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Resumo

Introdugao: O exercicio fisico € um potente estimulador fisiolégico e biomolecular
capaz de promover diversas respostas fisioldgicas. As respostas fisiolégicas advindas
do exercicio fisico sdo dependentes da carga de treinamento imposta entre cada uma
das sessodes. Estudos realizados em humanos e modelos animais comprovam que a
restricdo de sono tem consequéncias significativas no desempenho fisico. Objetivo:
O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da restricdo de sono sobre o
desempenho do treinamento resistido, quantificando variaveis bioquimicas e
moleculares. Métodos: Foram utilizados 30 ratos Wistar machos com 60 dias de idade
divididos em quatro grupos (Sedentario Controle (SC; N = 5), Sedentario Restrigdo de
Sono (SRS; N = 5), Treinado Controle (TC; N = 10), e Treinado Restricdo de Sono
(TRS; N = 10)). Os animais foram submetidos a um teste de forca maxima inicial,
seguido de um protocolo periodizado de treinamento de for¢ca com duragao de seis
semanas. Posteriormente os animais foram submetidos a um periodo de seis horas
de restricdo de sono, com a reavaliacdo do teste de forca maxima. Resultados: A
presente pesquisa encontrou aumento da massa corporal total de todos os animais
ao final das seis semanas de estudo. Seis horas de restricdo de sono foi capaz de
reduzir 18,4% a capacidade de forga do grupo TRS em relagdo ao grupo TC. Nao
houve diferencas significativas para os valores de glicogénio entre os grupos
experimentais tanto para o musculo plantar, quanto para o musculo séleo. Nao houve
diferenga significativa para as concentragdes da proteina CLOCK nos musculos
plantar e séleo. O trabalho também demonstrou diferenga significativa em 15
metabdlitos da via de glicolise anaerdbia através da analise metabolédmica.
Conclusao: Concluimos que a restricio de sono atenua o desempenho da
capacidade de forca maxima em animais treinados, demonstrando também que o
processo de treinamento reduz o impacto da restricado do sono no desempenho,

alterando diversos metabdlitos da via de glicose anaerdbia.

Descritores: Sono; Restricdo de sono; Exercicio fisico; Treinamento de

forca/resistido.



Abstract

Introduction: Physical exercise is a powerful physiological and biomolecular
stimulator capable of promoting various physiological responses. The physiological
responses arising from physical exercise depend on the training load imposed between
each session. Studies carried out in humans and animal models prove that sleep
restriction has significant consequences on physical performance. Objective: The
objective of the present work was to investigate the effects of sleep restriction on
resistance training performance, quantifying biochemical and molecular variables.
Methods: Thirty 60-day-old male Wistar rats were used, divided into four groups
(Sedentary Control (SC; N = 5), Sedentary Sleep Restriction (SRS; N = 5), Trained
Control (TC; N = 10), and Trained Sleep Restriction (SRT; N = 10)). The animals were
subjected to an initial maximal strength test, followed by a periodized strength training
protocol lasting six weeks. Subsequently, the animals were subjected to a period of six
hours of sleep restriction, with reassessment of the maximum strength test. Results:
The present research found an increase in the total body mass of all animals at the
end of the six weeks of study. Six hours of sleep restriction was able to reduce the
strength capacity of the TRS group by 18.4% compared to the TC group. There were
no significant differences in glycogen values between the experimental groups for
either the plantaris muscle or the soleus muscle. There was no significant difference
in CLOCK protein concentrations in the plantar and soleus muscles. The work also
demonstrated a significant difference in 15 metabolites from the anaerobic glycolysis
pathway through metabolomic analysis. Conclusion We conclude that sleep
restriction attenuates the performance of maximal strength capacity in trained animals,
also demonstrating that the training process reduces the impact of sleep restriction on

performance, altering several metabolites of the anaerobic glucose pathway.

Keywords: Sleep; Sleep restriction; Physical exercise; Strength/resistance training.
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1 - INTRODUGAO

A literatura tem apontado para a importancia do exercicio fisico como
estimulador fisiolégico e biomolecular capaz de promover uma série de respostas
fisiologicas, autonébmicas e hemodinamicas, que cronicamente, podem culminar em
adaptag¢des morfofisiolégicas especificas (SILVERMAN; DEUSTER, 2014). Contudo,
as respostas fisiolégicas advindas do exercicio fisico sdo tao diretamente
dependentes da carga de treinamento imposta (produto final entre: intensidade,
volume, densidade e frequéncia dos estimulos), quanto do tempo de recuperagéo
entre cada uma das sessbes de exercicio (MANZI et al., 2009). Nesse sentido,
métodos foram propostos com o intuito de quantificar tanto a carga diaria de esforco,
imposta em cada sessao de treinamento, quanto para monitorar as variaveis externas
ao exercicio fisico, como o descanso e o tempo de recuperacao entre as sessoes de
treinamento fisico (ALARCON-GOMEZ et al., 2021; MANZI et al., 2009).

No entanto, quando analisamos a literatura cientifica e a pratica clinica da
preparacdo o desempenho de forca muscular, resisténcia e velocidade, podem ser
afetados pela restricdo do sono, além de acarretar outras variaveis de recuperacao
musculoesqueléticas (CHAREST; GRANDNER, 2020; HALSON; JULIFF, 2017). A
explicacao de alguns mecanismos fisiolégicos para a redugcao do desempenho através
da restricdo de sono podem ser explicados através da reducdao da atividade
enzimatica, aumento da inflamacao e redugbes na reparacao tecidual (DATTILO et
al., 2011; EL-KADER; AL-JIFFRI, 2019; JOWKO et al., 2018; KIM et al., 2006; LE
MOINE et al., 2011; VONDRA et al., 1981).

Pode-se associar estas perdas a reposi¢céo energética através da deplegéo dos
estoques de glicogénio acarretados pela privacao de sono (SKEIN et al., 2011). Tendo
em vista o alto nivel de intensidade nos exercicios anaerdbios, podemos citar a
demanda energética suprida em predominancia pelo metabolismo bioenergético
glicolitico, onde reservas de glicose muscular tem papel importante no desempenho
(BAKER et al., 2016). Dito isso, o glicogénio muscular por sua vez exerce papel
fundamental no desempenho, portanto, pode se dizer que quando sua deplegao é
causada pela restricdo de sono, aumenta-se a queda do rendimento anaerébio (IVY,
1991; LACOMBE et al., 1999; SKEIN et al., 2011).

Ao longo dos anos, estudos realizados em humanos e modelos animais

comprovam e demonstram claramente que a restricdo de sono tem consequéncias



significativas no desempenho fisico (AJUIMAPORN et al., 2020; CHASE et al., 2017;
DEAN et al., 2023; GIAMPA et al., 2016; MAH et al., 2019; ROMDHANI et al., 2019).
Os estudos demonstram com bastante clareza, que os exercicios anaerobios e/ou de
alta intensidade sao prejudicados por consequéncia da restricdo de sono aguda assim
como ao longo de dias consecutivos (AJJIMAPORN et al., 2020; CHASE et al., 2017,
DEAN et al., 2023; GIAMPA et al., 2016; MAH et al., 2019; ROMDHANI et al., 2019).

O treinamento resistido € uma das formas de desenvolvimento da capacidade
de forca em modelos animais (HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et al., 2019;
NEVES et al., 2016). O aumento da capacidade de forca em diferentes proporgdes
apos processos de treinamento fisico distintos tem se mostrado eficientes (ANTONIO-
SANTOS et al., 2016; DUNCAN et al., 1998; HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA
et al., 2019). O que tem-se observado € a magnitude do aumento de forca nos
modelos animais através de protocolos de treinamento resistido mais simples, ou
utilizando periodizagdes complexas com controle e monitoramento da carga de
treinamento (DE CARVALHO et al., 2023; HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et
al., 2019). O aumento da capacidade de forca, da area de seccgao transversa dos
musculos trabalhados, assim como a captagao e transporte de glicose sdo os maiores
achados dos estudos com protocolos de seis a doze semanas de treinamento resistido
em modelos animais (ANTONIO-SANTOS et al.,, 2016; DUNCAN et al., 1998;
HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et al., 2019; NEVES et al., 2016).

Devido as limitacbes éticas e como tentativa de atenuar as inumeras
interferéncias internas e externas nas adaptagcdes morfofuncionais, os estudos acerca
da fisiologia do exercicio vém, ha muito tempo, utilizando animais de laboratério, para
tentar simular os efeitos do exercicio fisico em humanos (GEENEN et al., 1988), com
intuito de compreender mais profundamente os mecanismos sistémicos, celulares e
moleculares responsivos ao esfor¢go (CARVALHO-FILHO et al., 2005; LAMBERTUCCI
etal., 2007). Entretanto, apesar de inumeros estudos utilizarem animais para entender
0s mecanismos fisioldgicos e biomoleculares, ainda sdo pouco explorados, os efeitos
da restrigdo de sono nos modelos animais, o que pode justificar um grande numero
de estudos a nao utilizar as melhores estratégias para investigar os efeitos do
exercicio fisico, agudo ou cronicamente, como um estimulador terapéutico n&o-
farmacolégico contra as mais diversas condi¢gdes patoldgicas que sédo diretamente

correlacionadas com a qualidade ou privagdo do sono, bem como visando também o



aumento da performance em atletas sob atividade competitiva. Dessa forma,
buscamos desenvolver um protocolo de treinamento resistido para mimetizar os
efeitos produzidos nos seres humanos, posteriormente a realizacdo de um teste de
forga maxima voluntaria e analises bioquimicas/moleculares com intuito de observar
os resultados do projeto e seu desfecho, contribuindo assim com novas ideias e
direcionando os proximos estudos que investiguem a restricdo de sono e a perda de

desempenho de forga.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Cronobiologia em modelo animal e seus efeitos na performance do
exercicio fisico

Seguindo a linha de raciocinio de que o exercicio promove diversos efeitos no
organismo a fim de provocar uma nova condicdo de homeostase, € cada vez mais
importante a diminuicdo dos vieses que podem contribuir para uma interpretacao
errada de resultados obtidos. Dessa forma, apesar de ha muito tempo ser utilizado
experimentos com modelo animal como forma de estudar a fisiologia do exercicio, a
maioria dos estudos negligencia a cronobiologia dos animais, sabendo-se que
roedores possuem habitos noturnos (BECK; GOBATTO, 2013). Estes autores ainda
demonstram que, frente a uma sessao de exercicio fisico, a performance dos animais
€ muito mais eficiente a noite em relacédo ao dia. Mediante a esses dados, os autores
sugerem que a maior temperatura corporal e atividade espontanea dos animais, além
do menor estresse devido a manipulagdo ser empregada no periodo de vigilia,
induzem a maior tolerancia frente ao esfor¢co. Dessa forma, torna-se necessario levar
em consideragao o ritmo circadiano que os roedores apresentam, pois, apesar da
grande semelhanca entre humanos e animais como resposta ao exercicio fisico, ratos
e camundongos possuem algumas caracteristicas impares quando comparados a
humanos, como este apresentado.

Portanto, entende-se que, além da manipulagao entre volume e intensidade, a
hora do dia em que esse estimulo € empregado, bem como as condigdes ambientais
e de luminosidade, sao importantes parametros, que podem alterar ou autenticar os
resultados encontrados dos efeitos do exercicio sobre o metabolismo. Nesse sentido,
BECK; BOTEZELLI; et al. (2015) utilizaram uma impressionante metodologia,
controlando o ciclo circadiano dos animais através da realizagao do exercicio fisico
durante o periodo noturno, com uma iluminacdo constante através de um espectro
vermelho, que nao ultrapassa 15 lux de incandescéncia (BECK; BOTEZELLI; et al.,
2015; BECK et al., 2014). Em adi¢ao, o sistema ainda foi devidamente posicionado,
para que a distancia entre o foco luminoso e a posi¢ao na qual os animais realizavam
o exercicio de natagao fosse semelhantes para todos os grupos, proporcionando a
mesma luminescéncia individualmente proporcionalizada (BECK; DANTAS; et al.,
2015). E, por meio de seus achados, os autores sugerem que 0s animais nao sejam
submetidos a sessodes de exercicio fisico em condi¢cdes estressantes, ou seja, de que



quaisquer protocolos que envolvam o exercicio fisico em animais roedores, sejam

realizados durante o periodo noturno e sob a iluminacéo adequada.

2.2 - Privacao de sono

Privagdo de sono, como o préprio nome ja diz, € a eliminagdo do sono por um
periodo minimo de uma noite, prolongando significativamente a vigilia (REYNOLDS;
BANKS, 2010). De acordo com (DA COSTA SOUZA; RIBEIRO, 2015) algumas das
consequéncias da privagdo do sono incluem déficits cognitivos, inflamacgao,
comprometimento geral da sintese de proteinas, desequilibrio metabdlico e
desregulacao térmica. Em um trabalho pioneiro, VONDRA et al. (1981) estudaram a
privagdo de sono em sete homens saudaveis ao longo de 120h. Os resultados do
estudo demonstraram redugao da atividade enzimatica, em especial, uma diminuigao
significativa na atividade da malato desidrogenase, citrato sintase, glicerol-3-fosfato
desidrogenase e lactato desidrogenase, que s&o enzimas importantes na via de
sinalizacdo de glicdlise anaerébia. Anos mais tarde, o estudo de JOWKO et al. (2018)
teve o intuito analisar mudangas no estresse oxidativo e nos marcadores de dano
muscular durante um treinamento de sobrevivéncia de 36 horas combinado com
privagao de sono. O estudo demonstrou que o treinamento de sobrevivéncia prejudica
a defesa antioxidante enzimatica, aumenta a peroxidagdo lipidica e induz dano
muscular. SANER et al. (2021) demonstraram em seu estudo com 24 seres humanos
adultos saudaveis que um periodo de restricdo de sono de cinco noites leva a
reducdes na fungcdo respiratéria mitocondrial, na sintese de proteinas
sarcoplasmaticas e na amplitude da temperatura da pele, com uma reducio
concomitante na tolerancia a glicose. Portanto, juntos esses estudos sugerem que a
privagao de sono contribui negativamente no metabolismo energético (funcionamento
do metabolismo energético), bem como na preservagao estrutural das células.

AL KHATIB et al. (2017) conduziram uma revisdo sistematica e meta-analise
de estudos de intervengdo humana avaliando os efeitos da privagdo de sono na
ingestao caldrica e gasto de energia. O resultado do estudo demonstrou que a
privagao de sono aumentou a ingestao caldrica, sendo esse aumento acompanhado
por ingestdo significativamente maior de gordura e menor ingestdo de proteina,
todavia sem efeito na ingestao de carboidratos, a longo prazo podendo contribuir com
0 ganho de peso. Nota-se através dos estudos citados que existe uma relagao



evidente entre oscilagdes de peso corporal, em especial com ganhos elevados de
gordura em proporgdo a quantidade de massa muscular. WANG et al. (2018)
avaliaram seres humanos adultos com sobrepeso ou obesos em regime de restricao
calorica com e sem restricdo de sono ao longo de oito semanas, demonstrando que
aproximadamente uma hora de restrigdo de sono em cinco noites por semana levou
ambos os grupos a perderem quantidades semelhantes de peso. No entanto, a
propor¢cao de massa total de gordura perdida foi significativamente maior no grupo
sem restricdo de sono.

BRIANZA-PADILLA et al. (2016) realizaram um estudo que consistiu na
privacdo do sono de 24, 96 ou 192h em ratos machos Wistar, demonstrando uma
diminuicdo progressiva do peso corporal com o aumento da duragdo da privagao,
sendo esta, responsavel pela hipoglicemia basal em todos os periodos de tempo
avaliados com aumento dos niveis de corticosterona apos 192h de privagado. De
acordo com (VAN CAUTER et al., 2008) quando a qualidade e a duragéo do sono n&o
estdo devidamente ajustados, ha redugéo da concentragédo sérica de hormdnio do
crescimento, grelina, leptina e elevagado da concentragao de cortisol. LAMON et al.
(2021) realizaram um estudo com seres humanos adultos jovens saudaveis
submetidos a uma noite de privagao total de sono, concluindo que a privagao induz
resisténcia anabdlica, reduzindo a sintese de proteina muscular pos-prandial. Além
disso, nota-se efeitos que recaem sobre o metabolismo dos carboidratos, incluindo
diminuicdo da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina (LEPROULT;
CAUTER, 2010). Dito isso, € de se observar os fatos sobre os estudos citados
demonstrarem as diversas circunstancias que incluem a privagao de sono, alteracdes
nos niveis de diversos horménios e na glicemia geral.

TSERETELI et al. (2022) conduziram um estudo com seres humanos adultos
saudaveis ao longo de 14 dias, verificando que a baixa eficiéncia do sono e rotinas
tardias no horario de dormir estdo associados a um pior controle glicémico poés-
prandial no café da manha do dia seguinte. BROUWER et al. (2020) investigaram os
efeitos de uma noite de privagao total de sono no metabolismo em um modelo animal
canino, demonstrando que apenas uma noite de privacao total de sono prejudicou a
sensibilidade a insulina em um grau semelhante a 9 meses de alimentagao cronica
com alto teor de gordura. Estas alteragbes fisiolégicas, podem refletir em prejuizos

nas funcdes reparadoras do sono, como por exemplo, na reposi¢cao dos estoques de



carboidrato na forma de glicogénio hepatico e muscular (SKEIN et al., 2011). DA
SILVA et al. (2022) realizaram um estudo com camundongos Swiss privados de sono
comparando com animais controle e um terceiro grupo de exercicio fisico,
encontrando aumento nas concentragdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
reducdes nas concentragdes de proteina de muito baixa densidade (VLDL) apdés um
periodo de oito semanas. Fica clara a participagdo negativa da privagao do sono em
relagdo ao metabolismo lipidico e glicémico, através de mudangas consideraveis no
controle das lipoproteinas, reposi¢cao dos estoques de carboidrato e sensibilidade a

insulina.

2.3 - Exercicio fisico anaerdbio

O metabolismo bioenergético anaerébio utiliza mecanismos distintos para a
producao de ATP, sendo assim, a energia quimica transferida em energia mecanica
se da através de ligacdes via ATP-CP ou pelo processo de glicdlise anaerdbia (SCOTT
et al., 2006). A glicélise anaerdbia, utiliza como substrato a glicose que pode ser
proveniente do sangue ou do glicogénio muscular. O glicogénio € um polimero
ramificado que consiste em uma forma de armazenamento prontamente mobilizada
de glicose (IVY, 1991). Sendo assim, os estoques de glicogénio vao se esgotando
conforme o prolongamento da sessao de exercicio fisico (BAKER et al., 2016). BECK
et al. (2014) utilizou a natagdo para estimar o tempo de exaustdo na intensidade do
limiar anaerébio em ratos Wistar, demonstrando diminui¢ao significativa da glicemia
quando o grupo exercitado foi comparado ao grupo controle, encontrando também
severa deplecdo de glicogénio muscular e hepatico ao longo do experimento. Os
mecanismos que atuam em conjunto para a produgao de energia de forma anaerdébia
sao limitados, podendo depender em algum momento da sessao de treinamento do
préprio metabolismo aerdébio.

Nao obstante, DE ARAUJO et al. (2015) compararam dois modelos de
treinamento em ratos Wistar, sendo um deles continuo (aerébio) e o outro intervalado
(anaerdbio), ambos baseados no limiar anaerébio dos animais. Os resultados
demonstraram uma adaptagdo positiva em que o grupo intervalado (anaerobio)
apresentou supercompensacgao de glicogénio 48h apds o treino em relagdo ao grupo
controle e ao grupo continuo (aerdbio). Em um outro estudo, 0 mesmo grupo de

pesquisadores realizaram um experimento com sessdes de treinamento intervalado



em 50 ratos Wistar ao longo de 12 semanas. As duas avaliagbes (semana 6 e semana
12) demonstraram aumento do glicogénio muscular (gastrocnémio) em comparagao
com o momento basal. O glicogénio hepatico por sua vez demonstrou aumento
somente apds a décima segunda semana em relagdo ao momento basal (DE ARAUJO
et al., 2016). Dessa forma, entende-se que o conteudo de glicogénio intramuscular
antes do exercicio, esta diretamente relacionado ao seu estado de preservagao. Ou
seja, se a ingestao de carboidratos ocorrer apds o esgotamento dos estoques, atraves
do exercicio fisico intenso, o glicogénio pode aumentar - fenébmeno denominado de
“supercompensagao”, o qual sabidamente ¢é encontrado apds periodos de
exercicios anaerobios de alta intensidade, e de magnitudes distintas, em relagcéo a
deplecédo dos estoques de glicogénio nos diferentes tecidos de armazenamento do
polimero: musculares e hepatico (MURRAY; ROSENBLOOM, 2018).

Olhando por outro prisma, podemos notar o trabalho de KASAI et al. (2021),
que realizaram um experimento com dez homens velocistas universitarios sob
condi¢cdes de hipdxia e normodxia, concluindo que uma unica sessao de treinamento
intervalado de Sprint (trés sprints de 30 seg) em hipdxia causou uma maior diminuigao
no conteudo de glicogénio muscular em comparagdo com 0 mesmo exercicio em
norméxia, sem interferir na produgcéo de energia. De acordo com LACOMBE et al.
(1999) quando os estoques de glicogénio comegam a se esgotar, verifica-se um
comprometimento do metabolismo anaerdbio. Portanto, nota-se que quanto maior for
a condicao anaerodbia (normodxia vs hipoxia), maior sera a deplecao de glicogénio para
produgao de energia.

Inicialmente, a energia mecénica advinda da transferéncia de energia quimica,
se da através de ligacbes via ATP-CP (Scott et al., 2006). BANGSBO et al. (2001)
sugerem que a taxa de ressintese de ATP aumenta em uma taxa de trabalho
constante ao longo do exercicio intenso. Ainda assim, a efici€ncia mecanica diminui a
medida que o exercicio intenso se prolonga. Durante a contragdo muscular de alta
intensidade, o ATP é fornecido em taxas quase maximas pela degradagao da creatina
fosfato e glicolise, no entanto, a medida que a duracdo do exercicio aumenta, a
contribuicdo da ressintese de ATP para o fornecimento de energia diminui devido ao
esgotamento dos estoques de creatina fosfato e uma redugcédo na taxa de
glicogendlise, que juntos podem ser responsaveis pela redugao paralela na produgao
de forga muscular e producao de energia (GREENHAFF; TIMMONS, 1998). Isso fica



mais claro quando notamos que o trabalho de CHASIOTIS et al. (1987) faz a sugestao
de que a diminui¢do na geracao de forga no exercicio intermitente se deve ao maior
gasto energético para a contragdo resultando em maiores alteracbes no meio
intracelular com diminuicdo de ATP e aumento de ions H+ e Pi. Portanto, esses
estudos mostram a importancia e a contribuicdo da glicolise anaerébia via ATP-CP
para a produc¢ao de energia ao longo do tempo total de exercicio fisico.

Seguindo essa linha de raciocinio, GOROSTIAGA et al. (2010) avaliaram seis
homens nao atletas em um teste de dez repeticbes maximas do exercicio leg press
bilateral, os resultados mostram que durante as primeiras 5 repeticbes o ATP é
ressintetizado predominantemente da creatina fosfato com uma menor contribuigao
da glicolise, enquanto nas segundas 5 repeticdes esse padrao € invertido, ou seja, a
ressintese anaerdbica de ATP é produzida principalmente pela glicélise. Os autores
também sugerem que ao longo das repeticoes, a producado de energia € reduzida,
diminuindo a velocidade da contragdo muscular, reduzindo assim a demanda de
energia, mas nao o suficiente para equilibrar a produgao e utilizagado de ATP, devido
ao comprometimento da eficiéncia mecanica com a fadiga. GRAY et al. (2011)
avaliaram homens ciclistas que executaram seis minutos de exercicio intenso em
condi¢cdes térmicas consideradas normais, e em condi¢gdes de temperatura elevada.
ApoOs a biopsia e a analise dos dados, a presente investigacdo demonstrou que a
elevagao passiva da temperatura do musculo alvo exercitado antes da realizagédo de
exercicios intensos resulta em aumento do turnover (ressintese) anaerdbio de ATP,
sem haver diferencas no glicogénio muscular, durante os dois primeiros minutos de
exercicio.

Os estudos descritos no ultimo paragrafo aprofundam a utilizagdo do ATP como
fonte de energia, podendo fomentar possiveis utilizagdes como recursos ergogénicos.
Tendo isso em vista, o trabalho de JORDAN et al. (2004), decidiu suplementar ATP
via oral em 27 homens saudaveis, e realizar dois testes de performance. As analises
estatisticas ndo mostraram efeitos significativos para ATP no sangue total ou
concentragcdes plasmaticas de ATP para qualquer condi¢cdo de tratamento. Todavia
notaram efeitos ergogénicos no teste de forga muscular. Sendo assim, podemos notar
que a utilizagdo do componente externo de ATP como recurso ergogénico para
estimular a via glicolitica/ATP-CP nao parece resultar em adaptagdes metabdlicas no

exercicio fisico.
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2.4 - Restricdo de sono e exercicio fisico anaerobio

A restricao de sono (RS) pode afetar o desempenho fisico de forga muscular,
resisténcia e velocidade, dentre outras variaveis de recuperagdo musculoesquelética
(CHAREST; GRANDNER, 2020; HALSON; JULIFF, 2017). Diferentes estudos
demonstraram perda de capacidades fisicas de forca e velocidade em atletas e
individuos treinados (LEGG; PATTON, 1986; MAH et al., 2019; SKEIN et al., 2011).
Tais prejuizos, podem estar associados a perda de reposi¢cao energética, uma vez
que observa-se concomitante deplegdo dos estoques de glicogénio nos atletas
quando eles s&o apenas restritos de sono (Skein et al., 2011). Assim, estas alteragdes
fisiolégicas podem explicar a perda de desempenho fisico comumente observada
apos restricdo de sono (BULBULIAN et al., 1996; SOUISSI et al., 2003).

CHASE et al. (2017) realizaram um estudo com sete ciclistas amadores e
observaram que uma unica noite de restricdo de sono teve consequéncias marcantes
no desempenho de tempo total ao longo de 3 km na manha seguinte. Seguindo a
mesma linha de estudo, DEAN et al. (2023) conduziram um experimento com 10
ciclistas, demonstrando que a restricado do sono reduz o desempenho ao longo de dias
consecutivos de exercicio em uma variedade de testes relevantes para pista e estrada.
MAH et al. (2019) investigaram a restricao de sono por dias consecutivos em atletas
de elite de ciclismo. Os resultados do presente estudo demonstraram que dias
consecutivos de restricdo de sono diminuem o salto vertical maximo, aumentaram a
variabilidade da coordenacgao e prejudicaram o tempo de resposta psicomotora em
atletas de elite. Além disso, verificou-se que o aumento da variabilidade da
coordenagao esta associado ao aumento da lentiddo do tempo de resposta
psicomotora.

ROMDHANI et al. (2019) realizaram um estudo com 14 atletas de Judd
utilizando um teste de sprint anaerdbio (RAST) e restricdo de sono. Os resultados do
estudo demonstraram que o exercicio apdés um sono noturno “subétimo” ndo so resulta
em déficit de desempenho, mas também leva a uma maior inflamagéo sistémica.
AJJIMAPORN et al. (2020) avaliaram em seu estudo 11 jogadores de futebol
universitario, demonstrando que a restricio de 3h de sono acarretou em uma
diminuicdo da poténcia e capacidade anaerébia no RAST teste, bem como na

diminuigdo da forga muscular no teste de forga muscular isométrica medida pelo
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dinamémetro. Tomados em conjunto, todos esses estudos deixam claro que
independentemente do tipo de exercicio anaerdbio praticado em niveis elevados e/ou
alta intensidade, havera prejuizo pela restrigdo do sono aguda e também ao longo de
dias consecutivos.

Estudar mecanismos em seres humanos requer técnicas invasivas, o que do
ponto de vista ético € sempre mais dificil, por isso a importancia da realizacdo dos
estudos com modelos animais. A restricdo de sono e o treinamento fisico em modelos
animais, em especial os roedores, tenta mimetizar, extrapolando na medida do
possivel o modelo humano. GIAMPA et al. (2016) realizaram um estudo com 120 ratos
Wistar divididos em grupos com e sem treinamento resistido, adicionando a privagao
de sono. Os resultados do trabalho demonstraram que o treinamento resistido
efetivamente atenua a disfungado cardiaca e o desequilibrio hormonal induzido pela
privagdo do sono. MONICO-NETO et al. (2017) realizaram um estudo com 50 ratos
Wistar, com o intuito de verificar alteracbes subjacentes a atrofia muscular induzida
pela privagdo de sono e o impacto dessa condigdo em ratos previamente submetidos
a treinamento resistido. Os pesquisadores encontraram que o treinamento resistido
de alta intensidade realizado antes da privagao de sono foi benéfico em conter a taxa
de perda muscular induzida pela prépria privagao. O treinamento também minimizou
o sinal catabdlico e aumentou a atividade de sintese proteica, atenuando assim a

perda de peso corporal.

Além disso, alguns outros possiveis mecanismos fisioldgicos podem explicar a
reducao do desempenho causado pela restricado de sono, dentre eles estdo: a reducao
da atividade enzimatica (JOWKO et al., 2018; KIM et al., 2006; LE MOINE et al., 2011;
VONDRA et al., 1981), aumento da inflamacao (CHENNAOUI et al., 2021; EL-KADER,;
AL-JIFFRI, 2019) e redugdes na reparacao tecidual (DATTILO et al., 2011).

Considerando que em esforgos de alta intensidade, a demanda energética é
suprida predominantemente pelo metabolismo glicolitico, as reservas de glicose
muscular desempenham um papel preponderante no desempenho fisico durante
exercicios de forga (BAKER et al., 2016). Assim, o glicogénio muscular tem papel
fundamental no desempenho (IVY, 1991; LACOMBE et al., 1999), e por tanto,
acredita-se que sua depleg¢ao causada pela restricdo de sono, pode acentuar a perda

de desempenho em esforgos de alta intensidade (SKEIN et al., 2011).
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2.5 - O metabolismo glicémico e glicogénico em resposta ao exercicio fisico

A regulagao do metabolismo da glicose e dos estoques de glicogénio tem sido
extensivamente estudada na literatura cientifica. BERGSTROM e HULTMAN (1967)
demonstraram que a ressintese de glicogénio ocorre principalmente nos musculos
exercitados, sem afetar outros grupos musculares. Além disso, um estudo adicional
destacou que os estoques de glicogénio nos musculos primariamente exercitados sao
determinantes para o desempenho durante o exercicio (SKEIN et al., 2011).

REN et al. (1994) investigaram o metabolismo intracelular de glicose e o papel
do transportador GLUT4 durante o exercicio. Durante o exercicio, os estoques
intracelulares de GLUT4 se deslocam para a membrana celular, aumentando a
disponibilidade de glicose como fonte de energia. No entanto, 0 aumento na demanda
energética e a entrada de glicose nas células musculares podem esgotar os estoques
de glicogénio hepatico, levando a hipoglicemia e fadiga (JENSEN et al., 2011).

Uma adaptacao do treinamento fisico € a promocéao da biogénese mitocondrial,
0 que aumenta a capacidade das mitocondrias para oxidar acidos graxos,
prolongando assim a utilizacdo do glicogénio e melhorando o desempenho
(MARGOLIS; PASIAKOS, 2013). E importante ressaltar as reservas de glicogénio
limitadas no organismo, em comparagdo com as reservas de lipidios mais
abundantes. Assim, um exercicio de intensidade moderada e duracdo adequada pode
promover modificacdes benéficas nos niveis de HDL e LDL-colesterol, melhorando o
perfil lipidico (MANN et al., 2014).

A preferéncia pelo metabolismo da glicose ou dos lipidios durante o exercicio
continua sendo um tdpico debatido. A hipotese mais aceita € que a demanda
energética do exercicio regula essa preferéncia, por meio do "Ciclo de Randle", em
que o acumulo de citrato inibe a atividade da fosfofrutoquinase (PFK), diminuindo o
fluxo glicolitico, enquanto o aumento nas concentracbes de AMP diminui esse efeito
inibitério da PFK, favorecendo o uso da glicose como fonte de energia (HUE;
TAEGTMEYER, 2009).

Além disso, estudos em animais, como o de MACDONALD et al. (2016),
exploraram os efeitos do exercicio de alta intensidade na regulagédo do glicogénio
hepatico em modelos de diabetes. A suplementagcdao com L-Carnitina, conforme
demonstrado por PANDAREESH e ANAND (2013), pode aumentar a resisténcia a

fadiga, minimizar o uso do glicogénio hepatico e melhorar o desempenho.
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Por fim, atualmente, estudos vém sendo explorados no intuito de encontrar, no
exercicio fisico, um potente estimulador ndo-farmacoldgico no tratamento de diversas
condig¢des patolégicas (AMBROSE; GOLIGHTLY, 2015; PEDERSEN; SALTIN, 2015;
RIBARIC, 2022). MACDONALD et al. (2016), estudou em animais com DM1, os efeitos
glicorregulatérios em resposta ao exercicio de alta intensidade. Apos 10 semanas de
treinamento fisico, os autores n&o encontraram um aumento nos estoques de
glicogénio hepatico, no entanto, encontraram um aumento na atividade de proteinas
responsaveis pela glicogénese hepatica, como a glicoquinase (GK) e a
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCK). Esses resultados contraditorios, sugerem que
outros fatores estdo envolvidos na melhora dos estoques de glicogénio hepatico, e
que esses fatores podem estar alterados em animais diabéticos. Todos esses dados,
nos sugerem que, além dos mecanismos intracelulares frente a patologias e
comorbidades, é necessario também entender os mecanismos intracelulares que séao
regulados por cada intensidade de exercicio, especialmente aquelas préximas a zona
de transi¢do metabdlica (limiar anaerdbio), tanto de forma crénica, mas especialmente
de forma aguda. Dessa forma, possibilitando um maior subsidio cientifico a toda

comunidade académica e profissional.

2.6 - Treinamento resistido em modelos animais

Uma das formas de desenvolvimento da capacidade de forca em modelos
animais é através do treinamento resistido (HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et
al., 2019; NEVES et al., 2016). Ao longo dos anos, diversos estudos tém mostrado
aumento da capacidade de forga em diferentes magnitudes apos periodos distintos
de treinamento resistido (ANTONIO-SANTOS et al., 2016; DUNCAN et al., 1998;
HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et al., 2019). Tendo em vista que o aumento
de forca é observado nos estudos com o passar do tempo, o que a literatura tem
mostrado sao os diversos tipos de protocolos de treinamento resistido, utilizando
metodologias mais simples, ou periodizagdes mais complexas com controle e
monitoramento da carga de treinamento em modelos animais (DE CARVALHO et al.,
2023; HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et al., 2019).

DUNCAN et al. (1998) realizaram um estudo inicial para determinar se o
treinamento de resisténcia em alta intensidade e de longo prazo causaria adaptagoes

na estrutura e fungdo do musculo esquelético de ratos. No estudo, foram utilizados
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ratos Wistar jovens, e os pesquisadores demonstraram que quatro sessdes de treino
com quatro séries de 12-15 repeticbes por semana ao longo de 26 semanas foram
responsaveis por aumentar a capacidade de forgca destes animais em relagdo ao
periodo inicial. (HORNBERGER; FARRAR, 2004) em uma tentativa de desenvolver
um modelo animal que mimetiza o exercicio de resisténcia progressiva em humanos,
demonstraram através do Teste de Forgca Maxima aumento de 287% na capacidade
de forga de animais Sprague Dawley submetendo-os ao treinamento resistido uma
vez a cada trés dias ao longo de oito semanas. O estudo (NEVES et al., 2016)
examinou os efeitos de dois protocolos de treinamento resistido realizados em
diferentes sobrecargas de peso maximo em ratos espontaneamente hipertensos. Os
animais foram treinados trés vezes por semana em dias ndo consecutivos ao longo
de 12 semanas, realizando de seis a oito escaladas com 10-12 repeticoes,
demonstrando através do Teste de Forga Maxima o mesmo aumento de 140% na
capacidade de forga citados anteriormente por DUNCAN et al. (1998). Posteriormente,
ANTONIO-SANTOS et al. (2016) em seu estudo, avaliaram os efeitos do treinamento
resistido no desempenho de um teste semanal de sobrecarga maxima, demonstrando
que cinco sessdes de treino por semana ao longo de oito semanas com 10 séries de
10-16 escaladas foram suficientes para aumentar 238% na capacidade de forga de
Ratos Wistar adultos. Quando se variam protocolos de treinamento entre oito e doze
semanas, os estudos demonstram claramente um aumento significativo na
capacidade de forga dos animais (140 a 287%) ao longo do treinamento resistido em
comparagao aos seus momentos iniciais.

DE CARVALHO et al. (2023) realizaram um estudo com 28 ratos Wistar, os
pesquisadores utilizaram um protocolo de 12 semanas de treinamento resistido,
totalizando 36 sessdes de treino com quatro a nove escaladas por treino. Os animais
foram inicialmente submetidos ao teste de forca maxima, e, ao final do protocolo de
treinamento, o teste foi realizado novamente. Os resultados demonstraram aumento
da capacidade de forga no grupo submetido ao treinamento resistido em relagéo ao
grupo controle, bem como o aumento da razdo entre peso corporal e area de secgao
transversa muscular. PADILHA et al. (2019) investigaram dois tipos diferentes de
protocolos de treinamento resistido (intensidade moderada vs intensidade vigorosa) e
suas respostas na forca muscular e hipertrofia. Foram utilizados 20 animais Wistar,

ambos os grupos realizaram um teste de forca maxima e posteriormente treinaram ao
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longo de seis semanas em seus respectivos protocolos (grupo intensidade moderada
treinou com quatro séries em peso gradativo [50, 75, 90, 100%], e o grupo intensidade
vigorosa treino com 8-16 séries com peso gradativo [70, 80, 85%]). Os resultados do
estudo demonstraram que ambos os protocolos de treinamento resistido induziram a
hipertrofia muscular e aumentaram a capacidade de forga dos animais em relagéo ao
grupo controle. YASPELKIS et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo de
determinar se o treinamento resistido melhora a captagao e o transporte de glicose no
musculo esquelético de roedores. Para tal estudo foram utilizados 23 Ratos Sprague-
Dawley, realizando trés sessodes de treino por semana ao longo de 12 semanas com
trés séries de 10 repeticdes. Os achados sugerem que tanto o exercicio resistido pode
melhorar a captagao e o transporte de glicose no musculo esquelético estimulado pela
insulina, com adaptacgdes restritas aos musculos recrutados para o desempenho do
exercicio. Nota-se que protocolos de seis a doze semanas de treinamento resistido
em modelos animais, além de promover o aumento da capacidade de forga, também
promovem o aumento da area de seccio transversa dos musculos estimulados,

gerando hipertrofia, bem como aumentando a captagéo e transporte de glicose.

2.7 - O gene Clock

Em 1994 o fator de transcricdo CLOCK foi descoberto, mapeado e clonado
VITATERNA et al. (1994). No ano de 1997 dois grupos de pesquisa sequenciaram em
tempo similar um novo fator de transcricao que posteriormente foi denominado BMAL1
(HOGENESCH et al., 1997; IKEDA; NOMURA, 1997). GEKAKIS et al. (1998)
identificaram BMAL1 como componente do reldgio circadiano, definindo uma fungao
bioquimica importante para o fator de transcricdo CLOCK, como heterodimeros.
BMAL1 por sua vez € expressa em um padrao circadiano tanto no nucleo
supraquiasmatico quanto nos tecidos periféricos (DAMIOLA et al., 2000; LEE et al.,
2011).

De acordo com GALLUZZI et al. (2015) em nivel molecular, tanto central quanto
periférico, existem dois fatores de transcricdo denominados como “Complexo
CLOCK:BMAL1” (Figura 1). Esse complexo de fatores de transcricdo tem como
caracteristica estrutural a basic helix-loop-helix (bHLH), em que se heterodimerizam
no nucleo ativando genes da familia PER (Period), CRY (Cryptochrome) que sao os

principais fatores no desempenho no papel dominante de regulagdo do ciclo de
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vigilia/sono e também os clock-controlled genes (CCGs) como as proteinas
conhecidas como Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1
(PGC 1a), Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF1a), Peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs), Glucose transporter-2 (GLUT2) e Myogenic Differentiation-1
(MyoD1), sendo todas essas proteinas, sabidamente responsaveis por controlar
inumeras fungdes metabdlicas, tdo quanto forma aguda, como de maneira crénica
(BOZEK et al., 2009; BOZEK et al., 2007; HARFMANN et al., 2015; MAZZOCCOLI et
al., 2012; SHl et al., 2017). Segundo MENET et al. (2014) o feedback circadiano pode
controlar diretamente a regulagcéo temporal da cromatina de genes alvo e modular a
ativacao transcricional de outros genes.

Em mamiferos, a regulacdo do ciclo de feedback transcricional-tradutor
consiste entre o equilibrio fisiologico entre a sintese e ativagdo dos ativadores
transcricionais CLOCK:BMAL1 (cérebro e musculo) e os complexos repressores
PER1/PER2 e CRY1 /CRY2. O complexo CLOCK:BMAL1 ativa a expressao dos
genes PER e CRY. O complexo PER/CRY periodicamente se retroalimenta
suprimindo a atividade de CLOCK/BMAL1, inibindo sua propria transcricdo. Os
receptores de hormdnio nuclear Rev-Erb (inibidor) e Ror (ativador) formam um /oop
estabilizador adicional com CLOCK;BMAL1 para refinar a precisdo do reldgio,
enfatizando para a ativagdo dos CCGs pelo complexo CLOCK:BMAL1 (DUDEK;
MENG, 2014; HARFMANN et al., 2015; HARFMANN et al.,, 2016; SCHRODER;
ESSER, 2013).
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Citoplasma

Figura 1. Representagéao grafica do complexo CLOCK:BMAL1

Sabe-se que o reldgio circadiano pode desempenhar um papel critico na
regulacédo dos mecanismos moleculares estabelecidos que mediam as respostas de
forca e crescimento muscular, através dos exercicios de resisténcia de forca
(CAMERA, 2018). Portanto, o exercicio fisico pode ser utilizado como uma estratégia
terapéutica ndo farmacolégica de controle, estabilizagdo ou reajuste das vias de
sinalizagao molecular que controla o ciclo sono-vigilia no organismo (SCHRODER,;
ESSER, 2013).

2.8 - Avaliagéo dos biomarcadores metabdlicos

Diversas modificacbes metabdlicas sado reconhecidas como ocorréncias
comuns, quando um sistema biolégico se encontra em um estado de desregulagéo ou
agravamento (WISHART, 2019). Como resultado, alteragées metabdlicas podem ser
induzidas pela pratica regular de exercicios fisicos (CARO et al., 2013; THYFAULT;
BERGOUIGNAN, 2020). WAHREN et al. (1975) demonstraram que o status
metabdlico apos 40-60 minutos de exercicio fisico continuo em cicloergdmetro,
poderia ser comparado ao estado crbnico de jejum/restricdo caldrica, vistos em
alteracdes relacionadas a gliconeogénese, aumento do catabolismo de proteinas,
elevada excrec¢ao de ureia e ao metabolismo de substancias nitrogenada. No entanto,

€ bem estabelecido que a pratica regular de exercicios fisicos induz inumeros efeitos
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benéficos a curto e longo prazo no metabolismo, o que pode resultar em diversas
adaptacgdes fisioldgicas vantajosas a longo prazo.

Nesse sentido, ao longo das ultimas décadas, diversos biomarcadores
metabdlicos vém sendo utilizados para descrever resultados do exercicio fisico e da
privacdo do sono em humanos e modelos animais. Esses biomarcadores estao
relacionados com diversas linhas de pesquisa em vias celulares para a producéo de
ATP, B-oxidagdo de acidos graxos livres, processos inflamatérios, estresse crénico,
fadiga, estresse oxidativo e overtraining (HEANEY et al., 2019; PALACIOS et al.,
2015).

No intuito de avaliar quali e quantitativamente esses processos, cresce a busca
por biomarcadores especificos, com o intuito de investigar as ac¢des e estimulos
ambientais sobre vias metabdlicas especificas, com consequentes produgdes de
metabdlitos compativeis com o objetivo de cada estudo. Portanto, quando almejamos
investigar as respostas fisioldgicas e bioquimicas do exercicio fisico e da privagédo do
sono, determinamos vias metabdlicas especificas que podem atuar sob essa tematica,
e selecionamos alguns metabdlitos ou analitos residuais que podem aparecer com
maior frequéncia, estudando-os, dessa forma, de modo especifico (CHOU et al., 2020;
DAVIES et al., 2014; GISKEODEGARD et al., 2015; HONMA et al., 2020; MORVILLE
et al., 2020; OHMURA et al., 2021).

Nessa perspectiva, estudos utilizando analises de metabolémica crescem
exponencialmente na literatura cientifica (WISHART, 2019). A metabolémica é o
estudo sistematico de todos os metabdlitos, especificamente de pequenas moléculas,
as quais possuem peso molecular inferior a 10 kDa, podendo ser hidratos de carbono,
aminoacidos, nucleotideos, lipidios e demais acidos organicos, em amostras
bioldgicas (KELLY et al., 2020; NALBANTOGLU, 2019). Para examinar de forma
abrangente o perfil dos metabdlitos, essa abordagem analitica pode ser feita por duas
formas distintas, a saber: a utilizacdo de Espectrometria de Massa (MS); ou a
utilizacdo de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (KELLY et
al., 2020; NALBANTOGLU, 2019). Sendo assim, entende-se que a metabolémica
desempenha um papel fundamental na caracterizagao de disparidades metabdlicas
entre e inter-individuos em resposta aos protocolos de exercicio fisico. Isso fornece
um meio de caracterizar as diferengas metabdlicas entre grupos e individuos, ao

mesmo tempo em que contribui para o entendimento da biologia e dos mecanismos
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bioldgicos subjacentes a essas diferengas (KELLY et al., 2020; NALBANTOGLU,
2019).

O metaboloma & um reflexo dindmico do genoma, transcriptoma, proteoma e
de suas intrincadas interacbes com o ambiente, tornando-se uma ferramenta valiosa
para estudar as experiéncias ao longo da vida de um individuo (CLISH, 2015;
GONZALEZ-COVARRUBIAS et al, 2022). Aléem disso, o metaboloma tem a
capacidade de capturar exposi¢cdes passadas, antecipar fendétipos futuros e fornecer
informagdes sobre o estado atual e as respostas de um individuo. Assim, a
metabolédmica esta idealmente posicionada para a exploragdo dos efeitos de
diferentes protocolos de exercicio fisico sobre as respostas fisioldgicas e bioquimicas
de um organismo (WISHART, 2019).

A metaboldmica incorpora o estudo dos metabdlitos que sédo produzidos e
liberados por meio de processos fisioldgicos tanto no nivel sistémico quanto no celular,
utilizando tecnologias metaboldmicas nao direcionadas capazes de analisar
simultaneamente o grande numero de metabdlitos presentes em amostras biologicas,
como plasma, urina e saliva (HEANEY et al., 2019). Na mesma linha, (HONMA et al.,
2020) realizaram um experimento com o objetivo de investigar o efeito da privagao
aguda de sono em 12 jovens saudaveis e suas consequéncias nos residuos
metabdlicos. Os resultados demonstraram que treonina, lisina e outros 13 niveis de
metabdlitos foram significativamente diferentes entre os periodos de sono e de
privagao de sono. O estudo de HU et al. (2021) teve a condugado de um experimento
com camundongos, estabelecendo com base em técnicas automatizadas de
plataforma de movimento aleatério, aplicando uma estratégia de 10 dias consecutivos
de 20 horas de privacao de sono e 4 horas de repouso. Os resultados demonstraram
a glutamina e outros dois metabdlitos regulados negativamente, incluindo também
outros 12 metabdlitos regulados positivamente. LIANG et al. (2022) realizaram um
estudo com 20 camundongos divididos em grupo controle e exercicio fisico,
demonstrando que a acetilacdo da lisina induzida pelo exercicio parece ser um
contribuinte crucial para a alteracdo da energia livre de ligagdo as proteinas do
musculo esquelético, sugerindo que a sua modulagdo € uma abordagem potencial
para melhorar o desempenho no exercicio fisico.

CHOU et al. (2020) realizaram um experimento com o intuito de verificar a

associacao entre a duracdo e a qualidade do sono e o nivel de acido urico de adultos



20

saudaveis. Os pesquisadores avaliaram 4,5 mil pacientes maiores de 18 anos e
verificaram que a ma qualidade do sono foi associada a niveis mais baixos de acido
urico, enquanto a curta duragao do sono foi associada a niveis mais elevados de acido
urico. DUDZINSKA et al. (2015), por sua vez, realizaram um experimento com 60
individuos saudaveis, e demonstraram que um aumento maximo da concentragao de
uridina induzido pelo exercicio fisico esta correlacionado com o aumento pds-exercicio
da concentracao de acido urico. RASANEN et al. (1996) realizaram um experimento
com 6 animais equinos Standardbred com o intuito de verificar o acumulo de acido
urico no plasma sanguineo apos uma sessao de sprints repetitivos. Os pesquisadores
verificaram que a concentragcdo plasmatica de acido uUrico aumentou
exponencialmente, indicando um rapido aumento na taxa de degradagéo de purinas,
sendo assim, demonstraram que o exercicio intenso provoca um aumento na
capacidade antioxidante plasmatica causado principalmente pelo aumento na
concentracéo plasmatica de acido urico.

Por ultimo, a presente revisdo de literatura tentou sumarizar os achados e
elucidar as lacunas ainda presentes no meio académico. Apesar de alguns trabalhos
apontarem para a perda de desempenho apds restrigdo de sono, a literatura carece
de estudos que investiguem se essa perda especifica da capacidade de forga é
acompanhada concomitantemente pela deple¢do dos estoques de glicogénio
muscular, degradagdo de proteinas e producdo de metabdlitos. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo, foi tentar esclarecer da melhor maneira possivel,
diferentes respostas autondmicas, hemodindmicas e musculares em detrimento dos
efeitos da restricdo de sono e seus impactos sobre o desempenho de forga de ratos
submetidos a uma periodizacdo de treinamento resistido com o controle e
monitoramento das cargas de treinamento, mensurando a expressao proteica, o
estoque energético de glicogénio muscular e a produgao de metabdlitos em resposta

ao esforgo fisico.
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3 - JUSTIFICATIVA

A restricao de sono gera redugao no desempenho esportivo, podendo levar os
atletas a resultados inferiores que suas capacidades usuais. Os mecanismos
bioquimicos e moleculares dessa redugao tém sido investigados durante os ultimos
anos, todavia ainda sdo pouco conhecidos. Desta forma, entende-se a importancia da
utilizagdo de modelos animais para o estudo sobre este tema recorrente no cotidiano
dos atletas, podendo contribuir com resultados e dados que viabilizem melhores

condi¢cdes de rendimento nas respectivas modalidades esportivas.
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4 - OBJETIVOS
4.1 - Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho sera investigar o efeito da restricao de

sono em uma sessao aguda de exercicio fisico resistido em ratos treinados.

4.2 - Objetivos Especificos

Mensurar o aumento da capacidade de forga maxima através de um protocolo
de treinamento

Avaliar a influéncia de um protocolo de seis horas de restricdo de sono no teste
de forgca maxima voluntaria dos ratos Wistar.

Mensurar o glicogénio muscular dos ratos Wistar apos o protocolo de restricdo
de sono e teste de forca maxima.

Quantificar alteragdes metabdlicas (ndo alvo) em resposta aos protocolos de

exercicio fisico e restricao de sono nos ratos Wistar.
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5 - HIPOTESE

O protocolo de seis horas de restricdo de sono reduzira o desempenho no teste
de forca maxima voluntaria nos animais submetidos ao protocolo em relagdo aos
animais que nao serao submetidos. Esta redugdo de desempenho nos grupos

experimentais restritos de sono ocorrera devido a alteragdes metabdlicas.
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6 - MATERIAL E METODOS
6.1 - Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos com 60 dias de idade obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais Para Biologia e Medicina
(CEDEME) da Universidade Federal de Sao Paulo. Todos os procedimentos estdo de
acordo com o Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (8a. Edicao,
National Academic Press) e foram submetidos e aprovados pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao Paulo, protocolado sob o
numero 8196230418. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos:
Sedentario Controle (SC; N = 5), Sedentario Restricdo de Sono (SRS; N =5), Treinado
Controle (TC; N = 10), e Treinado Restricdo de Sono (TRS; N = 10). Foram alocados
cinco animais por caixa, com espacgo de 49 x 34 x 16 cm e 5331 cm?3/rato (SCARIOT
et al., 2015).

Durante o periodo de estudo, os animais foram mantidos em salas com
temperatura controlada (entre 20°C e 22°C), umidade relativa do ar entre 55 e 65%,
com ciclo claro-escuro constante (12/12h) com inicio do periodo claro as 07h, com

livre acesso a agua e a ragao AIN-93 descrita por (REEVES, 1997).

6.2 - Desenho experimental

ApOs a chegada no biotério, os animais permaneceram por 30 dias em
aclimatizacao. Apds esse periodo, os animais passaram por um periodo de trés dias
de adaptagao ao exercicio resistido e familiarizagdo com o ergbmetro de escalada. No
quarto dia os animais foram submetidos ao teste de forca maxima (TFM). A partir do
quinto dia, os animais dos grupos TC e TRS iniciaram o protocolo de treinamento de
forga com duracgédo de seis semanas. No dia seguinte a ultima sessao de treinamento,
0s animais dos grupos TRS e SRS foram submetidos a um periodo de seis horas de
restricdo de sono. Ao final da restrigdo de sono, os animais dos grupos treinados (TC
e TRS) foram submetidos novamente ao TFM e imediatamente apds, eutanasiados
junto aos animais dos grupos sedentarios (SC e SRS). Imediatamente apds a
eutanasia, foram extraidas amostras dos musculos séleo e plantar para analise
molecular e das concentragdes de glicogénio muscular. Foram extraidas amostras do

sangue para extragao do soro para analises de metabolémica (Figura 2).
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Figura 2. Desenho experimental e procedimentos realizados cronologicamente ao longo de
seis semanas. ADAPT = Adaptacgao ao Exercicio Fisico; TFM = Teste de Forca Maxima; RS = Restrigao
de Sono; Grupos: SC = Sedentario Controle; SRS = Sedentario Restricdo de Sono; TRS = Treinado

Restricdo de Sono; TC = Treinado Controle.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados durante o periodo
noturno (a partir das 19h00) em fung¢ao do periodo de vigilia dos animais e sua maior
predisposi¢cao para a realizagao de esforgos fisicos (BECK et al., 2014). Posicionou-
se o0 aparato de luz no alto da sala de experimentos, garantindo luminosidade igual
para todos os animais. Utilizou-se uma lampada de 100 W (Phillips® soft white light,
2700 K, 565-590 nm) com um filtro vermelho (ROSCO®, mod.#FIRE19) bloqueando
a energia espectral abaixo de 600nm, sendo a intensidade de luz individual maxima
de 15 lux (BECK; GOBATTO, 2013).

6.3 - Adaptacao ao exercicio fisico

Os animais dos grupos TC e TRS realizaram trés sessbes de adaptagdo ao
exercicio fisico (ADAPT) sem sobrecarga externa, conduzidas ao longo dos trés dias
iniciais, sendo realizada uma sessao de adaptagcdo por dia. Em cada sessé&o, os
animais foram colocados na escada de treinamento e estimulados a subir até o ponto
mais elevado, podendo entdo descansar no topo por 120 segundos até iniciar uma
nova subida, realizando trés subidas ao todo por sessao. Para realizar a escalada do
inicio ao final da escada, os animais precisaram realizar seis movimentos de escalada
com cada pata (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

A escada de treinamento possuia as medidas: 110cm de altura com 85° de
inclinagdo, seus degraus tém 2 cm de intervalo e sdo compostos por parafusos para
que haja mais atrito e aderéncia com as patas do animal. No topo da escada, o
ergbmetro apresenta um espaco de 20x20x20 cm para que o animal descanse entre
as escaladas (Figura 2). Todas as sessdes de treinamento tiveram inicio as 19h00

horas.
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Figura 3. Ergdmetro de escalada utilizado durante o Teste de Forga Maxima (TFM) e sessdes

de treino, e detalhamento de suas respectivas medidas.

6.4 - Teste de forga maxima (TFM)

O TFM foi realizado de acordo com o protocolo previamente descrito por
(HORNBERGER; FARRAR, 2004). O teste foi caracterizado por um protocolo de
cargas progressivas. Para tal, cada animal executou ao menos quatro escaladas,
sendo estas realizadas respectivamente com as cargas de 50, 75, 90 e 100% da
massa corporal (%emc). A partir da quinta escalada, foi acrescido 25% mc na carga em
cada subida. O final do teste foi determinado quando o animal ndo obteve éxito em
completar uma escalada. Os intervalos entre as escaladas foram de 120 segundos. A
maior carga em que o0 animal conseguiu completar a escalada, foi somada a sua
massa corporal para quantificar a carga de forgca maxima individual.

As cargas dos animais foram compostas por tubos do tipo Falcon de 50 ml
preenchidos com pesos de chumbo. Os tubos foram atados as caudas dos animais
por meio de fita adesiva. A sobrecarga individual dos animais foi considerada como a
soma dos pesos dos tubos e dos chumbos neles contidos.

Os animais foram estimulados com um suave toque na cauda, se necessario,
para continuar o movimento de subida. Por medidas de seguranga, durante o

procedimento de escalada, o pesquisador manteve as maos proximas dos animais,
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sem toca-los até chegar ao topo da escada, evitando assim possiveis quedas por

exaustao.

6.5 - Periodizagao

Foi utilizado como base o modelo classico de periodizacao linear descrito por
(MATVEIEV, 1986). O macrociclo teve duragdo de seis semanas, totalizando 30
sessdes de exercicios fisicos. Foi composto por dois mesociclos com trés semanas
de duracdo cada. Ambos o0s mesociclos tiveram carater de desenvolvimento
(MONTEIRO; LOPES, 2009; ZAKHAROV, 2003). Conforme mostrado na Figura 4, os
microciclos foram realizados sob seis cargas de treinamento diferentes: 75, 85, 95,
90, 80 e 70% da carga maxima semanal (30.000 UA) (MONTEIRO; LOPES, 2009;
ZAKHAROV, 2003).
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Figura 4. Representagéo carga (produto entre volume [movimentos] e intensidade [%mc]) de
treinamento dos microciclos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA) e em percentuais relativos

a carga maxima pré-estabelecida (30000 UA).

Neste modelo, a estrutura do treinamento tem como caracteristica um volume
elevado imposto no inicio do processo de treinamento com posterior redugéo. De
forma inversamente proporcional, a intensidade inicia de forma reduzida com posterior
aumento (Figura 5). Assim, a elevada carga inicial se da por conta do maior volume
do que pela intensidade. Enquanto a carga final se da predominantemente por conta

da intensidade e nao pelo volume.
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Intensidade (% MC)

SEMANAS

Figura 5. Modelo de periodizagdo linear aplicado ao longo das seis semanas de treinamento.

e: Volume realizado; m: Intensidade realizada.

O volume semanal de treino foi calculado a partir da somatéria total de
movimentos realizados em cada escalada durante as sessdes de treino. A intensidade
semanal foi calculada a partir da somatéria da intensidade (%mc) das sessdes de
treino semanais. A carga maxima de esforco da semanal (produto entre volume e
intensidade) foi estipulada em 30.000 unidades arbitrarias (UA), e estimada através
da férmula: Zcarga = (volume x intensidade de treino segunda feira) + (volume x
intensidade de treino terga feira) +... (volume x intensidade de treino domingo)
(FOSTER, 1998; FOSTER et al., 1996).

Abaixo, na tabela 1, podemos ver a organizagao das sessdes de treino, que
foram precedidas por um aquecimento muscular localizado composto por duas
escaladas sem sobrecarga adicional. Cada sessé&o de treino foi realizada de acordo
com uma das quatro seguintes relagdes de volume, intensidade e densidade:

Metabdlico 1 (MET 1 = 8 x 12 movimentos com 75%mc com 60seg de intervalo).
Metabdlico 2 (MET 2 = 6 x 10 movimentos com 90%mc com 75seg de intervalo).
Metabdlico 3 (MET 3 = 4 x 8 movimentos com 100%mc com 90seg de intervalo).

Tensional (TENS =4 x 4 movimentos com 180%mc com 120seg de intervalo).
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Tabela 1. Organizagéo das sessdes de treino ao longo de seis semanas.

DIA. SEMANA1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA4 SEMANAS5 SEMANAG6

SEG  ADAPT - MET 1 TENS TENS TENS
TER  ADAPT MET 1 MET 3 MET 3 MET 3 MET 1
QUA  ADAPT MET 2 MET 2 MET 1 MET 1 TENS
Qul TFM - TENS TENS MET 2 MET 2
SEX  MET1 MET 1 MET 1 MET 3 MET 3 TENS
SAB  MET 1 MET 2 MET 3 MET 1 TENS RS

DOM  MET 1 - ; ; i TFM

Adaptagéo ao Exercicio Fisico (ADAPT = 3x12, sem sobrecarga, 120seg de intervalo);
Metabdlico 1 (MET 1 = 8x12 movimentos, 75%mc, 60seg de intervalo); Metabdlico 2 (MET 2 =
6x10 movimentos, 90%mc, 75seg de intervalo); Metabdlico 3 (MET 3 = 4x8 movimentos,
100%mc, 90seg de intervalo); Tensional (TENS = 4x4 movimentos, 180%mc, 120seg de
intervalo); TFM (Teste de Forga Maxima); RS (Restricdo de Sono).

6.6 - Restricao de sono

Para restringir o sono dos animais foi utilizado o protocolo adaptado de
(FRANKEN et al., 1993). Durante as seis horas de restricido do sono, os animais
permaneceram em suas respectivas caixas sendo observados a todo momento pelo
pesquisador. Quando os animais assumiam uma posigao de sono, eles eram ativados
por estimulos acusticos e, se necessario, por estimulos tateis. Agua e racéo foram

disponibilizados ad libitum durante todo o procedimento.

6.7 - Eutanasia

Os grupos SC e SR foram eutanasiados em repouso e os grupos TC e TRS,
imediatamente apds o TFM. Todos os animais foram eutanasiados por decapitagao,
apos anestesia geral com 30 a 40mg/kg (intraperitoneal) de pentobarbital. Um toque
na cérnea e um aperto na pata dos animais foram utilizados para confirmar o

adequado nivel de anestesia.
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6.8 - Extracao de tecidos
Imediatamente apds a eutanasia, os musculos soleo e plantar foram extraidos,

e imersos em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em ambiente -80°C.

6.9 - Glicogénio muscular

A concentragdo de glicogénio muscular foi determinada por método
colorimétrico usando o Glycogen Assay Kit, SIGMA-ALDRICH® seguindo as
instrugdes do fabricante. Para tal, 10mg de tecido foram homogeneizados com 100uL
de agua destilada. O homogenato foi fervido por 5 minutos e centrifugado a 13.000 x
RCF por 5 minutos para remocdo de materiais insoluveis. As amostras foram
misturadas com tampao (fornecido pelo fabricante) até completar o volume final de
50uL. A absorbancia das amostras foram analisadas a 570nm e as concentracdes de
glicogénio foram determinadas a partir de uma regressao linear obtida pela curva dos

padroes.

6.10 - Extracdo do soro

A amostra sanguinea coletada dos animais foi centrifugada a 1.500 rpm durante
15 min em centrifuga refrigerada (2 - 8°), e o soro retirado foi armazenado em aliquotas
de 200 a 500uL, alocados dentro de freezer a -80° para posterior determinacéo da

analise metabolébmica.

6.11 - Analise metabolémica

Analise em modo Scan por GCMS. Para a analise em GC-MS, 50uL de cada
amostra de plasma de rato foram misturados em um vortex com 150uL de metanol
gelado na propor¢ao 3:1 (metanol:amostra) para garantir deproteinizagcao total, e
entdo centrifugada por 13 min a 10000 rpm a temperatura ambiente. 100uL do
sobrenadante foram transferidos para vials de analise em GC-MS contendo inserts de
vidro, e entdo evaporados em SpeedVac a 300C. Para a metoximacgao das amostras,
15uL de hidrocloreto de O-metoxiamina (15mg/mL) em piridina foram adicionados a
cada vial de analise e ent&o levados ao vortex e a um ultrasom num ciclo de 3 vezes
cada. Os vials foram cobertos e incubados em ambiente escuro e em temperatura
ambiente por 16 horas. Apds a incubagao, 15uL de BSTFA com 1% de TMCS (v/v)

foram adicionados, e as amostras vortexadas e incubadas a 700C por 1h para o
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processo de sililagdo. No final do procedimento, de 20ppm do padréo interno acido
pentadecandico (diluido em heptano) foram adicionados a cada vial de analise. Trés
amostras de branco e duas de controle de qualidade feitos a partir de um pool das
amostras foram preparados seguindo o mesmo procedimento das amostras
preparadas e foram analisados no inicio, meio e final da sequéncia (KIND et al., 2009).

A analise das amostras foi conduzida num sistema de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrémetro de massas do tipo quadrupolo (GCMS-QP2020 NX)
proveniente da Shimadzu Co. (Kyoto, Japan).

Para a separacgao, 1uL da amostra foi carregado numa coluna DB5-MS (30m x
0.25 mm, 0.25 um, Restek). A amostra foi injetada em modo splitless num fluxo de 20
mL/min de gas Hélio, e o gas carregador conduzido num fluxo constante de 1,36
ml/min. A temperatura inicial da coluna foi incialmente mantida a 800 e entdo
aumentada gradativamente numa taxa de 150C/min até atingir a temperatura final de
3000C e mantida nesta mesma temperatura por 8 min antes de resfria-la. As
temperaturas do injetor, linha de transferéncia e filamento da fonte e o quadrupolo
foram mantidas a 280, 200, 150 e 1500C, respectivamente. O sistema operou em
modo de full scan (m/z 40-650) numa taxa de 3 espectros/s, e com o El configurado a
70eV. Entdo um método de tempo de retencgao fechado (TRF) foi aplicado para reduzir
o tempo de retencao (TR) de toda a analise (MASTRANGELO et al., 2015).

O controle dos instrumentos, a aquisicao de dados e o processamento de
dados foram realizados pelo software LabSolutions (GCMS versao 4.5), Shimadzu
Co., Japao), que permite um controle em tempo real de cada analito analisado para a
identificacdo dos metabdlitos em modo SIM e Scan.

Identificagdo e quantificagdo de moléculas. Para as analises em modo Scan,
os metabdlitos detectados foram processados para a criagdo de uma matriz unificada
de variaveis a partir dos diferentes estados de carga, adutos e grupos dos mesmos
analitos através todas as amostras, e para isso foram utilizados os softwares GCMS
Solution (v.3.30), NIST 17 MASS (v.1.00.1) e GCMS Smart Metabolite (v.3.01), todos
desenvolvidos pela Shimadzu Co. Os softwares foram configurados da maneira mais
eficiente possivel para processar todos os picos detectados, separando-os do ruido
do equipamento. Apds a identificagdo das moléculas identificadas pelas bibliotecas
NIST [14] e Smart Metabolite, as amostras foram exportadas para o software Excel

(Microsoft Office) para tratamento estatistico. Bases de dados publicas disponiveis na
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internet (https://www.genome.jp/kegg/ e http://www.hmdb.ca) fora, utilizadas para a

identificacdo e/ou conformacgéao de espectros de GC-MS.

6.12 - Analise estatistica

Todos os resultados estdo expressos em média + erro padrao da média. Os
resultados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA) one-way seguida do teste post hoc de Tukey para as
comparacgdes de médias de massa corporal, forca maxima e glicogénio muscular. Foi
considerado um P < 0,05 capaz de revelar diferencas estatisticas. Os dados foram

analisados com o programa GraphPad Prism® 8.4.3.
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7 - RESULTADOS
7.1 - Massa corporal

A Figura 6 demonstra os valores de massa corporal para os animais divididos
em apenas dois grandes grupos (sedentario e treinado), na primeira semana e ao final
da sexta semana de treinamento. Os dois grupos aumentaram significativamente a

massa corporal ao longo do experimento (P < 0,0001; F = 81,58).

%k
I 1
400- #
o
= 350 ,
= -o- SEDENTARIO
£ 3004 TREINADO
o
4+
/)]
& 250
=
200 . .
Semana 1 Semana 6

Figura 6. Valores de massa corporal observados antes e apds o treinamento de seis semanas
para os grupos Sedentario e Treinado. *: diferenga significativa para todos os grupos entre a semana 1
e 6 (P < 0,05). #: diferenga significativa entre grupo treinado vs sedentario ao final da semana 6 (P <

0,05).

A Figura 7 demonstra os valores de massa corporal para os grupos de forma
detalhada (SC, SRS, TC, TRS), na primeira semana e ao final da sexta semana de
treinamento. Os grupos aumentaram significativamente a massa corporal ao longo do
experimento (P < 0,0001; F = 58,95). Antes do treinamento, o grupo TC apresentou
massa corporal significativamente inferior em relagdo aos grupos SC (P = 0,0035) e
TRS (P = 0,0039). Ap6s o treinamento, o grupo TC apresentou massa corporal
significativamente inferior em relagdo aos grupos SC (P < 0,0001), SRS (P = 0,0044)
e TRS (P = 0,0089).
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Figura 7. Valores de massa corporal observados antes e apds o treinamento de seis semanas
para os grupos Sedentario Controle (SC), Sedentario Restricdo de Sono (SRS), Treinado Controle (TC)
e Treinamento Restricdo de Sono (TRS). *: diferenca significativa para todos os grupos entre as
semanas (P < 0,05). a: diferenga significativa em relagdo ao grupo SC (P < 0,05); b: diferenca
significativa em relagdo ao grupo SRS (P < 0,05); d: diferenca significativa em relagéo ao grupo TRS
(P < 0,05).

7.2 - Teste de forca maxima

Os valores de forgca maxima observados para os grupos TC e TRS nao foram
diferentes significativamente antes do periodo de treinamento (P = 0,606). Apds o
periodo de treinamento, houve aumento significativo da forgca dos animais treinados
de ambos os grupos (P < 0,0001; F = 198,9). Entretanto o grupo TC, demonstrou

valores superiores apos o treinamento em relagdo ao grupo TRS (P < 0,0001). A
Figura 8 demonstra os resultados do TFM.
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Figura 8. Valores de Forga Maxima (soma da carga maxima executada e massa corporal do
animal) observados antes e ap6s o periodo de treinamento de seis semanas nos grupos Treinado
Controle (TC) e Treinado Restricdo de Sono (TRS). *: diferenga significativa para todos os grupos entre

as semanas (P < 0,05); d: diferenga significativa em relagéo ao grupo TRS (P < 0,05).

7.3 - Glicogénio muscular

Nas Figuras 9 e 10 estdo demonstrados os resultados da analise do glicogénio
muscular referente respectivamente aos musculos plantar e séleo para os quatro
grupos. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada nas concentragdes de
glicogénio dos musculos plantar (P = 0,1963; F = 1,682) e s6leo (P = 0,9072. F =
0,1827) entre os diferentes grupos experimentais.
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Figura 9. Concentragcado de glicogénio do musculo plantar (expressa em ug/ul) apos seis
semanas de treinamento para os grupos Sedentario Controle (SC), Sedentario Restricdo de Sono
(SRS), Treinado Controle (TC) e Treinamento Restrigdo de Sono (TRS).
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Figura 10. Concentracdo de glicogénio do musculo séleo (expressa em ug/ul) apds seis
semanas de treinamento para os grupos Sedentario Controle (SC), Sedentario Restricgdo de Sono
(SRS), Treinado Controle (TC) e Treinamento Restricdo de Sono (TRS).

7.4 - Analise metabolémica

A Figura 11 demonstra todos os animais (cada um dos pontos no grafico
correspondente a um animal do grupo) em dois grandes clusters (cluster é um
aglomerado de animais, que demonstra a area de classificagdo da amostra de forma
agrupada), formando assim um modelo de classificagao (score plot) para os animais
divididos dentro dos grupos TC e TRS respectivamente. A analise é baseada nos dois
componentes principais (eixo x e eixo y) dos dados obtidos ao longo da analise,
demonstrando associagao entre os metabdlitos analisados em relagdo aos grupos
analisados. A imagem mostra a separagédo natural entre os grupos de animais, ou
seja, o componente 1 é responsavel por 41% da variagdo dos dados no eixo x em
relagdo a amostra, e o componente 2 responsavel por 10,5% da variacdo dos dados

no eixo y em relagdo a amostra.
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Figura 11. Scores Plot para os grupos Treinado Controle (TC) e Treinamento Restricdo de
Sono (TRS). A analise é baseada nos dois componentes principais (eixo x e eixo y) dos dados obtidos
ao longo da analise, demonstrando associagao entre os metabdlitos analisados em relagdo aos grupos
analisados. A imagem mostra a separag¢ao natural entre os grupos de animais, ou seja, o0 componente
1 é responsavel por 41% da variagdo dos dados no eixo x em relagdo a amostra, e o componente dois
responsavel por 10,5% da variagdo dos dados no eixo y em relagdo a amostra. Cada um dos pontos

no grafico corresponde a um animal do grupo.

A Figura 12 demonstra os Variable Importance in Projection (VIP) score e
validacao cruzada (VC) do modelo, demonstrando o resultado da analise multivariada
na segunda componente do Q2. Os resultados da analise de validagao cruzada
apontaram boa eficacia e precisdao do modelo do estudo. Nesta figura demonstra-se o
valor de performance de 0.78, podendo ser avaliada como boa classificacao (acima
de 0,75) para a capacidade preditiva do modelo de classificagdo (score plot)
demonstrado na imagem anterior. O valor de performance acima de 0,9 de acuracia e
R2 demonstra que os valores de sensibilidade e especificidade sao altos (baixas
possibilidades de falsos positivos ou negativos), demonstrando boa capacidade

preditiva do modelo de classificagao.
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Figura 12. Q2 é uma estimativa da capacidade preditiva do modelo e é calculada por meio de
validacéo cruzada (VC). Em cada VC, os dados previstos sdo comparados com os dados originais e a
soma dos erros quadrados é calculada. Os resultados da analise de validag&o cruzada apontaram boa
eficacia para os valores de performance (acima de 0,75 para Q2 e acima de 0,8 para acuracia e R2) e
precisdo do modelo de classificagdo do estudo. O asterisco vermelho indica o melhor classificador para

Q2 na segunda componente.

A Figura 13 mostra o grafico Orthogonal Principal List Score (OPLS) — VIP
Score e validagao cruzada do modelo, demonstrando os valores dos 30 metabdlitos
mais relevantes (sequenciados dos maiores para os menores) para separagao dos
grupos em relagao a imagem 13 (score plots). Atribui-se relevancia para cada um dos
metabdlitos em cada um dos animais nos dois grupos (TC e TRS), separando-os em
dois grandes clusters. Analisando, portanto, as variaveis ortogonais dos quadrados
parciais tratados com escalonamento em “paretos” ndao causando variagdes
numéricas. Ou seja, quanto maior o VIP Score (eixo x) de um analito, maior a
importancia ele exerce na distingao e classificagcdo dos grupos TC e TRS. Utiliza-se
os analitos que encontram VIP Score acima de 1.0 como boa classificagdo para o
modelo. O cdédigo de cores indica baixo pico de intensidade em azul, e alto pico de

intensidade em vermelho para cada um dos analitos em relagao ao respectivo grupo.
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Figura 13. OPLS — VIP Score e validagdo cruzada do modelo de classificagdao. A imagem
demonstra os valores dos 30 metabdlitos mais relevantes sequenciados dos maiores para os menores.
Quanto maior o VIP Score (eixo x) de um analito, maior a importancia ele exerce na distingdo e
classificagéo dos grupos TC e TRS. O cddigo de cores indica baixo pico de intensidade em azul, e alto

pico de intensidade em vermelho para cada um dos analitos em relagdo ao respectivo grupo.

A figura 14 demonstra o mapa de calor para cada um dos metabdlitos, em cada
um dos animais, divididos nos grupos TC (rosa) e TRS (verde). Na analise de cluster
hierarquica (aglomerativa), cada amostra comega como um cluster separado e o
algoritmo prossegue combinando-os até que todas as amostras pertencam a um
cluster. Os conjuntos de colunas (acima) e linhas (a esquerda) demonstram possiveis
correlagdes entre animais, grupos e metabdlitos. O codigo de cores indica baixo pico
de intensidade em azul, e alto pico de intensidade em vermelho para cada um dos
analitos em relagéo ao respectivo animal e grupo. Nota-se o cluster para a sequéncia
de metabdlitos: serina, glutamina, ornitina, lisina, tirosina, treonina, metionina, acido

oleico, alanina, norvalina, glicerol, lixose e acido urico.
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Figura 14. Mapa de calor para cada um dos metabdlitos, em cada um dos animais, divididos

nos grupos TC (rosa) e TRS (verde). Os conjuntos de colunas (acima) e linhas (a esquerda)
demonstram possiveis correlagdes entre animais, grupos e metabolitos. O coédigo de cores nos
quadrantes indica baixo pico de intensidade em azul, e alto pico de intensidade em vermelho para cada
um dos analitos em relagcdo ao respectivo animal e grupo. Nota-se o cluster para a sequéncia de
metabdlitos: serina, glutamina, ornitina, lisina, tirosina, treonina, metionina, acido oleico, alanina,

norvalina, glicerol, lixose e acido urico.

A Figura 15 demonstra a analise de enriquecimento das 25 vias metabdlicas

mais significativas. Ambas as imagens (A e B) representam os mesmos resultados,
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apenas demonstradas de formas distintas para melhor compreenséo e interpretagao
do leitor. Na imagem A, cada barra demonstra o indice de enriquecimento. Quanto
maior a barra, mais representativa € a via metabdlica no experimento conduzido. O
mesmo acontece para a imagem B, cada ponto demonstra o indice de enriquecimento.
Quanto maior o ponto, mais representativa € a via metabdlica no experimento
conduzido. A coloragao para cada uma das vias metabdlicas representa o valor de P,

tanto para as barras (A) quanto para os pontos (B).
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barras (A) quanto para os pontos (B).

A Figura 16 demonstra os resultados dos analitos divididos nos respectivos
grupos TC e TRS, aplicados e inseridos dentro da via de glicose anaerdbia, ciclo do
acido citrico e ciclo da ureia. Podemos notar que os metabdlitos acido urico (P = 0,004,
F = 0,023), frutose (P = 0,001; F = 0,010), alanina (P = 0,0001; F = 0,001), norvalina
(P = 0,001; F = 0,009), serina (P = 0,00001; F = 0,0005), lisina (P = 0,00003; F =
0,0006), acido oleico (P = 0,0003; F = 0,003), glutamina (P = 0,0007; F = 0,001),
tirosina (P = 0,0003; F = 0,006), metionina (P = 0,0003; F = 0,006), treonina (P =
0,000007; F = 0,0005), ornitina (P = 0,0001; F = 0,001) e creatinina (P = 0,007; F =

0,006) estdo aumentadas no grupo TC em relacdo ao grupo TRS. Enquanto os



42

metabdlitos fenilalanina (P = 0,005; F = 0,025) e valina (P = 0,001; F = 0,010) estao
aumentados no grupo TRS em relagdo ao grupo TC. Os metabdlitos que nao se
encontram dentro dos box (estdo somente escritos na figura), ndo foram analisados

ou nao obtiveram diferenga significativa entre os grupos.



43

Glicogénio
1
1
1
1
1
1
1
1
Glicose
LA |
”
- 1
i 1
-
- 1
e 1
A
v
Via Pentose Frutose
Fosfato B
Pie ==
Acido Urico ’,’ .
: - L
. ” L
- g T S
1
P l
T RS 1
1 Alanina
1
| i
1 ’ O
— ! =
= 1 E— |
¥ ™ TS
> -+ - - - Pinwvalo
I Serna
Lisina TC TS
i .
» Acek 4i-CoA » Acetl-CoA T TRS i )
. Y ido Oleico
i 1 - _
T© TS 1 T
I e —— . .
1
; u
Ciralo T TS
Cis-Aconitato
Fenilalanna
— Malalo . Isocilrato
. CICLO DO ACIDO
1 Glutama
T© RS CITRICO a
Tirosna -
. a Cetoglutarato Glutamato
e aa
: E=
* © WS
© s
Treonna Valna !
CICLODA | Awinina - B | .
Chuina : ' | .
ot = m E
Omitina \\ T RS T RS ™ TRS
[ \\ Creatnna

T TRS



44

Figura 16. Via de glicose anaerdbia, ciclo do &cido citrico e ciclo da ureia de forma detalhada,
utilizando os dados obtidos da analise metabolémica e apontando os metabdlitos em seus respectivos
locais dentro da via de sinalizagdo. Todos os metabdlitos adentrados nos box demonstram valores
normalizados que apresentaram diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos Treinado controle
(TC) e Treinado Restricao de Sono (TRS) apds o periodo de treinamento de seis semanas. Os
metabdlitos que ndo se encontram dentro dos box (estdo somente escritos na figura), ndo foram
analisados ou nao obtiveram diferenga significativa entre os grupos. As linhas tracejadas demonstram
que uma cascata de sinalizagdo ocorre antes do préximo metabdlito apontado. As linhas cheias por

sua vez demonstram a imediata sequéncia da via metabdlica.
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8 - DISCUSSAO

A restricao do sono é frequente no meio esportivo, especialmente nas vésperas
de competi¢cbes importantes e pode impactar o desempenho negativamente. Por outro
lado, os mecanismos que levam a diminuicdo do rendimento sao dificeis de serem
estudados em seres humanos e n&o sao totalmente compreendidos. Ainda que alguns
estudos apontem a queda do rendimento em consequéncia a restricdo de sono, ainda
ha caréncia por parte da literatura de estudos que realmente elucidem essa perda,
acompanhada da diminuicdo dos estoques de glicogénio muscular, degradacao
proteica e producdo de metabdlitos especificos. Levando em conta as limitagdes e
dificuldades que a literatura encontra em descrever distintos mecanismos em seres
humanos, o presente estudo teve como diretriz estudar os efeitos da restricdo de sono
em animais, possibilitando completar essa lacuna do conhecimento.

Esta diretriz foi construida e, portanto, avaliou-se o efeito de seis horas de
restricio de sono sobre o desempenho de forca de ratos submetidos a uma
periodizagao de treinamento resistido com o controle e monitoramento das cargas de
treinamento, mensurando a expressao proteica, o estoque energético de glicogénio
muscular e a producao de metabdlitos. Os resultados do nosso estudo indicaram que
ambos o0s grupos submetidos as seis semanas de treinamento fisico periodizado
demonstraram aumento significativo da capacidade de forga, entretanto o grupo TRS
apresentou piora em relagdo ao grupo TC apéds a restricdo de sono. A analise das
concentracdes de glicogénio tanto do musculo plantar quanto do musculo séleo nao
mostraram diferencas estatisticas em nenhum dos quatro grupos sugerindo que
outros mecanismos, que nao os estoques de glicogénio, podem ser preponderantes
para explicar a piora do desempenho. Os resultados nas concentragcdes da proteina
CLOCK nao demonstraram diferencga significativa para os musculos plantar e séleo. A
analise metabolémica se mostrou promissora ao postular sobre os analitos aplicados
a via de sinalizagao da glicdlise anaerdbia.

A presente pesquisa encontrou aumento da massa corporal total de todos os
animais ao final das seis semanas de estudo (P < 0,0001; F = 81,58), o que confirma
estudos anteriores (DE SOUSA NETO et al., 2021; DUNCAN et al., 1998; LIMA et al.,
2019), que também encontraram aumento de massa corporal total nos modelos
animais ao longo dos seus respectivos periodos de estudo. Contudo, ao final da sexta

semana de treinamento, o grupo TC apresentou valor de massa corporal 17,8% menor
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em relagdo ao grupo SC e 12,7% menor comparado ao grupo SRS. Essas diferengas
podem ser explicadas em partes pela diferenga da massa corporal dos animais no
inicio do estudo ja que no primeiro dia a massa dos animais do grupo TC era menor
que a do grupo SC e TRS.

Outro fator que pode ser levado em consideragao para alteracédo no ganho de
massa corporal total é a utilizagdo da dieta e acesso a agua que os animais seguem
ao longo do estudo. O trabalho conduzido permitiu livre acesso a agua ao longo de
todo o experimento, e também livre acesso a dieta padrao modelo AIN-93 descrito por
(REEVES, 1997). Nota-se que apesar de serem utilizadas marcas distintas em outros
experimentos, todos estes estudos demonstraram o mesmo perfil de livre acesso a
agua e dieta padrao durante seus respectivos protocolos (ANTONIO-SANTOS et al.,
2016; DE SOUSA NETO et al., 2021; DUNCAN et al., 1998; LIMA et al., 2019; NEVES
et al., 2019). Tendo em vista esses dados, a dieta n&o parece ter sido um fator
responsavel pelo aumento ou qualquer outro tipo de modificagcdo sobre a massa
corporal.

Em estudos recentes realizados com modelo de exercicio semelhante ao do
presente trabalho, ndo foram observadas diferencas entre o ganho de massa corporal
dos animais controle em comparagao ao grupo treinado apds oito e 12 semanas de
treinamento (ANTONIO-SANTOS et al., 2016; DE SOUSA NETO et al., 2021; LIMA et
al., 2019). Portanto, os resultados podem sugerir um efeito de reducao de ganho de
massa corporal induzido pelo treinamento resistido pela diminuicdo dos estoques de
tecido adiposo.

Embora o periodo de treinamento (oito a 12 semanas) tenha sido maior nos
estudos de (ANTONIO-SANTOS et al., 2016; DE SOUSA NETO et al., 2021; LIMA et
al., 2019) comparado ao nosso, acreditamos que as diferengas de massa corporal
encontradas nao estao relacionadas com a quantidade de sessdes de treinos, visto
que na presente pesquisa 0os animais tiveram quantidade de sessdes de treinos
semanais equivalente aos estudos anteriores (ANTONIO-SANTOS et al., 2016; DE
SOUSA NETO et al., 2021; LIMA et al., 2019). Por outro lado, nosso estudo realizou
um treinamento de forga com base em uma periodizacgao linear de cargas, o que pode
ter favorecido as adaptagdes fisioldégicas dos animais, como comumente observados
em estudos com humanos (RHEA; ALDERMAN, 2004; WILLIAMS et al., 2017).
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Uma das formas de desenvolvimento da capacidade de forga em modelos
animais é através do treinamento resistido (HORNBERGER; FARRAR, 2004; NEVES
etal.,2016; YASPELKIS et al., 2002). O presente estudo encontrou 133 % de aumento
na capacidade de forga no grupo TC e 76% no grupo TRS apds seis semanas de
treinamento fisico periodizado (P < 0,0001; F = 198,9). Confirmando sua eficiéncia
assim como em estudos similares ao longo dos anos (ANTONIO-SANTOS et al., 2016;
DUNCAN et al.,, 1998; HORNBERGER; FARRAR, 2004; LIMA et al., 2019), que
também encontraram aumentos expressivos na capacidade de forga de modelos
animais ao longo de periodos de treinamento resistido. Em relagdo a magnitude do
aumento, o estudo NEVES et al. (2016) que avaliou ratos SHR, que s&o
espontaneamente hipertensos, treinados trés vezes por semana em dias nao
consecutivos ao longo de 12 semanas, demonstrou através do Teste de Forga Maxima
aumento de 140% na capacidade de forga, valor proximo ao encontrado em nosso
estudo para o grupo TC. O principal achado do trabalho validou nossa hipotese
inicial. Mostramos que apesar do treinamento fisico periodizado ser igual para todos
0s animais, seis horas de restricdo de sono foi capaz de reduzir 18,4% a capacidade
de forga do grupo TRS em relagao ao grupo TC (P < 0,0001; F = 198,9). Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos com seres humanos (LEGG; PATTON,
1986; MAH et al., 2019). Trata-se de percentual relevante se visto que a diferenca
entre o vencedor e o perdedor de uma competicao nao passa de 5%.

Uma vez que a restricdo de sono pode levar a fadiga muscular e central
(trazendo consequéncias na capacidade de forgca), uma analise mais aprofundada
deve ser discutida. ZHANG et al. (2016) conduziram um estudo com ratos Wistar
restritos de sono por 14 horas por dia ao longo de 21 dias consecutivos utilizando o
método de plataformas multiplas. Posteriormente realizaram testes comportamentais
incluindo o campo aberto e o labirinto em cruz que tem como objetivo medir o nivel de
ambulacdo total e ansiedade dos animais. Os resultados demonstraram que a
ansiedade, o comprometimento da cognigao espacial, o mau desempenho muscular
e o declinio da atividade voluntaria apresentados em ratos modelo confirmaram o
diagnéstico de fadiga central.

O estudo de SHARMA et al. (2023) realizou um experimento com ratos Wistar.
Os animais foram totalmente restritos de sono usando um método de manuseio suave,

(bem proximo do utilizado em nosso estudo) no qual recebiam estimulagao tatil
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sempre que entravam no estado de sono, conforme detectado por registro
polissonografico ou observagao visual. Os pesquisadores encontraram um aumento
significativo na temperatura corporal e hipotalamica, enquanto houve menor alteragéo
na temperatura muscular. O ritmo circadiano do hipotalamo e da temperatura corporal
dos ratos privados de sono foi perturbado, enquanto o mesmo foi preservado na
temperatura muscular. SHARMA et al. (2023) realizaram outro estudo investigando o
efeito da privagdo de sono de 24 horas na morfologia e na neuroquimica da jungao
neuromuscular usando microscopia eletrénica e imuno-histoquimica no musculo soéleo
de ratos. A privagdo aguda do sono demonstrou alteragbes na estrutura sinaptica,
mitocondrias, vesicula sinaptica, proteinas sinapticas, lamina basal e dobras
juncionais necessarias para a transmissdo neuromuscular.

A capacidade de forca depende de diversas cascatas de reacgdes, podendo
comprometer o desempenho final de protocolos e testes tanto em modelos animais
quanto em humanos. A perda de forgca em exercicios de alta intensidade pode ser
decorrente de multiplos fatores, como reducdo na liberacdo de neurotransmissores
(BOONSTRA et al.,, 2007; DESCHENES et al., 2002; SHARMA et al., 2023),
alteragcdes hormonais (LAMON et al., 2021), ou redugdo de estoques energéticos
como deplecdo de creatina fosfato e/ou glicogénio muscular (HARGREAVES;
SPRIET, 2020; ORTENBLAD et al., 2013).

O presente trabalho avaliou a concentragdo de glicogénio em dois musculos
diferentes, o plantar que apresenta caracteristica glicolitica e o séleo que é
predominantemente oxidativo (CORNACHIONE et al., 2011). Nao houve diferengas
significativas para os valores de glicogénio entre os grupos experimentais tanto para
o musculo plantar (P = 0,1963; F = 1,682), quanto para o musculo séleo (P = 0,9072;
F =0,1827) apos seis semanas de treinamento fisico.

E sabido que os niveis de glicogénio muscular podem afetar diretamente a
performance em diferentes modalidades de exercicio (HEARRIS et al., 2018;
KNUIMAN et al.,, 2015; MURRAY; ROSENBLOOM, 2018). Trata-se de polimero
extensivamente ramificado de glicose que os animais utilizam como reserva de
energia, sendo o analogo animal do amido (BRUST et al., 2020). Embora
concentrando-se em maior quantidade no figado, os musculos esqueléticos contém a
maior quantidade de glicogénio em peso. Também estd presente em niveis mais

baixos em outros tecidos, como rins, coragéo e cérebro. As unidades de glicose no
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glicogénio estao ligadas por dois tipos principais de ligagdes glicosidicas, a alfa-1,4 e
a alfa-1,6, formando cadeias lineares e pontos de ramificagdo. A ramificacdo € um
aspecto crucial do glicogénio, pois aumenta sua solubilidade e permite uma
metabolizacdo mais rapida. Importante destacar que o glicogénio desempenha um
papel fundamental na manutengdo da homeostase da glicose no corpo animal
(principalmente o hepatico, utilizado para a manutengdo nos niveis glicémicos
seguros), sendo regulado principalmente pela insulina e pelo glucagon (DIMITRIADIS
etal., 2021).

Estudos classicos conduzidos ainda na década de 60 estabeleceram os
fundamentos atuais do conhecimento sobre o metabolismo do glicogénio muscular
durante o exercicio, servindo como base para a maioria das publicacbes
subsequentes na area. Entre as descobertas mais significativas, destacam-se a
relacao linear entre o tempo de fadiga em uma intensidade especifica (%V0O:-..) e as
concentragdes iniciais de glicogénio no musculo, bem como a diminuicdo dos
estoques de glicogénio ao longo do tempo, aproximando-se de esgotamento no
momento em que a manutengdo da intensidade do exercicio se torna desafiadora
(BERGSTROM et al., 1967). Entretanto, atualmente sabe-se que que a fadiga ndo
necessariamente esta associada ao esgotamento do glicogénio muscular, uma vez
que foi demonstrado que mesmo apds exercicios prolongados pode-se observar uma
quantidade consideravel de glicogénio muscular, mesmo apos a pratica ter sido
interrompida por exaustdo (BOYAS; GUEVEL, 2011; ORTENBLAD et al., 2013).
Todavia, é sabido que os niveis de glicogénio muscular podem afetar a performance,
sendo estratégias para reposigcdo e aumento dos seus niveis assuntos de grande
interesse pela ciéncia do esporte (MURRAY; ROSENBLOOM, 2018).

Especificamente sobre o exercicio resistido, caracteriza-se tipicamente por
breves séries de contragcbes musculares proximas as maximas. Durante essa
modalidade, o glicogénio desempenha um papel crucial na ressintese do pool de ATP
fornecendo energia durante as contragdes musculares de alta intensidade. Conforme
MACDOUGALL et al. (1999) relatam, a maioria do ATP € derivada da glicdlise. Nesse
contexto, uma sessao tipica de exercicios de resisténcia tem demonstrado reduzir os
niveis de glicogénio em aproximadamente 24-40%, sendo esse valor fatalmente
impactado pela duragao, intensidade e volume do treinamento executado (KOOPMAN

et al., 2006; TESCH et al., 1986). As maiores redugdes de glicogénio sao observadas
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em treinamentos com repeticbes elevadas e carga moderada, principalmente em
fibras do tipo Il (KOOPMAN et al., 2006). Portanto, a manutencdo dos niveis
adequados de glicogénio muscular mostra-se como fator determinante para uma boa
performance durante a pratica.

Diferentes estudos mostraram aumento do glicogénio muscular apés 12
semanas de treinamento resistido com ratos (RIBEIRO et al., 2017; YASPELKIS et
al., 2002).  As diferengas entre os resultados dos estudos podem estar associadas
aos metodos de treinamento resistido adotados nas outras pesquisas, que utilizaram
diferentes aparatos de treinamento (YASPELKIS et al., 2002) ou diferentes relagdes
de volume e intensidade nas sessdes de treino (RIBEIRO et al., 2017). Além disso, os
animais da presente pesquisa foram eutanasiados imediatamente apds o teste de
forca. Considerando que o TFM exige uma alta demanda metabdlica glicolitica
(MACIEJCZYK et al., 2021), é possivel que o teste tenha consumido uma parte do
estoque de glicogénio muscular e assim, mascarado o efeito de supercompensagao
advindo do treinamento. N&o houve diferenga na concentracédo de glicogénio em
ambos os musculos (plantar [P = 0,1963; F = 1,682]; séleo [P = 0,9072. F = 0,1827])
nos animais sedentarios. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que ao longo de todo
momento de restrigdo de sono, 0s animais estavam com livre acesso a agua e ragao,
e também o fato de que o tempo de restricdo de sono nao foi suficiente para alterar a
concentracéo de glicogénio muscular.

Nosso estudo, todavia, contraria o trabalho de (SKEIN et al, 2011) que
demonstrou, em humanos, redu¢cdo na capacidade de forga, e no estoque de
glicogénio muscular apdés privagdo de sono. Até o nosso conhecimento, nao
observamos na literatura nenhum trabalho que tenha demonstrado o efeito da
restricdo de sono sobre o estoque de glicogénio muscular e sua relagdo com o
desempenho de forca em ratos e em condi¢gdes similares ao nosso estudo. Na
presente pesquisa, apesar da RS ter afetado o desempenho do TFM, o mesmo n&o
foi observado com os estoques de glicogénio muscular. Assim sendo, este resultado
nos leva a crer que a perda de forca nao foi decorrente dos estoques energéticos, mas
por outros fatores como por exemplo fatores neurais e/ou hormonais (BOONSTRA et
al., 2007; DESCHENES et al., 2002; LAMON et al., 2021) ou por influéncia em outras

vias de producao de energia no musculo esquelético.
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Nesse cenario, acredita-se que o0s animais desenvolveram alteragdes
comportamentais em resposta aos ciclos de luz e temperatura, a fim de atender e
prever necessidades energéticas, apresentando uma vasta gama de adaptacgdes
como flutuagdes na producéo de calor e alteragées nos niveis hormonais séricos ao
longo das 24 horas (BASS; TAKAHASHI, 2010). E embora inicialmente os estudos
sobre esse assunto tenham concentrando-se exclusivamente no Sistema Nervoso
Central (especificamente no nucleo supraquiasmatico do hipotalamo) (HASTINGS et
al., 2018; WELSH et al., 2010), atualmente é sabido que o controle do ciclo circadiano
€ finamente regulado em diferentes células e tecidos (conforme sera melhor
apresentado adiante nesta obra), e que o Sistema Nervoso Central apresenta uma
funcdo majoritaria de regular esses relégios periféricos (ALBRECHT, 2012; MOHAWK
et al., 2012; YOO et al., 2004). A descoberta de genes relacionados ao controle do
ciclo circadiano iniciou-se ainda na década de 70, onde Drosophila mutantes que
apresentavam ciclos comportamentais anormais foram estudadas, nos revelando o
gene que ficou conhecido como gene per (KONOPKA; BENZER, 1971; REDDY, 1984,
SMITH; KNOPKA, 1981). Adiante, em 1994 foi descrito o primeiro gene de controle
do ciclo circadiano em mamiferos, sendo chamado de gene clock, identificado em
camundongos com padrdes circadianos alterados (VITATERNA et al., 1994) e cuja a
proteina CLOCK por ele codificada compartilha semelhancas com a proteina PER
(codificada pelo gene per das Drosophilas) (GEKAKIS et al., 1998).

Conforme comentado no paragrafo anterior, € sabido que o ciclo circadiano se
trata de um processo finamente regulado, principalmente pelo sistema nervoso
central. Porém, fatores externos podem impactar o ritmo circadiano, dentre eles, a
pratica do exercicio fisico (TAHARA; SHIBATA, 2018). Um recente estudo conduzido
por TEIXEIRA et al. (2023) submeteu camundongos inoculados com células de
carcinoma pulmonar de Lewis a diferentes protocolos de exercicio. Ao final do estudo,
os autores notaram aumento da expressao do gene clock nos grupos treinados
(avaliado pela detecgdo de seu mRNA pela técnica de PCR), de modo correlato a
reducao do peso do tumor e aumento na produgdo de miocinas anti-inflamatorias.
Outro recente e elegante estudo mostrou que alteracdes nos niveis de proteinas do
ciclo circadiano estdo relacionadas a alteracbes na performance de roedores
submetidos ao exercicio, ainda que os niveis de glicogénio muscular permanegam

inalterados (ADAMOVICH et al., 2021). Portanto, aventamos a hipotese que nossas
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intervengdes poderiam estar relacionadas com alteragdes no conteudo proteico de
CLOCK, mesmo o glicogénio muscular mostrando-se sem variagao entre os grupos
experimentais.

O presente trabalho encontrou um aumento nos residuos metabdlicos de
treonina (P = 0,000007; F = 0,0005) e lisina (P = 0,00003; F = 0,0006) no grupo TC
em relagéo ao grupo TRS, o que corrobora com o trabalho de HONMA et al. (2020),
que também demonstraram diferencas significativas entre os periodos de sono e
restricdo de sono para os mesmos metabdlitos em doze jovens saudaveis. O estudo
de HU et al. (2021) demonstrou regulagdes negativas para os valores de glutamina
ap6s o experimento com o periodo de restricdo de sono em camundongos. Os
achados do presente trabalho corroboram com os de HU et al. (2021) em que o grupo
TC demonstra diferenga significativa (P = 0,0007; F = 0,001) em relagdo ao grupo
TRS. De acordo com CHOU et al. (2020) os niveis de acido urico em via de regra
diminuem quando verificam-se a ma qualidade do sono, o que contrapde o presente
estudo, que por sua vez, verificou 0 aumento significativo do acido urico (P = 0,004; F
=0,023) no grupo TC em relagéo ao grupo TRS. A via de glicolise anaerdbia mostrou
pouco alterada quando observada através dos dados metabdlitos, possivelmente
reforcando o primeiro argumento de que a perda de forca nao foi decorrente dos
estoques energéticos, mas por fatores como por exemplo neurais e/ou hormonais, ou
mesmo por influéncia em outras vias de produgao de energia no musculo esquelético.

A analise metabolébmica conduzida revelou descobertas esclarecedoras sobre
a diferenciacao dos grupos estudados. Notavelmente, os principais metabdlitos que
contribuem significativamente para essa diferenciagcédo englobam treonina, serina,
lisina, tirosina, metionina, glutamina, alanina, ornitina, acido oleico, creatinina,
norvalina, valina e frutose.

Interessantemente, sabe-se que aminoacidos, especialmente aminoacidos
essenciais, tém sido amplamente estudados no contexto do exercicio fisico e da
privagao de sono (BURD et al., 2020; BURD et al., 2019). Essas moléculas
desempenham um papel crucial na sintese de proteinas, na produgdo de energia e
em diversas vias metabdlicas (CHURCH et al., 2020). Em resposta a atividades fisicas
intensas, a demanda por aminoacidos, especialmente aminoacidos de cadeia
ramificada como a valina, pode aumentar devido a quebra e reparacao de proteinas

musculares (MARGOLIS et al., 2021). A restricdo de sono tem sido associada a
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alteragdes no metabolismo de aminoacidos, afetando potencialmente o equilibrio
energético e a homeostase metabdlica geral (PENEV, 2012; SHARMA; KAVURU,
2010). Nesse sentido, a treonina, um aminoacido crucial, desempenha um papel
notavel na distingdo entre os grupos, refletindo provavelmente seu envolvimento em
varias vias metabolicas e fung¢des celulares (ALAGAWANY et al., 2020; TANG et al.,
2021). Da mesma forma, serina, lisina e tirosina, como aminoacidos essenciais,
demonstraram sua importancia nessa diferenciagéo, indicando seu potencial impacto
nos perfis metabdlicos (ALAGAWANY et al., 2020; CHOI; COLOFF, 2019). A
metionina, com seu papel no metabolismo de enxofre e nos processos de metilagao,
emerge como um jogador-chave na discriminagdo dos grupos (MARTINEZ et al.,
2017; PARKHITKO et al.,, 2019). A glutamina, um transportador significativo de
nitrogénio e regulador de diversas vias metabodlicas, também contribui
substancialmente para as diferengas observadas (CHAUDHRY et al., 2002; YOO et
al., 2020).

Nado obstante, o acido oleico, um acido graxo monoinsaturado, é um
componente fundamental das membranas celulares e tem sido implicado em varios
processos fisiologicos (ALVES et al., 2020; MICHAUD; DENLINGER, 2006; PICCININ
et al., 2019). Sua presenga entre os metabdlitos discriminantes sugere conexdes
potenciais entre o metabolismo de lipidios e os efeitos do exercicio fisico e da privacao
de sono (ALVES et al., 2020; MICHAUD; DENLINGER, 2006; PICCININ et al., 2019).
Os niveis de acido oleico podem refletir alteragcbes no metabolismo de lipidios,
inflamacao e estresse oxidativo, todos pertinentes tanto no exercicio quanto na
regulagéo do sono (JOHNSON; STOLZING, 2019). De forma interessante em nosso
estudo, as alteragdes presentes nos metabdlitos alanina, ornitina e, especialmente o
acido oleico, apontam para seu potencial envolvimento em variagdes metabdlicas
entre os grupos estudados.

Além disso, sabe-se que a creatinina € um subproduto metabdlico associado a
massa muscular e a fungao renal (PATEL et al., 2013). Durante o exercicio, pode
haver variacdes nos niveis de creatinina devido a mudangas na renovagao muscular
e esforco (BAXMANN et al., 2008). A privagcado de sono pode influenciar o sistema
renal, afetando potencialmente a depuragao de creatinina. A norvalina, um aminoacido
nao proteinogénico, pode estar ligada a regulacéo da produgéo de éxido nitrico e a

fungdo endotelial, o que pode ser relevante tanto no exercicio quanto nos padroes de
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sono (GILINSKY et al., 2020; GREEN et al., 2004). A creatinina, um marcador da
funcao renal, e a norvalina, um aminoacido nao proteinogénico, desempenham um
papel evidente na diferenciagao observada (BAXMANN et al., 2008; GILINSKY et al.,
2020; LOUSA et al., 2020; PATEL et al., 2013). Ja a Valina, um aminoacido essencial
de cadeia ramificada, é outro metabdlito que contribui para a discriminagdo dos
grupos.

Por fim, a inclusao da frutose destaca a potencial influéncia do metabolismo de
carboidratos na distingao dos grupos estudados (FEINMAN; FINE, 2013; HANNOU et
al., 2012). A frutose, uma hexose simples (C:H..O:), tem implicacdes metabdlicas e
pode ser influenciada pela ingestao dietética (FEINMAN; FINE, 2013; HANNOU et al.,
2012). Sua presenga entre os metabdlitos discriminantes encontrados em nosso
estudo, indica alteragcées no metabolismo de carboidratos em resposta ao exercicio e
aos diferentes estimulos de privagdao de sono, o que corrobora com a idéia das
influéncias do exercicio fisico na deplecdo dos estoques de glicogénio muscular e
hepatico, e suas consequentes incumbéncias fisiolégicas e bioquimicas, além dos
estimulos em diferentes vias biomoleculares.

Em resumo, a analise metaboldmica realizada em nosso trabalho enfatiza a
importancia desses metabdlitos especificos na caracterizagcdo das diferencas
metabdlicas entre os grupos sob investigacdo. Essas descobertas oferecem valiosas
informagdes sobre os mecanismos metabdlicos subjacentes e implicagbes potenciais
para varios processos fisioldgicos e patoldgicos. Para fortalecer essas descobertas e
sua relevancia no contexto do exercicio e do sono, é crucial fazer referéncia a estudos
especificos que exploraram as alteracdes metabdlicas associadas a esses fatores.

Em conjunto, os presentes resultados oferecem significativos insights sobre os
mecanismos moleculares e as vias de sinalizagdo celular por meio das quais esses
metabdlitos sdo modulados e suas implicagdes para a saude e o desempenho fisico,
em resposta a privagao de sono. Além disso, investigar biomarcadores e intervengdes
potenciais relacionadas a esses metabdlitos pode ser uma via promissora para
pesquisas futuras nos campos da fisiologia do exercicio e da medicina do sono.

Em relagdo aos metabdlitos condizentes as vias do metabolismo de proteinas
€ aminoacidos, ja € bem elucidado na literatura cientifica o papel do metabolismo de
aminoacidos na manutenc¢ao da integridade muscular, sintese de proteinas, produgéo

de neurotransmissores, sendo também essencial para a sintese de proteinas
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musculares, recuperacao apods o exercicio (AGUIRRE et al., 2013; WEINERT, 2009).
Na fisiopatologia, as deficiéncias de aminoacidos podem causar problemas de
crescimento, fraqueza muscular, disturbios neurolégicos (ALIU et al., 2018). A
regulagdo do metabolismo de aminoacidos envolve uma rede complexa de sinalizagéao
(LING et al., 2023; TOME, 2021). A sinalizagdo inicia-se com a disponibilidade de
aminoacidos, que é monitorada pelas proteinas quinases denominadas mTOR
(mammalian target of rapamycin) (LING et al., 2023; TOME, 2021). AmTOR regula a
sintese de proteinas e o balango de energia da célula. Além disso, a sinalizagdo de
aminoacidos também envolve a ativagdo de proteinas quinases como a quinase
ativada por AMP (AMPK), que monitora os niveis de ATP e atua para regular a
homeostase energética (LING et al., 2023; TOME, 2021). O metabolismo de
aminoacidos é regulado principalmente por vias catabdlicas e anabdlicas (LING et al.,
2023; TOME, 2021). A degradacéo de aminoéacidos ocorre principalmente no figado e
nos musculos esqueléticos, onde os aminoacidos sao convertidos em intermediarios
do ciclo do acido citrico ou em glicose por gliconeogénese (LING et al., 2023; TOME,
2021). A disponibilidade de aminoacidos essenciais desempenha um papel critico na
sintese de proteinas musculares, o que € essencial para o crescimento muscular e a
recuperacado apds o exercicio (LING et al., 2023; TOME, 2021).

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula crucial para a regulagao do ténus vascular
e da funcdo endotelial (CYR et al., 2020; FORSTERMANN; SESSA, 2012;
TOUSOULIS et al., 2012). O NO é sintetizado a partir da arginina, um aminoacido
(CYR et al., 2020; FORSTERMANN; SESSA, 2012; TOUSOULIS et al., 2012). O NO
regula o fluxo sanguineo, promove a vasodilatacdo e melhora a fungdo endotelial,
contribuindo para a saude cardiovascular, bem como pode melhorar o desempenho
de endurance, melhorando o fluxo sanguineo para os musculos durante o exercicio
(CYR et al., 2020; FORSTERMANN; SESSA, 2012; TOUSOULIS et al., 2012). Sob
condigbes fisiopatolégicas no metabolismo do NO, podem ocorrer disfungdes
endoteliais que correlacionam-se hipertensao e aterosclerose podem ocorrer em
casos de baixa disponibilidade de NO (GALLO et al., 2021; MUDAU et al., 2012). A
sinalizagéo do oxido nitrico (NO) envolve a ativagdo da enzima éxido nitrico sintase
(NOS), que converte a arginina em NO (CYR et al., 2020; FORSTERMANN; SESSA,
2012; TOUSOULIS et al., 2012). A ativagao de NOS ¢ influenciada por sinais como

calcio, citocinas e estresse oxidativo, sendo o metabolismo do NO é controlado pela



56

disponibilidade de arginina, que é o substrato para a sintese de NO (CYR et al., 2020;
FORSTERMANN; SESSA, 2012; TOUSOULIS et al., 2012). A arginina é obtida pela
dieta e, em parte, é produzida endogenamente (BAHADORAN et al., 2021; LUIKING
et al., 2012). A regulagdo da NOS é fundamental para a fungdo endotelial e a
vasodilatagao, o que afeta a presséao arterial e o fluxo sanguineo. O equilibrio do NO
é critico para a saude cardiovascular (GALLO et al., 2021; MUDAU et al., 2012).

Outro ponto importante encontrado no presente trabalho, diz acerca da
creatinina e do metabolismo catabdlico proteico. A creatinina € um subproduto do
metabolismo da creatina em tecido muscular (BAXMANN et al., 2008; PATEL et al.,
2013). A sua producao e excregao sao controladas pelo sistema renal (PATEL et al.,
2013). No que tange a saude metabdlica, a creatinina € usada como um marcador
para monitorar a funcao renal e avaliar a massa muscular (BAXMANN et al., 2008;
PATEL et al., 2013). Contudo, anormais de creatinina podem indicar disfungéo renal,
como na insuficiéncia renal (BAXMANN et al., 2008; PATEL et al., 2013). Por fim, a
sinalizagcdo para o metabolismo da creatinina ndo é bem estabelecida, mas a
producdo de creatinina é regulada pela taxa de turnover muscular (TAEGTMEYER,;
INGWALL, 2013; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Mas, sabe-se que a ativagao
da via mTOR pode influenciar a sintese de creatina, que € um precursor da creatinina
(CLARKE et al., 2020; MARZUCA-NASSR et al., 2019). A creatinina € um subproduto
do metabolismo da creatina, que é sintetizada principalmente no figado e nos rins
(OSTERMANN et al., 2016). A creatina é transportada para os musculos, onde é
fosforilada para formar fosfocreatina, uma reserva de energia (OSTERMANN et al.,
2016). Durante o exercicio intenso, a creatina € convertida em creatinina e excretada
pelos rins (BAXMANN et al., 2008). A concentragao de creatinina no sangue é um
marcador da fungao renal e da massa muscular.

Em relacdo aos metabdlitos decorrentes das vidas de metabolizagdo de
lipidios, sabe-se que a sinalizagdo no metabolismo de lipidios é regulada
principalmente por vias envolvendo o receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos e a proteina quinase AMPK (AHMADIAN et al., 2013; LEE; KIM, 2010).
Os PPARs sao ativados por acidos graxos e seus derivados, regulando a expressao
de genes envolvidos na oxidagao de acidos graxos e sintese de lipidios (AHMADIAN
et al., 2013; LEE; KIM, 2010). AMPK ¢é ativada em situagdes de baixa energia, como

durante o exercicio, e atua para aumentar a oxidagéo de acidos graxos (DAVAL et al.,
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2006; RICHTER; RUDERMAN, 2009). O metabolismo de lipidios é controlado pelo
equilibrio entre a oxidacdo de acidos graxos e a sintese de lipidios. A oxidagao de
acidos graxos ocorre na mitocdndria, onde os acidos graxos séo convertidos em acetil-
CoA e, subsequentemente, no ciclo do acido tricarboxilico (CONSOLE et al., 2020). A
sintese de lipidios ocorre no citoplasma e envolve a conversao de acetil-CoA em
acidos graxos, que sao entado esterificados para formar triglicerideos. O controle
metabdlico depende do balango entre esses processos e € influenciado por
hormonios, como a insulina e o glucagon (QAID et al., 2016). O acido oleico, um acido
graxo monoinsaturado, desempenha um papel central nessa via metabdlica (ALVES
et al., 2020; MICHAUD; DENLINGER, 2006; PICCININ et al., 2019).

Ja no que tange aos metabdlitos decorrentes do metabolismo de carboidratos,
€ sabidamente conhecido que tanto o exercicio fisico quanto a privagao de sono pode
acarretar em inumeros efeitos no metabolismo glicolitico, tanto na glicdlise, quanto na
glicogendlise, bem como na glicogénese e na gliconeogénese, sendo, todos esses
diferentes efeitos, dependentes, ao menos em parte, da carga de esforgo imposta
durante a realizacdo dos exercicios fisicos(DUGLAN; LAMIA, 2019).

Em relacdo aos achados acerca da glutationa e dos metabdlicos decorrentes
de transferéncias de grupos metil (conhecidos como metil-metabdlicos), entende-se
que as vias de sulfur e metilagdo envolvem a regulagao de diversas enzimas, incluindo
aquelas envolvidas na sintese de glutationa e na transferéncia de grupos metil
(SBODIO et al., 2019; VASKOVA et al., 2023). O metabolismo da metionina comeca
com a conversao de metionina em S- adenosilmetionina (SAM), que € um doador de
grupos metil. A SAM é utilizada em reagdes de metilagdo de DNA, RNA, proteinas e
lipidios (SBODIO et al., 2019; VASKOVA et al., 2023). Pode-se ocorrer disturbios do
sono pela diminui¢cao na disponibilidade de SAM, devido a mudangas no metabolismo
da metionina, pode afetar a sintese de melatonina e, consequentemente, o ritmo do
sono (GOVINDARAJULU et al., 2022; POTTER et al., 2016).

Mudando a perspectiva do prisma com relacdo a restricdo de sono,
percebemos que a inflamacao pode ser um fator importante em resposta ao exercicio
e a restricado de sono, portanto a avaliacdo dos marcadores de inflamacao pode ser
relevante para entender melhor o comportamento do perfil inflamatdrio nos resultados.
De acordo com GARBARINO et al. (2021) é notdrio que a diminui¢gdo do tempo total

de sono vem sendo associada a alteracdes dos parametros imunoldgicos inatos e
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adaptativos, promovendo um estado inflamatério crénico e um risco aumentado para
processos inflamatérios. HAACK et al. (2007) investigaram em humanos os efeitos da
restricdo de sono de aproximadamente 50% de uma noite, ao longo de 10 dias
consecutivos sobre mediadores inflamatérios circulantes perifericamente. Os
resultados demonstraram a elevacgao dos niveis de concentragao de Interleucina 6 (IL-
6), em individuos restritos de sono por 4 horas ao longo de 10 dias quando
comparados com o grupo controle ndo restrito de sono. Elevagdes em marcadores
pré inflamatérios podem ocorrer com individuos saudaveis, submetidos a vigilias
experimentais acima de 24 horas, assim como em duragdes restritas entre 25 e 50%
de uma noite normal de sono com 8 horas de duragdo (MULLINGTON et al., 2010).

Em modelos animais, podemos ver que o padrao se repete quando comparado
aos humanos. YEHUDA et al. (2009) conduziram um experimento com ratos Long-
Evans utilizando 72 horas de privagao de sono, e avaliando marcadores inflamatérios.
Os resultados indicaram que a privagao de sono induziu uma resposta inflamataria,
demonstrando elevacdo nos niveis de interleucinas 1 alpha e beta (IL-1a/IL-1pB),
interleucina 6 (IL-6), e fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), sendo assim, os niveis
de citocinas e marcadores pro-inflamatérios foram significativamente elevados em
ratos privados de sono em comparagao com ratos controle. Posteriormente, PANDEY
e KAR (2011) encontraram resultados que corroboram com os demonstrados nos
estudos anteriores. Os pesquisadores conduziram um experimento com ratos Wistar,
executando a restricdo de sono para o primeiro grupo ao longo de quatro dias
consecutivos, e para o segundo grupo ao longo de nove dias consecutivos. Os
pesquisadores observaram que os niveis de citocinas pré inflamatérias IL-1b, IL-6 e
interleucina 12 (IL-12) circulantes no sangue dos animais restritos de sono
aumentaram na mesma proporcgao a extensao da perda de sono.

Entendendo que o processo inflamatoério causado pela restricdo de sono pode
ser influenciado por multiplos fatores, dentre eles o exercicio fisico, ritmo circadiano e
ciclos sono-vigilia, oportuniza-se, portanto, interveng¢des refinadas que considerem
fatores extrinsecos e intrinsecos para sua melhoria (IRWIN, 2023). Sendo assim,
levando em consideracdo tanto a qualidade quanto o tempo total de sono, podem-se
promover ganhos de rendimento no exercicio fisico.

Dentre as limitacdes do estudo, podemos inicialmente destacar que o aumento

do numero de grupos nos forneceria outros lados do prisma em termos de resultados,
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como por exemplo incluindo dois grupos de animais (um grupo com restricdo de sono
menor, € um grupo com privagao total de sono). Outra limitagéo, foi a construgao e
analise de um grupo que realizasse um protocolo de treinamento aerdbio ao longo das
mesmas seis semanas, para que pudéssemos comparar os diferentes métodos de
treinamento, tendo assim uma descricdo ainda mais detalhada do desenho
experimental e colhendo uma quantidade de resultados que cobrisse ainda mais a
lacuna existente na literatura. Outro fator pertinente, seria também ter investigado a
expressdo proteica de proteinas que controlam o relogio circadiano, como por
exemplo as proteinas HIF1a e PGC 1af. Ainda tivemos uma ultima limitagéo, que foi
nao ter dosado variaveis do perfil inflamatério dos animais.

Levando em conta as limitagdes e considerando os resultados obtidos no
presente estudo, podemos entender que os dados tomados em conjunto apontam
aumento da capacidade de forga dos animais TC em comparagao aos animais TRS,
encontram-se sinais de alteragdes na via de glicose anaerdbia através de residuos
metabdlicos, ainda que o glicogénio muscular e as concentragdes de CLOCK néao
tenham sofrido alteracdes entre os grupos.

Com base nos resultados e limitagdes do projeto de pesquisa corrente,
sugerimos pesquisas futuras com o treinamento periodizado de forma anaerdbia e
aerobia com tempos diversificados de restrigdo de sono. Sugere-se também maiores
investigacdes proteicas e metabdlicas, podendo detalhar com maior preciséo as vias
de sinalizagdes predominantes nos metodos de treinamento, comparando os modelos
e suas respectivas respostas.

Pensando ainda na condugao de futuras pesquisas, sugerimos a importancia
de se conduzir estudos semelhantes em seres humanos, para que assim, possam ser
validados os resultados que foram observados nos modelos animais, uma vez que os
mecanismos fisiolégicos podem diferir (ou n&o) entre as espécies. Dando sequéncia
l6gica e continua ao processo de investigagdo, cobrindo lacunas existentes na
literatura até o momento do presente trabalho, tendo em vista a dimensao real em
competicbes esportivas e podendo elucidar ainda mais mecanismos de agao
aplicados ao treinamento de forga.

A aplicacao de estudos em pesquisa basica segue naturalmente o processo em

pesquisa aplicada aos seres humanos, chegando ao grande objetivo final que se
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passa com a investigacdo do rendimento esportivo em competicbes regionais,

nacionais e internacionais.



61

9 - CONCLUSAO

De acordo com o resultado da presente pesquisa, nds concluimos que a
restricdo de sono atenua o desempenho da capacidade de forca maxima em uma
sessdo aguda de exercicio fisico em animais treinados, alterando diversos metabdlitos
da via de glicose anaerdbia, entretanto, esta piora de desempenho nao esta associada

com uma maior deplecéo de glicogénio muscular.
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