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RESUMO

A melatonina tem potencial para atuar no processo de recuperacio apds exercicio fisico,
porém, ndo ha estudos sobre os efeitos deste composto no metabolismo energético e sobre
o dano tecidual apds exercicio isocarga. No exercicio isocarga, os animais sao submetidos
a mesma carga de trabalho em todas as sessdes de exercicio, garantindo uma maior
uniformidade nos estimulos fisicos aplicados. Este estudo teve como objetivo avaliar
como a administracdo de melatonina apds o exercicio isocarga impacta o metabolismo
energético e os marcadores de dano tecidual. Sessenta animais Wistar foram submetidos
a exercicio de natacdo de 60 minutos a 90% de sua maxima capacidade aerobia (iIMCA),
seguido de administracdo via intraperitoneal de melatonina (EM; 10 mg.kg™!) ou controle
(Ex) de mesmo volume e componentes, exceto melatonina, e apds isso, os animais foram
eutanasiados 1, 3 ou 24 horas. Foi coletado sangue para analise da concentragdo de lactato
desidrogenase, creatina quinase, glicose e triglicérides; tecido muscular esquelético
(gastrocnémio branco e vermelho, e gluteo maximo) e figado para quantificacio do
conteudo de glicogénio; (séleo, gastrocnémio branco e vermelho, e gluteo méximo) e
figado para quantificacio do contetdo de triglicérides; tecido muscular esquelético
(gluteo méximo) e figado para a quantificagdo do pool de aminodcidos e acilcarnitinas.
Amostras de tecido foram extraidas e tiveram seus perfis de aminoacidos e acilcarnitinas
determinados usando analise de inje¢cdo de fluxo (FIA) acoplada a espectrometria de
massa direcionada (MS). Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo da
média, submetidos ao teste de ANOVA Two-way e post hoc de Newman-Keuls foi
empregado para analisar os efeitos da melatonina (dois niveis) e o efeito do tempo (trés
niveis). A analise do tamanho de efeito e o intervalo de confianca foram utilizados como
testes complementares. Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todas as
analises, realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.; Tulsa, OK, Estados
Unidos). Os resultados foram divididos em dois capitulos. No capitulo 1, os animais
tratados com melatonina nio apresentaram nenhum resultado significativo no pool de
aminoacidos hepaticos, mas no musculo esquelético, a melatonina aumentou o pool de
aminoacidos como arginina (F = 13,27; p = 0,001), acido glutamico (F = 5,92; p = 0,023),
citrulina (F = 10,72; p = 0,003), glutamina (F = 8,15; p = 0,009), ornitina (F = 4,88; p =
0,037), prolina (F=15,13; p=0,001) e serina (F =7,23; p=0,013) em relagdo ao controle.
A melatonina também aumentou o pool de glicina 3 horas pos exercicio em comparagao
ao grupo controle (EM3>Ex3; p = 0,034) e reduziu o pool de metionina 24 horas pds
exercicio em comparagdo ao grupo controle (EM24<Ex24; p = 0,001). No capitulo 2, os
animais tratados com melatonina ndo apresentaram resultados significativos para
musculo esquelético e figado referente a dindmica do pool de acilcarnitinas. Entretanto
nas concentragdes séricas, a melatonina reduziu a concentracao de lactato desidrogenase
(F =24,03; p=0,000) e glicose (F = 11,01; p = 0,001), enquanto creatina quinase (F =
2,44; p = 0,124) e triglicérides (F = 1,08; p = 0,304) permaneceram inalterado. A
melatonina também aumentou o conteiido de glicogénio para gastrocnémio vermelho (F
=82,81; p =0,000), gliteo maximo (F = 19,55; p = 0,000), figado (F = 6,24; p = 0,016),
e reduzir para o gastrocnémio branco (F = 4,28; p = 0,044). Quanto ao contetido de
triglicerideos teciduais, na presenga de melatonina houve redugdo para o gastrocnémio
branco (F = 20,79; p = 0,000), gastrocnémio vermelho (F = 8,76; p = 0,005) e gluteo
maximo (F = 4,90; p = 0,032), enquanto aumentou o soleo (F = 6,00; p = 0,019), sem
efeito para o figado (F = 3,44; p = 0,070). Sendo assim, o presente estudo demonstrou



que na presenca de melatonina apds exercicio isocarga, houve aumento nos niveis de
alguns aminodcidos em tecido muscular esquelético. Além disso, a melatonina modulou
0 metabolismo energético através da reducao de glicose, dos niveis de triglicérides
muscular e plasmatico e acelerou a reposi¢do do conteudo de glicogénio muscular, como
também, diminuiu o dano tecidual quando avaliado por meio da redugdo de lactato
desidrogenase. Dessa maneira, favoreceu-se o ambiente celular para futuros esforgos, ao
menos do ponto de vista bioenergético.

Palavras-chave:  Recuperacdo apd6s  Exercicio, N-acetil-5-metoxitriptamina,
Aminoacidos, Acilcarnitinas, Nutri¢cao, Natagao, Fisiologia do Exercicio.



ABSTRACT

Melatonin has the potential to act in the recovery process after physical exercise, however,
there are no studies on the effects of this compound on energy metabolism and tissue
damage after isoload exercise. In isoload exercise, animals are subjected to the same
workload in all exercise sessions, ensuring greater uniformity in the physical stimuli
applied. This study aimed to evaluate how melatonin administration after isoload exercise
impacts energy metabolism and markers of tissue damage. Sixty Wistar animals were
subjected to a 60 min swimming exercise at 90% of their maximum aerobic capacity
(iMAC), followed by intraperitoneal administration of melatonin (EM; 10 mg.kg™) or
control (Ex) of the same volume and components, except melatonin, and after that, the
animals were euthanized 1, 3 or 24 hours. Blood was collected to analyze the
concentration of lactate dehydrogenase, creatine kinase, glucose and triglycerides;
skeletal muscle tissue (white and red gastrocnemius, and gluteus maximus) and liver for
quantification of glycogen content; (soleus, white and red gastrocnemius, and gluteus
maximus) and liver for quantification of triglyceride content; skeletal muscle tissue
(gluteus maximus) and liver for quantification of the pool of amino acids and
acylcarnitines. Tissue samples were extracted and had their amino acid and acylcarnitine
profiles determined using flow injection analysis (FIA) coupled to targeted mass
spectrometry (MS). Data were presented as mean + standard deviation of the mean,
submitted to the Two-way ANOVA test and Newman-Keuls post hoc was used to analyze
the effects of melatonin (two levels) and the effect of time (three levels). Effect size
analysis and confidence interval were used as complementary tests. A significance level
of 5% was adopted for all analyses, performed using Statistics 7.0 software (StatSoft,
Inc.; Tulsa, OK, United States). The results were divided into two chapters. In chapter 1,
animals treated with melatonin did not show any significant results in the hepatic amino
acid pool, but in skeletal muscle, melatonin increased the pool of amino acids such as
arginine (F = 13.27; p=0.001), glutamic acid (F = 5.92; p = 0.023), citrulline (F = 10.72;
p = 0.003), glutamine (F = 8.15; p = 0.009), ornithine (F = 4.88; p = 0.037), proline (F =
15.13; p = 0.001) and serine (F = 7.23; p = 0.013) in relation to the control. Melatonin
also increased the glycine pool 3 hours post exercise compared to the control group
(EM3>Ex3; p =0.034) and reduced the methionine pool 24 hours post exercise compared
to the control group (EM24<Ex24; p = 0.001) . In chapter 2, animals treated with
melatonin did not show significant results for skeletal muscle and liver regarding the
dynamics of the acylcarnitine pool. However, in serum concentrations, melatonin reduced
the concentration of lactate dehydrogenase (F = 24.03; p = 0.000) and glucose (F=11.01;
p = 0.001), while creatine kinase (F = 2.44; p = 0.124) and triglycerides (F = 1.08; p =
0.304) remained unchanged. Melatonin also increased glycogen content for red
gastrocnemius (F = 82.81; p = 0.000), gluteus maximus (F = 19.55; p = 0.000), liver (F =
6.24; p = 0.016), and reduce to the white gastrocnemius (F = 4.28; p = 0.044). Regarding
tissue triglyceride content, in the presence of melatonin there was a reduction in the white
gastrocnemius (F =20.79; p = 0.000), red gastrocnemius (F = 8.76; p = 0.005) and gluteus
maximus (F =4. 90; p = 0.032), while it increased the soleus (F = 6.00; p = 0.019), with
no effect on the liver (F = 3.44; p =0.070). Therefore, the present study demonstrated that



in the presence of melatonin after isoload exercise, there was an increase in the levels of
some amino acids in skeletal muscle tissue. Furthermore, melatonin modulated energy
metabolism through the reduction of glucose, muscle and plasma triglyceride levels and
accelerated the replacement of muscle glycogen content, as well as decreasing tissue
damage when assessed through the reduction of lactate dehydrogenase. In this way, the
cellular environment was favored for future efforts, at least from a bioenergetic point of

view.

Keywords: Recovery after Exercise, N-acetyl-5-methoxytryptamine, Amino acids,
Acylcarnitines, Nutrition, Swimming, Exercise Physiology.
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1 INTRODUCAO

A melatonina, uma indolamina com caracteristicas anfifilicas (Amaral et al.,
2018), desempenha um papel crucial na regulagdo de uma variedade de processos
fisiologicos (Reiter et al., 2010). Produzida primariamente pela glandula pineal (Tan et
al., 2018), ela ¢ capaz de atravessar membranas plasmaticas celulares (Kopustinskiene
and Bernatoniene 2021), incluindo a barreira hematoencefalica (Marseglia et al., 2017),
sendo liberada tanto na corrente sanguinea quanto no liquido cefalorraquidiano (Legros
et al., 2014). Sua agdo endocrina ocorre ao circular livremente no plasma ou quando se
liga a albumina (Tarocco et al., 2019), exercendo influéncia sobre diversos 6rgdos e
tecidos (Slominski et al., 2012; Silva et al., 2024). Apesar da extensa literatura que sugere
que a melatonina ¢ sintetizada em varios 6rgaos, além da glandula pineal, como o cérebro,
a retina, o figado, o trato gastrointestinal, o coracdo, e o musculo esquelético (Acufia-
Castroviejo et al., 2014), estudos recentes contestam essa producdo extra-pineal.
Pesquisas atuais indicam que a suposta sintese de melatonina em locais fora da glandula
pineal pode ser resultado de erros metodoldgicos em estudos anteriores, desafiando a
aceitacdo generalizada da melatonina extra-pineal (Kennaway 2023). Além de sua
conhecida regulacdo nos ritmos circadianos e sazonais (Cajochen et al., 2003; Xie et al.,
2017; Zisapel 2018; Vasey et al., 2021; Verma et al., 2023; Megha et al., 2024). Ela
influencia as funcdes cronobiologicas ao estabelecer padrdes didrios de secrecdo em
outras glandulas (Solberg et al., 1999), coordenando assim o ciclo de sono/vigilia e outros
processos biologicos (Claustrat and Leston 2015). Essa capacidade de regular os ritmos
bioldgicos tem implicacdes significativas para a saide e o bem-estar geral
(Satyanarayanan et al., 2018; Yousefi and Reiter 2022; Boutin et al., 2023). A melatonina
desempenha papéis importantes em outros aspectos fisiologicos.

Adicionalmente, a melatonina € reconhecida por suas propriedades antioxidantes
(Tan et al., 2015; Reiter et al., 2016; Reiter et al., 2017; Mayo and Sainz 2019; Joseph et
al., 2024; Monteiro et al., 2024), que desempenham um papel crucial na prote¢ao contra
o estresse oxidativo e danos celulares (Colin-Gonzalez et al., 2015; Sanchez et al., 2015;
Galano and Reiter 2018; Kruk et al., 2021). Essa capacidade antioxidante ¢ fundamental
para a manuteng¢ado da integridade celular e pode ter importantes implicagdes na prevengao
de doengas relacionadas ao envelhecimento (Cardinali 2021; Bocheva et al., 2022;
Tchekalarova and Tzoneva 2023) e ao estresse oxidativo (Mladenov et al., 2023; Makris
et al., 2023). Além disso, a melatonina tem sido associada a melhorias no sistema
imunologico (Guerrero and Reiter 2002; Gunata et al., 2019; Moslehi et al., 2022),
ajudando a modular a resposta imune do organismo a diversos estimulos tais como
esclerose multipla, artrite reumatoide, doenca inflamatoria intestinal e diabetes mellitus
tipo II (Bondy and Campbell 2020; Aslam et al., 2023). Ela pode influenciar a atividade
de diferentes células do sistema imunoldgico e regular a liberagdo de citocinas
inflamatorias (Mauriz et al., 2013; Carrillo-Vico et al., 2013), contribuindo assim para a
regulacdo da resposta inflamatéria e a prote¢ao contra infecgdes e doencas autoimunes
(Esposito and Cuzzocrea 2010; Hardeland 2019; Cho et al., 2021). Portanto, fica claro
que a melatonina desempenha uma variedade de papéis importantes no organismo, indo
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além de sua funcdo tradicional na regulagdo dos ritmos circadianos. Seu impacto
abrangente em processos fisiologicos fundamentais a torna uma molécula fascinante e
alvo de intensa investigacao cientifica.

Os estudos sobre os efeitos da melatonina no exercicio fisico tém sido uma area
de interesse crescente também entre os cientistas da area do exercicio. Além dos diversos
papéis previamente mencionados, a melatonina também demonstrou influenciar o
metabolismo energético, aumentando a oxidagdo de gordura, preservando o glicogénio
muscular e consequentemente aumentando o tempo até a exaustdo durante a atividade
fisica em modelo animal (Beck et al., 2015A; Beck et al., 2016; Faria et al., 2021; Faria
et al.,, 2022). O efeito antioxidante da melatonina apresenta naturalmente diversas
vantagens no contexto do exercicio fisico, ajudando a proteger as células contra danos
oxidativos induzidos pelo estresse metabdlico durante o exercicio (Ben Dhia et al., 2022;
Cimen et al., 2017; Borges et al., 2015; Canals-Garzon et al., 2022). Além disso, ela pode
modular a expressao de genes relacionados ao metabolismo lipidico e glicidico (Cipolla-
Neto et al., 2014; Garaulet et al., 2020; Hong et al., 2020; Zhu et al., 2021; Hsu and Chien
2023; Lotfy et al., 2024), influenciando a utilizagcdo de gordura e glicose como substratos
energéticos durante o exercicio (Faria et al., 2021; Faria et al., 2022). Estudos recentes
sugerem que a melatonina pode aumentar a oxidagdo de acidos graxos durante o
exercicio, promovendo assim uma maior utilizagdo de gordura como fonte de energia
(Souissi et al., 2022), o que pode ser especialmente benéfico para atletas de resisténcia
(Bosma 2014; Noland 2015). Além de que, a melatonina também foi associada a
preservagao das reservas de glicogénio muscular, contribuindo para a manutencio da
energia durante o exercicio prolongado (Faria et al., 2021; Faria et al., 2022). Esses efeitos
combinados podem melhorar o desempenho atlético e facilitar a recuperagdo pos-
exercicio, tornando a melatonina uma possivel estratégia ergogénica para atletas e
praticantes de atividade fisica.

Além do potencial efeito ergogénico que a melatonina exerce em aumentar a
performance durante o exercicio de endurance, outra area de interesse que vem ganhando
destaque sdo os promissores efeitos da melatonina no cenario fisiologico apos o esforgo,
auxiliando no processo de recuperagdo. O processo de recuperagdo pos-exercicio ¢ uma
fase crucial que envolve uma gama complexa de fatores fisiologicos. Além de reparar o
tecido muscular (Tidball 2011; Shadrin et al., 2016) e restabelecer o equilibrio redox (He
et al., 2016; Margaritelis et al., 2020; Galli et al., 2021), é¢ fundamental regular a resposta
inflamatoéria (Beiter et al., 2015; Allen et al., 2015; Scheffer and Latini 2020) e otimizar
o metabolismo energético, melhorando a eficiéncia e a eficadcia com que o corpo produz,
utiliza e gerencia energia para realizar diversas funcdes biologicas (atividade muscular,
transporte de moléculas, crescimento e reparo celular e eliminagdo de residuos
metabolicos). (Bielinski et al., 1985; Sato et al., 2019; Hargreaves and Spriet 2020).
Estudos tém destacado que o figado e o musculo sdo particularmente cruciais nesse
processo (Hu et al., 2020; Cao and Thyfault 2023), pois desempenham papéis essenciais
na sintese/armazenamento de nutrientes (Argilés et al., 2016; Kanungo et al., 2018) e
oxidacdo de substratos (Hu et al., 2019; King et al., 2019), bem como na regulagdo
metabolica global, por meio da disponibilidade de nutrientes, manuteng¢ao da homeostase
metabolica, regulagdao hormonal e interagdes sistémicas (Chakravarthy et al., 2020). No
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que diz respeito ao estado redox, as espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas durante
o exercicio podem desempenhar um papel duplo, tanto como sinalizadores celulares para
biogénese mitocondrial, angiogénese, além da ativagao/expressao das enzimas oxidativas
e do sistema de defesa antioxidante (Silva 2022; Powers et al., 2024) quanto como
agentes causadores de dano oxidativo (Powers et al., 2020; Bouviere et al., 2021).
Portanto, garantir um equilibrio adequado entre a produgao e a neutralizagdo de ROS ¢
essencial para a recuperacao eficaz do tecido muscular e a prevencao do estresse oxidativo
(Zhou et al., 2024).

O dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE) ¢ uma ocorréncia comum,
especialmente em atividades de alta intensidade ou longa duragdo (Schoenfeld 2012;
Markus et al., 2021; Bischof et al., 2024). Esse dano ¢ caracterizado por microlesdes nas
fibras musculares (Stozer et al., 2020; Wilke and Behringer 2021), que desencadeiam
processos de reparo e regeneracao (Li et al., 2024). A resposta inflamatéria desempenha
papel crucial nesse processo, recrutando células imunes e mediadores inflamatorios para
o local da lesao e facilitando a remocgao de detritos celulares (Fatouros and Jamurtas 2016;
Westman et al., 2020; Tu and Li 2023). Além do mais, o metabolismo energético
desempenha um papel fundamental na recuperagdo pos-exercicio (Lundsgaard et al.,
2020; Bester et al., 2023), com o fornecimento de energia sendo essencial para a sintese
de novas proteinas musculares (Marchingo and Cantrell 2022), reposi¢do de glicogénio
(Murray and Rosenbloom 2018) e reparo de tecidos danificados (Zhuang et al., 2024). O
figado desempenha um papel central na regulagdo do metabolismo energético,
especialmente no contexto da atividade fisica. Durante o exercicio, ele regula a
concentragdo de glicose no sangue e libera substratos energéticos essenciais para sustentar
a atividade muscular (Schweitzer et al., 2023). Ap6s o esforco fisico, o figado continua a
desempenhar um papel crucial na recuperagdo, facilitando a reposi¢do dos estoques de
glicogénio e promovendo a restauragao do equilibrio energético (Fuller et al., 2019). Este
processo ¢ fundamental para a manutengao da homeostase metabolica e para a otimizagao
da performance e recuperagdo muscular.

A investigacdo sobre as respostas fisiologicas ao exercicio exaustivo sob
influéncia da melatonina € um campo de estudo vital tanto para atletas de alto rendimento
quanto para individuos que buscam melhorar sua satide e condicionamento fisico. Os
estudos de Beck et al. (2016) e Faria et al. (2022) contribuem significativamente para essa
area, fornecendo informacdes valiosas sobre diferentes aspectos da resposta do organismo
ao esfor¢o fisico intenso. Beck et al. (2016) concentraram-se em examinar 0 cenario
fisiologico imediatamente apds a conclusdo do exercicio exaustivo. Essa abordagem
oferece uma perspectiva Unica sobre as respostas agudas do corpo ao estresse fisico
extremo. Durante esse periodo, uma série de processos metabdlicos, hormonais e
imunologicos sdo desencadeados para lidar com a demanda aumentada de energia e a
producao de metabdlitos resultantes do exercicio exaustivo. Compreender essas respostas
imediatas € crucial para desenvolver estratégias eficazes de recuperacdo e maximizar os
beneficios do treinamento fisico (Reale et al., 2017). Por outro lado, Faria et al. (2022)
optaram por estender o periodo de andlise para até trés horas apos o exercicio exaustivo.
Essa abordagem permite uma visao mais abrangente da resposta do organismo ao esfor¢o
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fisico intenso, capturando ndo apenas as respostas imediatas, mas também as adaptacdes
que ocorrem durante a fase inicial de recuperagao.

Durante esse periodo prolongado, observam-se mudancas significativas nos
marcadores metabdlicos, hormonais e imunologicos, que refletem os processos de
restauragdo da homeostase e reparagdo tecidual. Ao comparar os resultados desses dois
estudos, podemos destacar a complexidade das respostas fisioldgicas ao exercicio
exaustivo ao longo do tempo. Enquanto Beck et al. oferecem uma visao detalhada das
primeiras respostas do corpo, Faria et al. complementam essa perspectiva ao examinar as
adaptagdes que ocorrem nas horas seguintes ao esforco fisico intenso. Essa abordagem
comparativa ¢ essencial para uma compreensdo mais completa dos mecanismos
subjacentes a fadiga e recuperagdo muscular, proporcionando insights importantes para o
desenvolvimento de estratégias personalizadas de treinamento e recuperagao para atletas
e praticantes de exercicios fisicos.

A consideracdo do modelo exaustivo de exercicio nos estudos de Beck et al.
(2016) e Faria et al. (2022) ¢ fundamental para compreender o papel ergogénico da
melatonina. No entanto, essa abordagem pode introduzir variagdes nos tempos de
exercicio para os animais e, consequentemente, cenarios fisioldgicos distintos, o que
dificulta uma analise precisa do processo de recuperacao pods-esfor¢o. Diante desse
desafio metodologico, surge a necessidade de implementar um novo modelo de exercicio
fisico que minimize esse viés. Uma abordagem promissora seria adotar um modelo de
carga fixa, no qual os animais seriam submetidos a mesma carga de trabalho em todas as
sessdes de exercicio. Isso garantiria uma maior uniformidade nos estimulos fisicos
aplicados, permitindo uma comparacdo mais direta entre os diferentes grupos
experimentais € uma melhor avaliagdo das respostas fisiologicas ao exercicio e a
recuperacao subsequente.

Ao padronizar a carga de trabalho, o novo modelo de treinamento proporcionaria
uma base mais solida para investigar os efeitos da melatonina e outras intervencdes na
resposta do organismo ao exercicio. Além disso, permitiria uma analise mais precisa dos
mecanismos subjacentes a fadiga muscular e aos processos de recuperagdo, contribuindo
para o avanco do conhecimento cientifico nessa area. Portanto, a transicdo para um
modelo de carga fixa representa um passo importante na busca por uma compreensao
mais aprofundada dos efeitos do exercicio fisico e das estratégias de recuperagdo. Essa
abordagem metodoldgica mais rigorosa tem o potencial de fornecer perspectivas valiosas
para o desenvolvimento de protocolos de treinamento mais eficazes e para a otimizagao
do desempenho atlético e da saude fisica.

A investiga¢do dos diversos cenarios fisiolodgicos apos o exercicio fisico, como
mencionado anteriormente ¢ essencial para compreender os mecanismos subjacentes a
recuperac¢ao e adaptacao do organismo. Priorizando o metabolismo energético, pesquisas
recentes t€m se concentrado no papel emergente da melatonina na regulacdo dos
processos metabdlicos de carboidratos e lipidios pos-exercicio. Faria et al. (2021)
contribuem com compreensdes valiosas sobre a influéncia da melatonina no metabolismo
de carboidratos e lipidios apos o exercicio fisico, utilizando um modelo animal. Os
pesquisadores observaram evidéncias promissoras de que a melatonina desempenha um
papel na regulagdo de proteinas-chave, como GLUT4 e FAT/CD36, que estao envolvidas
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no transporte de glicose e dcidos graxos para dentro das células musculares,
respectivamente. Essas descobertas sugerem um potencial papel da melatonina na
modulacdo do uso de substratos energéticos durante o periodo de recuperacdo pos-
exercicio, o que pode ter implicagdes significativas para o desempenho fisico e a saude
metabolica. No entanto, apesar dos avancos recentes, permanece uma lacuna no
conhecimento sobre o impacto da melatonina sobre o pool de acilcarnitinas € aminoacidos
apos o exercicio fisico.

O pool de acilcarnitinas ¢ um componente critico do metabolismo energético
(Dambrova et al., 2022), desempenhando um papel fundamental no transporte de acidos
graxos para as mitocondrias (Tonazzi et al., 2021), onde ocorre a betaoxidagdo para
finalmente gerar ATP (Kankuri et al., 2023). Durante o exercicio fisico, ha aumento na
demanda por acidos graxos como fonte de energia (Muscella et al., 2020), especialmente
em atividades de baixa intensidade e longa duragdo (Purdom et al., 2018). Além disso, os
aminoacidos desempenham papéis multifacetados no metabolismo energético e na sintese
proteica (Xiao and Guo 2022). Durante o exercicio fisico, os aminoacidos podem ser
mobilizados a partir de diferentes fontes, incluindo o catabolismo de proteinas musculares
e a liberacdo de aminoacidos a partir do tecido adiposo e do figado (Hood and Terjung
1990; Posey et al., 2021). Esses aminoacidos podem entdo ser utilizados como
combustivel para a produgdo de energia ou como precursores para a sintese de proteinas
reparadoras e de crescimento (Li and Hoppe 2023). Embora nao existam evidéncias sobre
os efeitos da melatonina no metabolismo de aminoécidos e acilcarnitinas durante o
exercicio, os estudos se restringem ao contexto de doencas. Junior et al. (2022)
observaram, em um modelo de xenoenxerto de camundongo com cancer de mama triplo
negativo (BC) tratado com melatonina, uma redu¢do em algumas moléculas de
aminodcidos e acilcarnitinas em animais afetados por BC em comparagdo com seus
respectivos controles. Esse efeito ¢ considerado positivo nesse contexto, pois a reducao
dessas moléculas pode impactar o metabolismo das células cancerigenas. H4 também
evidéncias recentes mostrando que a melatonina esta ganhando destaque como um novo
regulador do crescimento de plantas (Dey et al., 2023), por aumentar a concentragao de
aminodcidos em plantas sob estresse ambiental. Nesse contexto, compreender como a
melatonina influencia o pool de aminoéacidos e acilcarnitinas € crucial, pois pode
proporcionar novos entendimentos sobre como essa substancia afeta a capacidade do
organismo de utilizar aminodacidos e 4cidos graxos como substratos energéticos durante a
recuperagao pos-exercicio.

A analise metabolomica permite a identificagdo e quantificagdo simultanea de uma
variedade de metabolitos, incluindo as acilcarnitinas e aminodcidos, como destacado por
Miller et al. (2021). Através da analise metabolomica, ¢ possivel explorar as complexas
vias metabolicas e as inter-relacdes entre os metabolitos (McAnn et al., 2021). Uma das
vantagens distintivas da metabolomica € sua capacidade de detectar alteragdes sutis no
perfil metabdlico que muitas vezes escapam a detecgdo por técnicas analiticas
convencionais, como cromatografia liquida e espectrometria de massa (Alseekh et al.,
2021). Essa sensibilidade analitica ¢ fundamental para identificar modificacdes
metabolicas que podem estar associadas a estados fisiopatoldgicos especificos, bem como
para monitorar os efeitos de intervencdes terapéuticas ou nutricionais. Além do mais, a
avaliag¢do do dano tecidual por meio do extravasamento de enzimas intracelulares emerge
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como um potencial alvo terapéutico para a acdo da melatonina. A melatonina, conhecida
por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, pode desempenhar um papel na
atenuacao do dano tecidual induzido pelo estresse oxidativo e pela inflamagao associada
ao exercicio fisico intenso. A identificagdo precisa desses biomarcadores de dano tecidual
pode facilitar a avaliacdo do impacto terapéutico da melatonina e de outras intervengdes
na mitigacao do dano muscular e na promogao da recuperagao pds-exercicio.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da melatonina no processo de recuperagdo apos esforgo de
ratos submetidos ao exercicio de natagdo em intensidade correspondente a maxima
capacidade aerdbia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da administracdo aguda de melatonina em ratos no processo de
recuperagdo apos exercicio de natagdo sobre:

a) pool de aminoacidos muscular e hepatico;

b) pool de acilcarnitinas muscular e hepatica;

¢) concentragdo de glicose e triglicérides sanguineo;

d) concentracdo de lactato desidrogenase e creatina quinase;

e) conteudo de glicogénio em musculo esquelético (gastrocnémio branco e
vermelho, gluteo maximo) e figado;

f) contetido de triglicerideos em musculo esquelético (séleo, gastrocnémio branco
e vermelho, gliteo méximo) e figado.

3 HIPOTESE

A administracdo aguda de melatonina diminuird o pool de acilcarnitinas e
aumentara o pool de aminoécidos em tecido muscular e hepatico, otimizara a utilizagao
de triglicérides musculares e hepaticos e preservara os estoques de glicogénio muscular e
hepatico, reduzird os niveis séricos de glicose e lipidios e diminuird o dano tecidual,
melhorando o cendrio fisioldgico para futuros esforgos.
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Figura 1: Hipotese da dissertagao
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Figura 1: Hipotese. CK: Creatina Quinase; LDH: Lactato Desidrogenase; Seta para
cima: Aumento; Seta para baixo: Reducao.

4 METODOLOGIA

Para fornecer uma orientacdo clara ao leitor, esta dissertacdo estrutura-se no
entorno de dois artigos, os quais sdo apresentados individualmente na se¢ao "Resultados
- Capitulos 1 e 2". Nesta secdo introdutoria, ¢ fornecida uma metodologia geral que
abrange os procedimentos adotados em ambos os artigos. A discussdo do trabalho ¢
dividida em duas partes: inicialmente, sdo apresentadas as andlises e conclusdes de cada
artigo separadamente na secao "Resultados - Capitulos 1 e 2", e em seguida, ¢ realizada
uma discussao integrativa que aborda ambos os artigos de forma conjunta. Este formato
foi escolhido com o intuito de proporcionar uma compreensao clara e sistematica do
conteudo apresentado, permitindo ao leitor uma andlise minuciosa e abrangente dos
resultados e conclusdes obtidos.
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4.1 AMOSTRAS E CONDICOES AMBIENTAIS

O estudo empregou ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e alojados no Biotério do
Laboratorio de Fisiologia Endécrina e Exercicio Fisico (LAFEEX), localizado no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da mesma institui¢do. A necessidade de
um controle rigoroso das condi¢des ambientais, incluindo temperatura, umidade relativa
e iluminagdo, ¢ devido a natureza dos experimentos que envolvem variaveis da
cronobiologia. Para garantir as condi¢des adequadas de alojamento, os ratos foram
acomodados individualmente em gaiolas de polipropileno, as quais possuiam dimensdes
padronizadas de comprimento 40 cm, largura 30 cm e altura 15 cm, permitindo um espago
adequado para movimentacao. Cada gaiola abrigou até cinco animais, proporcionando
condigdes de convivéncia social compativeis com o comportamento natural da espécie
(Begni et al., 2020). Essas medidas foram adotadas com o intuito de assegurar o bem-
estar e a saude dos animais utilizados no estudo, bem como a validade e a confiabilidade
dos resultados obtidos.

Ao longo de todo o experimento, os ratos foram mantidos em um ambiente
climatizado a uma temperatura constante de 22° C + 2, com umidade relativa do ar
mantida entre 45% ¢ 55%. Os animais foram alimentados com uma rag¢do comercial
especifica para roedores da marca Presence, linha laboratorial, e tiveram acesso irrestrito
a 4gua filtrada. Medidas foram tomadas para controlar os ruidos no biotério, de modo a
ndo excederem 85 decibéis e um ciclo claro/escuro de 12 horas, com as luzes sendo
desligadas as 6:00 horas (Zeitgeber 12), visando minimizar qualquer possivel
interferéncia nos experimentos conduzidos. Os procedimentos experimentais foram
conduzidos em conformidade com a legislacdo brasileira e as normas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). Todo o protocolo experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) sob o numero de protocolo 8038210222, conforme
documentacdo detalhada no anexo da presente dissertacdo (Certificado CEUA). Essas
medidas visam assegurar o cumprimento dos mais elevados padrdes éticos e legais no
manejo e utilizagdo de animais em experimentagdo cientifica.

Para prevenir os efeitos adversos da retinopatia fototoxica em animais albinos,
uma condicdo que pode introduzir interferéncias indesejaveis em experimentos,
especialmente aqueles relacionados a melatonina e ao ritmo circadiano, adotou-se uma
abordagem meticulosa. Lampadas de led, 2700K, 4.8 W, foram empregadas nos
ambientes de alojamento e nos locais de testes fisicos. Essas lampadas foram controladas
por um potencidmetro para assegurar um ajuste preciso da intensidade luminosa. Com
uma temperatura de cor de aproximadamente 2700 K e comprimentos de onda entre 565
e 590 nm, essas lampadas replicam o espectro da luz natural e foram selecionadas para
evitar o estresse visual nos animais. Durante o ciclo claro de 12 horas, a intensidade
luminosa dentro das gaiolas foi mantida no maximo a 60 lux, medida com precisdo
utilizando um luximetro. Para intervengdes experimentais realizadas durante o periodo de
vigilia dos ratos (noturno — das 6:00 as 18:00 horas), refletores foram instalados no
biotério e na sala de avaliacao. Esses refletores foram envoltos por um filtro vermelho da
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marca LEE Filters, modelo 019 Fire, que permitiu a emissdo de ondas luminosas acima
de 600 nm, reduzindo assim a exposicdo a luz visivel. A intensidade luminosa foi
rigorosamente controlada para ndo exceder 15 lux de incidéncia sobre os animais,
conforme determinado por estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisas
(Beck e Gobatto, 2013). Essas medidas foram adotadas para garantir a uniformidade das
condigdes experimentais e minimizar potenciais distor¢des nos resultados decorrentes de
variagdes na exposicao a luz.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Aos 45 dias de idade, um total de 60 ratos da linhagem Wistar, com pesos variando
aproximadamente entre 120 e 150 g, foram introduzidos no biotério, que havia sido
previamente preparado para acomodar adequadamente os animais. Os ratos foram entdo
divididos aleatoriamente em seis grupos, cada um composto por 10 animais, sem
identificacao das intervengdes. Apds um periodo de adaptacao ao ambiente aquatico € a
determinagdo da intensidade da maxima capacidade aerdbia, todos os animais foram
submetidos a um protocolo de exercicio de endurance de natagao. Posteriormente, foram
aleatoriamente distribuidos em seis grupos experimentais, com 10 animais em cada
grupo. Os grupos foram delineados da seguinte forma: Grupo Exercitado (E) tratado com
melatonina (M, 10 mg.kg!), com os animais eutanasiados ap6s 1 hora (EM1), 3 horas
(EM3) ou 24 horas (EM24); ou Grupo Exercitado tratado com controle (Ex, de mesmo
volume e componentes, exceto melatonina, com os animais eutanasiados 1 hora (Ex1), 3
horas (Ex3) ou 24 horas (Ex24) ap6s o exercicio de endurance.
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Figura 2 — Desenho experimental da dissertacao
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Figura 2: Desenho experimental da ilustrando as etapas do inicio ao fim do experimento.
ZT: zeitgeber time; iIMCA: intensidade da méaxima capacidade aerobia.

4.3 ADAPTACAO AO MEIO LIQUIDO
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Apo6s o periodo de alojamento, os ratos foram submetidos a um processo de
adaptacdo ao ambiente aquatico e a pratica de natag¢do, conforme descrito por Beck et al.
(2015A), durante um periodo de 10 dias, compreendido entre os 80 e 89 dias de idade dos
animais. Durante esse periodo, os animais foram gradualmente introduzidos na agua,
sendo submetidos a sessdes de natacdo com duragdo de 5 a 20 minutos, em tanques
cilindricos e opacos. A profundidade da dgua foi progressivamente ajustada, variando de
10 a 80 cm, e uma carga adicional entre 0 a 4% da massa corporal foi aplicada nos animais
durante as sessdes de natacdo. A temperatura da agua foi rigorosamente controlada ao
longo do experimento, mantendo-se estdvel a 31+1 °C. Esse controle preciso da
temperatura foi fundamental para garantir condi¢des ambientais adequadas e consistentes
durante todo o periodo de adaptagdo e pratica de natagdo dos animais. Essas medidas
foram adotadas com o intuito de minimizar o estresse e assegurar a adaptagao progressiva

dos ratos ao ambiente aquatico e¢ a atividade fisica, contribuindo para a validade e
confiabilidade dos resultados obtidos nos experimentos subsequentes.

Figura 3 — Protocolo de adaptagdo ao meio liquido
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Figura 3 — Figura representativa do protocolo de adaptagdo ao meio liquido segundo
Beck et al., (2015B), com duragdo de 10 dias (A). Apds a adaptagdo ao meio liquido, os
animais foram submetidos ao protocolo de natacdo individual (B) em tanques cilindricos
e opacos (C). Para realiza¢ao do esfor¢o em intensidade equivalente a 100% da maxima
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capacidade aerdbia individual, foi utilizada cargas de chumbo atada ao térax dos animais
(D). Cm: centimetros; Prof: profundidade. Tempo: minutos; Profundidade: centimetros;
Carga: Percentual da massa corporal.

4.4 TESTE INCREMENTAL DE NATACAO

Aos 90 dias de idade, todos os animais foram submetidos a um teste incremental
(TT) com o proposito de determinar a intensidade do esfor¢o correspondente a Maxima
Capacidade Aerobia Individualizada (iMCA). O TI, conforme descrito por Beck et al.
(2015B), consistiu em aumentos progressivos da carga ao longo do tempo, visando
identificar um aumento desproporcional na concentragdo de lactato sanguineo em um
determinado ponto frente a capacidade de tamponamento pelo musculo. Durante o teste,
os animais foram submetidos a estagios de cinco minutos, nos quais a carga foi
progressivamente aumentada em 0,5%, variando de 3,0% a 7,0% da massa corporal (%
MC). Essas sobrecargas foram fixadas no térax dos animais por meio de uma tira elastica.
Apos cada estagio, com intervalo de 30 segundos entre eles, foram coletadas amostras de
sangue (25 pL) da parte distal da cauda dos animais. Essas amostras foram armazenadas
a 4°C para posterior determinagdo da concentracdo de lactato. A relagdo entre a
intensidade do exercicio e a concentracdo de lactato sanguineo foi representada
graficamente, utilizando-se o método bi-segmentado, como previamente descrito por
Beck et al. (2015B). Posteriormente, foram ajustadas duas regressoes lineares apos o
ponto de ruptura. A intersecdo dessas regressdes lineares foi interpolada no eixo X,
fornecendo a intensidade correspondente 4 iIMCA. A interpolacdo no eixo Y correspondeu
a concentracdo de lactato sanguineo na iMCA, definida como o estado estacionario
maximo de lactato, conforme detalhado por Beck et al. (2015B).

Figura 4 — Ilustrag¢do da lactacidemia e porcentagem da massa corporal
durante o teste incremental.
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Teste Incremental de Natacao
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Figura 4 — O teste incremental consiste em aumentos proporcionais
da carga (0,5% MC; eixo X), separados por 30 segundos de intervalo
na qual amostras de sangue (25 pL) sdo coletadas para determinagao
da concentragcdo de lactato sanguineo (eixo y). Em seguida, duas
regressdes lineares (pontos vermelhos e pontos azuis) sao
construidas seguindo o ponto de interseccdo. A interseccdo dessas
regressoes lineares interpoladas ao eixo X ¢ usada para definir a
intensidade correspondente a méaxima capacidade aerobia (Beck et
al., 2015A) (linhas tracejadas indicam intensidade no eixo X). A
interpolagdo para a linha y corresponde a concentragdo de lactato
sanguineo na intensidade da maxima capacidade aerdbia (linhas
tracejadas indicam a concentragdo de lactato no eixo y). Os dados
representados no grafico referem-se ao animal 24 no experimento,
onde o iIMCA foi de 5,5% do peso corporal e o nivel de lactato no
iMCA foi de 4,0 mmoL.L™".

4.5 EXERCICIO DE ENDURANCE

Aos 100 dias de idade, todos os animais, com massa corporal média de 396,07 +
4,40 g, foram submetidos a um protocolo de exercicio continuo de natacdo com duragao
de 60 minutos. Este protocolo consistiu em uma intensidade de exercicio correspondente
a 90% da iMCA, realizado durante o tempo zeitgeber 12 (6:00h). O exercicio foi
conduzido pelo mesmo pesquisador responsavel pelo manejo dos animais durante a
execugdo do exercicio e pela administragdo intraperitoneal da melatonina ou do controle.
Essa padronizacao na condu¢do do exercicio e na administragcdo das substancias testadas
¢ fundamental para garantir a consisténcia dos resultados e minimizar possiveis fontes de
variacdo experimental.
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4.6 ADMINISTRACAO DE MELATONINA

A melatonina (Sigma Aldrich Chemical Corporation; St Louis, MO, EUA; M-
5250, pureza > 98%) foi solubilizada em etanol (<0,1%) e subsequentemente diluida em
solucdo salina (0,9% NaCl) para administragio na dose de 10 mg.kg™! (Beck et al., 2015A,
2016). O preparo da solugao foi realizado imediatamente antes do uso e armazenado em
frasco ambar, protegido por papel aluminio para preservar a estabilidade da substancia.
Os animais do grupo controle receberam um volume equivalente apenas do controle
(NaCl 0,9% e etanol <0,1%). A administra¢do foi conduzida por via intraperitoneal
imediatamente apds o término do exercicio de endurance. Essa abordagem permite uma
administracdo precisa da melatonina ¢ do controle, garantindo a uniformidade das
condigdes experimentais e a validade dos resultados obtidos.

4.7 EUTANASIA, COLETA E ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

4.7.1 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo 1, 3 ou 24 horas apds o término do
experimento, conforme permitido pela American Veterinary Medical Association (2020).

4.7.2 Coleta de sangue

Durante o teste incremental de natacdo, amostras de sangue (25 pL) foram
coletadas da cauda dos animais em capilares de vidro heparinizados e calibrados. Estas
amostras foram transferidas para microtubos plasticos (1,5 mL) contendo 400 pL de acido
tricloroacético (TCA) (4%), visando a preservacdo das amostras, e posteriormente
misturadas e armazenadas a 4°C para andlises posteriores.

Ap0s a eutandsia, uma aliquota de aproximadamente 2,0 mL de sangue foi obtida
e deixada em repouso por cerca de 20 minutos no ambiente sob um rack com gelo no
fundo para permitir a coagulagdo. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por
15 minutos a 10 °C. O soro obtido foi cuidadosamente transferido para tubos de
armazenamento e armazenado a -20 °C em aliquotas para evitar ciclos de
descongelamento, garantindo a integridade das amostras.

4.7.3 Coleta de tecidos

ApOs a eutanasia, gluteo maximo e figado foram coletados para anélise do pool
de aminodcidos e acilcarnitinas. Gastrocnémio branco e vermelho, gluteo maximo e
figado foram coletados para analise de glicogénio. Soleo, gastrocnémio branco e
vermelho, gluteo maximo e figado foram coletados para analise de triglicérides.

4.7.4 Analise das amostras sanguineas

Para a andlise de lactato, apds a etapa de preservagdo, as amostras foram
submetidas a uma série de procedimentos laboratoriais. Primeiramente, foram agitadas e
centrifugadas (3.000 rpm por 3 minutos) para a separagdo do plasma (sobrenadante). Em
seguida, 50 puL. do sobrenadante foram extraidos e transferidos para uma microplaca de
96 pocos. Na sequéncia, adicionou-se 250 pL de uma solugdo reativa pré-preparada,
composta por glicina, EDTA e hidrazina a 25%, e o pH foi ajustado para 9,45.
Posteriormente, foram incorporados dinucleotideo de B-nicotinamida adenina (NAD) e
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L-desidrogenase lactica de coragao bovino (LDH) a solugao resultante. Ap6s incubagao
por 20 minutos a 37°C, as amostras foram submetidas a medidas espectrofotométricas
(Spectramax 13, Molecular Devices; San José, CA, Estados Unidos) a 340 nm para
comparar os valores da amostra com uma curva padrao construida a partir de uma dilui¢cdo
serial de 1-15 mmol.L"' de L-Lactato (Engels and Jones 1978). Este procedimento
laboratorial permite a determinacdo precisa da concentracdo de lactato nas amostras de
sangue, fornecendo informag¢des fundamentais para a avaliacdo do metabolismo durante
o exercicio fisico.

Para a analise dos parametros séricos, as aliquotas de soro foram posteriormente
utilizadas para determinacdo da concentracao de glicose, triglicérides, creatina quinase e
lactato desidrogenase, utilizando kits comerciais disponiveis (LaborLab; Guarulhos, SP,
Brasil). As leituras foram realizadas em um espectrofotometro (Spectramax i3, Molecular
Devices; San José, CA, USA), seguindo rigorosamente as recomendacdes do fabricante
para garantir a precisdo dos resultados. E importante destacar que apenas as amostras sem
evidéncias de hemolise foram utilizadas para andlise, garantindo a confiabilidade dos
resultados e minimizando possiveis interferéncias nos ensaios bioquimicos. Este
procedimento laboratorial permite a avaliagao precisa dos parametros séricos de interesse,
fornecendo informacdes valiosas sobre o perfil metabolico dos animais apds os
procedimentos experimentais.

4.7.5 Analise das Amostras do Tecido Muscular Esquelético
4.7.5.1 Acilcarnitinas € Aminoacidos
4.7.5.1.1 Perfil de Acilcarnitinas e Aminoacidos

A preparacdo das amostras seguiu o protocolo descrito por Sarafian et al. (2014),
com algumas modificagdes. Todas as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e randomizadas antes da extragdo, com o intuito de evitar qualquer viés
analitico. Isopropanol frio foi adicionado as amostras de tecido de acordo com o peso de
cada uma, utilizando a propor¢ao de 500 pL para cada 50 mg de amostra. As amostras
foram entdo agitadas em vortex por 30 segundos e submetidas a trés ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido para promover a quebra das membranas celulares e
a liberacao dos metabolitos intracelulares. Em seguida, as amostras foram colocadas em
um banho de ultrassom por 10 minutos para garantir a homogeneizacao da solucao,
seguido de nova agitagdo em vortex por mais 30 segundos. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4 °C, por 10 minutos para separar os componentes
solidos dos liquidos. O sobrenadante (400 pL) foi cuidadosamente coletado e seco sob
fluxo de gés N2 para remover o solvente. Amostras em branco foram preparadas
utilizando agua ultrapura no lugar do plasma, servindo como controle de possiveis
contaminagdes durante o processo de extragdo. Posteriormente, as amostras foram
ressuspendidas em 250 pL de uma solu¢do contendo o padrdo interno (PI) L-Leucina
(5,5,5-D3) a uma concentragdo de 0,73 ug mL™! em Agua (H20) e Acetonitrila (ACN)
(8:2 v/v), garantindo a precisdo e a consisténcia das analises. Uma amostra agrupada foi
formada apds a extragdo, combinando partes iguais de cada extrato (25 pL), e entdo
dividida em diferentes amostras de controle de qualidade (CQ). Estas amostras de CQ



33

foram distribuidas a cada 10 injegdes para fins de monitoramento instrumental,
garantindo a qualidade e a confiabilidade dos resultados obtidos.

4.7.5.1.2 Analise MS Tandem

A aquisicao de dados foi conduzida em um espectrometro de massa triplo
quadrupolo Water's® Xevo TQD (Waters Corporation, Milford, EUA), equipado com um
controlador Shimadzu® SCL-10A, uma bomba controladora Shimadzu® LC-20AD e um
injetor automatico Shimadzu® SIL-20A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Os
procedimentos foram adaptados de Moura et al. (2022) para atender as necessidades
especificas deste estudo. A anélise foi realizada utilizando a técnica de Anélise por Injecao
de Fluxo (FIA), sem separagdo cromatografica, com um volume de inje¢do de 10 uL. Um
gradiente de fluxo variando de 0,01 a 0,50 mL.min"! foi aplicado, iniciando em 0,1
mL.min"' e mantido por 3 minutos, apds o qual a taxa de fluxo foi reduzida para 0,1
mL.min"!, totalizando 4 minutos de tempo de execucdo. A fase mével foi composta por
uma mistura de agua, acetonitrila e acido férmico (80:20:0,1, v/v/v). A fonte de ionizagao
por eletrospray foi operada no modo de ionizagdo positiva (ESI+), com os seguintes
parametros: fluxo de gas de dessolvatacdo de 850 L/h; temperatura da fonte de 150°C;
temperatura de dessolvatacdao de 500°C; tensdes de capilar e cone ajustadas em 3,0 kV e
60,0 V, respectivamente. O instrumento foi operado no modo de monitoramento de
multiplas reagdes (MRM), e as transi¢des precursor > fragmento foram otimizadas para
cada um dos compostos analisados, incluindo aminoacidos (n = 20) e acilcarnitinas (n =
12), conforme descrito na Tabela Suplementar S1. As areas de pico das transicdes MRM
foram registradas e integradas utilizando o software TargetLynx (Waters Corporation,
Milford, EUA), garantindo uma analise precisa e confidvel dos metabolitos alvo. Este
meticuloso processo de andlise proporciona uma avaliacdo detalhada do perfil
metabolico, fornecendo insights valiosos para a compreensao dos processos bioquimicos
subjacentes.

4.7.5.2 Glicogénio

O conteudo de glicogénio nos musculos esqueléticos, incluindo o gliteo méximo,
bem como nas porg¢des vermelha e branca do gastrocnémio, e no figado foi determinado
de acordo com o método descrito por Dubois et al. (1956), com algumas modificacdes
adaptadas para este estudo. Inicialmente, amostras de musculo esquelético (250 mg) e
figado (500 mg) foram coletadas e imersas em hidroxido de potéssio (30%) da marca
Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil). Em seguida, foi adicionada uma solucao saturada
de sulfato de sodio (Na2S0O4) (100 puL) da marca Dinamica Quimica Contemporanea Ltda
(Indaiatuba, SP, Brasil) e etanol (70%) para precipitar o glicogénio presente nas amostras.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas com fenol (10 uL) da marca Exodo
Cientifica (Sumaré¢, SP, Brasil) e 4cido sulfurico (2 ml) da marca Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda (Indaiatuba, SP, Brasil), e aquecidas em banho-maria por 5 minutos
a 85°C para promover a extragao do glicogénio. Em seguida, a absorbancia das amostras
foi medida em um espectrofotometro da Hach Company (Loveland, Colorado, Estados
Unidos) a 490 nm. O contetudo de glicogénio foi entdo calculado utilizando uma curva de
calibracao de glicose, proporcionando uma avaliagdo precisa do teor deste metabolito nos
tecidos analisados.
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4.7.5.3 Triglicérides Muscular

Para determinar o contetido de triglicerideos, as amostras de figado e musculo
esquelético (com pesos variando entre 100-200 mg, incluindo tecidos como soleo, gliteo
maximo e por¢des vermelha e branca do gastrocnémio) foram submetidas a um processo
de maceragao utilizando nitrogénio liquido. Em seguida, essas amostras foram
transferidas para tubos plésticos de 1,5 ml contendo Triton X-100 [1%], na propor¢ao de
200 mg de tecido por 1 ml de Triton. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas
durante a noite a 4°C, utilizando barras magnéticas (5 x 3 mm) para garantir uma mistura
completa. Apds a homogeneizacgdo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10
minutos, ¢ 10 pLL do sobrenadante foram pipetados para uma microplaca de 96 pocos.
Estes foram entdo misturados com o reagente fornecido no kit (200 uL, LaborLab;
Guarulhos, SP, Brasil) e incubados por 20 minutos a 25°C. A absorbancia dos
triglicerideos foi medida utilizando um espectrofotdometro (SpectraMax i3, Molecular
Devices; San José, CA, Estados Unidos) a 505 nm, seguindo as instrugdes do kit utilizado
para a andlise. Esse procedimento permite uma avaliacdo precisa do conteudo de
triglicerideos nas amostras de tecido, contribuindo para a compreensdo dos processos
metabodlicos em estudo.

4.8 ANALISE E PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados foram apresentados seguindo o formato de média + desvio-padrao da
média. A normalidade da distribui¢do foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk
(p>0,05). Para analisar os efeitos da melatonina sobre os diferentes pardmetros abordados
nos Capitulos 1 e 2, apresentados na secdo "Resultados", empregou-se uma ANOVA de
duas vias para analisar os efeitos da melatonina (dois niveis: EM1, EM3 e EM24 vs. Ex1,
Ex3 e Ex24) e o efeito do tempo (trés niveis: EM1 e Ex1 vs EM3 e Ex3 vs EM24 e Ex24).
Quando pertinente, o teste post hoc de Newman-Keuls foi aplicado para comparagdes
multiplas entre grupos. Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todas as
analises, realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.; Tulsa, OK, Estados
Unidos). Além disso, a analise do tamanho do efeito (ES; Cohen et al., 1988) ¢ a
constru¢do de intervalos de confianca (CI) foram empregadas como testes
complementares. Para efeitos de interpretacdo, foram estabelecidos limiares para efeitos
pequenos, moderados e grandes, definidos como 0,20, 0,50 e 0,80, respectivamente. O
tamanho do efeito (ES) foi calculado utilizando a féormula: (médial - média2) / desvio-
padrdao da média. Todos os tamanhos de efeito grandes foram incluidos na apresentagdo
gréfica dos resultados (Cohen 1988).

5 RESULTADOS

Conforme previamente mencionado, a secdo de resultados serd apresentada na
forma de artigo, subdividida em dois capitulos distintos. A metodologia detalhada de
ambos os capitulos estd descrita na metodologia geral da dissertagdo e, para evitar
redundancia, foi omitida nesta se¢ao.
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5.1 Capitulo 1

O presente artigo estd atualmente sob revisdo por pares na revista Journal of
Proteome Research (fator de impacto: 4.4). Além disso, o manuscrito foi traduzido para
o idioma original para evitar qualquer ocorréncia de autoplagio.

O Impacto da Administracio Aguda de Melatonina Apds o Exercicio Fisico no
Perfil de Aminoacidos do Musculo Esquelético e do Figado em Ratos

Alinson Eduardo Cipriano, Alex Aparecido Rosini Silva, Andreia de Melo Porcari,
Leonardo Henrique Dalcheco Messias, Wladimir Rafael Beck.

Resumo

A melatonina tem potencial para atuar no processo de recuperacao apds exercicio fisico,
porém, poucos estudos observaram os efeitos deste composto nos perfis de aminoacidos
dos tecidos. Este estudo teve como objetivo avaliar como a administragdo de melatonina
apos o exercicio impacta a abundancia de aminoacidos nos tecidos e, portanto, seu
metabolismo. Sessenta animais Wistar foram submetidos a exercicio de natagdo de 60
minutos a 90% de sua maxima capacidade aerébia (iMCA), seguido de administragdo via
intraperitoneal de melatonina (EM; 10 mg.kg™!) ou controle (Ex) de mesmo volume, e em
seguida os animais foram eutanasiados 1, 3 ou 24 horas apos tal procedimento, para coleta
dos tecidos hepatico e muscular esquelético. Amostras de tecido foram extraidas e tiveram
seu perfil de aminodcidos determinado usando anélise de injecao de fluxo (FIA) acoplada
a espectrometria de massa direcionada (MS). Foram utilizados ANOVA Two-way, post-
hoc de Newman-Keuls e Effect size (ES), para todas as ocasides foi estabelecido um nivel
de significancia de 5%. Nenhum resultado significativo foi encontrado para o figado, mas
no musculo esquelético, a melatonina aumentou os niveis de aminoéacidos como arginina,
acido glutamico, glutamina, ornitina, prolina e serina. A melatonina também aumentou os
niveis de glicina 3 horas pds exercicio em comparagdo ao grupo controle (EM3>Ex3; p
=0,034) e reduziu os niveis de metionina 24 horas pds exercicio em comparacao ao grupo
controle (EM24<Ex24; p=0,001). Em conclusdo, a melatonina participa do metabolismo
muscular de aminoécidos durante o processo de recuperacio apos o exercicio, ajudando
a melhorar as condi¢des de recuperacdo para futuros esforcos. Tais aminodcidos possuem
uma ampla gama de fung¢des fisiologicas, como aumento de desempenho, atenuagdo da
fadiga, recuperacao poOs exercicio e sintese proteica e/ou substratos.

Palavras-chave: Recuperacdo pds exercicio, melatonina, aminodcidos, metabolismo,
fisiologia do exercicio.

Introducio
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A melatonina, uma indolamina com caracteristica anfifilica (Amaral et al., 2019),
possui a capacidade de permear membranas plasmaticas celulares, incluindo a barreira
hematoencefalica (Marseglia et al., 2017). Sua produgdo ¢ primariamente conduzida pela
glandula pineal, sendo liberada diretamente no sangue ou no liquido cefalorraquidiano,
exercendo acdo enddcrina ao circular livremente no plasma ou ligada a albumina. Entre
suas principais fungdes, destaca-se sua regulacdo nos ritmos circadianos e sazonais
(Reiter et al., 2010). A melatonina é capaz de influenciar fung¢des cronobioldgicas,
estabelecendo padroes diarios de secrecdo em outras glandulas (Solberg et al., 1999), de
acordo com o ciclo de sono/vigilia (Claustrat e Leston, 2015). Além disso, atribui-se a
essa indolamina propriedades antioxidantes (Reiter et al., 2016), melhorias no sistema
imunologico (Gunata et al., 2019) e efeitos anti-inflamatorios, preservando a integridade
das membranas celulares (Ahmad et al., 2023).

Os cientistas da area do exercicio tém investigado os potenciais efeitos da
melatonina no contexto do exercicio fisico, especialmente no que diz respeito ao
metabolismo energético. Nossa equipe demonstrou os efeitos ergogénicos da
administracio aguda de melatonina na tolerAncia ao exercicio em intensidade
correspondente 8 Méxima Capacidade Aerobia Individualizada (iMCA) realizada durante
o periodo de vigilia em animais noturnos (Beck, 2015A; Beck et al., 2016; Faria et al.,
2021; Faria et al., 2022). Além disso, observou-se que a melatonina induziu uma maior
utilizagdo de lipidios como substrato energético, preservando os estoques de glicogénio e
acelerando sua ressintese apos o exercicio quando administrada antes do esforgo fisico
(Faria et al., 2021; Faria et al., 2022). O processo de recuperagdo pds-exercicio envolve
uma variedade de fatores, incluindo o estado redox (Gomez-Cabrera et al., 2021), dano
muscular (Markus et al., 2021), inflamacao (Bernat-Adell et al., 2017) e metabolismo
energético (Jenni-Eiermann, 2016), sendo o figado ¢ o musculo os tecidos mais criticos
(Xu et al., 2016). Focalizando no metabolismo energético, demonstramos evidéncias de
que a melatonina influencia o metabolismo de carboidratos e lipidios apos o exercicio
fisico, porém, ndo ha uma sugestao clara de que o mesmo ocorra com o metabolismo de
aminoacidos. E amplamente documentado que os aminoacidos desempenham papéis
anapleroticos significativos no suporte do metabolismo global (Brooks, 1987). Esses
compostos apresentam diversos efeitos benéficos, incluindo efeito ergogénico, redugdo
da inflamacgao, aceleragdo da eliminagcdo de amodnia, aumento da sintese de proteinas e
outras moléculas importantes, além de contribuirem para processos como gliconeogénese
e imunocompeténcia (Tsuda et al., 2020; Kumar et al., 2021; Nogusa et al., 2014; Gleeson,
2008; Mikulski et al., 2015; Sureda e Pons, 2012). Portanto, ¢ plausivel que o aumento
dos niveis desses aminodcidos possa acelerar a recuperagdo pos-exercicio. Seria
interessante observar sua repercussao em diferentes momentos ap6s um exercicio isolado
sob a influéncia da melatonina.

Embora os aminoacidos desempenhem um papel crucial nesse contexto, poucos
estudos tém se dedicado a investigar sua concentracdo tanto no musculo quanto no figado
apos a pratica de exercicios fisicos. Para abordar essa lacuna, a metabolomica, baseada
na espectrometria de massa (MS), surge como o método padrdo-ouro, possibilitando
perfis precisos e abrangentes de aminodcidos. Essa ferramenta permite a identificagdo
precisa de milhares de moléculas dentro de uma pequena matriz bioldgica, como sangue,
urina ou tecido, sendo utilizada para compreender os efeitos agudos e cronicos do
exercicio (Kuehnbaum et al., 2015).
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Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo investigar o impacto da
melatonina na concentracdo de aminoécidos no figado e no tecido muscular durante o
periodo de recuperagdo apos uma sessao de exercicio isocarga.

Resultados

Todos os animais completaram com sucesso o teste incremental de natagdo,
atingindo uma duragdo média de 48,25 + 27 minutos, intensidades médias de 5,1 + 0,4%
da massa corporal (% MC) e uma concentracdo média de lactato sanguineo de 4,7 + 0,6
mmol.L"!. Adicionalmente, todos os animais conseguiram completar o exercicio de
resisténcia proposto.

No glateo maximo, a administragdo de melatonina resultou em aumentos
significativos nos niveis de alguns aminoacidos, incluindo arginina (F =13,27; p=10,001),
acido glutamico (F = 5,92; p = 0,023), citrulina (F = 10,72; p = 0,001), glutamina (F =
8,15; p =10,009), ornitina (F = 4,88; p = 0,037), prolina (F = 15,13; p<0,001) e serina (F
=17,23; p=0,013). Além disso, a melatonina demonstrou aumentar os niveis de glicina 3
horas apds o exercicio em comparagdo com o grupo controle no mesmo periodo
(EM3>Ex3; p<0,05) e reduzir os niveis de metionina 24 horas apds o exercicio em
comparag¢ao com o grupo controle no mesmo periodo (EM24<Ex24; p<0,01).

O efeito do tempo também impactou alguns aminoacidos, demonstrando uma
reducdo nos niveis de aminodcidos como asparagina (F = 10,76; p = 0,000), acido
glutdmico (F = 4,27; p = 0,026), histidina (F = 9,72; p = 0,001), leucina (F = 8,71; p =
0,001), prolina (F =5,07; p=0,015), serina (F = 5,59; p = 0,010), triptofano (F = 11,71;
p =0,000), tirosina (F =9,33; p=0,001) e valina (F = 17,82; p = 0,000). A interagao entre
os efeitos ocorreu para glicina (F = 3,67; p = 0,041) e metionina (F = 9,88; p = 0,001).
Esses resultados sdo apresentados na Figura 5. A Tabela 1 mostra os resultados sem efeitos
significativos da melatonina ou do tempo.
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Figura 5. Comparagdo dos niveis de aminodcidos no gliteo méximo em diferentes
momentos. As barras pretas representam os animais tratados com controle, enquanto as
barras roxas representam os animais tratados com melatonina. Os grupos de tempo sdo
definidos da seguinte forma: 1 hora - animais eutanasiados 1 hora apods o exercicio; 3
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horas - animais eutanasiados 3 horas apds o exercicio; 24 horas - animais eutanasiados
24 horas apds o exercicio. As barras vermelhas representam p<0,05 entre os grupos no
mesmo tempo.

Tabela 1:

Resultados estatisticos dos aminoéacidos do gluteo maximo que ndo apresentaram
significancia estatistica para ANOVA e analise de Post hoc.

média + desvio padrdo da média Efeito da Efeito do Interagdes
Aminoacidos Melatonina Tempo entre
Efeitos

Ex1 Ex3 Ex24 EM1 EM3 EM24 F p F p F p
5,5 4,8 5,0 5,2 5,6 5,2
Alanina 1,1 0,6 0,6 0,6 04 0,5
Aspartato 0,2+ 0,2+ 0,2+ 1,0 0,8 0,2+ 0,51 0,48 036 0,70 1,35 0,27
0,02 0,03 0,03 0,1 0,1 0,02
Cisteina 0,03+ 0,03+ 0,04+ 0,04 0,04 0,03+ 2,10 0,16 0,07 092 199 0,15
0,004 0,004 0,005 0,000 =£0,01 0,003
Fenilalanina 2,3 2,0 2,1 2,4 2,3 20 0,65 042 1,43 025 097 0,39
+04 +03 04 0,2 +0,2 +0,2
Lisina 11,1 9,8+ 9,7+ 13,1 11,1 10,6 3,80 0,06 3,13 0,06 0,14 0,86
+1,8 1,8 1,8 +1,3 £3)2 +0,7
Ex1: Animais tratados com controle e eutanasiados 1 hora apoés o exercicio. Ex3: Animais tratados com
controle e eutanasiados 3 horas ap6s o exercicio. Ex24: Animais tratados com controle e eutanasiados 24
horas ap6s o exercicio. EM1: Animais tratados com melatonina e eutanasiados 1 hora apos o exercicio.
EM3: Animais tratados com melatonina e eutanasiados 3 horas apds o exercicio. EM24: Animais tratados
com melatonina e eutanasiados 24 horas apds o exercicio.
2Os dados sdo apresentados como média+S.

1,09 030 0,100 089 139 0,26

No figado, ndo foi observado efeito da melatonina, entretanto, alguns aminoacidos
apresentaram reducao ao longo do tempo. Isso foi evidenciado pela diminui¢ao dos niveis
de arginina (F = 3,66; p = 0,041), asparagina (F = 9,62; p = 0,001), citrulina (F = 10,28;
p = 0,001), glutamina (F = 4,43; p = 0,023), leucina (F = 11,53; p = 0,000), lisina (F =
7,30; p = 0,003), metionina (F = 7,85; p = 0,002), ornitina (F = 7,18; p = 0,004), prolina
(F=4,65;p=0,020), serina (F =4,70; p=0,019), tirosina (F = 6,77; p = 0,005), triptofano
(F=11,76; p = 0,001) e valina (F = 11,76; p = 0,000). A interacao entre os efeitos foi
observada apenas para a tirosina (F = 3,71; p = 0,039). Esses resultados estdo ilustrados
na Figura 6. Nao foram detectados efeitos da melatonina ou do tempo sobre determinados
aminoacidos, conforme apresentado na Tabela 2.
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Figura 6. Comparagao dos niveis de aminoacidos no figado em diferentes momentos. As
barras pretas representam os animais tratados com a controle, enquanto as barras roxas
representam os animais tratados com melatonina. Os grupos de tempo sdo definidos da
seguinte forma: 1 hora - animais eutanasiados 1 hora apos o exercicio; 3 horas - animais
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eutanasiados 3 horas apds o exercicio; 24 horas - animais eutanasiados 24 horas ap6s o
exercicio.

Tabela 2:

Resultados estatisticos dos aminoacidos do figado que ndo apresentaram significancia
estatistica para ANOVA e andlise de Post hoc.

média + desvio padrdo da média Efeito da Efeito do Interagdes
Aminoacidos Melatonina Tempo entre
Efeitos

Exl Ex3 Ex24 EMI1 EM3 EM24 F p F p F p

Acido 22+ 2,8+ 1,8+ 33 2,5 2,3+ 3,68 0,06 3,15 0,06 328 0,05
Glutamico 0,4 0,7 0,4 +0,3 =£1,1 0,3
Alanina 16,3 15,0 149 13,0 148 14,7
+1,5 1,7 +£14 £33 £20 £24 2,86 0,10 012 088 1,97 0,16
Fenilalanina 5,6 6,6 6,0 5,5 6,2 46 2,80 0,10 3,19 0,05 1,57 0,22
+1,6 +0,8 +09 0,5 <14 04
Glicina 28+ 2,7+ 25+ 28+ 27+ 24+ 0,10 0,75 181 0,18 0,00 0,99
0,4 0,3 0,3 0,3 0,6 0,1
Histidina 28,9 31,7+ 31,0 28,0 348 32,1 0,25 0,61 262 0,09 032 0,72
+55 2,6 45 456 +6,7 34
Ex1: Animais tratados com controle e eutanasiados 1 hora apoés o exercicio. Ex3: Animais tratados com
controle e eutanasiados 3 horas apos o exercicio. Ex24: Animais tratados com controle e eutanasiados 24
horas apés o exercicio. EM1: Animais tratados com melatonina e eutanasiados 1 hora apds o exercicio.
EM3: Animais tratados com melatonina e eutanasiados 3 horas apds o exercicio. EM24: Animais tratados
com melatonina e eutanasiados 24 horas apds o exercicio.
2Os dados sdo apresentados como média+S.

Discussao

Os resultados primordiais desse estudo demonstraram uma mitigacdo da redugdo
ao longo do tempo ou um aumento nos niveis de alguns aminodcidos no musculo
esquelético, relacionados a resisténcia a fadiga, metabolismo energético e sintese
proteica, em animais tratados com melatonina em comparagdo com os controles. No
entanto, nao houve influéncia da administragdo de melatonina no figado.

Em experimentos que visam avaliar o impacto do exercicio fisico, a manipulagao
precisa do volume e da intensidade ¢ um fator de grande importancia (Smith et al., 2023).
Neste estudo, adotou-se o exercicio isocarga em tempo fixo, o qual foi realizado com
éxito por todos os animais. A prescrigao do exercicio baseou-se na intensidade do esforgo
individual determinada por meio de teste incremental, ressaltando assim os cuidados
metodologicos empregados. Outra questdo relevante diz respeito a dosagem de
aminoacidos. Para tal avaliagdo, métodos como a analise enzimatica (Simpson et al.,
1976), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Blum 2014) e bioensaio (Kameya
and Asano 2017) sdo comumente utilizados, apesar de apresentarem limitagdes (Munjal
et al., 2022). Atualmente, com os avancos tecnoldgicos, a andlise de aminoacidos por
espectrometria de massas permite a avaliacdo de uma ampla gama desses compostos em
um unico ensaio, proporcionando assim uma gama expandida de possibilidades
(Khoramipour et al., 2022).
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Em nosso estudo, observamos que a melatonina foi capaz de atenuar a queda ou
aumentar os niveis teciduais de diversos aminodcidos no musculo esquelético exercitado
(Figura 1), uma observacgao possivel devido aos trés momentos diferentes de analise. Tais
aminoacidos desempenham uma ampla gama de fungdes fisioldgicas, incluindo
participagdo no metabolismo energético para prolina (Nogusa et al., 2014; Alvarez et al.,
2022), aumento do desempenho para glicina (Kumar et al., 2021), serina (Tsuda et al.,
2020), prolina (Nogusa et al., 2014), arginina (Sureda and Pons, 2012; Nyawose et al.,
2022) e glutamina (Trivedi et al., 2022), atenuag¢do da fadiga para serina (Tsuda et al.,
2020), glutamina (Coqueiro et al., 2019), recuperagdo pos-exercicio para glicina (Kumar
et al., 2021), glutamina (Agostini and Biolo, 2010), ornitina (Mikulski et al., 2015),
metionina (Huang et al., 2014) e sintese de proteinas e/ou substratos para glutamina
(Gleeson, 2008), arginina (Sureda and Pons, 2012), prolina (Nogusa et al., 2014), glicina
(Imenshahidi and Hossenzadeh, 2022), serina (Tsuda et al., 2020).

Considerando os papéis essenciais desses aminoacidos no contexto do exercicio
fisico, podemos inferir que na presenga da melatonina, observa-se um cenario favoravel,
propiciando uma condi¢do fisioldgica benéfica para o processo de recuperagcdo e
estabelecendo bases metabodlicas otimizadas para esforcos subsequentes. Nao ha
evidéncias sobre os efeitos da melatonina no metabolismo de aminoécidos durante o
exercicio, sendo os estudos restritos ao contexto de doencas. Em contraste com nossos
resultados, Junior et al. (2022) constataram que a melatonina reduziu a disponibilidade
de aminoacidos plasmaticos em camundongos com cancer de mama, especialmente
durante o periodo diurno. Esse efeito ¢ considerado positivo nesse contexto, uma vez que
a reducdo dessas moléculas durante o dia pode impactar o metabolismo das células
cancerigenas. Além disso, a melatonina exerce uma influéncia significativa nos niveis
séricos de aminoacidos em camundongos com colite (Liu et al., 2017). Vale ressaltar que
0 mecanismo subjacente ao aumento ou a reducao na disponibilidade desses aminoacidos
mediados pela melatonina ainda ndo ¢ totalmente compreendido, indicando a necessidade
de mais investigacdes para elucidar esse fenomeno.

Na Figura 1A, D, 1e K, o E.S ¢ elevado, indicando uma alta responsividade desses
aminoacidos neste momento de analise (24h (2,24), 3h (2,06), 24h (E.S 2,99) e 24h (E.S
2,20), respectivamente). O nivel de metionina (Fig. 1I) 24 horas apos o esfor¢o foi maior
no grupo controle em comparagao com o grupo tratado com melatonina. Swaminathan et
al. (2021) afirmaram que a restricdo de metionina em combinagdo com o treinamento de
resisténcia pode melhorar o musculo esquelético e a saude metabdlica em camundongos
idosos, mesmo em meio a obesidade. Portanto, a reducdo dos niveis de metionina poderia
ser interpretada como um resultado positivo. Da mesma forma, na Figura 1D, o E.S dos
niveis de citrulina € significativamente alto (E.S 2,06) 3 horas apos o esforco.

Beck et al. (2015) identificaram um efeito ergogénico da administra¢do aguda de
melatonina em ratos noturnos, embora ndo tenham conseguido explicar completamente
essa capacidade ergogénica por meio da avaliagdo de inflama¢@o muscular ou marcadores
de dano muscular no sangue, utilizando um modelo de exercicio até a exaustdo. Em
estudos subsequentes realizados por Faria et al. (2021) e Faria et al. (2022), o efeito
ergogénico foi corroborado, sugerindo que a melatonina aumentou a disponibilidade de
substratos energéticos, influenciando o metabolismo de carboidratos e lipidios em
animais noturnos tratados com este composto. Além disso, a melatonina acelerou a
recuperacao metabolica por meio de uma maior reposi¢ao de glicogénio tecidual e
otimizacdo do uso de lipidios apods o exercicio, através do aumento da translocacao de
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GLUT4 e FAT-CD36. Esses resultados foram cruciais para a compreensao do papel da
melatonina na resposta ergogénica. O presente estudo demonstra que a melatonina
também exerce influéncia sobre os niveis de diversos aminoacidos relevantes para o
musculo esquelético exercitado, contribuindo, assim, para uma compreensio mais
abrangente do efeito fisiologico da melatonina no metabolismo dos aminoécidos.

No presente estudo, adotamos a dosagem de melatonina de 10 mg.kg', em
conformidade com a pratica comum na literatura (Beck et al., 2015A); entretanto, outras
dosagens poderiam ser submetidas a testes. Embora diferentes intensidades e duragdes de
exercicio possam induzir cenarios fisioldgicos diversos, nossa abordagem visou a
individualizacdo precisa das cargas de exercicio para cada animal. Além disso, € crucial
exercer cautela ao extrapolar para o modelo humano, uma vez que a melatonina
geralmente nao demonstra tal efeito ergogénico nesse contexto (Drummond et al., 2023;
Faria et al., 2023).

Conclusao

A melatonina exerce uma func¢do proeminente no aumento dos aminoacidos
relevantes para o musculo esquelético durante o periodo de recuperagdo pos-exercicio,
potencialmente influenciando o processo de regenera¢do local. No entanto, ndo foi
observado nenhum efeito no figado. Portanto, sdo necessarias investigacdes adicionais
para elucidar as vias responsaveis por tais efeitos.
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5.2 Capitulo 2

A Administracao de Melatonina na Dinamica do Pool de Acilcarnitina Muscular e
Hepatica, Metabolismo Intermediario e Marcadores de Danos Teciduais Durante a
Recuperacao do Exercicio Isocarga em Ratos

Alinson Eduardo Cipriano, Alex Aparecido Rosini Silva, Andreia de Melo Porcari,
Leonardo Henrique Dalcheco Messias, Wladimir Rafael Beck.

Resumo

Este estudo tem como objetivo elucidar o impacto da melatonina nos perfis metabolicos
séricos e teciduais durante a fase de recuperagdo apds exercicio isocarga. Sessenta
animais Wistar foram submetidos a exercicio de natacdo de 60 minutos a 90% de sua
capacidade aerébia méaxima (iIMCA), seguido de administragdo intraperitoneal de
melatonina (EM; 10 mg.kg-1) ou controle (Ex) de mesmo volume, e em seguida os
animais foram eutanasiados 1, 3 ou 24 horas apds tal procedimento, para coleta de sangue
e tecidos. Foram utilizados ANOVA two-way, teste post-hoc de Newman-Keuls, tamanho
do efeito (ES) e intervalo de confianga (p<0,05). Nao foram encontrados resultados
significativos para musculo esquelético e figado para a dinamica do pool de acilcarnitina.
Nos niveis séricos, a melatonina reduziu os niveis de lactato desidrogenase (F = 24,03; p
=0,000) e glicose (F=11,01; p=0,001), enquanto creatina quinase (F = 2,44; p=10,124)
e triglicerideos (F = 1,08; p = 0,304) permaneceu inalterado. A melatonina também
aumentou o conteudo de glicogénio para gastrocnémio vermelho (F = 82,81; p = 0,000),
gliteo méaximo (F=19,55; p=0,000), figado (F =6,24; p=0,016). e gastrocnémio branco
reduzido (F =4,28; p=0,044). Portanto, a melatonina reduziu o contetido de triglicerideos
teciduais para gastrocnémio branco (F = 20,79; p = 0,000), gastrocnémio vermelho (F =
8,76; p = 0,005) e gliteo maximo (F =4,90; p = 0,032), enquanto aumentou o soleo (F =
6,00; p = 0,019), sem efeito para o figado (F = 3,44; p = 0,070). Em conclusdo, nosso
estudo revelou que a melatonina nao teve efeito sobre o pool de acilcarnitina hepatica ou
muscular pds-exercicio isocarga. No entanto, melhorou eficientemente a utilizagdo de
lipidios, preservou os estoques de glicogénio e minimizou os danos aos tecidos.

Palavras-chave: Exercicio de Recuperacao, Melatonina, Acilcarnitinas, Metabolismo,
Dano Tecidual, Fisiologia do Exercicio

Introducio

A melatonina, uma indolamina anfifilica (Amaral et al., 2019), ¢ produzida
principalmente pela glandula pineal e desempenha um papel fundamental na regulagado
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dos ritmos circadianos e sazonais (Reiter et al., 2016). Atravessa as membranas
plasmaticas celulares e a barreira hematoencefalica (Marseglia et al., 2017), exercendo
acdo endocrina por circular livremente no plasma ou ligar-se a albumina. Além de regular
as funcdes cronobioldgicas e o ciclo sono/vigilia, a melatonina também apresenta efeitos
antioxidantes (Reiter et al., 2016), imunomoduladores e antiinflamatdrios, contribuindo
para a integridade da membrana celular (Ahmad et al., 2023).

Estudos demonstraram os efeitos de melhoria do desempenho da ingestdao
imediata de melatonina durante a vigilia em exercicios de resisténcia até a exaustao na
maxima capacidade aerébia individualizada (iMCA) no metabolismo energético (Beck et
al., 2015A; Beck et al., 2016; Faria et al., 2021. Além disso, a melatonina aumenta a
oxidacdo da gordura, preserva o glicogénio e acelera a reposi¢ao de glicogénio pos-
exercicio (Faria et al 2021; Faria et al., 2022). No entanto, os estudos tém-se limitado a
avaliar cendrios nas primeiras 3 horas pos-exercicio, sublinhando assim a necessidade de
avaliar o processo de recuperagdo metabdlica ao longo de periodos prolongados, como
24 horas, um periodo tipico entre sessdes consecutivas de treino.

O processo de recuperagdo apds o exercicio fisico abrange uma interagdo
complexa de fatores fisiologicos, incluindo homeostase redox, reparagdo do tecido
muscular, modulagdo inflamatéria e metabolismo energético (Peake 2019), com
particular énfase nos tecidos do figado e do musculo esquelético (Xu et al., 2016).

Os efeitos da melatonina no metabolismo de carboidratos e lipidios pds-exercicio,
incluindo sua influéncia regulatoria sobre GLUT4 e FAT/CD36, foram observados em
modelo animal (Faria et al 2021). No entanto, o seu impacto potencial no conjunto de
acilcarnitina permanece inexplorado. As acilcarnitinas, intermediarios lipidicos
essenciais, t€ém sido implicadas nas cascatas de sinalizagdo intracelular e na regulacio
metabolica (Li et al., 2019). Seu acimulo aberrante nos tecidos musculares hepaticos e
esqueléticos frequentemente acompanha estados inflamatdrios cronicos e desregulacdes
metabolicas (Kriisa et al., 2017), significando potenciais perturbagdes no metabolismo
mitocondrial (Kankuri et al., 2023). A andlise metabolomica ¢ um método crucial para
avaliar o pool de acilcarnitina, permitindo a identificagdo e quantificacdo simultanea de
varios metabolitos, incluindo acilcarnitinas, em amostras biologicas (Miller et al., 2021).
Além disso, a metabolomica exibe uma capacidade notavel para detectar alteragdes subtis
no perfil metabolico que podem escapar a detecg¢do por técnicas analiticas convencionais
(Alseekh et al., 2021). Além disso, avaliar o dano tecidual monitorando o extravasamento
de enzimas intracelulares representa um alvo terapéutico promissor para a melatonina.

Considerando que biomarcadores especificos atingem os seus picos de
concentracdo em momentos diferentes, € crucial avaliar os efeitos da melatonina durante
periodos prolongados e variados. Reconhecendo que as investigagdes anteriores se
concentraram predominantemente em exercicios sem isolada, o que pode nao refletir
rotinas de treinamento tipicas, ¢ necessario explorar os efeitos da melatonina ap6s um
exercicio com isolada. Além disso, uma avaliagdo abrangente dos parametros metabolicos
em varios intervalos temporais € necessaria para fornecer uma compreensdo abrangente.

Assim, este estudo visa elucidar o impacto da melatonina nos perfis metabdlicos
séricos e teciduais durante a fase de recuperagdo apos exercicio isocarga, com o objetivo
geral de delinear seu potencial terapéutico na recuperagdo pds-esfor¢co. Nossa hipdtese ¢
que a melatonina diminuird o pool de acilcarnitinas, otimizara a utiliza¢ao de lipidios
musculares e preservara os estoques de glicogénio, reduzird os niveis séricos de glicose e
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lipidios e diminuira o dano tecidual, melhorando assim o cenario fisioldgico para esfor¢os
futuros.

Resultados

Todos os animais completaram o exercicio incremental de natagdo com duragao
do teste, intensidades e concentracao de lactato sanguineo correspondentes a 48,25+27
minutos, 5,1£0,4% mc e 4,7+0,6 mmol.L"!, respectivamente. Todos os animais
completaram o exercicio de endurance proposto.

Os resultados dos parametros séricos sao mostrados na figura 7. A melatonina
causou redugao nos niveis de lactato desidrogenase (F = 24,03; p = 0,000) e glicose (F =
11,01; p=10,001), enquanto a creatina quinase (F = 2,44; p = 0,124) e triglicerideos (F =
1,08; p = 0,304) permaneceram inalterados. Notavelmente, a creatina quinase, a glicose
e os triglicerideos atingiram seus picos 24 horas apds o esforco.
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Figura 7: Comparag¢dao dos parametros sé€ricos nos diferentes momentos (A) Lactato
Desidrogenase, (B) Creatina Quinase, (C) Glicemia e (D) Triglicérides Sanguineos.
Pretos sdo animais tratados com controle. Azul sdo animais tratados com melatonina. 1
hora: animais que foram eutanasiados 1 hora ap6s o exercicio. 3 horas: animais que foram
eutanasiados 3 horas ap6s o exercicio. 24 horas: animais que foram eutanasiados 24 horas
apos o exercicio. E.S: Tamanho do Efeito.

Os dados de glicogénio estdo apresentados na figura 8. A melatonina apresentou
aumento significativo para gastrocnémio vermelho (F =82,81; p =0,000), gliteo maximo
(F=19,55; p=0,000) e figado (F = 6,24; p = 0,016). Por outro lado, resultou em reducao
do gastrocnémio branco (F = 4,28; p = 0,044). Houve um efeito notavel do tempo no
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conteudo de glicogénio, com aumento observado no gastrocnémio branco (F = 78,96; p
= 0,000), gastrocnémio vermelho (F = 215,38; p = 0,000), gluteo maximo (88,80; p =
0,000) e figado (F = 322,69; p = 0,000).
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Figura 8: Conteudo de glicogénio nos musculos, figado e coracdo. Os graficos
representam as médias e desvios-padrao do conteudo de glicogénio na por¢do branca (A)
e vermelha (B) do gastrocnémio, gliteo maximo (C) e figado (D) em diferentes
momentos. Pretos sdo animais tratados com controle. Azul sdo animais tratados com
melatonina. 1 hora: animais que foram eutanasiados 1 hora apds o exercicio. 3 horas:
animais que foram eutanasiados 3 horas apos o exercicio. 24 horas: animais que foram
eutanasiados 24 horas ap0s o exercicio. As barras vermelhas representam p<0,05 entre os
grupos no mesmo tempo. E.S: Tamanho do Efeito.

Os dados de triglicerideos teciduais sdo exibidos na figura 9. A melatonina
provocou uma reducdo significativa no gastrocnémio branco (F = 20,79; p = 0,000),
gastrocnémio vermelho (F = 8,76; p = 0,005) e gliteo méximo (F = 4,90; p = 0,032), ao
mesmo tempo que demonstra aumento do soleo (F = 6,00; p = 0,019), sem efeito para o
figado (F = 3,44; p = 0,070). Além disso, foi evidente um efeito significativo do tempo
no conteudo de triglicerideos teciduais, com aumento para gastrocnémio vermelho (F =
3,96; p = 0,027) e diminuigdo para soleo (F = 6,41; p=0,010), glateo maximo (F =4,21;
p =0,021), figado (F = 34,75; p = 0,000).
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Figura 9: Conteudo de triglicerideos nos musculos e no figado. Os graficos representam
as médias e desvio padrdo do conteido de triglicerideos no musculo séleo (A),
gastrocnémio branco (B) e vermelho (C), gluteo maximo (D) e figado (E) em diferentes
momentos. Pretos sdo animais tratados com controle. Azul sdo animais tratados com
melatonina. 1 hora: animais que foram eutanasiados 1 hora apods o exercicio. 3 horas:
animais que foram eutanasiados 3 horas apds o exercicio. 24 horas: animais que foram
eutanasiados 24 horas ap0s o exercicio. As barras vermelhas representam p<0,05 entre os
grupos no mesmo tempo. E.S: Tamanho do Efeito.

Em referéncia ao conjunto de acilcarnitina muscular, os dados sdo apresentados
na figura 10. A administracdo de melatonina ndo produziu impacto significativo. No
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entanto, um efeito de tempo discernivel foi observado em varias acilcarnitinas, mais
precisamente C2 (F = 13,66; p = 0,000), C4 (F = 13,49; p = 0,000), C8 (F =3,97; p =
0,032), C10 (F =5,11; p=0,014), C12 (F = 6,73; p = 0,004), C14 (F =9,21; p=0,001),
C16 (F=10,43; p =0,000), e C18 (F = 16,16; p = 0,000), todos exibindo uma tendéncia
decrescente ao longo do tempo. Por outro lado, carnitina livre (F 12,84, p = 0,000); CO (F
=13,05; p=0,000) e C3 (F 11,70; p = 0,000) aumentaram com o tempo.
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Figura 10: Perfil de acilcarnitina no Gluteo Méaximo. Os graficos representam as médias
e desvios-padrdo do pool de acilcarnitina de Carnitina Livre (A), CO (B), C2 (C), C3 (D),
C4 (E), C5 (F), C6 (G), C8 (H), C10 (I), C12 (J), C14 (K), C16 (L) e C18 (M) em
diferentes momentos. Pretos sdo animais tratados com controle. Azul sdo animais tratados
com melatonina. 1 hora: animais que foram eutanasiados 1 hora apods o exercicio. 3 horas:
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animais que foram eutanasiados 3 horas apds o exercicio. 24 horas: animais que foram
eutanasiados 24 horas ap6s o exercicio. E.S: Tamanho do Efeito.

O pool de acilcarnitina hepatica ¢ exibido na figura 15. Apesar de ndo haver efeito
da melatonina, o tempo reduziu a carnitina livre (F = 8,77; p = 0,001), CO (F =9,60; p =
0,000), C3 (F =5,48; p=10,010), C5 (F = 14,49; p = 0,000), C6 (F = 13,61, p = 0,000),
C8 (F = 5,52; p = 0,010), C12 (F = 5,19; p = 0,013) e Cl6 (F = 5,67; p = 0,009).
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Figura 11: Perfil de acilcarnitina no figado. Os gréficos representam as médias e desvios-
padrdo do pool de acilcarnitina de Carnitina Livre (A), CO (B), C2 (C), C3 (D), C4 (E),
C5 (F), C6 (G), C8 (H), C10 (I), C12 (J), C14 (K), C16 (L) e C18 (M) em diferentes
momentos. Pretos sdo animais tratados com controle. Azul sdo animais tratados com
melatonina. 1 hora: animais que foram eutanasiados 1 hora apds o exercicio. 3 horas:
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animais que foram eutanasiados 3 horas apds o exercicio. 24 horas: animais que foram
eutanasiados 24 horas ap6s o exercicio. E.S: Tamanho do Efeito.

Discussao

Este estudo ¢ o primeiro a investigar o impacto agudo da administracdo de
melatonina no metabolismo energético em ratos apos uma sessao individualizada de
exercicios de isocarga em intensidade correspondente a capacidade aerobia maxima.

Apesar da auséncia de diminui¢do do pool intramuscular de acilcarnitina, a
melatonina induziu altera¢des metabodlicas e nos marcadores de dano muscular, refletindo
na diminui¢do dos niveis de glicose e LDH, otimizacao no uso de lipidios e aumento na
reposi¢do de glicogénio, o que corroborou parcialmente nossa hipotese.

Contrariamente as nossas expectativas, a melatonina ndo conseguiu exercer
qualquer influéncia discernivel nos reservatorios de acilcarnitina nos tecidos musculares
e hepaticos. Apesar de investigagdes anteriores sobre os efeitos da melatonina no
metabolismo e no estresse oxidativo, pesquisas abrangentes sobre os niveis de
acilcarnitina permanecem limitadas (Cipolla Neto 2018; Reiter et al., 2022). Em um
modelo de xenoenxerto de camundongo com cancer de mama triplo negativo (BC)
submetido ao tratamento com melatonina, foi observada uma redugdo em 12 moléculas
em animais afetados por BC em comparagdo com seus respectivos controles (Junior et
al., 2022). Divergindo das observacdes feitas por Junior et al. 2022, nosso estudo nao
detectou diminui¢@o nos niveis de acilcarnitina. Contudo, ¢ fundamental ressaltar que o
estudo de Junior et al. (2022) utilizaram um modelo de cancer sem exposi¢ao ao exercicio
fisico, complicando as comparagdes diretas. As evidéncias mostram que os niveis de
acilcarnitina podem variar em resposta ao tipo, intensidade e duragao do exercicio fisico.
Nosso estudo priorizou exercicios isocarga; portanto, outros modelos de formacao seriam
necessarios para contribuir para a amplitude das evidéncias (Pataky et al., 2024). Uma
redu¢do nestes niveis, se observada, poderia ter implicado uma otimizagdo na utilizag@o
lipidica, potencialmente levando a uma melhor recuperagdo metabolica, no entanto,
avaliamos apenas os momentos 1, 3 e 24 horas pos-exercicio. Explorar intervalos de
tempo adicionais poderia revelar outras distingdes. Gopalan et al. (2016) tiveram como
objetivo avaliar os impactos relativos de regimes de exercicios variados (corrida em
esteira uma ou duas vezes ao dia (EX1), (EX2) e restrigdao caldrica (redugao de 15%
(CR1) e 30% (CR2) de calorias) no acumulo de acilcarnitinas de cadeia longa em ratos
Fischer F344 obesos induzidos por dieta, em contraste com controles sedentarios (CON),
durante um periodo de 4 semanas. No entanto, os niveis de acilcarnitina de cadeia longa
no figado e nos musculos foram elevados em todas as coortes de intervencao, exceto CR2.
Notavelmente, este estudo examinou exclusivamente acilcarnitinas de cadeia longa e
envolveu exercicio cronico, tornando as comparagdes diretas um desafio.

A melatonina reduziu efetivamente o conteudo de triglicérides nos tecidos em
varios grupos musculares esqueléticos, consistente com estudos anteriores (Faria et al.,
2022). Tais autores atribuiram a reducao ao aumento da expressao de FAT CD36, proteina
chave envolvida no metabolismo lipidico. Agil et al. (2011) conduziram um estudo em
que a melatonina foi administrada por via oral a ratos machos jovens gordurosos
diabéticos Zucker (ZDF) durante 6 semanas. Esta intervencao resultou numa redugao
significativa de 13,5% nos niveis séricos de acidos graxos livres. E importante ressaltar
que, diferentemente do nosso estudo, o exercicio ndo foi incluido no protocolo

experimental. Mendes e cols. (2013) examinaram o treinamento em esteira (20 m.min’!,
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5 dias semana-1, 16 semanas) e tratado com melatonina (10 mg.kg.dia’!, 8 semanas) em
ratos Wistar, observando maior eficiéncia do metabolismo energético, caracterizada pela
diminui¢ao do peso corporal e aumento da sensibilidade a insulina. No entanto, ¢ crucial
reconhecer que o regime de exercicios no nosso estudo foi agudo. Isto ilustra o papel da
melatonina na redu¢do dos niveis séricos de triglicerideos, provavelmente aumentando a
transferéncia de triglicerideos da circulagdo para os musculos esqueléticos para oxidagao.

Em relacdo aos niveis de glicose, a melatonina causou notavel reducdo em seus
niveis apenas 24 horas pos-exercicio (p = 0,000). O envolvimento da melatonina na
homeostase da glicose estd amplamente documentado, pois aumenta a tolerancia a glicose
e a sensibilidade a insulina (Albreiki et al., 2021), levando consequentemente a
diminui¢ao dos niveis circulantes. O declinio nos niveis circulantes sugere uma utilizagdo
crescente de glicose pelos tecidos, elucidando assim a maior reposicao das reservas de
glicogénio (Jensen et al., 2011). Um aumento substancial na captacdo muscular de glicose
¢ indispensavel para atender as demandas energéticas durante a recuperagdo pds-exercicio
de resisténcia (Wende et al., 2007). Este fendmeno ¢ facilitado pela difusdo facilitada,
orquestrada pela translocacdo do transportador de glicose GLUT4 para o sarcolema e
tubos transversos (Richter 2020). Embora o presente estudo ndo tenha avaliado a
expressao do GLUT4, os insights de Faria et al. (2022) sugerem que em tecidos de ratos
tratados com melatonina e expostos ao exercicio, a expressdo aumentada de GLUT4
correspondeu a uma maior reposicao dos estoques de glicogénio nesses tecidos.

O glicogénio ¢ vital para o desempenho do exercicio, especialmente em atividades
prolongadas e de alta intensidade (Bergstrom et al. 1967). Estudos demonstraram sua
deplecao apos exercicios de nata¢do em ratos, principalmente em musculos como o gliteo
maximo (Beck et al., 2013). A rapida reposi¢ao de glicogénio ¢ crucial para preparar os
musculos para atividades subsequentes (Wende et al., 2007). Apds o exercicio, a
administracao de melatonina produziu aumentos significativos no contetido de glicogénio
no gastrocnémio vermelho (p = 0,000), gluteo maximo (p = 0,000) e figado (p = 0,016),
promovendo supercompensagao no gastrocnémio vermelho (p = 0,000). Estes resultados
sugerem que a melatonina acelera a restauracdo de substratos energéticos, aumentando
potencialmente as reservas de glicogénio, conforme documentado por Mazepa et al.
(2000). Esses resultados corroboram os achados elucidados por Mendes et al. (2013),
delineando uma regulacao positiva em PI3K, GLUT4 e armazenamento de glicogénio no
musculo esquelético de ratos submetidos a treinamento em esteira. Curiosamente, os
resultados parecem ser dependentes do tecido, uma vez que o gastrocnémio branco exibiu
contetdo reduzido de glicogénio 24 horas pds-exercicio no grupo da melatonina.

No contexto da recuperagdo pods-exercicio, o dano muscular emerge como um
fator determinante (Mielgo-Ayuso e Fernandez-Lazaro, 2021). A melatonina demonstrou
reducdo seletiva nos niveis de LDH, enquanto a CK permaneceu inalterada entre os
grupos experimentais. Varios estudos propdem varios mecanismos pelos quais a
melatonina poderia potencialmente influenciar os marcadores relacionados ao dano
muscular induzido pelo exercicio (Rahman e yang 2023; Stacchiotti et al., 2020; Cheikh
et al., 2019). Esses mecanismos envolvem a redu¢do do dano muscular por meio de
propriedades antioxidantes e antiinflamatorias, regulando a resposta inflamatéria ao
impactar citocinas e quimiocinas, protegendo contra a apoptose celular e melhorando a
fun¢do mitocondrial por meio da promogao da biogénese e da preservagao da integridade
(Mufioz-Jurado et al., 2022). Na literatura, existem discrepancias quanto a dindmica da
concentracdo de lactato desidrogenase apds o exercicio (Fridén et al., 1989). Diferentes
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estudos relataram picos de LDH ocorrendo em varios momentos pods-exercicio
(Overgaard et al., 2004). Além disso, o momento da coleta da amostra pos-exercicio
impacta significativamente os resultados da CK e da LDH. Nosso estudo descobriu que
os niveis de CK permaneceram inalterados sob a influéncia da melatonina, enquanto os
niveis de LDH variaram em diferentes momentos pos-exercicio. Dada a natureza isocarga
do exercicio em nosso estudo, ¢ crucial explorar marcadores e pontos de tempos
adicionais para compreender completamente sua sensibilidade temporal. Além disso, a
recuperagdo melhorada pds-exercicio, caracterizada pelo aumento das reservas de
glicogénio e pela utilizagdo optimizada dos lipidos, esta associada a reducdo dos danos
nos tecidos e a fuga de biomarcadores (Nédélec et al., 2013).

Embora seja pioneiro no foco nos efeitos da melatonina na recuperagdo pos-
exercicio isocarga, o estudo tem limitacdes. Investigar dosagens mais elevadas de
melatonina ¢ necessario para compreender seus efeitos em parametros como o pool de
acilcarnitinas, que permaneceu inalterado. Além disso, a exploracao de vias moleculares
que regem o metabolismo intermedidrio e marcadores de danos teciduais forneceria
informagdes valiosas. Apesar disso, este estudo utilizou um exercicio de isocarga com
intensidade determinada individualmente, realizado com sucesso por todos os animais,
destacando a robustez do método. Em experiéncias que avaliam o impacto do exercicio
fisico, o controlo preciso do volume e da intensidade € crucial (Smith et al., 2023). Estas
descobertas enfatizam a necessidade de mais pesquisas para aprofundar nossa
compreensao nesta area critica.

Conclusao

Nossa pesquisa conclui que a administragdo de melatonina nao induziu
modificagdes discerniveis no pool de acilcarnitina em tecidos hepaticos ou musculares
apos a realizacdo de exercicios isocarga. Contudo, demonstrou-se eficaz na otimizagdo
da utilizacao de lipidios, na preservacao dos estoques de glicogénio e na mitigagcdo do
dano tecidual associado. Estes achados realgam a promissora eficdcia terapéutica da
melatonina, especialmente no que diz respeito a melhoria bioenergética.
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6 DISCUSSAO

A presente analise discute de forma integrada os resultados apresentados tanto no
capitulo 1 quanto no capitulo 2.

Os principais achados deste estudo destacam a capacidade da melatonina de elevar
ou atenuar a queda dos niveis de certos aminoacidos no musculo, reduzir o dano tecidual
nos parametros séricos ¢ modular a reposicdo de substratos energéticos no tecido
muscular esquelético apos exercicio isocarga. Esses efeitos favorecem o ambiente celular
para futuros esforcos, evidenciados pela redugdo nos niveis de glicose e triglicérides tanto
musculares quanto plasmaticos, além do aumento no conteudo de glicogénio muscular e
hepatico. Apesar disso, a melatonina nao foi eficaz na redugao dos niveis de acilcarnitinas
musculares e hepaticas, corroborando parcialmente nossa hipotese (Figura 1). Este € o
primeiro estudo a destacar o efeito agudo da administracdo de melatonina apds o exercicio
no contexto da recuperagdo pods-esforco, abordando sua influéncia no metabolismo
intermediario e na reposi¢do de substratos energéticos. Além disso, a melatonina
demonstrou uma redugdo significativa no dano tecidual apds um exercicio de isocarga
realizado em intensidade correspondente a capacidade aerdbia méaxima individual.

Os aminoécidos sdo essenciais para o exercicio fisico e a recuperagdo pds-esfor¢o
(Pasiakos et al., 2014; Salem et al., 2024), desempenhando fungdes criticas no
metabolismo energético (Suzuki et al., 2020; Ling et al., 2023) e na integridade muscular
(Hsu et al., 2021). Durante o exercicio, especialmente quando os estoques de glicogénio
estdo baixos, o corpo utiliza aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs) como fontes
alternativas de energia (Shimomura et al., 2004), ajudando a sustentar a intensidade do
exercicio e retardar a fadiga muscular (Kim et al., 2013). Apos o exercicio, a necessidade
de aminodcidos ¢ ainda maior para a recuperacao e reparacdo dos tecidos musculares
danificados (Aguirre et al., 2013), promovendo a sintese proteica e o crescimento
muscular (Reidy and Rasmussen 2016). Aminodcidos como a glutamina auxiliam na
recuperac¢ao do sistema imunolégico (Cruzat et al., 2018; Leone et al., 2019), enquanto a
leucina ativa a via mTOR (mammalian target of rapamycin), crucial para a sintese
proteica muscular (Jewell et al., 2013; Duan et al., 2016). Os dados sugerem que a
melatonina desempenha um papel significativo no aumento do pool de aminoacidos
musculares, incluindo arginina (F = 13,27; p = 0,001), &cido glutdmico (F = 5,92; p =
0,023), citrulina (F = 10,72; p = 0,001), glutamina (F = 8,15; p = 0,009), ornitina (F =



64

4,88; p=0,037), prolina (F = 15,13; p<0,001) e serina (F = 7,23; p = 0,013) (Capitulo 1).
Embora os mecanismos especificos e as vias ndo tenham sido avaliados neste estudo, a
literatura fornece uma base sélida sobre a acdo da melatonina no metabolismo dos
aminoacidos. Estudos indicam que a melatonina exerce suas fun¢des no metabolismo dos
aminoacidos principalmente por meio de suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias (Song et al., 2021). Como um potente antioxidante, a melatonina neutraliza
os radicais livres gerados durante o exercicio intenso, protegendo as células musculares
do estresse oxidativo e preservando a integridade das proteinas e aminoacidos (Kim et
al., 2000; Albendea et al., 2007; Colares et al., 2022). Ao reduzir a inflamacao ¢ o dano
celular, a melatonina cria um ambiente celular propicio a sintese proteica e a recuperagao
muscular (Tiong et al., 2019). Evidéncias também indicam que a melatonina modula a
expressdo génica (Sharman et al., 2007; Monayo et al., 2024), influenciando genes
envolvidos na sintese e degradagdo de proteinas, como o mTOR (Kandemir et al., 2017;
Silva et al., 2024), um regulador chave do crescimento celular e da sintese de proteinas
(Morita et al., 2015). Além disso, a melatonina regula o transporte de aminoacidos,
associando-se a modulagao de transportadores de aminoacidos na membrana celular (Tain
et al., 2013), o que facilita a entrada de aminoacidos essenciais no musculo para sintese
proteica e reparo tecidual. A melatonina promove a sintese proteica ao aumentar a
disponibilidade de aminoacidos no musculo (Rondanelli et al., 2019), o que € crucial para
a reparacdo e crescimento muscular, especialmente apds o desgaste causado pelo
exercicio (Vliet et al., 2018). Ademais, a melatonina interage com hormdnios anabdlicos,
como a insulina e o horménio do crescimento (Vriend et al., 1990; Chowdhury et al.,
2008; Peschke et al., 2013), que sdo conhecidos por suas fun¢des na promogao da sintese
proteica ¢ no aumento da captacdo de aminoacidos pelos musculos (Fujita et al., 2006;
Moller et al., 2009). Esses multiplos mecanismos através dos quais a melatonina
influencia o metabolismo dos aminodcidos ilustram sua importincia potencial na
otimizacgdo da recuperagdo muscular e na manuten¢do da saude muscular em contextos
de exercicio intenso e recuperagdo pos-esforco.

No que concerne ao metabolismo lipidico, a capacidade mitocondrial de oxidagao
de substratos no musculo esquelético € amplamente reconhecida na literatura como um
dos principais determinantes da performance atlética (Halling et al., 2019). Além disso,
essa capacidade desempenha um papel crucial na recuperacdo metabdlica apds o
exercicio, facilitando a reposicao do glicogénio (Jensen et al., 2018; Hasani et al., 2023).
As acilcarnitinas desempenham um papel fundamental no metabolismo lipidico,
facilitando o transporte de &cidos graxos de cadeia longa para dentro das mitocondrias
(Indiveri et al., 2011; Dambrova et al., 2022), onde sdo oxidados para produzir energia
(Liew et al., 2020). Este processo comec¢a com a formagao de acilcarnitinas pela carnitina
palmitoiltransferase I (CPT1) na membrana mitocondrial externa (Schlaepfer and Joshi
2020). As acilcarnitinas sdo entdo translocadas para a matriz mitocondrial pela carnitina-
acilcarnitina translocase (CACT) (Habib et al., 2023), onde a carnitina
palmitoiltransferase II (CPT2) converte as acilcarnitinas de volta em acil-CoA,
permitindo a B-oxidacdo (Merritt II et al., 2018). Este ciclo gera NADH e FADH>, que
alimentam a cadeia de transporte de elétrons para a produgdo de ATP (Park et al., 2021).
Além de sua funcdo energética, as acilcarnitinas sdo cruciais para a homeostase
metabolica, especialmente durante o exercicio prolongado e em estados de jejum (Xu et
al., 2016). Deficiéncias nas enzimas do metabolismo da carnitina, como CPT1 e CPT2,
podem resultar em miopatias e distarbios metabolicos (Jshi and Zierz 2020), com os
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niveis de acilcarnitinas servindo como biomarcadores para estas condigdes (McCann et
al., 2021). No contexto do desempenho atlético, a eficiente mobilizagdo e oxidacdo de
acidos graxos sustentam esforgos prolongados (Boit et al., 2016), e a suplementagdo com
L-carnitina ¢ estudada para melhorar a oxidagdo lipidica (Musazadeh et al., 2023; Li et
al., 2023). Assim, as acilcarnitinas sdo essenciais ndo s6 para a producao de energia, mas
também como indicadores de satide metabdlica, oferecendo potenciais alvos terapéuticos
para melhorar a fun¢do mitocondrial e tratar distirbios metabdlicos (Virmani and Cirulli
2022). Embora ndo apresentando efeito sobre o pool de acilcarnitinas, a melatonina agiu
fortemente nos triglicérides teciduais, promovendo uma reducdo significativa no
gastrocnémio branco (F =20,79; p = 0,000), gastrocnémio vermelho (F = 8,76; p = 0,005)
e gluteo maximo (F = 4,90; p = 0,032), a0 mesmo tempo que demonstrou aumento do
soleo (F = 6,00; p = 0,019). Além disso, a redu¢do da concentracdo de triglicérides
plasmatico demonstrada pelo grupo EM1 e EM24 (capitulo 2) possivelmente aumentou
o transporte de triglicerideo do sangue para o musculo esquelético para ser oxidado. Esses
resultados corroboram com os achados da literatura, os quais indicam uma melhoria no
perfil lipidico em animais suplementados com melatonina. Isso se manifesta pela reducao
da deposicao de gordura intramuscular, atribuida a promogao da lipdlise (Liu et al., 2019).
Além disso, diversos estudos relatam uma redug¢do na concentracao de triglicerideos
sanguineos em resposta a administragdo de melatonina (Loloei et al., 2019; Mendes et al.,
2013; Agil et al., 2011). Dado o aprimoramento na oxida¢do de gordura durante o
exercicio, que consequentemente aumenta o fornecimento de ATP para a recuperagdo
metabolica, era esperado que os animais tratados com melatonina apresentassem um
maior teor de glicogénio em comparacdo com aqueles que receberam o controle. Esse
efeito foi observado no gastrocnémio vermelho (F = 82,81; p = 0,000), no gluteo maximo
(F=19,55; p=0,000) e no figado (F = 6,24; p=0,016).

Em relagdo a reposicao de glicogénio ap6s o esfor¢o, ¢ bem claro na literatura que
o glicogénio ¢ uma forma de armazenamento de glicose nas células (Katz 2022),
principalmente nos musculos esqueléticos e no figado (Iwayama et al., 2021), e
desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase energética durante o
exercicio fisico (Hearris et al., 2018; Pi et al., 2023). Durante atividades de alta
intensidade ou prolongadas, os estoques de glicogénio muscular sdo utilizados como fonte
primaria de energia (Jensen et al., 2011), sendo progressivamente depletados a medida
que o exercicio prossegue (Mul et al., 2015). A deplegdo significativa de glicogénio esta
associada a fadiga muscular e a redu¢do do desempenho atlético (Schytz et al., 2023;
Williams et al., 2013), destacando a importancia de sua reposi¢do adequada para a
recuperagdo pos-exercicio (Knuiman et al., 2015). Apos o exercicio, a rapida restauracao
dos niveis de glicogénio ¢ essencial (Craven et al., 2021), especialmente nas primeiras
horas (Kerksick et al., 2017), devido a maior sensibilidade a insulina e atividade
enzimdtica (Alghannam et al., 2018; DiMenna and Arad 2021). Ja existem evidéncias
claras sobre a acdo da melatonina na melhora da sensibilidade a insulina e mecanismos
relacionados a captacdo de glicose pelas células (Albreiki et al., 2021; Watanabe et al.,
2023; Hong et al., 2024). Nesse estudo, a administracdo de melatonina apos o exercicio
resultou em aumentos significativos no conteudo de glicogénio no gastrocnémio
vermelho (F = 82,81; p = 0,000), no gliteo maximo (F = 19,55; p = 0,000) e no figado (F
= 6,24; p = 0,016), promovendo supercompensacao no gastrocnémio vermelho (F =
82,81; p=0,000). Estes achados sugerem que a melatonina desempenha um papel crucial
na aceleragdo da restauracao dos substratos energéticos, potencialmente aumentando as
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reservas de glicogénio. A capacidade de restaurar rapidamente essas reservas apos o
exercicio ¢ fundamental para a recuperacdo e para a preparagdo dos musculos para
esforcos futuros (Lvy 2004; Hingst et al., 2018). A supercompensacdo de glicogénio
observada no gastrocnémio vermelho indica que a melatonina ndo apenas ajuda na
reposi¢do dos niveis normais de glicogénio, mas também pode aumentar a capacidade de
armazenamento acima dos niveis basais. Este fendmeno ¢ benéfico para atletas e
individuos que realizam atividades fisicas regularmente (Doering et al., 2019; Jensen et
al., 2021), pois uma maior reserva de glicogénio pode retardar a fadiga muscular e
melhorar o desempenho em sessdes subsequentes de exercicio (Alghannam et al., 2018).
Além disso, o aumento do glicogénio no figado ¢ igualmente importante (Lopez-Soldado
et al., 2021), pois o figado desempenha um papel central na manutengdo da glicemia
durante e apds o exercicio (Schweitzer et al., 2023). A reposi¢ado eficiente do glicogénio
hepatico ajuda a estabilizar os niveis de glicose no sangue, fornecendo uma fonte continua
de energia para o cérebro e outros 6rgdos vitais durante a recuperacao (Kanungo et al.,
2018). Em contraste com os aumentos significativos de glicogénio, observamos que a
melatonina resultou em um aumento significativo no figado apenas 24 horas apds o
exercicio (p = 0,006). Curiosamente, os resultados demonstram uma dependéncia
tecidual, uma vez que o gastrocnémio branco apresentou uma reducdo no contetido de
glicogénio 24 horas apds o exercicio no grupo tratado com melatonina (p = 0,001). Este
achado sugere que a resposta a administragdo de melatonina pode variar
significativamente entre diferentes tipos de tecidos musculares, possivelmente devido as
suas caracteristicas metabodlicas e funcionais especificas.

Em relagdo ao dano tecidual, ¢ bem conhecido na literatura que o dano tecidual
induzido pelo exercicio é frequentemente avaliado por meio da quantificacdo de enzimas
marcadoras, como a creatina quinase (CK) e a lactato desidrogenase (LDH) (Rodrigues
et al., 2010; Allard et al., 2023; Bischof et al., 2024). Estas enzimas sao liberadas na
circulacdo sanguinea quando ha lesao muscular (Baird et al., 2012), servindo como
indicadores sensiveis da extensdo do dano tecidual e da eficacia dos processos de
recuperagao muscular (Callegari et al., 2017; Kim et al., 2020). No presente estudo
observamos que a administracdo de melatonina demonstrou uma reducao seletiva nos
niveis de LDH, indicando um efeito protetor contra o dano tecidual induzido pelo
exercicio. Em contraste, os niveis de CK, outro marcador crucial de dano muscular e
catabolismo proteico (Washington and Hoosier 2012), permaneceram inalterados entre os
grupos experimentais, sugerindo que a melatonina pode ter um impacto diferencial sobre
diferentes tipos de lesdo celular ou processos inflamatdrios no tecido muscular. Esta
distincdo ¢ fundamental para compreender os mecanismos especificos pelos quais a
melatonina modula a resposta ao dano tecidual apds o exercicio. Estudos experimentais
corroboram a eficacia da melatonina na redu¢ao de marcadores de dano tecidual em
modelos animais e humanos ap6s exercicio fisico intenso. Cheikh et al. 2020 investigaram
os efeitos da ingestdo noturna de melatonina contra o estresse oxidativo e danos
musculares em jovens atletas. Quatorze adolescentes treinados realizaram dois testes de
sprint anaerobico, seguidos pela ingestdo de melatonina ou placebo. Na manha seguinte,
repetiram o teste. A melatonina aumentou a poténcia e reduziu o tempo de teste e indice
de fadiga. Além disso, atenuou enzimas de dano muscular e hepatico (CK e LDH),
comparado ao placebo. Gedikli et al. 2015 avaliou os efeitos da melatonina nos tecidos
hepaticos e renais de ratos expostos ao exercicio intensivo (exercicio em esteira). Vinte e
quatro ratos machos foram divididos em quatro grupos, sendo submetidos a diferentes
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protocolos de intervencao. Os resultados bioquimicos indicaram uma diminui¢do nos
niveis de enzimas de dano tecidual hepaticas e renais no grupo exercitados e tratados com
melatonina em comparagdo com o0s niveis no grupo de exercicios intensos apenas.
Portanto, inferimos que a melatonina possui o potencial de mitigar o dano tecidual pos-
exercicio, embora sua influéncia sobre todas as enzimas envolvidas possa variar.

Neste contexto, a administracdo de melatonina se mostrou promissora no cenario
de recuperagdo apds esforco. Ao ser aplicada no contexto do treinamento fisico, a
melatonina emerge como um potencial facilitador da supercompensagdo, um processo
crucial para o aprimoramento do desempenho esportivo. A supercompensagao refere-se a
fase em que o corpo, apoOs o estresse do exercicio, restaura e até mesmo aumenta suas
reservas de energia e capacidade funcional além do nivel inicial. Assim, ao promover uma
resposta adaptativa mais eficiente, a melatonina pode acelerar esse processo, permitindo
que o atleta se recupere mais rapidamente e esteja pronto para receber novos estimulos
de treinamento. Essa capacidade de antecipar a supercompensagao tem implicagdes
profundas para a progressdo do treinamento e o alcance do pico de desempenho,
potencialmente encurtando o tempo necessario para atingir os mais altos niveis de aptidao
fisica e exceléncia atlética. Sendo assim, pesquisas em modelo humano necessitam ser
conduzidas a fim de observarem se tais aferigdes serdo transponiveis de um modelo para
outro, logo, tais possibilidades sobre a aplicagdo da melatonina carecem ser investigadas
em futuros experimentos.

Em sintese, acreditamos que o presente estudo destacou relevantes achados que
certamente irdo contribuir com a literatura. No entanto, algumas limitagdes devem ser
consideradas, como: 1) novas dosagens de melatonina devem ser testadas a fim de
obtermos efeitos semelhantes utilizando dosagens superiores a utilizada neste
experimento, visto que alguns parametros ndo foram modificados; 2) além disso,
diferentes modelos de exercicio poderiam trazer respostas interessantes; 3) por fim,
optamos por concentrar nossas analises sobre o metabolismo intermediario (aminoacidos,
lipidios e carboidratos), no entanto, seria relevante estudar proteinas chaves para estes
metabolismos bem como suas vias de sinalizacao.



Figura 12 — Efeito da melatonina sobre tecido muscular esquelético, figado e
sangue ap0s exercicio isocarga.
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Figura 14 — Efeito da melatonina sobre o conteudo de substratos energéticos em
tecido muscular esquelético (aminoacidos, glicogénio e triglicérides) e figado
(glicogénio e triglicérides), e concentracdo de lactato desidrogenase, glicose e
triglicérides plasmaticos em ratos submetidos ao exercicio isocarga de natacdo em
intensidade correspondente a maxima capacidade aerdobia. LDH: lactato
desidrogenase.
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De acordo com os nossos dados, o presente estudo demonstrou que na presenca
de melatonina apos exercicio isocarga, houve aumento nos niveis de alguns aminoacidos
em tecido muscular esquelético, consequentemente, modulando o metabolismo
energético através da reducdo de glicose, dos estoques de triglicérides muscular e
plasmatico e acelerando a reposi¢do do conteudo de glicogénio muscular, além da
diminui¢do de dano tecidual por meio da reducdo de lactato desidrogenase. Dessa
maneira, favoreceu-se o ambiente celular para futuros esforcos, ao menos do ponto de

vista bioenergético.
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ANEXO

ANEXO - Tabela Suplementar S1

Tabela Suplementar S1: Aminoacidos investigados em musculo esquelético e figado de
ratos e seus parametros experimentais de deteccao.

Composto Cone (V) Colisdo (eV) MRM (transi¢@o, m/z)
Alanina 20 8 90.1-44.1
Arginina 30 21 175.1-70.1
Asparagina 20 6 133.1-87.0
Acido Aspartico 14 10 134.1-88.0
Acido Glutamico 20 8 148.1-130.0
Cisteina 20 10 122.1-105.0
Citrulina 20 14 176.0-113.0
Fenilalanina 20 12 166.1-120.1
Glutamina 20 8 130.0-84.1
Glicina 20 7 76.0-30.1
Histidina 20 16 156.1-110.0
Leucina 20 9 132.1-85.1
Leucina D3* 20 10 135.0-89.0
Lisina 14 14 147.1-84.0
Metionina 20 9 150.0-104.0
Ornitina 15 14 133.0-70.0
Prolina 20 10 116.1-70.0
Serina 14 8 106.1-60.0
Treonina 38 20 120.1-74.0
Triptofano 16 18 205.1-146.0
Tirosina 20 12 182.1-136.1
Valina 20 10 118.1-72.1

*usado como padrio interno (IS)
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