not modify fat oxida-
tion during exercise [12—16]. In comparison, other investi-
gations have found that caffeine increased fat oxidation rate
during exercise of moderate intensity when using similar
dosages and exercise protocols [17-22]. The divergence of
these investigations’ outcomes might be associated with the
experimental protocols used to test the effect of caffeine on
substrate oxidation. Investigations of the former [12—-16]
aimed to assess the ergogenic effect of caffeine and thus,
investigators used time trials with freely-chosen wattage
or fixed wattage at>70% of participants’ maximal oxygen
uptake (VO,,.). In the latter investigations [17-22], the
main objective was to assess the effect of caffeine on fuel
utilization during exercise of submaximal intensity; there-
fore it were used exercise protocols with lower exercise
intensities and fixed wattage. Thus, it seems necessary to
select exercise of submaximal intensity, in addition to exer-
cise protocols with fixed wattage, to properly study the effect
of caffeine on substrate utilization.

From a practical perspective, the most effective manner
of maximizing fat oxidation during submaximal exercise is
by selecting the exercise intensity that produces maximum
rates of fat oxidation (i.e., Fatmax; [23]) and maintaining
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this selected intensity over time [24]. Typically, fat oxi-
dation becomes maximal at moderate exercise intensity,
where most of the energy demands can be satisfactorily
met by fat oxidation [9]. However, no investigation has
studied the effect of acute caffeine intake on substrate
oxidation during continuous exercise at the intensity that
elicits peak fat oxidation. Thus, the aim of this study was
to investigate the effect of caffeine on fat and carbohydrate
oxidation during 1 h of cycling at Fatmax.

Methods
Participants

Twelve young and healthy participants (8 men and 4 women)
volunteered to participate in the study (age =29 + 6 years,
body mass=70.2 +9.2 kg, height=1.75 +0.08 m, maximal
oxygen uptake [VO,,,,.]=50.7+12.1 mL/kg/min). A pre-
experimental sample size calculation indicated that at least
11 participants were needed to obtain statistically significant
differences when fat oxidation rate was 0.12 g/min higher
with caffeine than with the placebo. The sample size calcu-
lation was based on the effect of acute caffeine intake when
cycling at Fatmax [9], and it was designed to obtain a statis-
tical power of 80% with type I error set at 5%. Participants
fulfilled the following inclusion criteria: (a) age between
18 and 40 years; (b) consistent recreational exercise train-
ing of ~ 1 h/day, at least 4 days/week for the previous two
months; (c) low habitual caffeine consumption (i.e., < 50 mg
of caffeine per day in the previous 3 months), as defined
by Filip et al. [25]; (d) in women, regular duration of their
menstrual cycle for the previous 4 months. Participants were
excluded if they reported (a) any type of lower limb injury
within the previous two months; (b) a positive smoking sta-
tus; (c) medication or dietary supplement usage within the
previous month; (d) a previous history of cardiopulmonary
diseases, (e) oral contraceptive use; (f) allergy to caffeine;
(g) in women, any type of menstrual disorders. Women per-
formed all experimental trials during their luteal phase to
avoid the influence of the menstrual cycle on the results of
the investigation despite evidence suggests that fuel oxida-
tion during submaximal intensity exercise [26, 27] and the
response to acute caffeine intake during exercise are similar
across the menstrual cycle [28, 29]. Before enrolment in
the study, all participants were fully informed of the experi-
mental procedures and risks and signed an informed written
consent. The study was approved by the Camilo José Cela
University Research Ethics Committee and was conducted
in accordance with the last version of the Declaration of
Helsinki.
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Experimental design

A double-blind, placebo-controlled, randomized, and coun-
terbalanced experimental design was used in this investi-
gation. Each participant took part in two identical experi-
mental trials separated by at least three days. In these trials,
participants either ingested 3 mg of caffeine per kg of body
mass (Bulk Powders, United Kingdom) or 3 mg/kg of pla-
cebo (cellulose, Guinama, Spain). A dose of 3 mg/kg of
caffeine was selected as this dosage has been found effective
to increase fat oxidation at Fatmax [9]. The treatments were
ingested in identical, unidentifiable capsules 60 min before
the onset of exercise. An alphanumeric code was assigned to
each trial by a researcher independent of the study in order to
double-blind the participants and investigators to the tested
substances. This alphanumeric code was only unveiled
after the trials had been analysed. Each trial consisted of
1 h of continuous cycling at Fatmax while energy expendi-
ture and substrate oxidation of carbohydrates and fat were
continuously measured by indirect calorimetry. One hour of
continuous cycling at Fatmax was selected as the exercise
protocol to assess the effect of caffeine on fat oxidation dur-
ing exercise because this same protocol has been effective
at detecting differences in fat oxidation after the ingestion
of other phytochemicals [24]. The trials were performed
in a laboratory room with controlled ambient temperature
(20.3+0.4 °C) and relative humidity (31 +11%).

Pre experimental trial

Participants performed two pre-experimental trials: one
maximal cycling test to obtain Fatmax and VO,,,,. during
a cycling test of increasing intensity and one familiariza-
tion trial. One week before the start of the experiment, par-
ticipants underwent a maximal cycling test until volitional
fatigue. This test was preceded by a standardized warm-up
(i.e. 10 min at 50 W for men, and 30 W for woman) on a
cyclergometer (SNT medical, Cardgirus, Spain). After the
warm-up, the workload was increased by 25 W for men and
15 W for women every 3 min until the respiratory exchange
ratio reached 1.0. Thereafter, incremental loads were pro-
duced every minute until the participant reached volitional
exhaustion. Participants were instructed to maintain a cycle
cadence of 70-90 rpm during the whole test. The maximal
exercise test finished when participants were unable to main-
tain a cycle cadence > 50 rpm or when they stopped pedal-
ling due to fatigue. During the maximal exercise test, oxygen
uptake (VO,) and carbon dioxide production (VCO,) were
measured breath by breath by a gas analyser (Metalyzer 3B,
Cortex, Germany) and substrate oxidation rates were cal-
culated at each stage with stoichiometric calculations. In
this test, the intensity that produced the maximal rate of fat
oxidation was registered and used for the experimental trials

(Fatmax; mean + standard deviation was 108 +50 W). Three
days before the first experimental trial, participants under-
went a familiarization trial that replicated the protocols of
the experimental trials, as explained below.

Standardizations

Once the participants fulfilled the inclusion/exclusion cri-
teria, they were informed about the necessity of refraining
from all sources of caffeine (coffee, tea, chocolate, energy
drinks, etc.) until the experiment was completed. Partici-
pants were also encouraged to maintain their training rou-
tines and a stable state of physical fitness during the experi-
ment. The day before each trial, participants performed light,
standardised training and a self-selected precompetitive diet/
fluid routine was kept. Fluid and diet guidelines were given
to assure carbohydrate availability [30] and euhydration
[31] in all experimental trials. Subjects were also required
to refrain from consuming alcohol and to maintain a sleeping
pattern with at least 8 h of sleep the day before each trial.
These standardisations were written in a personal journal
and were repeated thoroughly the day before the second trial.
Data on diet and exercise were analysed afterwards to ensure
that participants fulfilled all the recommendations given and
euhydration was certified by urine specific gravity < 1.020
before each testing (MASTER-SUR/Na, Atago, Japan). In
women, regularity and duration of the menstrual cycle were
monitored in each participant for 4 months through a free
mobile application (Mycalendar®,Period-tracker, US).

Experimental trials

On the day of the experimental trials, participants arrived
at the laboratory in the morning (09.00 am) in a fasted state
(at least 8 h after their last meal). Upon arrival, the capsule
with the experimental treatment (caffeine or placebo) was
provided and ingested by the participant with 150 mL of
water. Then, participants rested supine for 60 min to allow
for substance absorption. In the last 5-min of the resting
period, participants’ blood pressure (M6 Comfort, Omron,
Japan; by triplicate) and heart rate (Wearlink + V800, Polar,
Finland) were recorded. An average of three blood pres-
sure measurements, performed with 1 min between meas-
urements, was used for analysis. Thereafter, participants
underwent a standardized 10-min warm-up with increasing
intensity until they reached their individual Fatmax (equiva-
lent to 52.1 +9.8% of their VO,,,,). The cyclergometer was
set to maintain this exercise intensity and participants ped-
alled at this intensity for 1 h. The position of the saddle and
handlebar in the cyclergometer, clothing used, and cycling
cadence were meticulously replicated in both trails. VO, and
VCO, data were obtained breath by breath during the whole
trial with the gas analyser used for the VO,,,,, test. VO,
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and VCO, data within the last 60 s of each 5-min period
was used as a representative value. During the last 60 s of
each 5-min period, participants were instructed to maintain a
stable position and cadence. The rates of energy expenditure
and substrate oxidation were calculated from VO, and VCO,
using the non-protein respiratory quotient [32]. Data on VO,
and VCO, for the whole trial (i.e., all the breaths included
in the 1-h cycling trial) were used for the calculation of the
total amount of energy expended and total amounts of fat
and carbohydrate oxidized. During exercise, heart rate and
participants’ rating of perceived exertion (6-20 arbitrary
units (a.u.) scale [33]) were recorded at 5-min intervals.

After the end of the trials, participants completed an ad
hoc questionnaire regarding common side effects after acute
caffeine intake. This questionnaire included a 1- to 10-point
scale to assess each item. Participants were previously
informed that one point meant a minimal amount of that
item and 10 points meant a maximal amount. Participants
were provided with an online version of this questionnaire
via WhatsApp, and the questionnaire contained two phases.
In the first phase, participants had to rate their feelings of
nervousness, vigour, irritability, gastrointestinal problems,
muscular pain, headache, and diuresis and they completed
these questionnaire 12 h after the end of exercise to assess
the intensity of the side effects induced by acute caffeine
intake in the day of the experiment. In the second phases of
the questionnaire, participants rated their level of insomnia
during the night after the experimental trial. This survey
was completed in the following morning of the experiment
once participants had completed their night sleep. This two-
phases survey has been effectively used to assess side effects
resulting from acute caffeine ingestion in individuals per-
forming several exercise situations [34, 35].

Statistical analysis

The study data were blindly introduced into the statistical
package SPSS (SPSS, v. 22.0, IBM SPSS Statistics, IBM
Corporation) and subsequently analysed. The Shapiro—Wilk
test was used to confirm the normality of the quantitative
variables and, consequently, parametric statistics test were
used to determine differences among trials. A two-way
analysis of variance (ANOVA) (substance X time) was per-
formed to analyse the main effect of caffeine on all the vari-
ables under investigation. After a significant F test (Green-
house—Geisser correction for the assumption of sphericity)
was completed for the main effect of caffeine, differences in
the caffeine-placebo comparisons at each 5-min measure-
ment were identified by LSD post-hoc tests. Paired #-tests
were used to detect differences in the caffeine-placebo com-
parison in resting heart rate, resting blood pressure, overall
values of energy expenditure, fat and carbohydrate oxidation
during exercise, and in side-effect ratings post-exercise. In
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all statistical tests, a significance level of P <0.05 was set.
The data are presented as mean + standard deviation. The
effect size (+95% confidence intervals (CI)) was calculated
in all pairwise comparisons [36]. The smallest significant
effect threshold was set as 0.2, and a qualitative descrip-
tor was included to represent the likelihood of exceeding
this threshold. Ranges of likelihood < 1% indicated almost
certainly no chances of change; 1% to 5%, very unlikely;
5% to 25%, unlikely; 25% to 75%, possible; 75% to 95%,
likely; 95% to 99%, very likely; >99%, most likely. Differ-
ences were rated as unclear when likelihood exceeded > 5%
in both positive/negative directions [37].

Results

Before exercise, the acute ingestion of caffeine increased
systolic, diastolic, and mean arterial blood pressure in
comparison to the ingestion of the placebo (Table I;
P <0.05). However, caffeine did not modify resting heart
rate (P=0.62).

During exercise, there was a significant effect of caf-
feine on fat oxidation rate (P =0.02). The post-hoc analy-
sis revealed that the rate of fat oxidation was higher with
caffeine than with the placebo in all pairwise comparisons
during the 1-h cycling trial (all P <0.05, Fig. 1a). Moreover,
there was a main effect of caffeine on carbohydrate oxida-
tion rate (P =0.02) while the post-hoc analysis revealed that
caffeine decreased carbohydrate oxidation rate from min-
10 to min-60 (all P <0.05, Fig. 1b). However, there was
no main effect of caffeine on energy expenditure (P =0.60;
Fig. 1c). As a whole, caffeine increased the total amount of
fat oxidized during the trial when compared to the placebo
(Table 1; P=0.04) while reducing the amount of carbo-
hydrates utilized (P <0.01). The ingestion of caffeine did
not modify the amount of energy expended during the trial
(P<0.71).

During exercise, there was a main effect of caffeine on
the rating of perceived exertion (P =0.05) with the post-hoc
analysis demonstrating that the rating of perceived exertion
was lower with caffeine than with the placebo from min-45
to min-60 (all P <0.05, Fig. 2a). In addition, there was a
main effect of caffeine on VO, (P =0.03) with the post-hoc
analysis indicating that VO, was higher with caffeine than
with the placebo at several time-points during exercise (all
P <0.05, Fig. 2b). However, there was no main effect of caf-
feine on heart rate (P =0.20; Fig. 2c¢).

After exercise, participants reported higher ratings of
nervousness and vigorousness in the caffeine trial vs the
placebo trial (Table 2; P <0.05). Although there were no
statistical differences in the remaining side effects, the effect
sizes of acute caffeine on gastrointestinal distress, diuresis,
and insomnia were > 1.0.
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Table 1 Cardiovascular variables at rest, and energy expenditure and substrates oxidized during 1 h of cycling at the intensity that elicits maxi-

mal fat oxidation (Fatmax) after the ingestion of caffeine or a placebo

Variables (units) Placebo Caffeine Effect Size (95% CI) Qualitative inference P value
Resting Heart rate (beats/min) 54+9 55+9 0.2 (- 0.3/0.6) Unclear 0.62
Systolic blood pressure (mmHg) 116+13 124420 0.5 (0.2/0.8) Very likely 0.01
Diastolic blood pressure (mmHg) 71+10 T4+11 0.3 (0.1/0.6) Likely 0.02
Mean blood pressure (mmHg) 86+10 91+13 0.5 (0.2/0.7) Very likely 0.01
Exercise Total fat oxidation (g) 19.4+7.7 24.7+9.6 0.5 (0.1/0.9) Likely 0.04
Total carbohydrate oxidation (g) 94.6+30.9 73.8+324 -0.8(-1.4/-0.3) Very likely <0.01
Total energy expenditure (kcal) 543 +175 559+170 0.0 (- 0.2/0.1) Very likely 0.71
Mean heart rate (beats/min) 125+ 13 127+9 0.2 (-=0.1/0.4) Possible 0.30
Mean respiratory exchange ratio 0.89+0.04 0.85+0.05 -1.1(-19/-04) Very likely 0.04

Data is shown as mean + SD for 12 healthy participants

CI confidence interval

Discussion

The main outcomes of this research evidenced the potential
effects of caffeine, when ingested on a moderate dose (3 mg/
kg) before exercise, on shifting substrate oxidation during
exercise towards a higher reliance of fat as a fuel source.
The effect of caffeine was evident during all time compari-
sons, suggesting that caffeine’s effectiveness at enhancing
fat oxidation was present from the beginning to the end of
the exercise trial. As a result, caffeine increased the amount
of fat oxidized during 1 h of cycling at Fatmax by 27.0%.
Interestingly, the higher fat oxidation associated with caf-
feine was accompanied by an associated caffeine-induced
reduction in total carbohydrate oxidation (-22.0%), with no
differences in energy expenditure. Despite caffeine’s poten-
tial benefit in shifting substrate oxidation during exercise,
the intake of caffeine was associated with two drawbacks:
the increase in systolic and diastolic blood pressure before
exercise and the increase in the self-reported ratings of sev-
eral side-effects in the 24 h after exercise. Together, this
information suggests that caffeine might be considered as
an effective substance to augment fat oxidation during con-
tinuous exercise at submaximal intensity. However, caffeine
might not be recommended to individuals with hypertension
or excessive sensitivity to caffeine-related side effects.
After acute ingestion, caffeine is rapidly absorbed. As a
result of its lipophilic nature, it passes through all biological
membranes, including the blood—brain barrier [38]. In this
regard, there is ample consensus to consider the antagonistic
role of caffeine as the main mechanism behind its ergogenic
effects, primarily due to its interactions with adenosine A,
A, and A,p receptors in the central nervous system [5].
Caffeine can also exert effects during submaximal exercise
via increased release of epinephrine, mobilization of fatty
acids from adipose tissue, [12, 13] and increased muscle
oxygen saturation [8]. These effects might allow for a higher

availability of fatty acids and oxygen to allow for a higher
reliance of fat oxidation as a fuel. Yet, it also seems that
caffeine’s effect on fat oxidation might be at the mercy of
exercise intensity.

Exercise intensity is the main determinant for the
body’s selection between fat and carbohydrates as energy
sources during exercise. It is also worth noting that exer-
cise duration, environmental conditions, training status,
and pre-exercise diet can also influence fat oxidation levels
during exercise [39]. Overall, fat oxidation rate increases
with exercise intensity until moderate exercise intensity. It
then abruptly decreases with further increases in exercise
intensity, once the maximal fat oxidation rate is obtained
to produce a U-shaped curve that associates exercise inten-
sity and fat oxidation rate [23]. Previous investigations
have determined that the maximal rate of fat oxidation is
obtained around 40 to 75% of VO,,,,,, although differences
might be found between trained and untrained individuals
[23, 40]. In the investigations where caffeine did not change
substrate oxidation during exercise, the exercise intensity
was>70% VO, [12-14] or it was freely chosen during
a time trial [15, 16]. In contrast, the investigations where
caffeine increased fat oxidation during exercise used exer-
cise intensities between 50 and 65% VO,,,., [17-20], or
equivalent to Fatmax [21], or equivalent to the participants’
maximal lactate steady state [22]. In this investigation, par-
ticipants cycled at Fatmax, which represented 52.1 +9.8%
of the participants’ VO,,,.... By pooling all these outcomes,
it can be inferred that caffeine may enhance fat oxidation
during submaximal endurance exercise with intensities close
to or below Fatmax. In contrast, in intensities above Fatmax,
caffeine may be ineffective in changing substrate oxidation.
This inference is supported by a recent investigation that
tested the effect of acute caffeine intake on fat oxidation
during a ramp exercise test [9]. In that investigation, caf-
feine increased fat oxidation during exercise at 30-to-70%
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Fig. 1 Fat oxidation rate (a), carbohydrate oxidation rate (b), and
energy expenditure rate (c) during 1 h of cycling at the intensity that
elicits maximal fat oxidation (Fatmax) after the ingestion of caffeine
or the placebo. (¥) Significant differences between caffeine and pla-
cebo at P<0.05

VO,,..«» but was unable to affect substrate oxidation when
exercise intensity was >80% VO,,,,. These outcomes sug-
gest that caffeine may increase the reliance on fat as a fuel
at Fatmax. At higher exercise intensities, caffeine will exert
an ergogenic effect [10, 12, 15], which is independent of
changes on substrate oxidation.

Another interesting finding of this investigation is the
effect of caffeine on reducing the ratings of perceived exer-
tion during exercise, particularly at the end of exercise.
Due to the blockage of adenosine receptors, caffeine indi-
rectly augments the release of norepinephrine, dopamine,
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(*) Significant differences between caffeine and placebo at P <0.05.
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acetylcholine, and serotonin [41]. The release of these neu-
rotransmitter produces a scenario for dampened pain during
exercise, blunting perceived exertion [42]. A meta-analysis
associating the effect of caffeine on self-reported fatigue and
ergogenicity found that caffeine’s effect on reducing the rat-
ing of perceived exertion during exercise accounted for 29%
of the variance in exercise performance improvement [43].
In the present investigation, exercise performance was not
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Table 2 Ratings of main

‘ . Variable (units) Placebo Caffeine Effect size (95%CI) Qualitative inference P value

side effects in the 24 h after

the ingestion of caffeine or a Nervousness (a.u.) 13412 37424 2.1(1.22.9) Most likely 0.01

placebo Vigour (a.u.) 16418 47429 1.8(0.8/2.8) Very likely 0.04
Irritability (a.u.) 1.2+0.6 1515 02(-0.8/1.2) Unclear 0.73
Muscle pain (a.u.) 1.6+1.5 14+14 -0.1(-0.8/0.5) Unclear 0.79
Headache (a.u.) 21422 1.6+2 -0.2(-0.9/0.5) Unclear 0.66
Gastrointestinal distress (a.u.) 1.1+£0.6 2.2+2.0 1.2(0.2/2.3) Likely 0.12
Diuresis (a.u.) 1.24+0.6 24+2.1 1.2(0.0/2.3) Likely 0.16
Insomnia (a.u.) 1.1+£04 2.8+2.7 1.8(0.1/3.5) Likely 0.11

Data is shown as mean+ SD for 12 healthy participants. Each side effect was self-reported by using 1-10

arbitrary units (a.u.) scale
CI confidence interval

investigated as exercise intensity and duration were kept
constant in both experimental trials. However, the reduced
exertion found after the ingestion of caffeine despite main-
taining the same exercise intensity might have also helped
to enhance fat oxidation during exercise as participants
reported that they felt the workload lighter with caffeine than
with the placebo. Overall, the ingestion of caffeine before an
exercise trial of submaximal exercise induces the release of
neurotransmitters and catecholamines that may (1) produce
a higher bioavailability of fatty acids and (2) lower exertion
that may ultimately result in a higher reliance on fat as an
energy source for muscles in contraction.

The acute ingestion of caffeine was accompanied by sev-
eral pre-exercise and post-exercise adverse effects. Before
exercise, caffeine increased systolic and diastolic pressure.
Although the caffeine-induced change in blood pressure had
little clinical impact on this sample of healthy and active
individuals, this might be a negative effect for those with
elevated blood pressures seeking to improve fat oxidation
with caffeine. Interestingly, the daily intake of 3 mg/kg of
caffeine produces that the caffeine-induced effect on blood
pressure disappeared after 8 days of continuous ingestion
[44], suggesting that there is tolerance to the cardiovascular
effect of caffeine at rest. After exercise, caffeine increased
self-reported ratings of nervousness and vigour. There were
also self-reported drawbacks such as gastrointestinal dis-
tress, diuresis, and insomnia. These side effects have been
found in similar cases of athletes seeking to enhance physi-
cal performance by ingesting the same dosage of caffeine
[34, 35, 45]. Contrary to the effect of caffeine on blood pres-
sure, caffeine’s side effects such as increased nervousness
and vigour, irritability, insomnia, and diuresis increased with
chronic ingestion (i.e., up to 20 days; [44]). In light of these
results, caffeine should only be recommended for individuals
seeking to augment fat oxidation during exercise and who
do not have any previous history of cardiovascular problems
or high caffeine sensitivity. In addition, due to the tolerance
to some of the most important ergogenic effects of caffeine

[46] and caffeine’s selective efficacy in enhancing fat oxida-
tion at submaximal exercise, caffeine intake should only be
recommended for exercise sessions that entail continuous
exercise at Fatmax.

There are limitations associated with this investigation
that should be considered to improve the results’ applicabil-
ity. First, we did not obtain blood samples nor tissue sam-
ples. Thus, we were unable to separate the effect induced
by caffeine intake on adipose tissue / intramuscular triacyl-
glycerols oxidation. We are also unable to establish the caf-
feine’s ability to deliver released fatty acids to active skeletal
muscle. Second, we only used one dose of caffeine (3 mg/
kg) and tested its effect on substrate oxidation at one exercise
intensity (Fatmax). Further investigations should be aimed at
determining if there is a dose-response of caffeine on shift-
ing fat oxidation. It is also necessary to determine the effect
of acute caffeine intake on intensities below Fatmax. Finally,
we used a sample of both men and women with low habitu-
ation to caffeine. An analysis of the subsamples of men and
women participants confirmed that the effect of caffeine
to shifting substrate oxidation was present in both groups.
However, future investigation should determine whether the
effect of acute caffeine intake to enhance fat oxidation dur-
ing exercise of submaximal intensity is similar in both sexes
and the time course of tolerance to the benefit of caffeine in
enhancing fat oxidation during exercise.

In summary, the acute ingestion of caffeine enhanced fat
oxidation during 1 h of cycling at Fatmax at the expense of
reduced carbohydrate oxidation. The effect of caffeine on fat
oxidation was present during the entire trial and produced
a meaningful increment of 27.0% in the amount of fat oxi-
dized during the trial. Caffeine produced a slightly higher
blood pressure before exercise and a higher rating of several
minor side effects after exercise. Although the clinical rel-
evance of these drawbacks was inconsequential in the sam-
ple of healthy individuals employed in this investigation, the
occurrence of these side effects should be taken into account
when using this stimulant to reduce body fat in populations

@ Springer
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with hypertension or high sensitivity to caffeine. Lastly, it
is likely that the effect of caffeine on fat oxidation is only
present when the intensity of exercise is close to or below
Fatmax. This is because higher exercise intensities might
dampen caffeine’s efficacy to shift substrate oxidation since
cellular mechanisms can favour the use of carbohydrates
instead of fat.
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Abstract

The ergogenic effect of acute caffeine ingestion has been widely investigated; however, sci-
entific information regarding tolerance to the performance benefits of caffeine, when
ingested on a day-to-day basis, is scarce. The aim of this investigation was to determine the
time course of tolerance to the ergogenic effects of a moderate dose of caffeine. Eleven
healthy active participants took part in a cross-over, double-blind, placebo-controlled experi-
ment. In one treatment, they ingested 3 mg/kg/day of caffeine for 20 consecutive days while
in another they ingested a placebo for 20 days. Each substance was administered daily in
an opaque unidentifiable capsule, and the experimental trials started 45 min after capsule
ingestion. Two days before, and three times per week during each 20-day treatment, aero-
bic peak power was measured with an incremental test to volitional fatigue (25 W/min) and
aerobic peak power was measured with an adapted version of the Wingate test (15 s). In
comparison to the placebo, the ingestion of caffeine increased peak cycling power in the
incremental exercise test by ~4.0 +1.3% for the first 15 days (P<0.05) but then this ergo-
genic effect lessened. Caffeine also increased peak cycling power during the Wingate test
ondays 1, 4, 15, and 18 of ingestion by ~4.9 +0.9% (P<0.05). In both tests, the magnitude of
the ergogenic effect of caffeine vs. placebo was higher on the first day of ingestion and then
progressively decreased. These results show a continued ergogenic effect with the daily
ingestion of caffeine for 15-18 days; however, the changes in the magnitude of this effect
suggest progressive tolerance.

Introduction

The ergogenic effects of acute ingestion of caffeine (3-9 mg/kg) have been well contrasted in a
variety of exercise situations in original investigations and subsequent meta-analyses [1-4],
although other factors such as sex, timing and form of caffeine administration need further
research [5]. There is also a growing consensus about the main mechanism behind caffeine
ergogenicity during locomotor activities, with much evidence in animal [6, 7] and human
models [8] supporting the ability of caffeine to act as an adenosine A, and A, receptor antag-
onist. Although other mechanisms, such as fatty acid mobilization and oxidation, potassium
ion attenuation in the interstitium and calcium iron release from the sarcoplasmic reticulum
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have also been proposed [2, 9], the inhibition of the negative effects that adenosine induces on
neurotransmission, arousal and pain perception has been proposed as the main mechanism
behind the effectiveness of caffeine to increase performance in endurance- and power-based
exercises [10, 11]. However, there is controversy about the presence of progressive tolerance to
its ergogenic effects when ingested on a day-to-day basis.

It is a common phenomenon that tissues respond to hormonal overstimulation with a
decrease in the number of pertinent receptors and to hormonal understimulation with an
increase in the number of pertinent receptors [12]. According to this notion, Fredholm [13]
found an increase in the number of binding sites for adenosine in the brain cortex of rats
treated for two weeks with 10 mg/kg/day of caffeine. This mechanism suggests that the daily
intake of caffeine would result in more newly created adenosine receptors, reducing in part the
blocking-action of caffeine and thus, its ergogenicity during exercise (e.g., habituation).

Based on these investigations with animals, a progressive habituation to the performance
benefits of caffeine has been proposed in humans when it is consumed chronically [14]. Previ-
ous investigations have focused on determining the changes in the performance benefits
obtained with caffeine when it is consumed on a daily basis over long periods of time [15-20],
but the experiments on this topic have used very diverse approaches. Several studies have used
cross-sectional research protocols by comparing the improvements in performance of acute
ingestion of caffeine in naive/low caffeine consumers vs. individuals with habitual caffeine
intake [15-17]. The outcomes of this type of research protocols are inconsistent because naive/
low caffeine consumers benefited from the acute intake of 3-to-6 mg/kg of caffeine to a similar
extent compared to habitual caffeine consumers [15, 16] while a higher ergogenic effect in
non-habitual caffeine consumers vs. habitual consumers has also been reported with 5 mg/kg
of acute caffeine intake [17]. It is possible that the testing of individuals with different degrees
of habituation to caffeine (e.g., low, moderate and high caffeine consumers), the use of diverse
thresholds to consider naive/low caffeine consumers (25 and 50 mg/day) and the different
exercise protocols (time trial and time-to-exhaustion tests) have made it impossible to reach
definitive conclusions regarding caffeine tolerance on exercise performance, as has been
recently debated [16, 21].

Other studies have used longitudinal research protocols to determine the presence of toler-
ance to caffeine ergogenicity. Some investigations have tested the changes in the ergogenic
effects obtained with acute caffeine intake (3-to-6 mg/kg) after 2-4 days of caffeine withdrawal
in habitual caffeine consumers [18, 19]. These investigations have found that acute caffeine
intake was equally effective before and after the caffeine withdrawal period. Thus, according to
these investigations [18, 19], the absence of effects on exercise performance produced by the
cessation in the intake of caffeine might be related to the lack of habituation to caffeine,
although withdrawal and habituation to caffeine might follow a different time course. Stad-
heim et al. [22] found that caffeine ingestion of either 3 or 4.5 mg/kg increased exercise perfor-
mance when it is administered over two consecutive days. Beaumont et al. [20] administered
caffeine (1.5-to-3 mg/kg/day) to a group of low caffeine consumers for 28 consecutive days
and they were compared to individuals that received a placebo for the same period. They
found that individuals in the caffeine treatment group demonstrated a lower ergogenic effect
from acute caffeine supplementation after the 28-day treatment, measured with a 30-min
timed performance task, while the individuals in the control group still responded to caffeine
intake after the treatment (3 mg/kg). This investigation represented the first research protocol
that used consistent caffeine administration to induce a standardized caffeine habituation
among individuals, but the lack of a post-supplementation comparison between caffeine and
placebo trials does not allow distinguishing between the effects of tolerance and the training
effects during the 28-day treatment. Lastly, with the current evidence it is impossible to
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determine when tolerance to the ergogenic effects of caffeine appears, but the combined data
of previous investigations [20, 22] suggest that habituation to the ergogenic effect of caffeine
might occur when it is ingested over 2 to 28 consecutive days.

Thus, although there is a paradigm suggesting that habitual caffeine intake may influence
the performance benefits derived from acute caffeine ingestion, the scientific literature does
not support this notion. The aim of the current investigation was to determine the existence
and time course of tolerance to the ergogenic effects of caffeine using a longitudinal research
protocol in which participants received a 20-day treatment of caffeine and placebo, to control
for between-subject variability and progressive training adaptations. We hypothesized that caf-
feine ergogenicity would be progressively reduced when this substance is consumed day-to-
day in a moderate dose (3 mg/kg/day) for 20 consecutive days but that it would still be ergo-
genic after a short habituation protocol.

Materials and methods
Ethical statement

One week before the onset of the study, the participants were fully informed of the experimen-
tal procedures and the risks and discomforts associated with the research and gave their
informed written consent to participate in the investigation. The study was approved by the
Camilo José Cela Research Ethics Committee and has been performed in accordance with the
ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or
comparable ethical standards.

Participants

Eleven healthy active (>4 days of training per week; > 45 min per day) individuals volunteered
to participate in this investigation. They had a mean + standard deviation (SD) age of 32.3 + 4.9
yrs., height of 171 + 8 cm, body mass of 66.6 + 13.6 kg, body fat of 16.6 + 50% and maximal oxy-
gen uptake (VO,max) of 48.0 + 3.8 mL/kg/min. There were three women in the sample who
always started the treatments at the beginning of the luteal phase. Because the duration of the
caffeine/placebo treatments was longer than the luteal phase of the female participants, the last
days of each treatment occurred in the follicular phase. A previous investigation indicated that
the pharmacokinetics of caffeine is similar in all phases of the menstrual cycle [23] and thus, it is
unlikely that the change from luteal to follicular phase within the same treatment had any effect
on the outcomes of this investigation. All the participants were light caffeine consumers (< 50
mg of caffeine per day), were non-smokers, who had had no previous history of cardiopulmo-
nary diseases or musculoskeletal injuries in the previous three months. All this information was
obtained from a pre-participation screening that included a medical and training history and a
food frequency questionnaire. The participants were also encouraged to avoid medications or
nutritional supplements for the duration of the study.

Experimental design

A double-blind, placebo-controlled, randomized and cross-over experimental design was used
in this study. Each participant took part in 2 identical protocols and thus acted as their own
control: in one protocol, participants ingested an unidentifiable capsule containing 3 mg of
caffeine per kg of body mass each day of the protocol (3 mg/kg/day; 100% purity, Bulk Pow-
ders, United Kingdom) for 20 consecutive days; in another protocol, they ingested the same
capsule but filled with a placebo (e.g., cellulose; 100% purity, Guinama, Spain) for 20 consecu-
tive days. The capsules were ingested daily at 9.00 am with 250 mL of tap water and in a fasted
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state (at least, 8 h after their last meal). Two days before the onset of each protocol of ingestion
(day 0), and three times per week (i.e., day 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18 and 20) within each treatment,
participants performed the same exercise protocol composed of a maximal graded exercise test
on a cycle ergometer to volitional fatigue and an adapted version of the Wingate test (all-out
15 s sprint). On day 0 of each treatment, no capsule was ingested before exercise while, on all
but one of the remaining days, the exercise performance measurement always started 45 min
after the ingestion of the assigned capsule (Fig 1). The experimental procedures on day 11
were different from the remaining days of measurement: on this day, the graded exercise test
and the 15-s Wingate test were performed before -not after- capsule intake with the intention
of having a “control” situation in the mid-point of the treatments to determine whether caf-
feine was still ergogenic at that time. Nevertheless, the capsule with caffeine/placebo was
ingested on day 11 after the performance measurements to achieve 20 days of consecutive
treatment (Fig 1). We chose to evaluate performance variables three times per week to have
enough sensitivity to accurately detect habituation to the ergogenic effects of caffeine. The
order of the 20-day ingestion protocols was randomized and they were separated by 7 days to
allow for complete recovery and caffeine wash-out. Compliance with the treatments was ver-
bally examined on a daily basis throughout the entire experiment and no incidences were
reported during the whole experiment.

Standardizations

For the month before the onset of the experiment, participants refrained from all sources of
dietary caffeine in order to eliminate any habituation to caffeine. Consumption of dietary caf-
feine (coffee, tea, chocolate, sodas, energy drinks, etc) and other stimulants also ceased for the
duration of the experiment and compliance was verified with dietary recalls. Participants were
also encouraged to maintain their training routines and to keep a stable fitness state during the
experiment. One week before the first ingestion protocol, participants underwent a routine
medical screening to ensure that they were in good health and suitable for the experiment. Par-
ticipants were familiarized twice with all the experimental protocols and body mass was mea-
sured (£50 g, Radwag, Poland) to calculate caffeine dosage. Environmental temperature and

Protocol of ingestion (day)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N I I T I I [ [ N O I I I I I I N
BHE € € €€ € €€ €666 C€C

_______

Time (min) | | Time (min) |

T T 1 [ | I T T 1

-10 0 ~20 % I -10 0 ~20 ~60 .
Warm-up Graded 15-s Wingate - Warm-up Graded 15-s Wingate p

Test Test I Test Test I

Fig 1. Experimental design of the investigation. Caffeine (3 mg/kg/day) or a placebo was administered for 20 consecutive days in a randomized
order. Exercise performance was measured on day 0 (48 h before treatment) and on days 1, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 18 and 20 with each protocol. Exercise
performance assessment included a graded exercise test on a cycle ergometer to volitional fatigue and the 15-s Wingate test 45 min after the ingestion
of the assigned capsule. Only on day 11 during each treatment, participants ingested the capsule after the end of the exercise.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.9001
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humidity were kept constant in all experimental trials (21.3 £ 0.3°C air temperature and

30 + 10% relative humidity). Standardized encouragement and feedback were given to the par-
ticipants in all trials by the same researcher who was blinded to the treatments. The seat and
handlebar positions on the cycle ergometer were obtained in the familiarization trials and rep-
licated for each individual in all trials.

Experimental trials

On day 0, participants arrived at the laboratory at 8.00 and body fat percentage was measured by
bioelectrical impedance (B-418, Tanita, Japan). Participants then dressed in a T-shirt, and shorts
and a heart rate belt (Wearlink, Polar, Finland) was attached to their chest. After that, they rested
supine for 45 min. Resting heart rate and systolic and diastolic blood pressure (M6 Comfort,
Omron, Japan; by triplicate) were measured during the last 5 min of the resting period.

After the resting measurements, participants performed a 10-min standardized warm-up on
a cycle ergometer (SNT Medical, Cardgirus, Spain) at 50 W and then exercise intensity was pro-
gressively increased by 25 W/min (stepwise increases) until volitional fatigue. Pedaling fre-
quency was individually-chosen (between 75 and 90 rpm) but maintained during the whole
graded exercise test and replicated in all experimental trials. During the test, oxygen uptake
(VO,) was continuously measured by means of a breath-by-breath analyzer (Metalyzer 3B, Cor-
tex, Germany) and the data were averaged every 15 s. In this graded exercise test, the wattage
attained at exhaustion (Wmax; aerobic peak power) and the VO,max were determined. Wmax
was recorded as the exercise load on the cycle ergometer at the moment that participants
abruptly stopped pedaling or when an individual’s pedaling frequency was lower than 50 rpm.
VO,max Was defined as the highest VO, value obtained during the test. The VO, was consid-
ered valid when participants rated their perceived exertion higher than 19 on the Borg scale, the
VO, difference between the last two consecutive workloads was less than 0.10 L/min’, respira-
tory exchange ratio was higher than 1.10, heart rate was higher than 80% of the age-adjusted
estimate of maximal heart rate and lactate concentration was more than 7 mmol/L [24]. Certi-
fied calibration gases (16.0% Oy; 5.0% CO,, Cortex, Germany) and a 3-L syringe were used to
calibrate the gas analyzer and the flow meter before each trial. One minute after the end of the
graded test, a blood sample was obtained from a fingertip to analyze blood lactate concentration
(Lactate Pro 2, Arkay, Japan).

After the maximal graded exercise test, participants continued pedaling at 50 W for 7 min.
After this, they performed a 15-s Wingate test on the same cycle ergometer (SNT Medical,
Cardgirus, Spain) and with a load that represented 7.5% of body mass, as previously described
[25]. For this test, participants started from a stationary position with their dominant leg ready
to pedal and they were told that “they had to pedal as fast as they could from the beginning
and for the whole duration of the test”. After the “start” command, the resistance load was pro-
gressively applied within 3 s to produce an acceleration phase, as previously suggested [26].
The researcher verified that participants remained seated during the whole test. During the
Wingate test, cycling power was obtained with a frequency of 1 Hz and the peak and mean
cycling power obtained during the test were recorded. One minute after the end of the test,
blood lactate concentration was measured as previously described.

Participants were asked about their self-perceived endurance and exertion just after the
graded exercise test and about their self-perception of muscle power just after the 15-s Wingate
test. This questionnaire included a 1-10 point scale to assess each item, and participants were
previously informed that 1 point meant a minimal amount of that item and 10 points meant a
maximal amount of the item. The questionnaire has been previously used to assess perceived
ergogenicity after the intake of caffeine [27].
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The protocol described above for day 0 was replicated for each day of measurement during
the 20-day treatment (e.g., days 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18 and 20) but with the administration of caf-
feine or placebo 45 min before the onset of the performance tests. On day 11, participants
ingested the assigned capsule after the end of the exercise testing (Fig 1) to produce a continu-
ous 20-day ingestion protocol. Seven days after the conclusion of the first protocol of ingestion
(placebo or caffeine), the remaining protocol of ingestion was carried out mimicking the pro-
cedures described above.

Statistical analysis

Data were collected as previously indicated and the results of each test were subsequently
blindly introduced into the statistical package SPSS v 20.0 for later analysis. Normality was
tested for each variable with the Shapiro-Wilk test. All the variables included in this investiga-
tion presented a normal distribution (P > 0.05) and parametric statistics were used to deter-
mine the ergogenicity of caffeine. Differences between the caffeine vs. placebo protocols were
determined by two-way analysis of variance (substance x day of ingestion) with repeated mea-
sures. After a significant F test (Geisser-Greenhouse correction for the assumption of spheric-
ity), differences between means were identified using Tukey’s HSD post hoc. The significance
level was set at P < 0.05.

The effect size was also calculated in all pairwise comparisons to allow a magnitude-based
inference approach [28]. Specifically, the effect-size statistic + 90% confidence intervals (CI)
was used on log transformed data to reduce bias due to non-uniformity of error. The smallest
significant standardized effect threshold was set as 0.2, and a qualitative descriptor was
included to represent the likelihood of exceeding this threshold. Ranges of likelihood <1%
indicated almost certainly no chances of change; 1% to 5%, very unlikely; 5% to 25%, unlikely;
25% to 75%, possible; 75% to 95%, likely; 95% to 99%, very likely; >99%, most likely. Differ-
ences were rated as unclear when likelihood exceeded >5% in both positive/negative direc-
tions. Effect sizes were interpreted according to the following ranges: <0.2, trivial; 0.2-0.6,
small; 0.6-1.2, moderate; 1.2-2.0, large; 2.0-4.0, very large and; >4.0, extremely large [28].

Results
Incremental exercise testing

The values for Wmax were very comparable for day 0 in placebo and caffeine ingestion proto-
cols (3.99 + 0.75 and 3.97 + 0.75 W/kg, respectively; P = 0.66). In comparison to the placebo,
the daily ingestion of caffeine increased Wmax for the trials performed within the first 18 days
of the caffeine protocol (Fig 2, lower panel; P < 0.05), except for day 11 when caffeine and pla-
cebo were ingested after the testing. Besides, daily caffeine intake also increased Wmax for the
whole treatment with respect to day 0 of the caffeine protocol (P < 0.05). In contrast, Wmax
remained constant in the placebo protocol. In the pairwise comparisons, the effect size of caf-
feine intake on Wmax was large for day 1 and day 4 and decreased to moderate afterwards
(Fig 2, upper panel).

The values for VO,max were very comparable for day 0 in placebo and caffeine ingestion
protocols (47.9 + 8.0 and 46.1 + 8.4 mL/kg/min; P = 0.19). In the day-to-day comparison to
the placebo, the ingestion of caffeine increased VO,max on days 1 and 4 (Fig 3, lower panel;

P < 0.05), and on days 1, 4 and 6 with respect to day 0 of the caffeine protocol (P < 0.05).
VO,max remained constant in the placebo protocol, except for a reduction on day 1 with
respect to day 0 (P < 0.05). In the pairwise comparisons, the effect size of caffeine intake on
VO,max was very large for day 1, large for day 4 and from moderate to small afterwards (Fig 3,
upper panel).
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Fig 2. Peak cycling power (W ,,,) obtained during a graded exercise test with the administration of 3 mg/kg/day
of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel depicts the effect size (+ 90% confidence intervals)
for all pairwise comparisons. Only effect sizes with a possible likelihood of difference (>25%) are categorized: (++++)
most likely, (+++) very likely, (++) likely, (+) possibly. The lower panel depicts data presented as mean + standard
deviation. The data have been normalized with respect to the values obtained on day 0 of each treatment to provide a
better comparison of the caffeine ergogenic effect in the studied variables. (*) Caffeine different from placebo for the
same day, P < 0.05. () Different from day 0 within the same treatment, P < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.9002

The ingestion of caffeine increased maximal heart rate on day 1 and 8 respect to the placebo
(Table 1) but there was no other statistically significant difference between caffeine vs. placebo
in the remaining trials. In the pairwise comparisons, the effect size of caffeine intake on maxi-
mal heart rate was small for the first 8 days of ingestion and tended to be insignificant after-
wards. The ingestion of caffeine increased maximal ventilation on days 1 and 4 respect to the
placebo (Table 1) but did not produce any other statistically significant difference for caffeine
vs. placebo comparison afterwards. The effect size of caffeine on maximal ventilation was
small on days 1 and 4 and was then reduced afterwards.

Blood lactate concentration after the graded exercise test on day 1, and 15 (Table 2; P < 0.05)
was higher with the ingestion of caffeine in comparison to the placebo and the effect size on
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Fig 3. Maximal oxygen uptake (VO,max) obtained during a graded exercise test with the administration of 3 mg/
kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel depicts the effect size (+ 90% confidence
intervals) for all pairwise comparisons. Only effect sizes with a possible likelihood of difference (>25%) are
categorized: (++++) most likely, (+++) very likely, (++) likely, (+) possibly. The lower panel depicts data presented as
mean + standard deviation. The data have been normalized with respect to the values obtained on day 0 of each
treatment to provide a better comparison of the caffeine ergogenic effect in the studied variables. (*) Caffeine different
from placebo for the same day, P < 0.05. () Different from day 0 within the same treatment, P < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.9003

these days was moderate. Participants perceived a higher endurance capacity in the incremental
exercise test with caffeine vs. placebo on days 1 and 13 (Table 3; P < 0.05) while the size of the
caffeine effect was small on these same days. Besides, on days 1, 13, 15 and 18 there was a signifi-
cant increase in perceived endurance capacity with respect to day 0 of the caffeine protocol

(P < 0.05). There were no effects of caffeine on perceived exertion after the incremental exercise
test, which was always perceived as > 9 points on the 1-10 point scale (Table 3).

15-s Wingate test

The values for the Wingate peak power were very comparable for day 0 in placebo and caffeine
ingestion protocols (9.48 + 0.44 and 9.35 + 0.54 W/kg; P = 0.39). In comparison to the placebo,
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Table 1. Maximal heart rate (beats/min) and maximal pulmonary ventilation (L/min) during a maximal graded cycling test with the administration of 3 mg/kg/day
of caffeine or a placebo for 20 consecutive days.

Maximal heart rate (bpm)

Maximal ventilation (L/min)

Day Placebo Caffeine Effect size Qualitative Placebo Caffeine Effect size Qualitative
(£90% CI) inference (£90% CI) inference
0 177£12 178+13 0.1(-0.2-0.3) Likely trivial 130£23 136+33 0.2(-0.1-0.50) Possibly positive
1 175+11 181+12* 0.4(0.1-0.7) Likely positive 131£26 146 +36* 0.5(0.1-0.8) Likely positive
4 176+10 179+8 0.3(0-0.6) Possibly positive 134424 148+34" 1 0.5(0.2-0.7) Likely positive
6 178+11 180+11 0.2(-0.2-0.5) Possibly positive 138+32 142+37 0.1(-0.2-0.4) Unclear
8 174+10 180+11* 0.5(0.2-0.7) Likely positive 136+32 141436 0.1(-0.1-0.4) Possibly trivial
11 177+9 172+10t -0.5(-0.9-0) Likely negative 134429 133429 -0.0(-0.2-0.2) Likely trivial
13 177+10 177+12 0.1(-0.3-0.5) Unclear 135+26 147+36 0.4(0.1-0.7) Likely positive
15 175+13 179+8 0.2(-0.2-0.6) Possibly positive 139430 150+33+ 0.3(0.1-0.6) Likely positive
18 176+ 10 17710 0.1(-0.2-0.4) Unclear 136+31 143+33 -0.2(-0.1-0.5) Possibly positive
20 176+10 178+9 0.2(-0.1-0.5) Possibly positive 136+30 145428+ 0.3(0.1-0.6) Likely positive

CI = confidence interval;

(*) Caffeine different from placebo for the same day, P < 0.05.
(t) Different from day “0” within the same treatment, P < 0.05.

Note: On days “0” and “117, both the placebo and caffeine trials were performed without the administration of any capsule.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.t001

the daily intake of caffeine increased Wingate peak power on days 1, 4, 15 and 18 (Fig 4, lower
panel; P < 0.05). Caffeine also increased Wingate peak power on days 1, 4, 13, 15, 18 and 20
with respect to day 0 of the caffeine protocol (P < 0.05). The effect size of caffeine intake on
Wingate peak power was large on days 1 and 4 and was reduced to moderate/small afterwards
(Fig 4, upper panel). From similar values on day 0 (8.22 + 0.46 and 8.15 + 0.43 W/kg; P = 0.57)
Wingate mean cycling power only increased with caffeine on day 1 of ingestion with respect to
the placebo (P < 0.05), and on days 1, 15 and 18 with respect to day 0 of the caffeine protocol

Table 2. Blood lactate concentration (mmol/L) after a maximal graded cycling test (VO,,,.x) and after a 15-s Wingate test (Wingate) with the administration of 3
mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days.

Graded exercise test

15-s Wingate test

Day Placebo Caffeine Effect size Qualitative Placebo Caffeine Effect size Qualitative
(£90% CI) inference (£90% CI) inference

0 13.1+2.8 13.3+2.9 0.1(-0.5-0.6) Unclear 13.4+3.7 12.9+2.6 -0.0(-0.8-0.7) Unclear
1 11.843.3 14.0+2.8* 0.6(0.1-1.1) Likely positive 13.3+4.5 14.8+2.5t 0.4(-0.1-0.9) Possibly positive
4 12.8+2.7 13.6+2.1 -0.1(-0.5-0.4) Unclear 12.2+3.6 14.5+2.8t 0.6(-0.2-1.6) Likely positive
6 13.8+3.2 13.8+4.5 0.0(-0.7-0.6) Unclear 12.3+3.5 14.0+4.5 0.4(-0.2-0.9) Possibly positive
8 12.7+£3.2 13.1+2.4 0.1(-0.5-0.8) Unclear 12.3+4.3 14.9+4.0 0.5(-0.1-1.1) Likely positive
11 13.84£2.0 13.5£3.9 -0.4(-1.4-0.6) Unclear 13.3+£3.7 13.0+£3.4 0.1(-0.3-0.5) Unclear
13 12.6+3.8 14.5+3.6 0.6(0.1-1.1) Likely positive 11.9+2.8 13.9+4.8t 1.1(0.1-2.1) Likely positive
15 12.3£2.0 14.8+4.0 0.9(0.0-1.9) Likely positive 11.8+3.2 14.0+1.8+ 1.0(0.4-1.7) Very likely positive
18 12.9+3.4 15.0+4.8 -0.5(-0.3-1.3) Unclear 13.8+4.6 13.4+4.2 -0.1(-0.9-0.7) Unclear
20 13.3+3.5 12.8+3.1 -0.1(-0.8-0.6) Unclear 14.0+4.4 13.9+2.0 0.1(-0.3-0.6) Unclear

CI = confidence interval;

(*) Caffeine different from placebo for the same day, P < 0.05.
(1) Different from day “0” within the same treatment, P < 0.05.

Note: On days “0” and “11”, both the placebo and caffeine trials were performed without the administration of any capsule

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.t002
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Table 3. Subjective feelings of endurance and exertion (1-10 point scales) after a graded exercise test, and perceived muscle power after a 15-s Wingate test with the

administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days.

Perceived endurance Perceived exertion Perceived muscle power
Day | Placebo | Caffeine | Effect size Qualitative | Placebo | Caffeine | Effect size Qualitative Placebo | Caffeine | Effect size Qualitative
(£90% CI) inference (£90% CI) inference (£90% CI) inference
0 5.6+1.2 | 5.4+0.9 -0.1 Unclear 9.2+1.0 | 9.5+0.6 0.3(0-0.6) Likely positive | 5.4+1.0 | 5.8+0.7 | 0.4(-0.1-0.9) Possibly
(-0.6-0.4) positive
1 | 5.3%1.5 6.1 0.5(0.1-1.0) | Likely positive | 9.4+1.1 | 9.4+0.8 -0.1 Unclear 5.7+1.6 | 6.4+0.71 | 0.3(-0.2-0.8) Possibly
+0.9%F (-0.4-0.3) positive
5.7+1.1 | 5.9+1.0 | 0.2(-0.3-0.8) Unclear 9.4+0.8 | 9.5+0.7 | 0.1(-0.5-0.7) Unclear 6.0+0.7 | 6.2+1.1 | 0.0(-0.8-0.9) Unclear
5.9+0.9 | 5.8+0.9 -0.1 Unclear 9.5+0.7 | 9.6+0.7 | 0.1(-0.1-0.3) Unlikely 6.3+0.6 | 5.7+1.3 -1.0 Unclear
(-0.4-0.3) positive (-2.2-0.2)
8 5.3+1.5 | 5.5+1.8 | 0.1(-0.5-0.7) Unclear 9.5+0.8 | 9.6+0.5 | 0.1(-0.3-0.5) Possibly 5.0+1.5 | 5.1+1.7 | 0.1(-0.5-0.7) Unclear
negative
11 | 6.1+1.0 | 5.0%1.8 -1.3 Unclear 9.5+1.0 | 9.3+1.0 | -0.2(-1-0.6) Unclear 6.3+1.3 | 5.0+1.7 -1.0 Unclear
(-3.0-0.3) (-2.3-0.2)
13 | 5.5¢14 6.3 0.5(0.1-0.9) | Likely positive | 9.7+0.5 | 9.6+0.7 -0.2 Unclear 6.2+1.2 | 6.2%1.5 -0.1 Unclear
+0.81" (-1.0-0.6) (-0.9-0.7)
15 | 5.8+1.5 | 6.2+0.91 | 0.2(0.3-0.8) Unclear 9.6+0.7 | 9.7+0.5 | 0.0(-0.6-0.6) Unclear 5.8+1.2 | 5.8+1.4 | 0.0(-0.8-0.8) Unclear
18 | 5.8+1.0 | 6.1+0.9t | 0.3(-0.2-0.8) Possibly 9.8£0.4 | 9.6+0.9 | 0.0(-0.4-0.3) Unclear 59+1.2 | 6.1+1.1 | 0.2(-0.4-0.7) Unclear
positive
20 | 5.8¢1.2 | 5.6x1.6 -0.1 Unclear 9.8+0.4 | 9.6+£0.9 | -0.2(1.5-1.0) Unclear 5.7+0.0 | 6.3+0.9 | 0.6(-0.0-1.2) | Likely positive
(-0.7-0.4)

Note: All variables were assessed with 1-10 point scales where 1 point meant minimal amount of the variable and 10 points meant maximal amount of that variable (5

points was the value used to indicate not feeling any difference from a regular day). CI = confidence interval;
(*) Caffeine different from placebo for the same day, P < 0.05.
(1) Different from day “0” within the same treatment, P < 0.05.

Note: On days “0” and “11”, both the placebo and caffeine trials were performed without the administration of any capsule.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.t003

(Fig 5, lower panel). The effect size of caffeine intake on Wingate mean power was moderate
on days 1 and 4 and decreased to small afterwards (Fig 5, upper panel). Both peak and mean
cycling power remained stable in the placebo protocol.
There were no statistically significant differences in blood lactate concentration after the

Wingate test in caffeine vs. placebo protocols although caffeine produced a higher blood lactate
concentration on days 1, 4, 13 and 15 with respect to day 0 of the caffeine ingestion protocol
(Table 2; P < 0.05). On these same days, the effect size of caffeine ingestion over the placebo
was small-to-moderate. There were no statistically significant differences in perceived muscle
power during the Wingate test in caffeine vs. placebo with small effect sizes in pairwise com-

parisons. However, caffeine produced a higher perceived muscle power on day 1, with respect
to day 0 of the caffeine protocol (Table 3; P < 0.05).

Discussion

The aim of the study was to determine the existence of tolerance to the ergogenic effects of caf-
feine using a cross-over, repeated measures longitudinal research protocol that included 20
days of consecutive administration of a moderate dose of caffeine (3 mg/kg) or a placebo. The
similar baseline values in all performance variables for the caffeine and placebo protocols,
together with the absence of training/familiarization effects within the placebo treatment (as
the stable values in all performance variables indicate) present the following main outcomes:
a) in comparison to the ingestion of a placebo, for 15 days of consecutive ingestion, caffeine
increased peak cycling power obtained during a maximal graded exercise test and VO,max for

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275 January 23, 2019

10/18



®PLOS | oxe

Tolerance to caffeine ergogenicity

2.5 - ++

Effect size on Wingate peak power

1.0 -
1.5

— 120% -

2

E 115%

T 110%

O

g 105%

o

o 100%

(1]

g_ 95%

% 90% -

oD —O—Placebo

c  85% - )

§ % —@—Caffeine
80% T T T T T T T T T T T T 1

T T T T T T T
0123456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20
Time (day)

Fig 4. Peak cycling power obtained during an adapted version of the Wingate test (all-out 15 s sprint) with the
administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel depicts the effect
size (+ 90% confidence intervals) for all pairwise comparisons. Only effect sizes with a possible likelihood of difference
(>25%) are categorized: (++++) most likely, (+++) very likely, (++) likely, (+) possibly. The lower panel depicts data
presented as mean + standard deviation. The data have been normalized with respect to the values obtained on day 0 of
each treatment to provide a better comparison of the caffeine ergogenic effect in the studied variables. (*) Caffeine
different from placebo for the same day, P < 0.05. (f) Different from day 0 within the same treatment, P < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.9004

4 days (Figs 2 and 3); b) the ingestion of caffeine also increased for ~18 days of consecutive
ingestion the maximal power obtained in a 15-s all-out cycling test, although the ergogenic
effect on mean cycling power was only evident after the first day of caffeine ingestion (Fig 4);
c) the analysis of the effect sizes derived from the pairwise comparison between the ingestion
of 3 mg/kg/day of caffeine vs. placebo revealed that there is a gradual tolerance to the ergogenic
effects of caffeine because the size of its ergogenic effect peaked on day 1 of ingestion and
decreased afterwards. However, it is necessary to mention that caffeine still exerted small-to-
moderate improvements on physical performance after 20 days of consecutive administration
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Fig 5. Mean cycling power obtained during an adapted version of the Wingate test (all-out 15 s sprint) with the
administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel depicts the effect
size (+ 90% confidence intervals) for all pairwise comparisons. Only effect sizes with a possible likelihood of difference
(>25%) are categorized: (++++) most likely, (+++) very likely, (++) likely, (+) possibly. The lower panel depicts data
presented as mean + standard deviation. The data have been normalized with respect to the values obtained on day 0 of
each treatment to provide a better comparison of the caffeine ergogenic effect in the studied variables. (*) Caffeine
different from placebo for the same day, P < 0.05. (f) Different from day 0 within the same treatment, P < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210275.9g005

(Figs 2-5). All these results suggest that there is a relative reduction in the ergogenic effects of
caffeine when a moderate dose of this substance is ingested daily, but it still has the capacity to
improve performance after 20 days of consecutive ingestion.

One of the mechanism that explains the increase in physical performance with acute
administration of caffeine is related to its ability to act as an adenosine A; and A, receptor
antagonist [6, 7]. Specifically, caffeine is structurally similar to adenosine, a neuromodulator
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that might induce central fatigue through reduced neuroexcitability and decreased release of
noradrenaline and dopamine, among other neurotransmitters [29]. In this regard, the micro-
molar tissue concentrations of caffeine resulting from ingestion of low to moderate doses can
block A; and A,, adenosine receptors [30]. Thus, the intake of caffeine would blunt the fatigu-
ing effects of adenosine through inhibition of the decreased release of the above-mentioned
neurotransmitters. This theory is well-supported because it has been found that caffeine infu-
sion (up to 4.3 mg/kg) can block up to 50% of adenosine receptors in the human brain [8].
However, the concept of tolerance/habituation to the ergogenic effects of caffeine has been
based on previous research with rodents that reported the capacity of caffeine to block adeno-
sine A, and A, receptors and the upregulation in the number of adenosine receptors in neu-
ral and vascular tissues of the brain with the regular consumption of caffeine [31, 32]. More
recent investigations have shown that tolerance to caffeine might be driven by alterations in
gene expression in striatum while the changes in caffeine metabolism induced after long-term
caffeine intake cannot explain development of tolerance to caffeine [33]. All this information
suggests that daily caffeine intake results in a higher likelihood of adenosine binding the newly
created adenosine receptors, progressively reducing the adenosine-blocking-action of caffeine,
coupled with adaptive changes in gene expression that ultimately lead to development of loco-
motor tolerance to caffeine.

However, the evidence for tolerance to the stimulatory effects of caffeine in humans is
inconclusive. In variables of cognitive performance, caffeine administration equally improved
performance in habitual and non-consumers of caffeine [34] or even a higher performance
benefit was found in high-caffeine consumers than in moderate caffeine consumers [35]. Sev-
eral investigations indicated that the efficacy of caffeine to improve physical performance may
be reduced in individuals who consume moderate to high doses of caffeine daily (130-300 mg/
day) in comparison to low caffeine consumers (40-50 mg/day; [17, 36]). Furthermore a pro-
gressive tolerance to the ergogenic effects has also been found in individuals that consume
1.5-3.0 mg/kg/day of caffeine for 28 consecutive days [20]. Nevertheless, other investigations
have determined that habitual caffeine consumers might also benefit from the ergogenic effects
of caffeine even when their self-reported daily caffeine intake surpassed 300 mg/day [15, 16,
18, 37]. It is likely that the differences in the research protocols chosen to study this question,
specifically, the use of individuals with different daily intakes and periods of habituation to caf-
feine, have contributed to the different outcomes. However, previous investigations suggest
that caffeine can be ergogenic even after habituation to it.

The experimental design used in the current investigation is innovative, respect to previous
research, because the same individuals were tested in two identical treatments with caffeine
and a placebo and they acted as their own controls during the whole experiment. All the partic-
ipants were low caffeine consumers, withdrew from caffeine for one month before the experi-
ment and received the same daily dosage per kg of body mass of caffeine to normalize the
protocol for habituation to caffeine. The effects of caffeine intake on performance were mea-
sured three times per week to improve accuracy in identifying tolerance to it. Besides, we used
a maximal graded exercise test and the Wingate test to broaden the range of the investigation
to endurance-like and power-like performance. Finally, in addition to the traditional statistical
analysis based on p values, we used a magnitude-inference approach to aid in the identification
of tolerance to caffeine. With this experimental design, it was possible to determine a progres-
sive tolerance to the ergogenic effects of caffeine, present in both maximal/peak values of aero-
bic-based and power-based exercise tests because of the progressive reduction in the effect size
of caffeine ergogenicity. However, the results of the current investigation dispute the existence
of a complete tolerance to caffeine after 20 days of continuous ingestion because the size of the
caffeine ergogenic effect was moderate/small even after this period of consecutive ingestion
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(Figs 2-5). In the light of the current results, we can conclude that caffeine benefits physical
performance after 20 days of consecutive ingestion although the magnitude of the ergogenic
effect is somewhat reduced when compared to the first day of ingestion (i.e., non-habituation
to caffeine intake). In the current investigation, the dose of caffeine administrated (3 mg/kg/
day, equivalent to ~200 mg/day in our participants) was moderate and it was below the daily
ingestion reported by habitual caffeine consumers [15, 16, 18, 37]. Thus, it should be investi-
gated whether a higher dose of caffeine intake might change the time course of tolerance to the
performance benefits of caffeine.

We want to highlight day 11 of ingestion because participants performed the testing proto-
cols before -instead of after- the ingestion of the assigned capsule, for both caffeine and placebo
treatments. This particular variation in the day-to-day protocol of caffeine intake was chosen
to assess caffeine tolerance at the mid-point of the treatments but did not interrupt the day-to-
day ingestion of the substances. On day 11, caffeine Wmax and peak power in the Wingate
decreased to a similar value to the placebo trial, while these performance variables again
increased on day 13 with the administration of caffeine, confirming that it was still effective to
increase performance and thus, no tolerance had been produced at this time. In the placebo
ingestion protocol, all the performance variables were maintained similar to day 0 during the
20 days of treatment, suggesting a stable fitness level for the duration of this protocol. In con-
trast, caffeine produced numerous differences not only in the pairwise comparison to the pla-
cebo treatment but also to day 0 of the caffeine ingestion protocol. These outcomes reinforce
the notion of the maintained ergogenicity of caffeine during a 20-day period together with a
progressive reduction in the extent of its ergogenic effect.

After the testing, the participants were asked about their feelings of exertion, endurance
and muscle power to determine the perceived ergogenicity of the treatments (Table 3). They
perceived high exertion after the graded exercise test on all days of the treatments and in both
ingestion protocols, as was expected for this maximal test. They also perceived a significantly
higher endurance capacity the first day of caffeine ingestion and after 13 days of ingestion
which do not coincide with the increases of caffeine on Wmax (Fig 2). Similarly, the percep-
tion of muscle power was not significantly higher with caffeine in comparison to the placebo
on any of the days of treatment, despite caffeine increasing peak cycling power on several occa-
sions (Fig 4). These data indicate that caffeine can be ergogenic when ingested daily for 20 con-
secutive days even when the participants did not feel they had given an enhanced performance
after the ingestion of this stimulant.

The experimental design used in the present investigation had several limitations that
should be discussed for a correct application of the results. First, the duration of the chronic
caffeine intake lasted for 20 days and it is impossible to determine if greater tolerance to the
ergogenic effects of caffeine would occur after 20 days of ingestion. In addition, individuals
considered as habitual caffeine consumers can use this substance daily for years and thus, this
investigation might not be representative of this chronic consumption [16]. Second, we used
laboratory testing with a high reproducibility (between-day coefficient of variation for
Wmax = 2.4 + 1.1%; for peak cycling power in the 15-s Wingate = 2.6 + 0.9%) to determine
loss of responsiveness to the ergogenic effects of caffeine. However, these results should be
confirmed with further research protocols that use field testing or performance assessments in
real or simulated sport competition to accurately convey the conclusions of this investigation
to athletes in sport situations. Third, tolerance to the ergogenic effects of caffeine was tested
with a moderate dose (e.g., 3 mg/kg/day) because we have found that this dose is effective to
increase performance in a myriad of laboratory-based tests and sports [38-43]. Nevertheless, it
is likely that lower or higher doses of caffeine produce a different time course for tolerance to
the ergogenic effect of this substance. Fourth, the obtaining of maximal/peak values in the
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performance tests used required high levels of motivation. To maintain motivation in all tests
throughout the experiment, a researcher, blinded to the treatments, gave standardized encour-
agement commands in each trial but it is still possible that the changes in motivation within
each treatment affected the outcomes of the investigation. Finally, we did not obtain blood
samples during the ingestion protocols to determine plasma caffeine concentration before
each experimental trial and thus, we cannot determine whether the changes in caffeine metab-
olism are in part responsible for the tolerance to the ergogenic effect of caffeine. Despite these
limitations, the results of this investigation can shed light on the changes in caffeine ergogeni-
city when it is consumed daily in a moderate dose.

In summary, the daily intake of caffeine (3 mg/kg/day) significantly increased peak cycling
power during a maximal incremental test for the first 15 days of ingestion and improved
VO,max for the first 4 days, when compared to the same treatment with a placebo. Day-to-day
pre-exercise caffeine intake also produced higher peak cycling power during the 15-s Wingate
tests for ~18 days of intake, although Wingate mean power was only increased on the first day
of ingestion with respect to the placebo. After these periods of time, the increases in perfor-
mance of these variables with caffeine were not statistically different from the placebo. These
results suggest the existence of progressive tolerance to the performance benefits of caffeine,
particularly because the magnitude of the ergogenic effect of caffeine was higher on the first
day of ingestion for both aerobic-based and power-based exercise and decreased afterwards.
Nevertheless, the effect size of the caffeine-placebo pairwise comparison remained small-to-
moderate after 20 days of consecutive ingestion which suggests that caffeine was still ergogenic
after this period of time.

Supporting information

S1 Fig. Individual responses for the percentage of change produced by the ingestion of caf-
feine over a placebo on peak cycling power (W ,,,,,; upper panel) and maximal oxygen
uptake (VO,max; lower panel) when 3 mg/kg/day of caffeine were administrated for 20
consecutive days. Each dot represents the caffeine vs placebo change in each individual and
positive values indicate a superior performance with caffeine over placebo.

(TIF)

$2 Fig. Individual responses for the percentage of change produced by the ingestion of caf-
feine over a placebo on Wingate peak (upper panel) and mean cycling power (lower panel)
when 3 mg/kg/day of caffeine were administrated for 20 consecutive days. Each dot repre-
sents the caffeine vs placebo change in each individual and positive values indicate a superior
performance with caffeine over placebo.

(TIF)
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Abstract: Pre-exercise caffeine ingestion has been shown to increase the workload at ventilatory
threshold, suggesting an ergogenic effect of this stimulant on submaximal aerobic exercise.
However, the time course of tolerance to the effect of caffeine on ventilatory threshold is unknown.
This study aimed to determine the evolution of tolerance to the ergogenic effect of caffeine on the
ventilatory threshold. Methods: Eleven participants (age 32.3 +4.9 yrs, height 171 + 8 cm, body mass
66.6 = 13.6 kg, VO2max = 48.0 + 3.8 mL/kg/min) took part in a longitudinal, double-blind, placebo-
controlled, randomized, crossover experimental design. Each participant took part in two identical
treatments: in one treatment, participants ingested a capsule containing 3 mg of caffeine per kg of
body mass per day (mg/kg/day) for twenty consecutive days; in the other treatment, participants
ingested a capsule filled with a placebo for the same duration and frequency. During these
treatments, participants performed a maximal ramp test on a cycle ergometer three times per week
and the second ventilatory threshold (VT2) was assessed by using the ventilatory equivalents for
oxygen and carbon dioxide. Results: A two-way ANOV A with repeated measures (substance x time)
revealed statistically significant main effects of caffeine (p <0.01) and time (p = 0.04) on the wattage
obtained at VT2, although there was no interaction (p = 0.09). In comparison to the placebo, caffeine
increased the workload at VT2 on days 1, 4, 6 and 15 of ingestion (p < 0.05). The size of the ergogenic
effect of caffeine over the placebo on the workload at VT2 was progressively reduced with the
duration of the treatment. In addition, there were main effects of caffeine (p = 0.03) and time (p =
0.16) on VO: obtained at VT2, with no interaction (p = 0.49). Specifically, caffeine increased oxygen
uptake at VT2 on days 1 and 4 (p < 0.05), with no other caffeine—placebo differences afterwards. For
heart rate obtained at VT, there was a main effect of substance (p < 0.01), while the overall effect of
time (p = 0.13) and the interaction (p = 0.22) did not reach statistical significance. Heart rate at VT
was higher with caffeine than with the placebo on days 1 and 4 (p < 0.05). The size of the effect of
caffeine on VO: and heart at VT2 tended to decline over time. Conclusion: Pre-exercise intake of 3
mg/kg/day of caffeine for twenty days enhanced the wattage obtained at VT2 during cycling ramp
tests for ~15 days of ingestion, while there was a progressive attenuation of the size of the ergogenic
effect of caffeine on this performance variable. Therefore, habituation to caffeine through daily
ingestion may reduce the ergogenic effect of this stimulant on aerobic exercise of submaximal
intensity.

Keywords: exercise performance; sport performance; endurance performance; nutrition; endurance
athlete
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1. Introduction

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a substance naturally found in coffee, tea, yerba mate and
cocoa and is also added to foods and beverages due to its potent effect to increase alertness and to
reduce fatigue. As a result, caffeine has become the most widely consumed psychostimulant in the
world [1]. Caffeine also has a strong performance-enhancing effect [2] and it is widely used by
athletes of numerous sport disciplines before and during competitions to enhance their physical
performance [3]. In recent years, there has been a strong body of evidence, based on systematic
reviews and meta-analyses, pointing towards an ergogenic effect of caffeine during endurance-like
exercise activities [4-7] when caffeine is taken acutely in moderate doses (from 3 to 9 mg of caffeine
per kg of body mass). These studies confirm the utility of acute caffeine intake to enhance the time to
fatigue [8] and the mean power output during prolonged exercise trials [6], and the reduction in the
time employed to complete a fixed amount of work during time trials [9]. The performance-
enhancing effect of acute caffeine intake on endurance exercise may be associated to the effect of this
substance to enhance maximal oxygen uptake [10], the exercise intensity at the anaerobic threshold
[11,12] or the use of fat as a fuel, enabling higher muscle glycogen available late in exercise [13,14].
However, little is known about the magnitude of the ergogenic effect of caffeine on endurance
performance when the substance is ingested chronically. Thus, to date, it is unknown if those
endurance athletes consuming caffeine daily are benefiting from this substance during training and
competition.

The main physiological mechanism behind the performance-enhancing effect of caffeine on
endurance exercise is associated to caffeine’s capacity to block A1, Aza and A2» adenosine receptors on
the central nervous system [15], although other local effects have also been proposed as contributing
mechanisms [16,17]. The blockade of adenosine receptors with caffeine intake, confirmed in both
animals [18] and humans [19], is based on three different characteristics of caffeine when ingested
orally: rapid absorption in the gut [20], its capacity to pass through all biological membranes,
including the blood-brain barrier, due to its lipophilic nature [21] and its structural similarity to
adenosine [22]. There, after acute caffeine ingestion and its posterior distribution through different
tissues, caffeine hinders adenosine-specific receptors. This blockade eliminates, in part, the fatiguing
effect of adenosine on the central nervous system, which explains the benefits for enhanced
endurance performance. Interestingly, the ergogenic effect of acute caffeine intake increases with the
duration of the exercise activity, suggesting that caffeine may better inhibit the negative effect of
adenosine of physical performance as the exercise duration increases [4]. However, Fredholm [23]
reported a growth in the number of adenosine receptors in the brain cortex of rats when these animals
received caffeine for two weeks. Therefore, chronic intake of caffeine causes an increase in the number
of adenosine-biding sites, which may reduce the efficacy of caffeine to block the deleterious effects of
adenosine during exercise. This investigation led to the hypothesis that caffeine’s ergogenicity
diminishes along with chronic ingestion, but evidence in humans is contradictory.

When comparing the ergogenic response to caffeine in individuals with low/no daily caffeine
intake versus individuals habituated to caffeine, it has been found that habituated individuals
respond to caffeine at a similar magnitude as their unhabituated counterparts [24-26]. Although this
finding contradicts the existence of tolerance to the ergogenic effect of caffeine, other researchers have
found that unhabituated individuals responded better to caffeine than habituated individuals [27],
while individuals with high chronic intakes of caffeine obtain fewer benefits of this stimulant even
after the use of high doses of caffeine [28]. In this regard, the threshold used to classify individuals as
habituated/unhabituated to caffeine greatly varied across investigations [29], which troubles the
obtaining of definitive conclusions from these cross-sectional investigations. Up until now, there have
been only two investigations that have used a longitudinal research protocol to induce a controlled
habituation to caffeine [10,30]. Both investigations agreed on the existence of tolerance to the benefits
of caffeine on exercise performance when this substance is ingested chronically in a dose of 3
mg/kg/day for 20 [10] and 28 days [30]. In these two investigations, a progressive tolerance to the
ergogenic response of caffeine in comparison to a placebo/control trial was evident, either on the
workload attained during a maximal graded exercise test on a cycle ergometer [10] or on the work
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produced during a 30-min cycling trial. Nevertheless, it is unknown how chronic intake of caffeine
may affect submaximal aerobic exercise performed at exercise intensities close to the anaerobic
threshold. This information may be valuable to understand how chronic intake of caffeine affects the
efficacy of this substance to enhance exercise performance during prolonged activities and it may be
useful to plan the use of caffeine in the long-term during endurance training programs. For all these
reasons, this study aimed to determine the evolution of tolerance to the ergogenic effect of caffeine
on the ventilatory threshold when the substance is ingested for twenty consecutive days. We
hypothesized that daily intake of caffeine would progressively reduce the effect of caffeine on the
workload attained in the second ventilatory threshold.

2. Materials and Methods

Participants: Eleven healthy active individuals (8 men and 3 women) were recruited to
participate in this study (mean + SD: age = 32.3 + 4.9 years; height = 171 + 8 cm; body mass = 66.6 +
13.6 kg; body fat percentage = 16.6 + 5.0%; and maximal oxygen uptake (VOuma) = 48.0 + 3.8
mL/kg/min). Inclusion criteria were: age between 18 and 40 years; consistent aerobic training (at least
4 days of endurance exercise per week, with at least 45 min of exercise per day); low caffeine
consumption (<50 mg of caffeine per day) as defined by Filip et al. [29]; negative smoking status;
absence of chronic cardiopulmonary and musculoskeletal diseases; absence of allergy to caffeine and
absence of musculoskeletal injuries in the three months prior to the onset of the study. Participants
were excluded if they reported medication or dietary supplementation usage within the previous
month or any type of menstrual disorders in the sample of female participants. Participants were
encouraged to keep a stable endurance fitness level throughout the experiment by keeping their
habitual training routines. In addition, participants were informed about the need of avoiding
caffeine-containing products and food and any other nutritional supplements for the duration of the
study. The willingness to fulfill these standardizations, in addition to the satisfaction of the
inclusion/exclusion criteria, was key in the recruitment process of the participants. The week prior to
the onset of the experiment, the participants were fully informed of the research procedures,
standardizations and the risks associated with the study and gave their informed written consent to
participate in the investigation. The study was approved by the Camilo José Cela Institutional Review
Board. The required sample size was determined a priori using G*Power software [31]. At least ten
participants were required to detect an effect size of 0.66 in oxygen uptake at the workload that
produced the ventilatory threshold with the ingestion of caffeine, with a power of 0.80 and the two-
tailed « level set at 0.05. This calculation was based on the data provided by Berry et al. when
investigating the effect of caffeine on the ventilatory threshold [11].

Experimental design: A longitudinal, double-blind, placebo-controlled, randomized crossover
experimental design was used in this study. Each participant took part in two identical treatments
and, thus, acted as his/her own control: in one treatment, participants ingested an unidentifiable
capsule containing 3 mg of caffeine per kg of body mass for twenty consecutive days; in another
treatment, the participants ingested a capsule with the exact same appearance but filled with a
placebo (cellulose), which was ingested for the same duration and frequency as in the caffeine
treatment. The capsule was ingested daily at 9:00 AM with water and at least 8 h after dinner of the
previous day (i.e., in a fasted state). Each twenty-day treatment was identical, except for the substance
under investigation: on days 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18 and 20 of each treatment, participants ingested the
assigned capsule 45 min before performing a maximal ramp exercise test on a cycle ergometer to
determine performance variables at the second ventilatory threshold. Each treatment was preceded
by a pre-treatment trial (i.e., day 0), aiming to assess the performance variables before the onset of
each treatment. On day 0, participants performed the same experimental procedures as in the
remaining experimental trials but without ingestion of any capsule. Day 11 also included a
measurement of performance, but it was different because the assigned capsule was ingested after —
not before—the exercise testing. The experimental procedures on day 11 aimed to have a “control
day” at the halfway point of the treatments to aid in identifying differences in the caffeine-placebo
comparisons in the subsequent days. All trials were carried out in a laboratory with a dry temperature
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of 21.3 + 0.3 °C and a relative humidity of 30 + 10%. There was a week between treatments to wash-
out substances. The results of this protocol on VOzmax and maximal wattage during the ramp test have
been published elsewhere [10].

Experimental protocol: For the month before the onset of the experiment, participants were
encouraged to avoid all sources of dietary caffeine in order to eliminate any habituation to this
stimulant. One week before the onset of the first treatment, participants underwent routine medical
screening to ensure that they were in good health and suitable for the experiment. Within the week
prior to the onset of the experiment, participants were also familiarized twice with all the
experimental protocols and body mass was measured (+50 g, Radwag, Radom, Poland) to calculate
caffeine dosage. On day 0 of each treatment, participants were provided with a plastic bag containing
20 unidentifiable capsules with the assigned treatment. Participants received a daily remainder
through a mobile application to ingest the capsule in the morning. On each experimental day (except
for days 0 and 11), participants ingested the capsule in the laboratory and rested for 45 min on a
stretcher. On days 0 and 11, participants rested on the stretcher, but this resting period was not
preceded by capsule ingestion. Afterwards, participants performed a 10-min standardized warm-up
on the cycle ergometer and then performed the ramp exercise test. During the performance test, the
initial load was set at 50 watts and it was progressively increased by 25 watts per min until
exhaustion. Participants chose their pedaling rate between 70 and 90 rpm, but they had to replicate it
in all experimental trials. During the incremental exercise test, pulmonary ventilation, end-tidal
partial pressure of oxygen (PerO2), oxygen uptake (VO2), end-tidal partial pressure of carbon dioxide
(PerCOz2) and carbon dioxide production (VCO2) were continuously measured and recorded by means
of a breath-by-breath analyzer (Metalyzer 3B, Cortex, Leipzig, Germany). These variables were used
to calculate the second ventilatory threshold (VT2) by using the ventilatory equivalents for oxygen
(VE/VO2) and carbon dioxide (VE/VCO:) and end-tidal partial pressure changes in accordance with
the combined procedure described by Gaskill et al. [32]. Briefly, visual interpretation of each graph
was independently performed by two trained researchers who were blinded to the treatments under
investigation. These researchers established VT2 as the point that elicited an increase in ventilation
respect to VO2 (i.e, t VE/VO2) and VCO: (i.e., t VE/VCO:z) while end-tidal partial pressure of
carbon dioxide decreased ( { PerCOz). With this protocol, the decrement in PerCOz, which starts at
VT, is evident until the end of the test [33]. A third researcher was sought only in case of
disagreement between the two researchers [34]. Once the VT2 was agreed, data on wattage, VO, heart
rate and VE/VO2 and carbon dioxide VE/VCQO: at this point were extracted for analysis by using an
average of the data for the last 15 s of the workload at VTo.

Statistical analysis: Data were analyzed by using the statistical package SPSS v 20.0 for statistical
analysis. Initially, the existence of normal distribution was tested for each variable with the Shapiro—
Wilk test. All the variables presented a normal distribution and parametric statistics were used
afterwards. Additionally, the sphericity assumption was checked with Mauchly’s test. If this
assumption presented a probability of p < 0.05, the Greenhouse-Geisser correction was used. We
performed a two-way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures (substance x time) in
each variable to determine the differences in the caffeine-placebo comparison on each day of
treatment and differences in respect to day 0 within each treatment. In the case of a significant F value
in the ANOVAs, the differences between groups were identified with LSD post-hoc tests. The
significance level was set at p <0.05. The effect size + 95% confidence intervals (CI) was also calculated
in all caffeine-placebo comparisons on the same day of treatment by using Cohen’s d units [35]. The
magnitude of the effect size (ES) was interpreted as follows: less than 0.2 = trivial; between 0.2 and
0.6 = small; between 0.6 and 1.2 = moderate; between 1.2 and 2.0 = large; between 2.0 and 4.0 = very
large; higher than 4.0 = extremely large [36].

3. Results

The two-way ANOVA revealed statistically significant main effects of substance (F =26.11; p <
0.01) and time (F = 1.99; p = 0.04) on the wattage obtained at VT2, although there was no interaction
between these two factors (F = 1.73; p = 0.09). On day 0, the wattage obtained at VT2 was similar
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between the placebo and caffeine (195 + 27 vs. 202 + 18 W, respectively; p = 0.27). In the 20-day placebo
treatment, the wattage at VT2 was higher on day 13 when compared to day 0 (p = 0.02), with no other
differences in respect to day 0. In the 20-day caffeine treatment, the wattage at VT2 was higher on
days 1, 4 and 15 than on day 0 (p < 0.05). In addition, the workload attained at VT2 was higher with
caffeine than with the placebo on days 1, 4, 6 and 15 (p < 0.05). The ES of the caffeine—placebo
comparison was moderate on days 1, 4 and 6 and it decreased to small afterwards (Figure 1).
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Figure 1. Workload at the second ventilatory threshold (VT2) during a cycling ramp test with the
administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel shows
effect sizes (+95% confidence intervals) for all timepoint comparisons between caffeine and the
placebo. The lower panel depicts data presented as mean + standard deviation. (*) Caffeine different
from placebo for the same timepoint at p < 0.05. (t) Different from day 0 within the same treatment at

p <0.05.

For VO: obtained at VT2, there were main effects of substance (F = 6.65; p = 0.03) and time (F =
3.25; p = 0.16), with no interaction between these two factors (F = 0.95; p = 0.49). The VO: obtained at
VT2 on day 0 was similar between the placebo and caffeine (2.39 + 0.43 vs. 2.47 + 0.44 L/min,
respectively; p = 0.31). In the placebo treatment, VO2 at VT2 was higher on days 13 and 15 when
compared to day 0 (p < 0.05), with no other differences in this treatment. In the caffeine treatment,
VO:at VT2 was higher on days 1, 4, 13, 15 and 20 than on day 0 (p < 0.05). In addition, VO2 at VT2 was
higher with caffeine than with the placebo on days 1 and 4 (p < 0.05). The ES of the caffeine—placebo
comparison was small on days 1 and 4 and became trivial afterwards (Figure 2).

For heart rate obtained at VT?, there was a main effect of substance (F = 18.5; p <0.01), while the
overall effect of time (F =1.93; p = 0.13) and the interaction (F = 1.51; p = 0.22) did not reach statistical
significance. On day 0, heart rate at VT2 was similar between the placebo and caffeine treatments (153
+14 vs. 158 + 16 beats/min, respectively; p =0.15). Heart rateat VT2 was higher with caffeine than with
the placebo on days 1 and 4 (p < 0.05). The ES of the caffeine—placebo comparison was small on days
1, 4 and 6 and became trivial afterwards (Figure 3).
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Figure 2. Oxygen uptake (VOz) at the second ventilatory threshold (VT2) during a cycling ramp test
with the administration of 3 mg/kg/day of caffeine or placebo for 20 consecutive days. The upper
panel shows effect sizes (+95% confidence intervals) for all timepoint comparisons between caffeine

and a placebo. The lower panel depicts data presented as mean + standard deviation. (*) Caffeine
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Figure 3. Heart rate at the second ventilatory threshold (VT2) during a cycling ramp test with the

administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel shows

effect sizes (+95% confidence intervals) for all timepoint comparisons between caffeine and the

placebo. The lower panel depicts data presented as mean + standard deviation. (*) Caffeine different

from placebo for the same timepoint at p < 0.05.
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There was a main effect of substance (F = 9.73; p = 0.01) on the ventilatory equivalent of Oz at
VT2, while the overall effect of time (F =1.90; p = 0.12) and the interaction between the two (F = 0.76;
p = 0.65) did not reach statistical significance for this variable. The ventilatory equivalent of Oz at VT2
was similar between the placebo and caffeine on day 0 (Table 1, p = 0.17). The ventilatory equivalent
of Oz2at VT2 was higher on days 4, 6, 13 and 15 with caffeine than with the placebo (p <0.05). Regarding
the ventilatory equivalent of CO: at VT2, there was a main effect of substance (F =23.6; p <0.01), while
the overall effect of time (F = 1.23; p = 0.28) and the interaction between the two (F=0.72; p = 0.68) did
not reach statistical significance. The ventilatory equivalent of CO: at VT2 was similar between the
placebo and caffeine on day 0 (p=0.09) but it was higher with caffeine than with the placebo on day
1(p=0.04).

Table 1. Ventilatory equivalent for oxygen (Oz2) and for carbon dioxide (CO2) at the second ventilatory
threshold (VT2) during a cycling ramp test with the administration of 3 mg of caffeine per kg of body
mass per day or a placebo for twenty consecutive days.

Ventilatory Equivalent of Oz at VT2 Ventilatory Equivalent of CO2 at VT
. . . Effect Size (£95%

Day Placebo Caffeine Effect Size (£95% CI) Placebo Caffeine cn
0 28.2+32 29.9+35 0.5 (-0.2/1.1) 244+21 258+22 0.4 (-0.1/1.0)
1 29.8+4.8 30.6+3.9 0.2 (-0.4/0.7) 251+26 27.2+3.7* 0.7 (0.2/1.2)
4 29.0+25  328+4.1*% 1.3 (0.5/2.1) 251+2.0 26.0+2.4 0.4 (-0.3/1.1)
6 281424  30.6+24% 0.9 (0.3/1.4) 257+1.9 26.6 2.7 0.4 (-0.3/1.1)
8 286+1.8 30.6+4.5 0.9 (-0.2/2.1) 250+1.4 26.0+2.4 0.6 (-0.4/1.6)
11 283+23 293+2.8 0.4 (0.0/0.7) 251+1.9 254+1.5 0.1 (-0.5/0.8)
13 28222  305:26* 0.9 (0.5/1.3) 257+15 26.6+1.7 0.5 (-0.1/1.1)
15 28031 309%25* 0.8 (0.2/1.4) 26.5+2.6 26.7 +2.1 0.1 (-0.2/0.4)
18 29.9+28 322+38 0.7 (-0.1/1.4) 25.8+2.0 26.0+2.5 0.0 (-0.4/0.4)
20 29.0+3.7 31.2+3.4 0.6 (-0.2/1.1) 264 +2.21 26.2+2.0 0.1 (-0.7/0.6)

CI = confidence interval; (*) the value in the caffeine trial was different to the value in the placebo trial
within the same day of intervention (p < 0.05). The effect size was calculated in all caffeine—placebo
comparisons within the same day of intervention.

4. Discussion

The transition point indicating that the obtaining energy within skeletal muscle changes from
aerobic pathways to a mixed model of aerobic-plus-anaerobic metabolism is one of the most
important physiological variables for endurance sports. In this regard, the exercise intensity that
enables maximum production of energy through aerobic pathways, without a concomitant
accumulation of metabolites from anaerobic metabolism, is a key parameter with several
practicalities, such as monitoring the efficacy of endurance training, estimating endurance
performance and designing training programs to achieve specific adaptations [37]. Although there
are several methods to assess this metabolic transition point, the use of pulmonary ventilatory
thresholds during incremental intensity exercise is one of the most accurate methods to estimate the
exercise intensity that produces the anerobic threshold [38]. Interestingly, evidence clearly indicates
that acute caffeine intake increases endurance performance [4-7], but the effect of caffeine on
physiological variables attained at pulmonary thresholds has been less well investigated [11], and the
ergogenic effect of caffeine at this point is even less clear [39]. In addition, there is no previous
investigation that has determined whether the potential effect of caffeine intake on increasing the
exercise intensity at the ventilatory threshold is maintained when caffeine is ingested chronically.
The resolution of these two topics is key for those endurance athletes using caffeine or caffeine-
containing supplements before training and competitions, as caffeine may modify the exercise
intensity at the anaerobic threshold, while its chronic use may progressively reduce the potential
ergogenic benefit of caffeine due to habituation to this substance. With these motivations, the purpose
of this study was to determine the time course of tolerance to the ergogenic effect of caffeine on the
second ventilatory threshold during a cycling ramp test when the substance is ingested for twenty
consecutive days. To allow a clearer picture of the habituation to the ergogenic effect of caffeine, we
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used a double statistical approach with p values and effect sizes. The main outcomes of this study are
as follows: (a) on the first day of ingestion, pre-exercise ingestion of 3 mg caffeine/kg body mass
increased the workload at VT2 by 7.7 + 9.7% when compared to the ingestion of a placebo. This acute
ergogenic effect was associated to increases in VOz and heart rate at VT. (b) There was a main effect
of caffeine on the workload attained at VT2. However, in the caffeine—placebo comparison, within the
same day of treatment, the effect of caffeine to increase the exercise workload at VT2 over the placebo
was only present for the first two weeks of ingestion (except for day 8 and day 13), while the size of
the benefit of caffeine on this performance variable decreased progressively over time (Figure 1). (c)
There was a main effect of caffeine on heart rate and VO: at VT, but the caffeine-placebo pairwise
comparisons revealed that caffeine did not produce any statistically significant difference over the
placebo on these variables after 4 days of consecutive ingestion (Figures 2 and 3). Additionally, there
was a progressive reduction in the influence of caffeine on VO:2 and heart rate at VT2 with chronic
ingestion. Taken together, this information suggests that acute caffeine intake has the capacity to
increase the absolute workload attained at VT2 during a cycling ramp test, which may explain the
performance-enhancing effect of this stimulant during aerobic exercise of submaximal intensity.
However, it seems apparent that the ergogenic effect of caffeine progressively diminished with
chronic ingestion, and it was not present, in statistically significant terms, after 15 days of consecutive
ingestion. As practical information, endurance athletes seeking to obtain performance-enhancing
effects of caffeine during endurance training or competition should avoid habituation to caffeine, as
the existence of a gradual tolerance to caffeine’s ergogenicity on VT2 seems clear.

Acute caffeine intake has the potential to increase oxygen uptake at the ventilatory threshold (7
mg/kg, [11]); reduces the accumulation of blood lactate for the same exercise intensity (10 and 15
mg/kg, [12]); increases time to exhaustion at an intensity 10% below the anaerobic threshold (5 mg/kg,
[40]); augments the ventilatory response for a given amount of CO: produced during exercise (650
mg of caffeine [41]). All these findings point towards an ergogenic benefit of acute caffeine
consumption to enhance performance when exercising at an intensity close to the anaerobic
threshold. However, to our knowledge, this is the first investigation that finds an increase in the
exercise intensity that enables VT2 with the ingestion of a moderate dose of caffeine (i.e., 3 mg of
caffeine per kg of body mass). The obtaining of a higher absolute workload at VT2 may be the result
of different physiological responses produced by acute caffeine intake. First, the blockade of
adenosine receptors due to caffeine may produce a higher neuromuscular activation during exercise,
ultimately affecting performance [42]. In addition, the blockade of adenosine receptors also increases
the liberation of dopamine, norepinephrine and serotonin, among other neurotransmitters, which
may allow lower perceived fatigue during exercise [43]. Caffeine also produces a respirogenic effect
that augments ventilation during exercise of submaximal intensity [39,44], which may allow a higher
maintenance of muscle pH through the buffering of H* and the elimination of non-metabolic CO: by
respiration [45]. This mechanism was found in the current investigation as the ventilatory equivalent
of CO2 at VT2 with caffeine was higher than with the placebo (Table 1). Finally, better muscle
oxygenation during aerobic exercise of submaximal intensity may delay the use of anaerobic
metabolism during incremental exercise [16], allowing higher exercise intensity at the aerobic-
anaerobic transition point. All this evidence supports that acute caffeine intake increases the
workload at VT, suggesting a potential benefit of this stimulant for aerobic exercise performed close
to the anaerobic threshold.

There was a main effect of caffeine on wattage, heart rate and VO: attained at VT2, which
indicates that this substance was effective in modifying the point at which the second ventilatory
threshold is obtained during a ramp cycling test. Interestingly, there was no interaction between
substance x time in any of these three variables, which may indicate that the effect of caffeine over
the placebo was not affected by the duration of the treatment. However, the caffeine-placebo
pairwise comparison indicates that the performance benefit of caffeine on VT2 was obtained on
several days for the first two weeks of chronic caffeine administration, but it disappeared afterwards.
Furthermore, the size of the ergogenic benefit of caffeine on VT2 gradually reduced with long-term
ingestion, at least up to twenty days of daily administration. This confirms the existence of tolerance
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to the ergogenic benefit of caffeine for aerobic exercise of submaximal intensity, as it has been found
in aerobic exercise of maximal intensity (i.e., exercise at VOzmax) [10] and in the maximum amount of
work produced during 30 min of exercise [30]. Habituation to caffeine and subsequent tolerance to
the benefits of this stimulant on exercise have been long speculated [46], but evidence with well-
controlled investigations has been only recently provided. With the current evidence, it seems clearer
that chronic ingestion of caffeine, at a dose of 3 mg/kg/day, produces tolerance to some of the benefits
of caffeine on exercise, at least during laboratory testing. Interestingly, caffeine intake was still able
to produce a non-significant but measurable effect on the workload attained at VT (Figure 1) and at
VOzmax [10] after twenty days of consecutive ingestion. This may indicate that caffeine intake still
produced small benefits after twenty days of ingestion, although the magnitude of this effect was
minor. Future investigations with longer periods of chronic caffeine ingestion are needed to unveil
whether caffeine ergogenicity disappears with daily ingestion for >20 days. In addition, it is also
necessary to investigate whether acute ingestion of a higher dose of caffeine (i.e., >3 mg/kg) in
habituated individuals may offset the tolerance developed with the ingestion of 3 mg/kg/day.

The present research has different limitations that should be discussed. First, VT2 was identified
using a visual interpretation of the relationships of VE/VO., VE/VCO:, PerO, and PerCO: with
exercise intensity. Although this is a valid methodology [32], this method is subject to human error
and interpretation. To reduce this error, two trained researchers independently established VT: at
each day of caffeine/placebo ingestion without any knowledge about the individuals or the
substances under investigation. In most cases, they agreed in their visual identification of VT2 and
the seeking of a third researcher to solve disagreements was anecdotical. Second, we used VT2 as an
estimate of the anaerobic threshold during exercise of increasing intensity. The use of blood samples
to assess lactate concentration would be helpful to improve the identification of the aerobic-anaerobic
transition point. Finally, we used a moderate dose of caffeine to induce tolerance and the time of
chronic ingestion was relatively short. Therefore, the results of the current investigation may not
apply to endurance athletes with higher daily caffeine ingestion or those using caffeine chronically
for several months/years. Despite these limitations, the current investigation may be helpful for
athletes and coaches when planning the use of caffeine during endurance training and competition.

5. Conclusions

The acute intake of caffeine (i.e., day 1 of ingestion) at a dose of 3 mg per kg of body mass, prior
to exercise, increased the workload attained at VT2 with additional and concomitant benefits on VO2
and heart rate at VT2. In addition, there was a main effect of caffeine on the workload, VO: and heart
rate attained at VT2 when the substance was ingested chronically for twenty days, with no substance
x time interaction. However, the magnitude of the ergogenic response of caffeine progressively
attenuated with the daily ingestion of this substance for twenty days. This is because caffeine—placebo
pairwise comparisons revealed that caffeine was only effective to enhance the exercise workload at
VT2 for the first two weeks of chronic caffeine administration, but this benefit disappeared
afterwards. Regarding VO: and heart rate at VI, the benefits of caffeine were only present for the
first four days of consecutive administration. From a practical perspective, a dose of 3 mg of caffeine
per kg of body mass may be acutely employed to enhance exercise intensity at the second ventilatory
threshold, which may represent a potential benefit for training and competition. However, the
progressive tolerance to the ergogenic benefit of caffeine on VT2 suggests the convenience of avoiding
daily ingestion of caffeine. Although scarce, there is evidence suggesting that daily ingestion of
caffeine for 8 weeks, in conjunction with aerobic training, does not provided further benefits than
aerobic training without supplementation [47]. In addition, daily ingestion of caffeine for twenty days
may produce a progressive rise in some adverse effects associated to caffeine intake, such as increased
nervousness and vigor, irritability, insomnia and diuresis [48]. Perhaps the use of caffeine only before
a competition and/or before high-intensity training may be an acceptable option to maximize the
benefits of this stimulant while reducing tolerance and side effects.
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Abstract

Purpose This study aimed to identify and describe the time course of tolerance to the most common caffeine-induced side
effects.

Methods Eleven participants took part in a crossover, double-blind placebo-controlled experimental design. In one phase,
participants ingested 3 mg/kg/day of caffeine for 20 days, while in another phase, they ingested a placebo. Resting heart
rate and blood pressure were measured three times per week during each 20-day phase and a quantitative survey was used
to categorise the magnitude of side effects.

Results In the pairwise comparison with the placebo, the ingestion of caffeine increased systolic (+7.8+10.1%, P <0.05)
and diastolic blood pressure (+ 6.4+ 12.9% P <0.05) for the first 8 days of ingestion, but then this effect became attenuated
for both outcomes (on day 20, — 1.1 +£4.3% and + 0.9 +£9.6%, respectively). The ingestion of caffeine did not affect heart rate
at any time point. Caffeine increased the feelings of nervousness and vigour and the rating of gastrointestinal complaints,
insomnia and diuresis at several time points in the treatment (P < 0.05) and they did not disappear after 20 days of ingestion.
Conclusions The daily intake of 3 mg/kg of caffeine induced a meaningful elevation in arterial blood pressure that disap-
peared after 8 days. However, other caffeine-induced effects such as increased nervousness and vigour, irritability, insomnia
and diuresis remained after 20 days of consecutive caffeine ingestion. Although there was clear tolerance to the effect of
caffeine on blood pressure, the persistence of other side effects suggests the inconvenience of maintaining a chronic caffeine
intake, at least at the dose of 3 mg/kg/day.

Keywords Stimulants - Side effects - Heart rate - Blood pressure - Habituation

Introduction

Caffeine (1, 3, 7-trimethylxanthine) is a natural alkaloid
present in varying quantities in the leaves, fruits, and
seeds of various plants [1]. Caffeine can also be artificially
synthesised to be included in dietary supplements and
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over-the-counter medications with different forms of admin-
istration [2]. Caffeine is the most commonly consumed
psychoactive drug in current society even though it has no
nutritional value and is not essential for any physiological
process [3]. The high consumption of caffeinated products
worldwide is related to the wide range of physiological out-
comes provided by this substance. The capacity of caffeine
to increase physical [4—6] and cognitive performance [7] at
moderate doses (from 2 to 9 mg/kg) is likely the most com-
mon driver of caffeine use [8]. In addition, the regular intake
of coffee, the primary source of caffeine intake in modern
societies, has been related to additional benefits on health
status such as decreased risk of several cancers, cardiovas-
cular disease, Parkinson’s disease and type-2 diabetes [9].
Despite its purported benefits, the ingestion of a moder-
ate dose of caffeine has also been associated with several
deleterious effects such as increased anxiety, insomnia,
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gastrointestinal distress, and particularly with augmented
blood pressure at rest. The magnitude and duration of these
drawbacks are dose-dependent and might present some
interindividual variability due to genetics [10]. Interest-
ingly, most investigations show that habitual intake of caf-
feine does not increase the risk of high blood pressure val-
ues [11, 12] because tolerance to the cardiovascular effects
of caffeine is developed over time [13]. In agreement with
this finding, tolerance to both the positive and negative side
effects of caffeine ingestion has been identified with cross-
sectional experiments that compared regular caffeine con-
sumers vs. naive caffeine users [14—16]. However, there is
also evidence that disputes the existence of tolerance to the
effects of caffeine [17-20]. The lack of consistency among
these investigations might be due to the differences in the
methods used to categorise the consumption of caffeine, the
diverse duration of the protocols used to induce tolerance,
and the differences in the dose of caffeine administered/
ingested [15]. Nevertheless, the differences in the mecha-
nisms behind caffeine-induced positive and negative side
effects might also explain the inconsistency regarding toler-
ance to the effects of caffeine.

The blockade of central A, and A,, adenosine receptors
is the most likely mechanism behind the ergogenic and the
anxiogenic-like effects of caffeine [21]. On the other hand,
the caffeine-induced release of catecholamines, which act on
a- and p-adrenergic receptors, is the main factor responsible
for the cardiovascular outcomes induced by caffeine intake.
Interestingly, it has been found that chronic intake of caf-
feine produces an increase in the number of binding sites for
adenosine in the brain cortex [22], while a- and f-adrenergic
receptors appear to be down-regulated or unchanged [23].
Thus, the time course of tolerance to caffeine-induced effects
on performance might follow a different pattern to the tol-
erance to the caffeine-induced effects on cardiovascular
variables.

For this reason, the objective of the current investiga-
tion was to describe the evolution of the caffeine-induced
changes on resting blood pressure, heart rate and the magni-
tude of side effects typically associated with caffeine intake.
To avoid the effects of situational/interindividual variables
on tolerance to caffeine, we used an experiment with a cross-
over design in which participants acted as their own controls.

Materials and methods

Participants

Eleven healthy active individuals volunteered to participate
in this investigation. Participants were recruited through

advertisements placed on the university campus. Their
(mean +standard deviation; SD) age, body height, body mass

@ Springer

and body fat percentage were 32.3 +4.9 years, 171 +8 cm,
66.6 +13.6 kg, 16.6 +5.0%, respectively. In the sample, the
three women always started the treatments at the beginning
of their luteal phase. Before the onset of the current study, a
sample size calculation was performed according to the data
provided by an investigation carried out by Robertson et al.
[13] in which tolerance to caffeine-induced effects on blood
pressure was measured throughout 1 week (the caffeine dose
employed was 250 mg). The sample size calculation, per-
formed to have a statistical power of at least 80%, indicated
that at least two participants were needed to obtain a caf-
feine-induced effect on systolic blood pressure after 1 day of
caffeine ingestion (expected difference=11.7 mmHg), while
at least 11 participants were needed to detect an effect of caf-
feine on this variable after 3 days of consecutive ingestion
(expected difference =4.0 mmHg). All the recruited partici-
pants were low caffeine consumers (less than 100 mg/day
of caffeine, measured with a valid semi-quantitative food
frequency questionnaire [24]). They were non-smokers and
were not taking medication or dietary supplements for the
duration of the study. We selected healthy young individuals
to isolate the time course of tolerance to adverse effects of
caffeine from the mechanisms related to disease and aging.
Participants were informed of the experimental procedures
and possible discomforts associated with the chronic intake
of caffeine and gave their informed written consent to par-
ticipate in the investigation. The study was approved by the
Research Ethics Committee of the Camilo José Cela Univer-
sity, in accordance with the latest version of the Declaration
of Helsinki.

Experimental design

A double-blind, placebo-controlled, crossover experimen-
tal design was used for this investigation. In a randomised
order, participants ingested either an unidentifiable capsule
containing 3 mg/kg of caffeine (equivalent to 3—4 cups of
espresso coffee) each day during 20 consecutive days, or the
same capsule, but filled with a placebo for the same duration.
Although both caffeine (100% purity, Bulk Powders, United
Kingdom) and placebo (cellulose; 100% purity, Guinama,
Spain) capsules were ingested every day, the experimental
trials to assess the effect of caffeine over placebo on the
variables under investigation were performed 2 days before
the onset of each protocol of ingestion (day 0), and three
times per week (i.e. day 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18 and 20). For
the month before the onset of the experiments, participants
refrained from all sources of dietary caffeine to eliminate
any prior habituation to this stimulant. The consumption of
dietary caffeine (coffee, tea, chocolate, sodas, energy drinks,
etc.) and other stimulants was discontinued for the duration
of the experiments and compliance was verified with dietary
recalls.
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Experimental protocol

On the days of the trial visits, participants arrived at
the laboratory (09.00 am) in a fasted state (at least 8§ h
after their last meal). Upon arrival, the capsule with the
assigned experimental treatment was provided in an uni-
dentifiable bag and then later ingested by the participant.
Then, participants rested supine for 60 min to allow for
substance absorption. Resting heart rate (H10, Polar, Fin-
land), and systolic and diastolic blood pressure (M7 Com-
fort, Omron, Japan; by triplicate) were measured during
the last 5 min of the resting period. For these measure-
ments, participants lay comfortably on a stretcher with
an adjustable back to produce a hip flexion of 60° while
both hands rested on the abdomen. In this position, a cuff
was positioned around the participant’ right arm and the
microphone inserted in the cuff was carefully positioned
over the brachial artery, following the recommendations
of the manufacturer. In all trials, the same experimenter,
blinded to the treatments under investigation, placed the
cuff around the participant’s arm and the same internal
bladder—inserted within the cuff—was used for all meas-
urements. All these standardisations were carefully repli-
cated each day of measurement to obtain a reliable blood
pressure assessment [25]. An average of three blood pres-
sure measurements was used for analysis. The experimen-
tal procedures on day 11 were different from the remaining
days of measurement: on this day, resting heart rate and
the blood pressure measurements were performed before—
not after—capsule intake to have a “control” situation at
the mid-point of the treatments. After the resting measure-
ments, participants performed a standardised exercise pro-
tocol the results of which have been published elsewhere
[26]. Then, participants resumed their daily routines that
comprised office work or university tasks while keeping a
regular and stable diet and fluid regime. Participants were
also encouraged to maintain a stable schedule for each
daily activity, especially regarding waking up, eating and
resting schedules.

On the day after each trial visit, participants completed an
online survey to rate their feelings of nervousness, vigour,
and irritability on a 1-10-point scale. In this survey, partici-
pants were also asked to rate the magnitude of symptoms, if
any, of headache, gastrointestinal distress and muscle pain
and the magnitude of other side effects such as insomnia and
diuresis. This same survey has been previously employed
to assess the effect of the acute ingestion of caffeine on all
of these variables [3]. Participants were familiarised with
the survey before its application in the experiment and they
were informed that 1 point meant the minimal amount of the
variable/feeling and 10 points meant the maximal amount
of that variable (1 point was the value used to indicate not
feeling any different from a regular day).

Statistical analysis

The results of each test were blindly introduced into the
statistical package SPSS v 20.0 and subsequently analysed.
Data on systolic blood pressure, diastolic blood pressure
and resting heart rate were analysed with two-way (treat-
ment X day) analysis of variance (ANOVA). When the
ANOVA showed a significant effect on the treatment, dif-
ferences in all pairwise caffeine—placebo comparisons
were assessed using the Tukey post hoc test. Differences
in the self-rated variables were analysed using the Wil-
coxon signed-rank test. The criterion for statistical signifi-
cance in all these tests was set at P <(0.05. The data are
presented as mean + standard deviation. The effect size
was also calculated in all pairwise comparisons to allow
a magnitude-based inference approach [27]. Specifically,
the effect size statistic +95% confidence interval (CI) was
used on log-transformed data. A qualitative descriptor was
included to represent the likelihood of caffeine—placebo
difference in each variable and for each day of the experi-
mental trial. Ranges of likelihood < 1% indicated almost cer-
tainly no chances of change; 1-5%, very unlikely; 5-25%,
unlikely; 25-75%, possible; 75-95%, likely; 95-99%, very
likely; >99%, most likely. Differences were rated as unclear
when likelihood exceeded > 5% in both positive/negative
directions. Effect sizes were interpreted according to the fol-
lowing ranges: < 0.2, trivial; 0.2-0.6, small; 0.6—1.2, moder-
ate; 1.2-2.0, large; 2.0-4.0, very large and > 4.0, extremely
large [27].

Results

Figure 1 depicts systolic blood pressure fluctuations dur-
ing the 20-day treatments with caffeine and placebo. Spe-
cifically, systolic blood pressure was maintained relatively
constant at~ 114 + 11 mmHg during the whole placebo
treatment. The ingestion of caffeine increased systolic blood
pressure over the value recorded with the placebo (main
effect, P=0.003). The pairwise comparison showed that
systolic blood pressure was higher with caffeine on days
1, 4 and 8 (P <0.05), with no other caffeine—placebo dif-
ferences in the subsequent post hoc analysis. Interestingly,
the magnitude of the caffeine effect on systolic blood pres-
sure decreased during the treatment period, and the likeli-
hood of this effect changed from very likely on day 1 to
unclear on day 20. Diastolic blood pressure followed a
similar pattern to systolic blood pressure; with the placebo,
diastolic blood pressure was maintained relatively constant
at~70+7 mmHg during the whole treatment, but caffeine
increased diastolic blood pressure (main effect, P=0.037).
The post hoc analysis revealed caffeine—placebo differences
on days 4 and 8 (Fig. 2; P<0.05). The magnitude of the
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Fig. 1 Systolic blood pressure 3.0 ~
with the administration of 3 mg/
kg/day of caffeine or a placebo 2.5
for 20 consecutive days. The
upper panel depicts the effect 2.0 A
size (+95% confidence inter-
vals) for all pairwise compari- 15 4 ++
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possible likelihood of differ- o 10 ++ ++
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very likely, (++) likely, (+) P
possibly. The lower panel data 0.0 g T ; 1 T
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Different from day 0 within the —O-Placebo
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caffeine effect on diastolic blood pressure decreased during
the treatment period and its likelihood changed from likely
on day 1 to unclear on day 20. The ingestion of caffeine did
not affect resting heart rate at any time point (main effect,
P=0.239) when compared to the administration of the pla-
cebo, whereas the magnitude of the caffeine—placebo effect
was always between 0.1 and 0.3 and the likelihood unclear
in all pairwise comparisons (Table 1).

Figure 3 depicts self-rated feelings of nervousness with
the administration of caffeine over the placebo. The rat-
ing of nervousness was kept constant at~ 1.3 + 0.8 points
during the placebo treatment with no changes among
days. Caffeine increased the ratings of nervousness over
the placebo (main effect, P=0.022), specifically in the
pairwise comparisons on days 4, 6 and 13 (P <0.05). The
magnitude of the caffeine effect over the placebo on self-
rated nervousness tended to increase with the duration
of the treatment, although it was likely—most likely in all
pairwise comparisons. In comparison to the placebo, caf-
feine also increased the feelings of vigour (main effect,
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P =0.008), specifically in the pairwise comparisons on
days 1, 4, 6, 13, 15 and 18 (P <0.05). The magnitude of
the caffeine—placebo effect on vigour was moderate and
likely—very likely during the whole treatment (Fig. 4).

Table 2 contains information about the self-rated values
for headache, gastrointestinal distress and muscle pain.
With the placebo, headache was rated as <2 points dur-
ing the whole treatment, whereas the ingestion of caffeine
did not affect the ratings of headache at any time point
(main effect, P=0.971). However, caffeine increased the
ratings of gastrointestinal distress over the placebo (main
effect, P=0.033), and the pairwise comparison revealed
differences on day 1 and day 8 of ingestion at P <0.05.
The effects of caffeine to increase gastrointestinal com-
plaints were likely—very likely until day 15 of ingestion,
with unclear effects afterwards. Regarding muscle pain,
caffeine only produced very likely-likely effects on days
15 and 18 of ingestion at P <0.05, but the main effect for
this variable did not reach statistical significance (main
effect, P=0.174).
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Table 1 Heart rate after caffeine ingestion with the administration of
3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days

Day Heart rate
Placebo Caffeine Qualita-
tive infer-
ence
1 52+8 53+9 Unclear
4 52+8 51+9 Unclear
6 52+8 50+9 Unclear
8 51+6 50+9 Unclear
11 53+9 53+7 Unclear
13 55+10 52+9 Unclear
15 54+10 51+7 Unclear
18 52+8 50+8 Unclear
20 53+7 50+8 Unclear

6 8 10 12 14 16 18 20
Time (day)

Table 3 depicts information about self-rated irritability,
insomnia and diuresis during the treatments with placebo and
caffeine. In comparison to the placebo, the ingestion of caf-
feine produced unclear effects on irritability during the first
11 days of ingestion with likely—possibly effects afterward
(main effect, P=0.248). Overall, caffeine increased the rat-
ings of insomnia over the placebo (main effect, P=0.041)
with a pairwise difference identified on day 13 of ingestion
(P <0.05); caffeine effects on insomnia were very likely—pos-
sibly after 6 days of continuous ingestion and remained as
likely—possibly until the end of the treatment. Finally, caffeine-
induced a very likely—likely diuresis effect during the whole
treatment (main effect, P=0.049).
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Discussion

The current investigation aimed to describe the evolution
of the tolerance, if any, to the caffeine-induced changes
in resting blood pressure, heart rate and to the magnitude
of several adverse effects typically associated with the
consumption of caffeine. Using a crossover design with a
controlled and standardised amount of caffeine, the main
outcomes of this investigation were: (a) both systolic and
diastolic blood pressure were elevated with the acute
intake of caffeine, but this cardiovascular effect disap-
peared after 20 days of constant intake (Figs. 1, 2). (b) The
intake of caffeine also increased the ratings of nervous-
ness, vigour, irritability, insomnia, gastrointestinal distress
and diuresis, while most of these effects were still present
after 20 days of consecutive administration (Figs. 3, 4).
(c) Caffeine had no measurable effect on resting heart rate
nor on the ratings of headache or muscle pain. All this
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information suggests tolerance to the effects of caffeine
on raising blood pressure that is complete after 20 days of
consecutive ingestion, while other caffeine adverse effects
did not present a clear course of tolerance, at least for the
duration of this investigation.

The effect of caffeine on raising blood pressure is well
supported, although the magnitude of this effect depends on
caffeine dosage [10]. The lack of a caffeine-induced effect
on resting heart rate is also a common finding, and it has
been related to compensation to accommodate the elevation
in blood pressure [10]. In the current investigation, 3 mg/kg
of caffeine increased systolic blood pressure by +9.1+8.0%
on day 1 of ingestion, with no effect on resting heart rate
(Table 1). This effect of caffeine on raising systolic blood
pressure remained relatively constant for the first 8§ days
of consecutive ingestion and then it was progressively
reduced until it was non-existent on day 20 of ingestion. A
similar pattern was present in diastolic blood pressure with
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Table 2 Headache, gastrointestinal distress (GI) and muscle pain with the administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecu-

tive days
Day  Headache GI distress Muscle pain
Placebo Caffeine  Qualitative  Placebo Caffeine Qualitative inference ~ Placebo Caffeine  Qualitative inference
inference
1 1.0+0.0 12+04  Unclear 1.0+0.0 2.7+2.5%  Very likely 1.5+1.0 19+2.1 Unclear
4 12+0.6 19+27 Unclear 1.0+£0.0 2.8+3.1 Very likely 14+0.7 2.1+24 Unclear
6 1.8+19 1.6+1.3 Unclear 1.6+1.8 2.6+28 Unclear 20+25 2.1+22 Unclear
8 19+1.6 12+0.6 Unclear 1.0+0.0 23+1.7% Very likely 1.6+13 1.6+1.6 Unclear
11 1.3+09 1.2+0.6 Unclear 1.0£0.0 23+25 Very likely 1.0+0.0 1.7+1.6 Unclear
13 12+0.6 12+04  Unclear 1.3£09 24+27 Likely 1.5+0.8 22+2.1 Unclear
15 1.1+0.3 1.1+0.3  Unclear 1.1£03 24+25 Very likely 1.0+0.0 23+22  Very likely
18 1.1£0.3 12+04 Unclear 1.2+£0.6 1.8+2.1 Unclear 1.5+15 25+28 Likely
20 1.1+0.3 1.2+04 Unclear 1.0+£0.0 15«15 Unclear 1.6+1.8 25+2.8 Unclear

All variables were assessed with 1-10-point scales where 1 point meant the minimal amount of the variable and 10 points meant the maximal
amount of that variable (1 point was the value used to indicate not feeling any different from a regular day)

*Caffeine different from placebo for the same day of ingestion, P <0.05
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Table 3 Self-reported irritability, insomnia and diuresis, measured with a 1-10-point scale, with the administration of 3 mg/kg/day of caffeine or

a placebo for 20 consecutive days

Day  Irritability Insomnia Diuresis

Placebo Caffeine  Qualitative  Placebo Caffeine Qualitative inference ~ Placebo Caffeine  Qualitative inference

inference

1 1.1+03 14+09 Unclear 20+21 2.8+29 Unclear 1.0+0.0 22+1.7 Very likely
4 1.2+04 20+1.7 Unclear 22+24 35+33 Unclear 1.0+0.0 23+24  Very likely
6 1.6+£2.1 1.8+2.1 Unclear 1.8+2.1 3.6+34 Likely 1.2+0.6 33+29 Very likely
8 1.0£00 1.6+1.8 Unclear 19+16 3.0+25 Likely 1.2+06 2.8+28 Likely
11 1.0+£0.0 1.2+0.6 Unclear 24+24  33+3.1 Unclear 1.3+0.7 1.8+1.8 Unclear
13 1.0£03 1.3+£0.7 Likely 1.5+09 3.1+25% Very likely 1.1£03 22420 Likely
15 1.0£0.0 1.3+£0.7 Unclear 2.1+22  23+20 Possibly 1.1£03 2.0+£2.0 Likely
18 14+12 1.8+1.8 Possibly 1.7+15 3.1+25 Likely 1.2+06 22+1.7 Likely
20 14+24 22+24 Possibly 26+28 22+28 Possibly 1.1+03 22+2.0 Likely

All variables were assessed with 1-10-point scales where 1 point meant the minimal amount of the variable and 10 points meant the maximal
amount of that variable (1 point was the value used to indicate not feeling any different from a regular day)

*Cafteine different from placebo for the same day of ingestion, P <0.05

a+7.6+10.0% increase on day 1 of caffeine ingestion and
a progressively smaller effect afterwards.

These data coincide with the tolerance to caffeine effect
on blood pressure described by Robertson et al. [13] but
indicate that tolerance is not complete until after 20 days
of consecutive caffeine ingestion (instead of the ~4 days of
consecutive caffeine ingestion proposed by Robertson et al.
[13]). This is evident by the particularities of day 11 of
ingestion: on this day, blood pressure was measured before—
instead of after—the ingestion of the assigned capsule for
both caffeine and placebo treatments. This variation in the
day-to-day protocol of caffeine intake was chosen to assess
caffeine tolerance at the mid-point of the treatments but did
not interrupt the day-to-day ingestion of the substances. On
day 11, both systolic and diastolic blood pressure decreased
to a similar value to those of the placebo trial (Figs. 1, 2).
Interestingly, these cardiovascular variables again increased
on day 13 with the administration of caffeine, confirming
that caffeine was still capable of increasing blood pressure
after 13 days of constant intake and no tolerance had been
produced at this time. Thus, 20 days of constant caffeine
ingestion might be necessary to observe complete tolerance
to the effect of caffeine on raising blood pressure. Because
chronically elevated blood pressure is necessary to consider
this factor as a risk for cardiovascular disease [28], it is
likely that the tolerance to the effect of caffeine on blood
pressure eliminates most, if not all, of the negative impact
of caffeine on this type of condition [9].

The ratings of the several caffeine-induced adverse
effects measured in this investigation followed a time
course of tolerance that was different to the above-men-
tioned one for blood pressure. On the one hand, self-
reported levels of headache and muscle pain remained

@ Springer

unchanged with acute caffeine intake and thus, no toler-
ance was observed. The ratings of gastrointestinal com-
plaints were likely increased for the first 8 days of inges-
tion and then they decreased to be unclear at the end of
the treatment (Table 2). On the other hand, nervousness,
vigour, irritability, insomnia and diuresis increased with
caffeine over the pairwise comparison with the placebo on
different days of the treatment and a maintained/increased-
like pattern was present during the entire treatment with
caffeine. Overall, these data indicate that several of the
adverse effects experienced with the intake of caffeine are
still persistent after 20 days of constant ingestion. While
the absence of complete tolerance to the caffeine effect on
vigour might be perceived as positive because it suggests
enhanced stamina, the persistence of the remaining side
effects indicates that the chronic intake of a moderate dose
of caffeine might produce several drawbacks.

The disparities in the time courses of tolerance for the
different caffeine-induced effects measured in this investiga-
tion might be related to the differences in the mechanisms
of action of caffeine on body tissues. It is believed that the
effect of caffeine on blood pressure is mainly mediated
through the elevation in the serum concentration of catecho-
lamines [13], although increased peripheral vascular resist-
ance induced by caffeine on vascular smooth muscle might
also play a role [29]. Because the increase in plasmatic lev-
els of stress hormones induced by caffeine is progressively
reduced with chronic ingestion [13], a similar and concomi-
tant reduction of the effect of caffeine on blood pressure is
then expected. Additionally, the down-regulation of o- and
B-adrenergic receptors with continuous caffeine intake might
also contribute to fast tolerance to the effect of caffeine on
blood pressure [23].
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The blockade of central A; and A,, adenosine recep-
tors is the most well-supported mechanism of action for all
the effects of caffeine on the central nervous system [30].
There is evidence of this mechanism in both animal [31] and
human models [32] when ingested at low-to-moderate doses
[21]. Adenosine is a neuromodulator in the nervous system
that reduces neuronal excitability through the activation of
inhibitory adenosine receptors. Caffeine can block adenosine
receptors, thus reducing the inhibitory effects of adenosine.
This mechanism might explain both increased physical per-
formance and the stimulant-like effects of caffeine, because
both outcomes might be expected with the blockade of
adenosine receptors in the brain. In this respect, it seems
that both the ergogenic [26] and the stimulant-like effects
of caffeine share a similar time course of tolerance, because
caffeine still exerts both effects after 20 days of consecutive
ingestion. Considering these results, it is suggested that caf-
feine still has the capacity of acting as an active competitor
for the adenosine receptors even after 20 days of constant
ingestion. The absence of complete tolerance to these caf-
feine effects is likely mediated through the increase in the
de novo binding sites for adenosine created with the chronic
ingestion of caffeine [22].

The present investigation has several limitations. First,
the duration of the caffeine/placebo treatments was 20 days.
Because the individuals considered as habitual caffeine con-
sumers can use this substance daily for weeks or even years,
the results of the current investigation might not be repre-
sentative of chronic caffeine consumption. Second, toler-
ance to the cardiovascular and adverse effects of caffeine
was tested with a moderate dose (e.g. 3 mg/kg/day). It is
still possible that lower or higher doses of caffeine produce a
different time course for tolerance to the effects found in this
investigation. Third, only 11 participants were recruited for
this investigation, so the confirmation of these results with
a larger sample is required to produce a more generalised
and comprehensive understanding of tolerance to caffeine
effects. Last, we did not obtain blood samples during the
ingestion protocols to determine plasma caffeine and cat-
echolamine concentration. Thus, we were unable to deter-
mine the influence of the serum levels of these substances
on the evolution of the effects found in this investigation.

In summary, tolerance to the effects of caffeine on the
human body is a complex phenomenon, and the time course
of habituation to the different caffeine-induced effects might
depend on the mechanism of action of this stimulant on body
tissues. The acute ingestion of 3 mg/kg of caffeine induced
increased systolic and diastolic arterial blood pressure,
whereas a progressive tolerance to this cardiovascular effect
was present when caffeine was ingested daily over ~3 weeks.
Overall, the effect of caffeine on elevating blood pressure
was eliminated after 20 days of constant ingestion. In con-
trast, adverse effects typically associated with caffeine

intake, such as increased nervousness, increased vigour,
irritability, insomnia and diuresis, remained after 20 days
of ingestion. These results support the notion that the stim-
ulant-like effect of caffeine persists after ~3 weeks of con-
tinuous moderate ingestion, but some downsides accompany
this effect. Although there was an evident tolerance to the
effect of caffeine on blood pressure, the persistence of other
side effects suggests the inconvenience of maintaining a
chronic caffeine intake, at least in the dose of 3 mg/kg/day.
Further investigations should determine whether tolerance
to the effect of caffeine on blood pressure is also present
when the dose of caffeine is higher than 3 mg/kg/day, as
the European Food Safety Authority indicates that the daily
intake in Europe ranges from 37 to 310 mg per day (~0.7
and 4.2 mg/kg/day [33]). In addition, the existence of toler-
ance to the effect of caffeine on blood pressure should also
be confirmed in older adults as they might be more prone to
suffer hypertension [34] and then the “negative” impact of
acute caffeine intake in increasing blood pressure could be
greater in this population. Lastly, it is necessary to test the
tolerance to the stimulant-like effect of caffeine using peri-
ods of chronic caffeine intake longer than 20 days.
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Abstract: The ergogenicity of caffeine on several exercise and sport situations is well-established.
However, the extent of the ergogenic response to acute caffeine ingestion might greatly vary among
individuals despite using the same dosage and timing. The existence of one or several individuals
that obtained minimal ergogenic effects or even slightly ergolytic effects after caffeine intake (i.e.,
non-responders) has been reported in several previous investigations. Nevertheless, the concept
non-responding to caffeine, in terms of physical performance, relies on investigations based on
the measurement of one performance variable obtained once. Recently it has been suggested that
correct identification of the individual ergogenic effect induced by caffeine intake requires the
repeated measurement of physical performance in identical caffeine—placebo comparisons. In this
communication, we present data from an investigation where the ergogenic effect of acute caffeine
intake (3 mg/kg) was measured eight times over a placebo in the same individuals and under the
same conditions by an incremental cycling test to volitional fatigue and an adapted version of the
Wingate cycling test. The ergogenic response to caffeine varied from 9% to 1% among individuals, but
all participants increased both cycling power in the incremental test and Wingate mean power at least
three to eight times out of eight the caffeine—placebo comparisons. These data expand the suggestion
of a minimal occurrence of caffeine non-responders because it shows that all individuals responded
to caffeine when caffeine is compared to a placebo on multiple and repeated testing sessions.

Keywords: individual responses; responders; exercise performance; ergogenic aids

1. Introduction

2018 has been a prolific year for the publication of manuscripts aimed at explaining the causes of
the interindividual variations for the ergogenic response of caffeine ingestion on exercise performance.
Particularly, we read with interest the reviews by Southward et al. [1] and Fulton et al. [2] and the letter
by Grgic [3], published in Nutrients in 2018, because they offered new insights towards unveiling the
causes of the variability on physiological responses to caffeine. With this communication, we want to
expand the understanding about why some individuals obtain less ergogenic benefits after the ingestion
of a moderate dose of caffeine than others, and perhaps it will help to dispel the myth/concept of
non-responders to caffeine, at least when referring to exercise performance.

2. Individual Responses to Ergogenic Effects of Caffeine Ingestion

The utility of caffeine to increase physical performance in several exercise and sport situations
is well-established and has been recently confirmed by systematic reviews and meta-analyses [4-7].
In addition, the use of caffeine or caffeinated products before competition is high, especially in individual
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sports or athletes of sports with an aerobic-like nature [8]. However, a small number of investigations
have shown that the extent of the ergogenic response(s) to acute caffeine ingestion might greatly vary
among individuals ([9-11] and the analysis of several investigations in [3]). These latter investigations
have used cross-over and randomized experimental designs where the intake of a moderate dose of
caffeine (1-6 mg/kg) is compared to a placebo condition in a group of individuals. Interestingly, these
investigations indicated that, despite caffeine having produced an increase in physical performance as a
group mean, one or several individuals obtained minimal ergogenic effects or even slightly ergolytic
effects after caffeine intake despite being under the same experimental protocol. These individuals are
frequently categorized as non-responders to the ergogenic effects of caffeine [12] and the causes for the
lack of a positive physical response to caffeine have been associated to genetic (CYP1A2 and ADORA2A
polymorphisms) and environmental factors, such as tolerance developed by chronic caffeine use and
inappropriate timing and dose of administration or training status [13,14].

3. The Concept of Non-Responding to Caffeine Based on One Caffeine-Placebo Comparison

Recently, Pickering and Kiely [13] and Grgic [3] have criticized the concept non-responding to
caffeine, in terms of physical performance, because this notion mostly relies on investigations based on
the measurement of one performance variable obtained once. This experimental methodology to assess
individual responses to caffeine ingestion might produce erroneous inferences because an individual
does not always respond to caffeine to the same extent in all forms of exercise testing [9,15]. In addition,
the reliability of the exercise test also needs to be considered when extrapolating conclusions regarding
possible non-responses to the performance-enhancing effects of acute caffeine intake [3]. In fact,
investigations where the ergogenic response to caffeine was explored by using the results of more than
one physical performance test have shown that one participant might be categorized as a responder
and a non-responder to caffeine at the same time due to his/her different outcomes in the different
performance tests [9,15]. Pickering and Kiely [13] and Grgic [3] concur in suggesting that correct
identification of the individual ergogenic effect induced by caffeine intake requires the repeated
measurement of physical performance in identical caffeine-placebo comparisons. As suggested by
Grgic [3], one of the following options can be selected to assess the individual ergogenic effect induced
by caffeine: (1) multiple exercise tests with the same dose of caffeine or, (2) multiple doses of caffeine
with the same exercise test, or (3) using a more complex protocol that combines repeated assessments
of physical performance on different days using the same exercise test and dose of caffeine. If this is
the case, most of the previous investigations on the study of individual responses to ergogenic effects
of caffeine might not be methodologically correct because the categorization has been mainly based on
one caffeine—placebo comparison.

4. Repeated Testing of the Ergogenic Effect of Caffeine Ingestion Measured on Two Exercise Tests

We have recently published an investigation where the ergogenic effect of caffeine (3 mg/kg)
was measured eight times over a placebo in the same individuals by using two physical performance
tests: an incremental cycling test to volitional fatigue (25 W /minutes) and an adapted version of the
Wingate cycling test [16]. The performance measurements were accompanied by the measurement of
resting blood pressure, in addition to other physiological variables. The investigation was aimed at
determining the time course of tolerance to the performance benefits of caffeine, and 11 participants
ingested 3 mg/kg/day of caffeine, or a placebo, for 20 consecutive days. It is important to indicate
that all participants were light caffeine consumers and refrained from all sources of dietary caffeine for
the month before the onset of the experiment to eliminate the effect of habituation to caffeine (which
represents another possible source of error when assessing individual responses). The caffeine—placebo
comparisons were made after 1, 4, 6, 8, 13, 15, 18, and 20 days of consecutive caffeine or placebo
ingestion while the order of the 20-day treatments was randomized. The coefficient of variation of
the exercise tests and of the arterial blood pressure measurement were calculated by using the values
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obtained in the 20-day placebo treatment. A complete description of methods and standardizations
can be found in the publication of this experiment [16].

Because the tolerance to the ergogenic effect of caffeine was not completed after 20 days of
consecutive ingestion, we have performed a sub-analysis for this communication to present the individual
responses to acute caffeine intake in each of the eight identical caffeine-placebo comparisons. Figure 1
presents individual box-and-whisker plots for changes induced by caffeine intake, over the ingestion
of a placebo, on cycling power obtained during the incremental test (Wmax) and mean cycling power
obtained during the 15-second Wingate test. Figure 1 is a clear example of the interindividual variability
in response to caffeine ingestion, with diverse caffeine-induced ergogenicity observed among individuals.
Figure 1 has been organized in a ergogenicity-decrescent manner from left to right, with the participant
showing the highest response to the ergogenic effects of caffeine at the left (subject 1 = 9.0 £ 3.6% and
2.3 £ 1.4% for Wmax and Wingate cycling power, respectively) and the individual with the lowest
response at the right (subject 11 = 0.6 4= 6.3% and 1.6 £ 4.2% for Wmax and Wingate cycling power,
respectively). Furthermore, Figure 1 also shows the intraindividual variability for the ergogenic effects
of caffeine on both exercise performance tests. This figure disputes the notion of non-responding
to the ergogenic effect of caffeine because all of the 11 included participants improved performance
following caffeine ingestion, in either the graded exercise test or the Wingate test, in at least three testing
occasions (with the magnitude of improvements exceeding the coefficient of variation for each test).
These data expand the suggestion of a minimal occurrence of non-responders [3] because it shows that
all individuals responded to caffeine, to an extent above the random error of the performance tests, when
a repeated caffeine—placebo testing protocol was used to assess individual responses to caffeine. Thus,
in the opinion of the authors of this manuscript, the concept of non-responders to the ergogenic effects of
caffeine should be revisited.

Figure 2 offers further insights on this topic because it presents individual data on caffeine-induced
changes on resting systolic and diastolic blood pressure, measured before exercise, which is a variable
also employed to categorize individual responses to acute caffeine ingestion [17]. As it happens
with the ergogenic effect of caffeine, the outcomes of caffeine on blood pressure had great inter- and
intraindividual variability. However, the participants with the highest responses to the cardiovascular
effects of caffeine were the ones with the lowest response to the ergogenic effects of caffeine (with
the exception of subject 5). To further explore this relationship, Figure 3 associates ergogenic and
cardiovascular responses to caffeine ingestion. Interestingly, changes induced by caffeine intake
in both systolic and diastolic blood pressures were negatively related to caffeine ergogenicity in
both cycling performance tests. Briefly, this would mean that the individual with a high response
to the cardiovascular effects of caffeine would be less prone to obtain ergogenic benefits from this
substance. Although the mechanism behind this association is not evident from the current analysis,
the association between high cardiovascular response to caffeine and decreased performance effects
of caffeine has support in the literature. Wardle et al. [18] found that high cardiovascular responders
to a 200-mg dose of caffeine decreased their willingness to exert an effort, a negative outcome that
was not present in low cardiovascular responders to caffeine. This information might suggest that
the cardiovascular and performance effects of caffeine might be incompatible and implies that high
and low responders to the ergogenic effect of caffeine may exhibit divergent blood pressure response
following acute caffeine ingestion. However, given the overall low sample number of the current
study, this is an area that merits future research. If we can pinpoint that simple measurements such
as blood pressure responses to caffeine ingestion are related to the magnitude of improvements in
performance, this information may be of considerable practical importance for coaches and athletes
when determining an optimal approach to caffeine supplementation.
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Figure 1. Box-and-whisker plots for the ergogenic effects of 3 mg/kg of caffeine on cycling power
during a graded exercise test (upper panel) and during a 15-second Wingate test (lower panel). Caffeine
was compared to a placebo on eight different occasions and each plot represents the results of these
eight caffeine—placebo comparisons for each participant. “Average” represents the mean values for
all 11 participants. The cross depicts the mean value for each individual while the lower, middle,
and upper lines of the box represent the 25%, 50%, and 75% percentile for each individual. Whiskers
represent the lowest and highest values (range). The black dashed line represents the natural variation
of the graded exercise test (£ 2.4%) and the 15-second Wingate test (£ 2.7%) measured during the
placebo treatment.
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Figure 2. Box-and-whisker plots for the effects of 3 mg/kg of caffeine on resting systolic (upper panel)
and diastolic (lower panel) blood pressure (BP). Caffeine was compared to a placebo on eight different
occasions and each plot represents the results of these eight caffeine—placebo comparisons for each
participant. “Average” represents the mean values for all 11 participants. The cross depicts the mean
value for each individual while the lower, middle, and upper lines of the box represent the 25%, 50%,
and 75% percentile for each individual. Whiskers represent the lowest and highest values (range).
The black dashed line represents the natural variation of the systolic (+ 3.3%) and diastolic blood
pressure (£ 3.8%) measured during the placebo treatment.
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Figure 3. Relationships between the ergogenic effect of caffeine and systolic (upper panel) and diastolic
(lower panel) blood pressure (BP). The ergogenic effect of caffeine was obtained by measuring peak
cycling power during a graded exercise test (Wmax) and during a 15-second Wingate test. Caffeine
was compared to a placebo on eight different occasions and each dot represents an average of these
eight caffeine-placebo comparisons for each participant.

5. Conclusions

In conclusion, the data provided in this communication do not dispute the existence of a great
interindividual variability to the ergogenic effects of caffeine ingestion, nor the genetic, environmental,
or epigenetic causes associated to this variability. However, this analysis suggests that all individuals,
to some extent, positively respond to the acute ingestion of 3 mg/kg of caffeine, while the magnitude of
the ergogenic effect might be the result of the totality of consequences induced by caffeine ingestion on
the human body. In this respect, this communication suggests that the individuals with a high response
to the cardiovascular effects of caffeine would be less prone to obtaining ergogenic benefits from
this stimulant. Caffeine ergogenicity might be subject to genetic influence, but future investigations
on this topic should assess the individual ergogenic response to caffeine by using different forms
of exercise testing and/or by using well-standardized caffeine-placebo comparisons on multiple,
repeated testing sessions. In the point of view of the authors, this repeated measurement of the
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ergogenic effect of caffeine would help to reduce the equivocal findings of previous investigations
on genetic variations [2]. From a practical perspective, the adjustment of appropriate dosage, timing,
and form of administration of caffeine for an athlete might require several examinations in which
physical performance and side-effects of caffeine should be measured and registered over a control
situation. Gathering conclusions about the ergogenic effect of caffeine in one individual solely based
on the results from one performance test might induce erroneous conclusions in both scientific and
sport settings. The use of multiple, repeated comparisons between a potentially active substance vs.
a placebo might also be recommended when investigating the individual ergogenic responses to other
ergogenic substances/supplements.
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HOJA DE DATOS







HOJA DE DATOS

SUJETO: FECHA:
Temperatura: Humedad:
Tension arterial: Altura sillin:

Cadencia media:

*si las dos medidas primeras son iguales no se realiza la tercera.

F.C reposo: Sillin: Rpm: Mascara:

Watios Minuto de inicio | Minuto de fin F.C (entre el seg.40 y 50)

Calentamiento

50

75

100

125

150

175

200

225

250

275

300

325

350

(al final)

Observaciones:




NOMBRE: FAT MAX:

PRUEBA: A/B FECHA:

HORA DE INGESTA: HIDRATACION:
TEMPERATURA:

HUMEDAD:

TENSION ARTERIAL:

SISTOLICA DIASTOLICA FC

MINUTOS MINUTOS DE | FRECUENCIA VO R ESCALA DE
ANALIZADOR MEDICION CARDIACA 2 BORG

4-5

9-10

14-15

19-20

24-25

29-30

34-35

39-40

44-45

49-50

54-55

59-60




HOJA DE DATOS VO,MAX
PRUEBAS DEL CICLO

SUJETO: FECHA: CICLO:

Hora de Ingesta:
Temperatura:
Humedad:
Cadencia:

HORA DE INICIO INCREMENTAL __/_/__ HORAFINAL INCREMENTAL _/ /
HORA DE INICIO WINGATE _ / /.

Rpm: Mascara:

Minuto |Minuto |F.C(entre el Saturacion | Saturacion

Watios
de inicio |de fin seg.40y 50) izquierda |derecha

Calentamiento

50

75

100

125

150

175

200

225

250

275

300

325

350

Escala de Borg (al final)

Observaciones:

Lactato (pasado 1')

Wingate (157) Potencia Escala de Borg | Escala de Borg |[Lactato
Maxima al comenzar al finalizar




Valora del 1 al 10, siendo 1 poco o nada y 10 mucho:

Valora tu percepcion de fuerza/velocidad de la prueba WINGATE:

1 2 3 4 5 6 7 8 10
Valora tu percepcion de resistencia durante la prueba incremental:

1 2 3 4 5 6 7 8 10
Valora tu percepcion de fatiga durante la prueba incremental:

1 2 3 4 5 6 7 8 10

¢Te han gustado/servido los efectos que has sentido?

¢Has tomado algin medicamento por algun motivo?




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PRUEBA DE RENDIMIENTO

NOMBRE Y APELLIDOS
DNI

Usted va a realizar una prueba de ejercicio sobre un cicloergdmetro. La intensi-
dad del ejercicio va a comenzar baja y se aumentara la carga en periodos de tiempo
iguales hasta que se obtenga su maximo esfuerzo. Durante la prueba se le solicitara
gue respire a través de una careta o boquilla para analizar su consumo de oxigeno.
Este procedimiento no le impedira respirar normalmente el aire de la sala. Al finali-
zar la prueba se le extraerd una pequefia muestra de sangre por medio de puncidn
en el pulpejo del dedo. Durante estas extracciones se seguirdn procedimientos con
la mayor asepsia posible para evitar la infeccion de las punciones. Ademas se le
monitorizara la frecuencia cardiaca a través de una banda elastica fijada a su pecho.

El grupo de investigadores podemos parar la prueba en cualquier momento si
observamos en usted signos de fatiga anormales, cambios repentinos en su frecuen-
cia cardiaca, presidn sanguinea, u otros sintomas que usted pueda experimentar
(mareos, descoordinacion). Es importante que sepa que puede suspender la prueba
en cualquier momento por sentir fatiga u otras molestias que no fuesen obvias para
nosotros.

Existe la posibilidad que ocurran anormalidades en la tensién arterial, alteracion
en el ritmo cardiaco o en raras ocasiones, fibrilacion o parada cardio-respiratoria.
Todos nuestros esfuerzos estardan encaminados a minimizar estos riesgos y se tendra
una observacion cuidadosa durante la prueba. En caso de que se de una situacion de
emergencia de este tipo se le brindaran los primeros auxilios y se le trasladaria con
la mayor celeridad al hospital mas cercano.

La informacidn que usted nos oculte o nos de inadecuadamente acerca de expe-
riencias previas de sintomas relacionados con su sistema cardiorespiratorio (seme-
jantes a dificultad respiratoria con bajo nivel de actividad fisica, dolor o sensacién de
opresion en el pecho, cuello, mandibula, espalda o brazos) en relacién a esfuerzos
fisicos puede afectar la seguridad de su prueba de rendimiento en forma negativa.
La informacion acerca de cualquiera de estos sintomas durante la practica del ejerci-
cio es de vital importancia y deberia de comunicarnoslo ahora mismo.



Igualmente debe usted decirnos los medicamentos que este tomando en los ulti-
mos dias y especialmente los tomados el mismo dia de la prueba.

Cualquier pregunta o duda que tenga usted acerca de la prueba, por favor debe
hacérnosla saber y se la resolveremos.

La informacidn fruto de esta prueba de rendimiento serd confidencial y no serd
revelada a ninguna persona, excepto a su medico y/o entrenador. Sin embargo, esta
informacién puede ser usada para analisis estadisticos y propdsitos cientificos.

CONSENTIMIENTO:

Es asi que acepto voluntariamente realizar la prueba de rendimiento para deter-
minar el nivel de capacidad fisica y rendimiento deportivo. Entiendo que puedo pa-
rar la prueba en cualquier momento si asi lo decidiese. Se me ha ofrecido una copia
de esta hoja para quedarmela si lo deseo.

He leido y entendido los procedimientos de la prueba de rendimiento y el riesgo
gue puede conllevar la misma y he tenido una respuesta satisfactoria a mis pregun-
tas acerca de la misma.

Consiento pues la prueba de rendimiento realizada en

Fecha: Firma del sujeto a estudio o su padre o tutor:

Fecha: Firma del testigo:



Titulo del Proyecto: Efectos de la ingesta prolongada de
cafeina sobre el rendimiento aerdbico y anaerodbico.

DL/DRI@ et ettt ettt ettt et et e st et et e e e e , con fecha de nacimiento:
.................................. yconDNINn2..........ccceeeeeeeneeeenen., manifiesta que ha sido conve-
nientemente informado por el investigador responsable del proyecto, el Dr. Beatriz
Lara Lopez, quien le ha explicado las actividades que se van a realizar y ha resuelto
todas sus dudas por lo que afirma que es conocedor de lo que su participacion supo-
ne, incluyendo todos los beneficios y riesgos que podria suponer su participacion en
este estudio, que son los siguientes:

El beneficio derivado de tu participacion sera:

- Anivel individual: La posibilidad de obtener informacién sobre tu rendimien-
to deportivo con la ingesta de cafeina en un largo periodo de tiempo, pudiendo te-
ner, por tanto, si asi lo solicitas, tus resultados de las diferentes pruebas realizadas.

- Anivel social: La obtencion de informacidon muy util para establecer el efecto
gue tiene la cafeina de manera prolongada en el rendimiento deportivo, en las dife-
rentes modalidades que vamos a estudiar.

Los riesgos derivados de tu participacion se limitan a:

- Posibilidad de lesidn en la realizacién de las pruebas, por algin accidente que
pudiese acontecer en la realizacion de las mismas. En cualquier caso, el riesgo de
lesidon no sera mayor al de otros entrenamientos. Los investigadores minimizaran el
riesgo de lesidn estableciendo un calentamiento estandarizado con una parte espe-
cifica.

- Existe también el riesgo de que la cafeina te genere cierta intolerancia tras su
consumo.

Afirma, igualmente que ha sido también informado de que sus datos personales
serdn protegidos e incluidos en un fichero que debera estar sometido a y con las
garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.

Por ello, su firma en el presente documento significa que participa voluntaria-
mente en los procedimientos experimentales explicados en la hoja informativa y que
OTORGA su CONSENTIMIENTO para el uso de sus datos y muestras obtenidas, con el
unico fin de cubrir los objetivos especificados del presente estudio.

Madrid a ...... de o, del.eenn.

Fdo.



Titulo del Proyecto: Efectos de la ingesta de cafeina en la saturacion de
oxigeno en una prueba incremental de esfuerzo y un Wingate.

(D40 13T H TP , con fecha de nacimiento:
.................................. y con DNI n2 ........cccceeeeeeveveneenenn., manifiesta que ha sido con-
venientemente informado por el investigador responsable del proyecto, Carlos Ruiz
Moreno, quien le ha explicado las actividades que se van a realizar y ha resuelto
todas sus dudas por lo que afirma que es conocedor de lo que su participacion supo-
ne, incluyendo todos los beneficios y riesgos que podria suponer su participacion en
este estudio, que son los siguientes:

El beneficio derivado de tu participacion sera:

- Anivel individual: La posibilidad de obtener informacién sobre tu rendimien-
to deportivo con la ingesta de cafeina, pudiendo tener, por tanto, si asi lo solicitas,
tus resultados de las diferentes pruebas realizadas.

- Anivel social: La obtencion de informacidon muy util para establecer el efecto
gue tiene la cafeina de incidiendo en la saturacién de oxigeno como variable de tu
rendimiento deportivo, en las diferentes modalidades que vamos a estudiar.

Los riesgos derivados de tu participacion se limitan a:

- Posibilidad de lesion en la realizacion de las pruebas, por algin accidente que
pudiese acontecer en la realizacién de las mismas. En cualquier caso, el riesgo de le-
sidn no sera mayor al de otros entrenamientos. Los investigadores minimizaran el ries-
go de lesidn estableciendo un calentamiento estandarizado con una parte especifica.

- Existe también el riesgo de que la cafeina te genere cierta intolerancia tras su
consumo.

Afirma, igualmente que ha sido también informado de que sus datos personales
seran protegidos e incluidos en un fichero que debera estar sometido a y con las
garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.

Por ello, su firma en el presente documento significa que participa voluntaria-
mente en los procedimientos experimentales explicados en la hoja informativa y que
OTORGA su CONSENTIMIENTO para el uso de sus datos y muestras obtenidas, con el
unico fin de cubrir los objetivos especificados del presente estudio.

Madrid a ...... de i, del.eennn.

Fdo.



Titulo del Proyecto: Efectos de una ingesta aguda de la
cafeina en el rendimiento de la oxidacion de grasas.

DL/DRI@ et ettt ettt ettt et et e st et et e e e e , con fecha de nacimiento:
.................................. y con DNI n? ........cccceeeeeeevennenenn., manifiesta que ha sido con-
venientemente informado por el investigador responsable del proyecto, Carlos Ruiz
Moreno, quien le ha explicado las actividades que se van a realizar y ha resuelto
todas sus dudas por lo que afirma que es conocedor de lo que su participacion supo-
ne, incluyendo todos los beneficios y riesgos que podria suponer su participacion en
este estudio, que son los siguientes:

El beneficio derivado de tu participacion sera:

- Anivel individual: La posibilidad de obtener informacién sobre tu rendimien-
to deportivo con la ingesta de cafeina, pudiendo tener, por tanto, si asi lo solicitas,
tus resultados de las diferentes pruebas realizadas.

- Anivel social: La obtencion de informacidon muy util para establecer el efecto
gue tiene la cafeina de incidiendo en la saturacién de oxigeno como variable de tu
rendimiento deportivo, en las diferentes modalidades que vamos a estudiar.

Los riesgos derivados de tu participacion se limitan a:

- Posibilidad de lesidn en la realizacién de las pruebas, por algin accidente que
pudiese acontecer en la realizacion de las mismas. En cualquier caso, el riesgo de
lesidon no sera mayor al de otros entrenamientos. Los investigadores minimizaran el
riesgo de lesidn estableciendo un calentamiento estandarizado con una parte espe-
cifica.

- Existe también el riesgo de que la cafeina te genere cierta intolerancia tras su
consumo.

Afirma, igualmente que ha sido también informado de que sus datos personales
serdn protegidos e incluidos en un fichero que debera estar sometido a y con las
garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.

Por ello, su firma en el presente documento significa que participa voluntaria-
mente en los procedimientos experimentales explicados en la hoja informativa y que
OTORGA su CONSENTIMIENTO para el uso de sus datos y muestras obtenidas, con el
unico fin de cubrir los objetivos especificados del presente estudio.

Madrid a ...... de o, del.eenn.

Fdo.
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DON PEDRO MANONELLES MARQUETA, en su calidad de presidente del
Comité Organizador de las VII JORNADAS NACIONALES DE MEDICINA
DEL DEPORTE “EL EJERCICIO FiSICO: DE LA PREVENCION AL
TRATAMIENTOQO”, desarrolladas en Zaragoza los dias 24 y 25 de noviembre
de 2017

CERTIFICA que:

D. Carlos Ruiz Moreno

ha participado en las mismas defendiendo la exposicion:

TOLERANCIA A LOS EFECTOS ERGOGENICOS DE LA CAFEINA CON
UNA INGESTA CONTINUADA

Lo que certifico a los efectos oportunos en Zaragoza a 03 de mayo de 2021.

Dr. Pedro Manonelles

Presidente Comité Organizador

VIl Jornadas Nacionales de Medicina del
Deporte
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X CURSO DE MEDICINA Y
TRAUMATOLOGIA DEL DEPORTE
Medicina y Traumatologia aplicada al

DEPORTISTA VETERANO

D. Carlos Ruiz Moreno

Ha asistido en calidad de Asistente al X Curso de Medicina y Traumatologia del Deporte - Medicina y
Traumatologia aplicada al DEPORTISTA VETERANO, celebrado en Toledo los dias 17 y 18 de febrero de 2017.
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Dr. D. Fernando Jiménez Diaz = : Dr. Pedro Manonelles Marqueta
Director del Curso - Presidente del Comité Cientifico
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European College of Sport Science e

Monday, 03 May 2021

Confirmation of Presentation and Publication

To whom it may concern,

We hereby confirm that the abstract titled "CAFFEINE ERGOGENICITY IN MAXIMAL
AEROBIC AND ANAEROBIC EXERCISE IS UNRELATED TO IMPROVED MUSCLE
DEOXYGENATION" was accepted as a Mini-oral Presentation at the 23™ annual
Congress of the ECSS in Dublin, Ireland (4th - 7th of July 2018).

Authors:
RUIZ-MORENO, C., GUT[ERREZ—HELLf/\/, J, CUELLAR-RA YO, A, LARA, B., DFL
COSO, J.

The above-mentioned abstract was also published in the Book of Abstracts of the
23th annual Congress of the ECSS in Dublin, Ireland (4th - 7th of July 2018).

Yours sincerely,

_—
g
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Thomas Delaveaux
Executive Director

European College of Sport Science
Thomas Delaveaux, Executive Director, Aachener Strasse 1053-1055, 50858 Cologne, Germany
Phone: +49 221 9626 2771, Fax: +49 221 9626 2779, E-Mail: office@sport-science.org
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