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RESUMO

Sintetizada principalmente na glandula pineal de mamiferos, a melatonina é uma indoleamina
responsavel classicamente por sincronizar o ritmo circadiano prioritariamente por meio do ciclo
geofisico terrestre de luminosidade. A identificacdo de diversas outras propriedades a tornou alvo
recente de estudos que buscam conhecer seus efeitos sobre o exercicio fisico. Otimizar o uso de
substratos energéticos durante o esforco, inibir inflamacdo e lesdes teciduais exacerbadas sao
propriedades documentadas na literatura e consideradas como potencialmente ergogénicas, fato
que compreende um capitulo controverso da atual literatura cientifica esportiva. Diante disso, o
objetivo da tese foi determinar a capacidade ergogénica da melatonina em exercicio exaustivo sob
intensidade de mdaxima capacidade aerdbia (flim) iniciados no nadir e acrofase da atividade
espontanea (AE), identificando os efeitos dessas condi¢des sobre a atividade da via inflamatéria
IKK/NF-xB em miusculo esquelético oxidativo, marcadores metabdlicos, hematoldgicos e de lesdo
tecidual de ratos nadadores. Para isso, dois procedimentos foram originalmente padronizados: i)
constru¢do de aparato e confecc¢ao de rotina de calculos para a determinag@o do ritmo circadiano
da AE e ii) teste incremental (T1) para estimativa da intensidade de maxima capacidade aerdbia de
ratos nadadores. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes ambientais adequadas e sob ciclo
claro/escuro de 12 horas iniciando as 06:00h com luz clara (560nm; 60lux). A determinagdo da
AE ao longo do dia foi utilizada para definicdo dos hordrios em que seriam iniciados todos os
procedimentos, sendo nadir e acrofase desta varidvel correspondentes a 12:00 (ZT 6) e 20:00h (ZT
14), respectivamente. Ratos machos albinos da linhagem Wistar foram distribuidos aleatoriamente
em grupos para aplicacao do TI iniciando nestes momentos do dia, aos 90 dias de idade. Para os
testes conduzidos no periodo noturno foi empregada luminosidade especial afim de minimizar a
influéncia da luz na secrec¢do fisioldgica da melatonina (>600nm; <15lux). Aos 92 dias de idade
os roedores receberam, via intraperitoneal, solu¢do contendo 10 mg.kg™! de melatonina ou soluco
transporte de igual volume. Apds 30 minutos, os animais foram submetidos ao #lim e uma hora
apds o término deste esfor¢co foram eutanasiados para coleta de amostras bioldgicas. Técnicas
laboratoriais de Western Blotting e ELISA foram utilizadas, além de kits comerciais e técnicas
bioquimicas. Melatonina aumentou significativamente a tolerancia ao exercicio proposto, contudo,
comparacoes de post hoc apontaram diferenca significativa apenas entre os animais cuja avaliacao
iniciou na acrofase, quando a melatonina end6gena geralmente encontra-se elevada em ratos com
habitos noturnos. Maior inflamagao e lesao tecidual foram encontradas principalmente nos animais
que realizaram flim e receberam melatonina no periodo de vigilia. Assim, concluimos que o
massivo efeito ergogénico da melatonina, que promoveu maiores periodos de contragdo muscular
continuada, sobrep0ds sua capacidade de protecdo ao dano tecidual e acdo anti-inflamatéria. O
exercicio proposto na presente tese se assemelha a esportes ciclicos de longa duragdo (como
maratonas). Entretanto, inferéncias diretas entre modelos devem ser cautelosas uma vez que o ser
humano apresenta vigilia diurna combinada a reduzidas concentracdes de melatonina neste
momento do dia, logo, a interpretacdo da acdo da melatonina pode ser diferente entre espécies.

Palavras-chave: Melatonina. Exercicio aerébio. Ergogenia. Fadiga. Inflamacao.
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ABSTRACT

Mainly produced by mammal’s pineal gland, melatonin is an indoleamine classically related to
circadian rhythm synchronizing, primarily through geophysical light dark cycle. Many recently
identified properties of melatonin has stimulated many studies about it effect on exercised
organism. Optimize the use of energy substrates during exercise, inhibit exacerbated inflammation
and decrease tissue damage are well documented effects. Among others, these melatonin
properties has been considered as potentially ergogenic out, what comprises a controversial issue
in the current sports scientific literature. The aim of this thesis was to determine the ergogenic
capacity of melatonin in exhaustive exercise at maximal aerobic capacity intensity (flim) at nadir
and acrophase of spontaneous physical activity (SPA), identifying the effects of such condition on
the oxidative skeletal muscle IKK/NF-«kB activity, metabolic, hematologic and tissue damage in
swimming rats. Thus, two procedures were originally standardized: i) apparatus manufacture and
mathematical calculations routine for determining the circadian rhythm of SPA in rats, and i7) the
incremental test (IT) for estimative of the intensity corresponding to the maximal aerobic capacity
of swimming rats. Animals were kept at light/dark cycle of 12 hours with bright lights on at 06:00h
(560nm; 60lux). SPA were recorded throughout day, being nadir and acrophase of such variable
corresponding to 12:00 (ZT 6) and 20:00h (ZT 14), respectively. Male Wistar albino rats were
randomly splitted to incremental test (IT) performing, which begun at specifics time of day (SPA
nadir or acrophase) at 90 days-old. To acrophase swimming testing were employed special
illumination to avoid influences of light on physiological melatonin secretion (>600nm; <15lux).
At 92 days-old a solution with or with no exogenous melatonin (10 mg.kg?!, LP.) were
administered to rats that were or not submitted to flim 30 minutes after. Euthanasia was conducted
one hour after 7lim to biological material withdraw. Laboratory techniques of Western Blotting and
ELISA were employed, and commercial kits and biochemical techniques. Melatonin significantly
increases the tolerance to the proposed exercise, however, post hoc assumptions showed
significant differences only between animals that assessments begun at SPA acrophase, when
endogenous melatonin is usually higher in nocturnal rats. Significantly higher inflammatory and
tissue damage markers were found to exercised animals assessed at wakefulness period (higher
SA) that received exogenous melatonin, where were also found higher 7lim. Thus, the massive
ergogenic effect of melatonin leads to higher periods of muscle contraction, which superimposed
melatonin protective effect on the tissue damage and its anti-inflammatory action. The proposed
exercise resembles cyclic long duration sports, as marathons. However, direct inferences between
models should be carefully conducted once the Human Being presents wakefulness period during
daily hours, when melatonin is found at lower concentrations, so, the interpretation of melatonin
action may differ between species.

Keywords: Melatonin. Aerobic exercise. Ergogenic. Fatigue. Inflammation.
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muscle content. Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-axis) isoforms of
creatine kinase and lactate dehydrogenase (LDH, right Y-axis) data are illustrated in figure 2b.
Figure 2c¢ shows white blood cells (WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and
neutrophils (NEUTR, right Y-axis) results from melatonin and time of day effects. a: P < 0.05 in

relation to DCt for same variable.
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Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-axis) isoforms of creatine kinase and
lactate dehydrogenase (LDH, right Y-axis) data are illustrated in figure 3b. Figure 3c illustrate the
time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity. Figure 3d shows white blood cells
(WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and neutrophils (NEUTR, right Y-axis)
results from exercise and time of day effects. a: P < 0.05 in relation to DCt for same variable; b: P

< 0.05 in relation to DEx for same variable; c: P < 0.05 in relation to NCt for same variable.
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Figure 4. Mean+SEM and post hoc results to animals exposed to melatonin and assessed at daily
(DM and DMEXx) or night (NM and NMEX) period and submitted (DMEx and NMEXx) or no (DM
and NM) to exhaustive exercise at maximal aerobic capacity intensity. Figure 4a shows pIKKf}
and IkBa skeletal muscle content. Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-
axis) isoforms of creatine kinase and lactate dehydrogenase (LDH, right Y -axis) data are illustrated
in figure 4b. Figure 4c illustrate the time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity.
Figure 4d shows white blood cells (WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and
neutrophils (NEUTR, right Y-axis) results from exercise and time of day effects. a: P < 0.05 in
relation to DM for same variable; b: P < 0.05 in relation to DMEX for same variable; c: P < 0.05

in relation to NM for same variable.

Figure 5. Mean+SEM and post hoc results of skeletal muscle creatine kinase (CK-MM; figure 5a),
lactate dehydrogenase (LDH; figure 5b), cardiac muscle creatine kinase (CK-MB; figure 5¢) and
time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity (¢lim; figure 5d) to exercised groups
assessed during daily period (DEx with placebo and DMEx under melatonin effect) and night
period (NEx with placebo and NMEx under melatonin effect). a: P < 0.05 in relation to DMEx for

same variable; b: P < 0.05 in relation to NEx for same variable.
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1. INTRODUCAO

Competicdes esportivas sdo alvo de interesse da humanidade desde séculos antes de
Cristo. A criagdo de novos esportes € o aprimoramento de regras € materiais esportivos com o
passar dos anos demonstra que tal interesse sempre prosperou. Na atualidade, o esporte representa
um fendmeno social que transcende conceituacdes pontuais, sendo relevante em ambiente escolar,
no desenvolvimento de atributos da drea afetiva, Ambito social e destacadamente na economia
mundial. Agéncias financeiras estimam que no ano de 2012 no Brasil o esporte movimentou cerca
de 1,4 a 1,8% do produto interno bruto, capital suficiente para se equiparar a todas as riquezas
produzidas em alguns paises. Grande parte desta movimentacdo financeira ocorre devido a visao
do esporte como entretenimento, baseada fortemente em competi¢cdes onde a performance atlética

€ o principal interesse, seja no esporte individual ou coletivo.

Alimentando este mercado, pesquisadores do esporte buscam identificar formas de
melhorar a performance a partir de experimentos laboratoriais e de campo. Uma das formas onde
se possui adequado controle das intervengdes de interesse € a partir de pesquisas laboratoriais sob
emprego do modelo animal, cujos resultados tem auxiliado na compreensdo de fendmenos e

mecanismos fisiolégicos concernentes ao desempenho fisico.

Ratos s@o os animais mais utilizados na conducdo de experimentos cientificos nas dreas
médicas, biolégicas e do esporte, certamente por apresentarem caracteristicas genéticas e
fisiolégicas semelhantes ao ser humano. Prova disso €, especificamente em investigacdes que
envolvem o exercicio fisico, que resultados obtidos a partir de diversos protocolos desenvolvidos

para determinar ou estimar intensidades objetivas de esforco fisico ciclico apresentam



caracteristicas semelhantes quando humanos e ratos sdo comparados. Dentre estes procedimentos
destacam-se os testes de maxima fase estavel de lactato (Gobatto et al., 2001; Beneke e von
Duvillard, 1996), de lactato minimo (Tegtbur et al., 1993; Beck et al., 2012) e de esforco
incremental (Kindermann et al., 1979; Beck et al., 2014). Estes protocolos se baseiam na
concentracdo de lactato sanguineo para identificar repercussdes fisiolégicas impostas por
diferentes intensidades de exercicio fisico. Sdo procedimentos que tornam possivel identificar a
maior intensidade de esforco na qual o lactato produzido no musculo € removido a corrente
sanguinea e permanece em concentragdes estdveis, indicando condicdes gerais adequadas para a
continuidade do esforco sob utilizacdo dos substratos energéticos majoritariamente clivados por
via aerdbia. Esta tese padronizou, validou e testou a reprodutibilidade do teste incremental para

ratos nadadores, cujos dados sdo apresentados no capitulo 4.

Rotinas envolvendo testes exaustivos sob maxima intensidade de estabilizagdo fisiologica
podem ser consideradas para determina¢do direta da maxima capacidade aerdbia (Bosquet et al.,
2002; Fontana et al., 2009; Baron et al., 2008). Outra grande vantagem deste modelo € a
possibilidade de se estudar mecanismos fisiologicos modulados com o exercicio ciclico exaustivo
de longa duracdo, quadro semelhante 4quele encontrado em competi¢cdes esportivas como
maratonas. Além disso, o exercicio fisico passa a ser uma varidvel dependente, ja que a duracio
do esforco ndo € pré-fixada, permitindo determinar a tolerncia ao esfor¢o na intensidade de
capacidade aer6bia em animais de laboratorio e assim testar intervengdes capazes de potencializar
a performance.

Apesar da semelhanca do comportamento fisiolégico de ratos e humanos frente ao
exercicio fisico, os roedores apresentam algumas caracteristicas distintas e relevantes, como o

habito noturno. Mesmo que nem todos os ratos apresentem habitos noturnos (Refinetti, 2006), esta



caracteristica € carregada pela maioria dos roedores empregados em investigacdes laboratoriais
(Andersen et al., 2004), como os estudados nesta tese. Os habitos noturnos conferem ao roedor
uma relacdo particularmente diferente com o ambiente, em especial com a luminosidade, aspecto
conexo a cronobiologia animal por ser considerada a principal sincronizadora dos ritmos
circadianos (Moore et al., 1967). A ritmicidade circadiana € verificada por meio de
monitoramentos longitudinais em parametros fisiol6gicos que apresentam variagdes didrias em
periodos proximos de 24 horas (Ikonomov et al., 1998). Assim, o termo “circadiano” deve ser
restrito ao periodo de aproximadamente 24 horas, sendo esperada persisténcia da ritmicidade
circadiana sob condi¢des ambientais constantes (Rusak e Zucker, 1979). Um robusto parametro
para a identificacdo da ritmicidade circadiana de animais € a atividade fisica espontinea, utilizada
como parametro indicador do gasto energético e na identificacdo de alteragdes comportamentais
promovidas por intervencdes como dieta, exercicio fisico e administragdo de farmacos (Garland
et al., 2011; Kotz et al., 2008). Nesta tese, foi originalmente desenvolvido um aparato para a
determinacdo do nadir e acrofase, que compreendem momentos onde a atividade espontanea
encontrou seus valores minimos e maximos ao longo do dia, respectivamente. Trata-se de um
sistema para determinagdo gravimétrica da atividade fisica espontanea de ratos capaz de registrar
todas as alteracdes gravitacionais geradas pela contracdo muscular (Biesiadecki et al., 1999).
Descrigdo e resultados provenientes deste aparato sdo apresentados no capitulo 5. Assim, tornou-
se objetiva a determinacdo do horario de aplicacdo de todos os procedimentos a serem conduzidos.

A robustéz da ritmicidade circadiana da atividade fisica espontanea ocorre devido a uma
estrutura neural, os nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo (NSQ). Apds extensivas
investigacdes nos anos 1970 e 1980, ao final da década de 1990 os NSQ foram consolidados como

os principais responsdveis pela ritmicidade circadiana (Solberg et al., 1999), cujo mecanismo



desde a captacdo da luminosidade até a ativagc@o da glandula pineal € bem relatado. Sabe-se que a
luminosidade percebida por esta estrutura neural influencia na inibi¢do ou sintese da melatonina
(n-acetil-5-metoxitriptamina), cuja secrecdao ¢ aumentada na auséncia de luz tanto para o ser
humano quanto para o rato (apesar da caracteristica noturna do roedor). Assim, a melatonina é
sintetizada pela glandula pineal, que realiza um papel fisioldgico extremamente importante no
organismo sinalizando ao meio interno se € dia ou se € noite e, desta maneira, controlando o ciclo
sono-vigilia por determinar um padrdo sincronizado de secrecdo didria de outras glandulas.
Informacdes da sintese ao catabolismo da melatonina e suas funcdes em diferentes tecidos no
organismo sdo exploradas no capitulo 2 desta tese. Contudo, a cléssica atividade da melatonina
sobre o ritmo circadiano vem sendo significativamente amplificada devido as indmeras outras
propriedades atribuidas a este hormonio, como otimizar o uso de substratos energéticos durante o

exercicio e inibir lesdes teciduais exacerbadas.

Extrapolando as questdes ora abordadas, tem sido conferido a melatonina o relevante papel
de inibir a ativacdo exacerbada do fator nuclear trancricional kappa B (NF-kB) (Caballero et al.,
2008; Li et al., 2005). O NF-kB ¢ um fator de transcri¢do dimérico e pleiotrépico, capaz de regular
pelo menos 200 genes envolvidos na funcao celular geral em multiplos processos fisioldgicos,
sendo sua ativacgao diretamente relacionada com o disparo do processo inflamatorio (Oeckinghaus
e Ghosh, 2009; Pereira e Oakley, 2008). O capitulo 3 apresenta uma revisao de literatura sobre a
via molecular do NF-kB e sua relacdo com a melatonina e exercicio fisico. O aumento da ligagdo
do NF-kB a seu sitio nuclear ocorre em musculo de ratos sob estimulo do exercicio fisico

(Hollander et al., 2001).

Relatos bem consolidados na literatura postulam que exercicios de longa duracdo ou alta

intensidade promovem processos inflamatérios agudos, elevada produgdo de espécies reativas ao
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oxigénio e dano tecidual. Quando se consideram os principios bédsicos do treinamento desportivo
postula-se que estas alteracdes sdo importantes para o processo adaptativo, ja que estimulos débeis
ndo produzem efeito positivo ao treinamento. Contudo, quando exacerbadas agudamente, estas
condi¢des tem sido atribuidas a dificuldade na manutencdo da ordenada e otimizada contracao
muscular e consequente reducdo da funcdo do parénquima muscular esquelético (Davis et al.,
2007), o que poderia ao menos parcialmente explicar reducdes na performance (Baldwin Lanier,

2003; Robson-Ansley et al., 2004; Warren et al., 2001).

Diante deste contexto, cabe ressaltar que os efeitos possivelmente ergogénicos da
melatonina citados anteriormente, como otimizagdo do uso de substratos energéticos (Mazepa et
al., 2000), acdo anti-inflamatéria e reducdo de lesdo tecidual causados pelo exercicio fisico
(Maldonado et al., 2012; Alonso et al., 2006; Veneroso et al., 2009), foram em sua totalidade
investigados em animais sob modelos que ndo conduzem os individuos a condi¢des similares
aquelas encontradas em competicoes de longa duracdo. Assim, esta tese visa identificar as
respostas da administracdao exdgena de melatonina sobre o exercicio exaustivo em intensidade de
maxima capacidade aerdbia e suas consequéncias sobre o perfil inflamatério e de lesdo tecidual.
Uma vez que a melatonina € diretamente associada a alteragdes no ritmo circadiano e o rato é um
animal noturno, investigamos este cendrio nos momentos de nadir e acrofase da atividade

espontinea de ratos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a capacidade ergogénica da melatonina em exercicio exaustivo sob intensidade

de mdxima capacidade aerdbia (flim) iniciados no nadir e acrofase da atividade espontinea (AE),

identificando os efeitos dessas condi¢des sobre a atividade da via IKK/NF-xB do miusculo

esquelético oxidativo, marcadores metabodlicos, hematoldgicos e lesdo tecidual de ratos nadadores.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

D

2)

3)

4)

Determinar os momentos de nadir e acrofase da atividade espontanea de ratos (AE) por
meio de um sistema gravimétrico via strain gages;

Testar a validade e reprodutibilidade do teste incremental para exercicio de natacdo
para ratos visando estimar a intensidade correspondente 2 maxima capacidade aerdbia;
Determinar a capacidade ergogénica da melatonina exdgena no exercicio exaustivo
realizado em intensidade de maxima capacidade aerébia no nadir e na acrofase
determinados por AE;

Determinar os efeitos da melatonina exdgena e do no exercicio exaustivo realizado em
intensidade de maxima capacidade aerdbia aplicado no nadir e na acrofase da AE sobre
parametros inflamatérios musculares e sanguineos, marcadores metabolicos e de dano

tecidual em musculo esquelético e cardiaco de ratos nadadores.



3. HIPOTESES

D

2)

3)

A melatonina exdgena deverd apresentar efeito ergogénico significativo para ratos
nadadores submetidos ao modelo de exercicio exaustivo proposto;

O efeito ergogénico da melatonina exdgena devera ser encontrado para os dois periodos
do dia testados (nadir e acrofase da atividade fisica espontinea);

Ratos exercitados e sob administracao exdgena de melatonina apresentardo menor dano
tecidual em musculos esquelético e cardiaco, além de menores valores para marcadores
de inflamacdo tecidual e sanguinea quando comparados a ratos exercitados e nao

submetidos a acdo do hormdnio, independente do horario das avaliacdes.



4. CAPITULO 1

4.1. Historico e visao geral da cronobiologia e ritmos circadianos

O campo de conhecimento cientifico conhecido como cronobiologia foi fundado por dois
grandes bidlogos e fisiologistas comportamentais alemaes, a constar Jirgen Walther Ludwig
Aschoff e Erwin Biinning, seguidos de perto pelo bidlogo americano Collin Pittendrigh. O
interesse desses grandes cientistas pelos ritmos bioldgicos que diversos organismos vivos
apresentavam se tornou o estopim para um grande aprofundamento dos conhecimentos da
cronobiologia. De posse de pioneiras publicac¢des cientificas no inicio da década de 1920, esses
pesquisadores divulgaram seus primeiros achados em meados da década de 1930, os quais se
caracterizavam extremamente descritivos, como ndo poderia ser diferente em um campo da ciéncia
ainda muito pouco explorado e de conhecimento restrito. Dentre alguns desses importantes
trabalhos desenvolvidos na década de 1920 deve-se destacar Richter (1922) como o primeiro
pesquisador que ao realizar andlises comportamentais de ratos, identificando ritmo na alimentagao
didria desses roedores quando mantidos em escuridao total. Mais tarde, observou a recorréncia de
eventos bioldgicos que se apresentavam em intervalos aproximadamente regulares, e chamou tal
fendmeno de “ritmo bioldgico”. Anos depois, Aschoff aprimora o conceito postulando que os
ritmos bioldgicos possuem complexidade ainda incompreendida e deveriam ser classificados por
sua frequéncia, pelo sistema bioldgico envolvido, considerando o que gerou tal ritmicidade e a
funcdo que o ritmo cumpre (Aschoff, 1981).

Esse pareceu realmente ter sido o caminho percorrido pelo pesquisador. Segundo o

obitudrio de Aschoff publicado na revista Nature (Daan e Gwinner, 1998), este pesquisador



identificou ainda no ano de 1952, que a perda de calor do seu préprio corpo possuia uma variagao
ao longo do dia. Idealizou que nosso organismo possui um oscilador intrinseco que responde de
maneira natural em respeito a rotagdo terrestre, identificado pela resposta de um zeitgeber. Esta
palavra, largamente utilizada atualmente no campo da cronobiologia, foi cunhada por Aschoff em
seus estudos ainda publicados no idioma alem@o e posteriormente empregada em outros idiomas.
Zeitgeber significa literalmente “doador de tempo” e tem sido traduzido de maneira mais
inteligivel para a palavra “sincronizador” e absorvido conceitualmente como agente arrastador ou
sincronizador dos ritmos de nosso organismo. Aschoff realizou outra importante observacao,
postulando que o ritmo circadiano é o produto de osciladores endégenos que respondem pelo
principal zeitgeber que nosso planeta nos oferece: o ciclo claro escuro.

Apesar desses valiosos avangos, até o final da década de 1950 as producdes cientificas
eram originalmente publicadas na lingua alema e dissertavam acerca da organizacdo temporal da
vida de individuos situados em um planeta engessado em uma rotacao constante enquanto o sol
permanecia no mesmo local, ou seja, planeta este fadado a existéncia permanente de um ciclo claro
escuro que controlaria nosso ciclo de vigilia e sono. Além disso, a maioria das produgdes
apresentavam os primeiros conceitos que hoje sdo base de qualquer estudo que envolva
cronobiologia e ritmos bioldgicos.

No final da década de 1960, Aschoff (1967) apresenta uma discussdo envolvendo as marés,
dia, noite e mobilidade sazonal que os ritmos bioldgicos proporcionam. Neste estudo o pesquisador
demonstra pioneiramente que em algumas espécies o ritmo parece persistir mesmo quando
isolados desses zeitgebers ambientais. Também apresenta que os ritmos influenciados pelo ciclo

geofisico terrestre possuem um periodo ligeiramente maior que 24 horas.



O primeiro pesquisador a conceituar essa variacdo gerada pelo ciclo claro escuro foi
Halberg (1959), que introduziu o prefixo “circa” para caracterizar o ritmo de um dia como
circadiano. Em 1965, pesquisadores liderados por Halberg sugeriram a existéncia de ritmos
ultradianos como aqueles que apresentam periodo mais curto que o circadiano, e infradianos para
aqueles mais longos (Halberg ET al., 1965). Diversos pesquisadores contemporaneos reforcaram
o conceito de ritmo circadiano, sendo consolidado que considerdvel quantidade de parametros
fisiolégicos € caracterizada por flutuagdes ao longo do dia que podem ser consequéncia de
modulacgdes causadas por fatores ambientais, tais como a luminosidade, promovendo modificacdes
enddgenas. Essa ritmicidade tem sido verificada através de monitoracdes longitudinais que
mostram o espectro de significantes e recorrentes variacdes didrias em periodos préximos, no
entanto distintos, de 24 horas (Ikonomov ET al., 1998). Segundo estes pesquisadores o uso do
termo “circadiano” reflete o contexto de que sob observagdo permanente do ambiente,
modificagdes endégenas ocorrem de maneira livre no organismo no periodo em questao. Portanto,
o termo circadiano deve ser restrito aqueles que tratam de um periodo de aproximadamente 24
horas e onde tal ciclo persiste em condi¢des constantes (Rusak e Zucker, 1979). O ritmo
circadiano possui enorme significincia adaptativa, uma vez que este fendmeno auxilia a
sincronizagdo do organismo a flutuagdes periddicas do ambiente externo, informando ao meio
interno sobre tais oscilagdes (Ruzak e Zucker, 1979).

Apesar dos diversos estudos desenvolvidos desde a descoberta da existéncia de ritmicidade
nas atividades de mamiferos, até a década de 60 pouco foi agregado em conhecimento cientifico
sobre 0s mecanismos de controle cronobiolégico. Uma das principais descobertas que
contribuiram para a evolu¢@o dos conhecimentos acerca da cronobiologia foi a consolidacdo da

identificacao do “relogio bioldgico” em mamiferos. Caminhando no sentido de apontar um local
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que controlasse o ritmo circadiano, Richter (1967) reportou a eliminacio de ritmos do consumo
alimentar e hidrico de ratos com lesdes hipotalamicas. Certamente os autores ja estavam muito
proximos de identificar a estrutura responsdvel pelo controle do ritmo circadiano, no entanto, eles
eram apenas capazes de sugerir alguma relacdo entre a por¢do ventral medial do hipotdlamo e o
fendnemo circadiano (Richter, 1967). Neste periodo, diversos estudos de alto nivel cientifico
estavam sendo desenvolvidos no sentido de aprofundar os conhecimentos na drea, seja estudando
enzimas envolvidas em estruturas cerebrais proximas (Moore ET al., 1967) ou as associagcdes entre
diferentes espectros luminosos e o controle da temperatura corporal (McGuire ET al., 1973), que
nesta data ja era reconhecida como palavra chave no estudo da ritmicidade circadiana.

Como podemos identificar nas datas dessas referéncias, os conhecimentos nesse campo
cresceram exponencialmente a partir da década de 1970. Quando Moore e Eichler (1972) e Stephan
e Zucker (1972) identificaram os nucleos hipotalamicos supraquiasmaticos como sendo a estrutura
possivelmente responsdvel pela oscilagdo circadiana em mamiferos. Assim, passamos a conhecer
um tecido especifico, um pequeno local do cérebro que estaria diretamente ligado aos fendmenos
que ainda nao entendiamos completamente. Fato é que esta estrutura ja havia sido detalhadamente
reportada hid muitas décadas, entretanto, sua principal funcdo ainda se tratava de uma informacao
desconhecida pelos pesquisadores. Os nicleos hipotalamicos supraquiasméticos (NSQ)
correspondem a um par de nicleos com forma oval, localizados na base do terceiro ventriculo no
hipotdlamo anterior, ligeiramente dorsal a borda caudal do quiasma 6ptico (Gurdjian, 1927).

Rusak e Zucker (1979) entenderam que estando estabelecido o consenso de que o ritmo
circadiano € influenciado pelo ciclo claro escuro, o grande objetivo dos neurocientistas a partir de

entdo seria a descricdo dos processos de transdugdo e da determinagdo das vias pelas quais a
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informacao fética acessa os marcadores centrais. Isso gerou um aumento exponencial do interesse
pelos pesquisadores, refletido pelo ndmero de estudos publicados a partir de entao.

Schwartz et al. (1983) estudaram varios tecidos de ratos, macacos e gatos, buscando gerar
persisténcia desta ritmicidade in vitro. Neste estudo em particular, os autores analisaram o uso da
glicose por células dos NSQ e verificaram que alguns processos bioquimicos responsaveis pela
modulacdo da atividade circadiana do organismo sdo similares, mesmo em mamiferos que
apresentam diferentes padrdes de expressdo da ritmicidade circadiana. Ralph et al. (1990)
permaneceram investigando os NSQ por meio de transplantes dessas estruturas em ratos de
diferentes caracteristicas circadianas, o que lhes possibilitou verificar modificacdes nos padroes
ritmicos no periodo pds operatério. Com este estudo, concluiram que os NSQ possuem de fato
uma posi¢do muito alta na hierarquia do controle circadiano de mamiferos. Corroborando com
estes estudos, Harrington et al. (1993) promoveram lesdes em por¢des dos NSQ e postularam que
essas pequenas estruturas sdo definitivamente necessdrias para a expressdo de ritmicidade
circadiana em ratos. Solberg et al. (1999) complementam que a geracao de ritmos circadianos é de
responsabilidade dos NSQ, que por meio da recepcao de informagdes de luminosidade advindos
da retina controla a maioria dos ritmos periféricos bioldgicos do organismo. Atualmente o papel
dos NSQ no controle circadiano estd muito bem consolidado. Roedores possuem NSQ com
aproximadamente 10* neurdnios, sendo certamente sua maioria com capacidade intrinseca de
oscilar sua atividade com uma periodicidade aproximada de 24 horas (Welsh ET al., 2010). Para
acompanhamento sistematico do ritmo circadiano do organismo, diversos parametros tem sido
utilizados, destacando-se a temperatura corporal (Tanaka et al., 1990; Ikeda et al., 2000) e a
atividade espontanea (AE), cuja caracteristica em mensuragao de movimento tem sido diretamente

relacionada a estudos que envolvam doencas metabdlicas devido a possibilidade de estimativa de
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gasto energético (Garland et al., 2011; Martin et al., 2007; Teske et al., 2012). Muitos sistemas
tem sido empregados para a mensuracdo da AE didria de animais de laboratdrio, sendo o sistema
de gravimetria (Biesiadecki et al., 1999) muito interessante. Trata-se da medida de variacdes
gravitacionais geradas pela contracdo muscular dos animais nos momentos de soliclizacdo, busca
por alimento e em quaisquer deslocamentos horizontais e verticais. Este sistema € interessante
devido a precisdo na captacdo dos dados, ao fato de o animal ser avaliado de maneira imperceptivel
e no mesmo ambiente onde permanece alojado (dentro das estantes ventiladas) e por permitir
captacdo de sinal em alta frequéncia por tempo indeterminado.

Apesar de o ritmo circadiano da atividade espontanea, temperatura e oscilacdes hormonais
serem influenciados pela luminosidade, se conhece diversos outros estimulos ndo féticos que
igualmente se constituem como importantes osciladores dos NSQ. Vejamos agora as vias de

ativacdo dos NSQ, identificadas especialmente da década de 1980 em diante.

4.1.1. Vias de ativacao dos niicleos supraquiasmaticos

Grandes avancos t€m sido realizados no sentido de entender profundamente as complexas
vias que relacionam os estimulos capazes de ativar os neurdnios que compde os nucleos
supraquiasmaticos. A importancia dessa elucidacdo € compreendida quando se observa o
importante papel dos NSQ no controle do ritmo circadiano de inimeras varidveis fisioldgicas do
nosso organismo. Assim, nesse tépico abordaremos detalhadamente os dois mecanismos pelos

quais os NSQ sido principalmente estimulados: fético ou nao féticos.

4.1.1.1. Estimulos foticos
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Como ja abordado anteriormente, trata-se de um conhecimento altamente consolidado que
o ciclo geofisico capaz de gerar considerdvel luminosidade ambiental por um periodo do dia (ciclo
claro-escuro) € o principal parametro que nosso reldgio biolégico (NSQ) utiliza para determinar a
ritmicidade circadiana no organismo (Clough, 1982; Menaker, 2003; Filgueiras, 2006). Apesar de
estimulos ndo féticos, como a temperatura ambiente, encenar importante papel no controle do
ritmo circadiano, alteracdes na luminosidade ambiental sdo certamente mais relevantes (Gander e
Moore-ede, 1983). Além de Clough (1982) e Menaker (2003), Fuller et al. (2008) também
disseminou a importancia da luminosidade na ritmicidade circadiana por meio da revista Science,
argumentando que na plena disponibilidade da alimentacdo, o ciclo claro-escuro € o0 mais poderoso
sincronizador circadiano. Neste momento apresentaremos alguns pressupostos € componentes
tedricos imprescindiveis para abordar adequadamente tal processo.

Cones e bastonetes sdo os fotorreceptores cldssicos da retina encontrados em sua camada
nuclear externa. Inicialmente acreditava-se que essas células seriam responsdveis pela captacio da
luminosidade que finalmente estimularia eletricamente os axonios dos NSQ. Contudo, ndo era
encontrada qualquer alteracdo no ritmo circadiano quando promovida uma destrui¢io seletiva
desses fotorreceptores, enquanto que a extragdo do globo ocular como um todo parece ser capaz
de influenciar nessa sincroniza¢do ao longo de um periodo préximo de 24 horas (Freedman et al.,
1999). Buscando complementar os conhecimentos sobre esse fendmeno, alguns estudos
analisaram a influéncia do ciclo claro-escuro em individuos cegos, indicando que mesmo com
deficiéncia visual a luminosidade parece ter a capacidade de modificar o ritmo circadiano de
hormoénios como melatonina, hormdnio do crescimento, cortisol, luteinizante, prolactina,
testosterona, hormonios tireoideanos e funcao das gonadas (Ballastela et al., 1998). Além disso,

Silva et al. (2005) analisaram primatas cegos e verificaram que mesmo sem possuir os
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fotorreceptores cldssicos os animais respondiam normalmente a estimulos de luminosidade, assim
como ocorre em humanos.

A explicagdo para o fato de individuos cegos ou com bastonetes e cones seletivamente
destruidos atingirem normalmente uma sincronizac¢do circadiana por meio fotico, passou a ser
parcialmente alcancada com a descoberta recente de um fotopigmento presente no sistema optico
de mamiferos: a melanopsina (Berson et al., 2002; Ecker et al., 2010). Este fotopigmento encontra-
se presente em células ganglionares intrinsecamente foto sensitivas (Provencio et al., 1998),
distintas dos cones e bastonetes. A melanopsina corresponde a células altamente especializadas
que sdo responsdveis pela composi¢ao de 1-2% das células ganglionares da retina, realizando a
deteccdo e transducdo de espectros luminosos especificos advindos do meio externo (zeitgeber
luminosidade ambiente).

Atualmente se entendem diversas outras funcdes e mecanismos nos quais a melanopsina
se encontra presente. Esse fotopigmento, que se difere morfologicamente e fisiologicamente dos
fotorreceptores cldssicos denominados cones e bastonetes (Schmidt et al., 2011), apresenta cinco
tipos: M1 a M5, sendo que cada uma possui via de projecdo especifica no sentido do interior do
sistema nervoso central. Importante ressaltar que a melanopsina que se projeta aos NSQ € do tipo
M1 (Ecker et al., 2010).

Com base nessas informacdes, atualmente se conhece profundamente o mecanismo fético
para a estimulacdo dos NSQ. Em resumo, o olho ¢ ligado diretamente ao sistema nervoso central
por um tipo de células ganglionares que saem da retina pelo disco 6ptico (Purves ET al., 2010).
Um feixe dessas células ganglionares constitui o nervo 6ptico, que € uma via direta até o quiasma
optico, estrutura esta situada na base do diencéfalo. Os axOnios dessas células ganglionares

atingem diversas estruturas no diencéfalo e mesencéfalo, dentre elas, os nicleos supraquiasmaticos
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do hipotdlamo. Essa extensdo das células ganglionares até os NSQ € chamada de via retino-
hipotalamica (Purves ET al, 2010). A melanopsina é automaticamente despolarizada quando
detecta espectros luminosos contendo comprimentos de onda especificos (460-480 nm).
Importante notar que os axdnios das células ganglionares da retina que contém o fotopigmento

melanopsina se projetam no sentido dos nicleos hipotalamicos supraquiasmaéticos via trato retino-

hipotalamico no nervo o6tico.

4.1.1.2. Estimulos nao foticos

Apesar da maior importancia na estimulagdo dos NSQ atribuida ao mecanismo fético
acima descrito, o estimulo para que este fendmeno ocorra também pode ser mediado por
mecanismos nao féticos (Mistlberger, 1994; Mrosovsky, 1995). Desde algumas investigagcdes
pioneiras datadas do final da década de 1970 sabe-se que humanos mesmo quando mantidos em
total escuriddo apresentam ritmos que variam ao longo do dia controlados principalmente pelo
sono e refeicdes (Aschoff, 1979; Wever, 1979). Entretanto, pesquisadores apenas passaram a
compreender como isso ocorria apds grandes avancos foram realizados no final da década de 90 e
inicio dos anos 2000, os quais consolidavam fortemente a presenga dos sincronizadores nao féticos
do ritmo circadiano em diversas espécies de animais, inclusive humanos. Mesmo considerando
essas duas possibilidades de arrastamento circadiano, atualmente é conhecido que mecanismos
féticos e nao féticos possuem um complexo nivel de interagao (Antle et al., 2007).

Mistlberger e Skene (2005) postularam em seu artigo de revisdo a existéncia de
mecanismos nao féticos capazes de causar o arrastamento ou reinicializacdo do ritmo circadiano

em humanos, registrando assim um modelo muito interessante que contempla diversos estimulos
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nao foticos. Apesar de o sol (ou fonte luminosa) ser considerado em seu modelo, os autores
apontam que este astro seria capaz de promover alteracdes comportamentais, que sao identificadas
como sincronizadores ndo foticos. Tal interacdo corrobora com a afirmativa de Antle et al. (2007)
acima apresentada. Assim, Mistlberger e Skene (2005) identificam o estimulo social como um
sincronizador nao fético.

Além de o estimulo social atuar como sincronizador circadiano nao fotico, existem diversos
outros estudos que identificam o consumo alimentar como forte candidato a um dos principais
osciladores circadianos desprovidos de estimulos luminosos. Quando ratos Wistar ou
camundongos noturnos recebem alimenta¢do uma vez por dia exatamente no meio do periodo
diurno (horério de sono), é estimulada a resincronizacdo da periodicidade circadiana para que a
alimentacdo seja realizada no tnico hordrio em que existe a disponibilidade de alimento (Schibler
ET al., 2003; Mistlberger, 2011). Nesses casos a atividade fisica, mensurada por revolugdes
voluntdrias geradas na roda de atividade, sofre uma alteracio em dependéncia do consumo
alimentar, conforme apresentado por Mistlberger (2009; 2011).

Outros estimulos ndo féticos podem ser capazes de arrastar o ritmo circadiano, como a
realizacdo de atividades novas para os animais de laboratério (Reebs e Mrosovsky, 1989), injecao
de placebo ou simples manipulacdo em diferentes horarios do dia para esses animais (Mead et al.,
1992). Além disso, alteragdes forcadas no horario de dormir e acordar (Mistlberger et al., 1997),
no hordrio de trabalho (Mistlberger e Skene, 2005) ou viagens transmeridionais (Forbes-Robertson
et al.,, 2012) para humanos também sdo considerados zeitgebers. Mistlberger e Skene (2005)
registram ainda a presenca de estimulos sonoros, tateis, olfativos, de estresse, locomocdo, ou
comportamentais participando de maneira importante nesse complexo sistema de oscilacido

circadiana.
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Apesar dos diversos estimulos ndo féticos capazes de atuarem como zeitgebers sobre os
NSQ apresentados até o momento, existe outro oscilador no qual a presente tese se apoia com
grande relevancia: o exercicio fisico. O exercicio fisico também € classicamente apontado como
um agente ndo fotico capaz de gerar alteragcdes circadianas em humanos e também em roedores
noturnos (Turek, 1989; Edgar e Dement, 1991; Mistlberger, 1991; Van Reeth et al., 1994; Buxton
et al., 1997; Mrosovsky, 1996; Misltberger e Skene, 2005). Os ergdmetros mais utilizados para
tais verificacdes sdo em roda de atividade, natacdo em tanques ou corrida na esteira, certamente
promotores de oscilacdes no ritmo circadiano desses animais (Yamanaka et al., 2006), assim como
ocorre em seres humanos (Buxton et al., 1997). Note-se que a roda de atividade compreende um
tipo de exercicio mensurdvel, contudo, voluntario. Por isso, compreende caracteristica distinta
daqueles em que o animal é submetido ao exercicio fisico forcado, como em esteiras ou natacao.

Uma vez que ja entendemos a grande participacao dos NSQ no controle do ritmo circadiano
de diversos parametros fisiologicos, basta a compreensdo de como o exercicio fisico age como
estimulador destes niicleos e consecutivamente influencia na ritmicidade circadiana. Os estimulos
ndo foticos atribuidos diretamente ao exercicio fisico atingem o sistema nervoso central por meio
do trato geniculo hipotalamico (axonios do folheto intergeniculado do tdlamo se ligam ao
hipotdlamo, mais precisamente aos nudcleos supraquiasmaticos do hipotdlamo) (Johnson et al.,
1988) pela acdo do neuropeptideo Y, 4cido gama aminobutirico, endorfina (Card and Moore, 1989;
Johnson et al., 1989; Janik et al., 1995; Dudley et al., 1998; Grossman et al., 2000) ou serotonina
(Dudley et al., 1998; Grossman et al., 2000). O exercicio fisico também possui a propriedade de
aumentar o estado excitatorio e a temperatura corporal, varidveis altamente relacionadas com o
controle do ritmo circadiano (Yamanaka et al., 2006). Essa condi¢do promove a transferéncia de

estimulos aferentes aos NSQ via intergeniculado lateral do tdlamo (neuropeptideo Y ou dcido gama
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aminobutirico), como visto. Entretanto, outro ramo de estimulacido é conduzido aos niucleos da
rafe no tronco encefélico (via serotonina) (Mrosovsky, 1996; Yamanaka et al., 2006). O processo

de estimulacdo dos nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo estdo ilustrados na figura 1.

Estimulo Fotico Estimulo Nao-fotico

- Feixe de células
* Ganglionares do
Nervo optico
Disco dptico

o o B
Nervo dptico

Quiasma 6ptico«™

Via

; Via NPY
serotonina

ou GABA

Via glutamato e 2

peptidio

ativador da i

adenilato Nucleos
ciclase Supraquiasmaticos
hipofisdria do Hipotalamo

Figura 1. llustragdo esquemdtica da presencga de estimulos féticos ou ndo féticos e o caminho a ser
percorrido até que tal excitacdo seja transmitida aos nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo.

Uma vez estimulados os neurdnios dos NSQ, esta estrutura estd ativada e pronta para gerar

as modulac¢des no ritmo circadiano, conferindo sua principal func¢ao.

19



4.1.2. Mecanismos de controle do ritmo circadiano: dos nicleos supraquiasmaticos do
hipotalamo a estimulacao da glandula pineal

Uma vez identificados os mecanismos responsaveis pela excitacdo elétrica dos neurdnios
componentes dos NSQ, o préximo passo compreende o entendimento de como sinais luminosos,
ou aqueles advindos de mecanismos ndo féticos, possuem a capacidade de influenciar a

ritmicidade circadiana de indmeros parametros fisiol6gicos em nosso organismo.

4.1.2.1. Estimulacdo da glandula pineal

Ruzak e Zucker (1979) ja apontavam a possibilidade de os NSQ transmitirem informagdes
a glandula pineal, porém, na época os autores ndo se arriscavam em afirmacOes mais concretas,
deixando claro que ndo existiam evidéncias suficientes para a tomada de conclusdes robustas. Com
o avanc¢o dos conhecimentos na drea, atualmente possuimos informagdes relativamente suficientes
para afirmar que com a estimulacdo dos NSQ existe uma transducgdo elétrica a glandula pineal
(detalhes adiante).

Como outrora abordado, a transmissao de sinais elétricos pelos axonios advindos do trato
retino-hipotalamico pelo nervo 6tico chega até os NSQ. Essa estimulagdo elétrica promove a
liberacdo de neurotransmissores, como glutamato e peptideio ativador da adenilato ciclase
hipofisaria, que propagam estimulos ao nicleo paraventricular hipotalamico (Back et al., 2007,
Reiter et al., 2010). Neste processo os axonios dos nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo
projetam para o nucleo paraventricular, o que estimula a liberacdo de 4dcido gama aminobutirico
(GABA) (Reiter et al.,, 2010). O sinal é entdo transmitido dos neurdnios pré-ganglionares

simpaticos até a medula espinhal tordcica (em uma coluna de células da zona intermediolateral),
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passando pelo ganglio cervical superior. Esse estimulo se projeta no sentido da glandula pineal por
meio dos neurdnios pds-ganglionares.

Na auséncia de luz ocorre a liberacdo de noradrenalina naqueles neurdnios pos-
ganglionares simpaticos, os quais interagem com receptores B-adrenérgicos e aj-adrenégricos nas
membranas dos pinealdcitos, o que excita a glandula pineal e promove a possibilidade de esta
estrutura exercer sua atividade principal: producdo e liberacio do hormodnio melatonina. Tal
ligacdo ativa a adenilato ciclase da enzima arilakilamina-N-acetiltransferase (Schomerus e Korf,
2005) e outras enzimas envolvidas na biossintese da melatonina (Srinivasan et al., 2012),
estimulando a sintese e liberacdo do hormonio (para maiores informacdes sobre a estimulacdo da
glandula pineal, ver Jasser et al., 2006; Back et al., 2007; Brainard et al., 2008; Bear et al, 2008;
Purves et al, 2010; Lent, 2010; Reiter et al., 2010; Schmidt et al., 2011).

Uma vez estimulados, os nucleos supraquiasmdticos do hipotilamo exercem seu
importante papel sinalizando ao meio interno quais sdo as condi¢cdes ambientais extrinsecas ao
organismo. Este processo se dd por meio da estimulagcdo (ou inibi¢cao) da glandula pineal, que

controla a secrecdo da melatonina (figura 2), um hormoénio chave na regulagcdo cronobioldgica.
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Figura 2. Esquematizacdo da ativacdo dos
nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo
até a consequente excitacdo do pinealdcito.
Importante ressaltar a participacio do 4dcido
aminobutirico entre 0 nucleo
paraventricular e o ginglio da medula
espinhal tordcica, possivel por conta da
transmissdo proporcionada pelos neurdnios
pré-ganglionares. Apds a chegada do
estimulo elétrico ao ganglio cervical
superior, 0s neurdnios pos-ganglionares sao
os responsaveis pela ativagdo dos receptores
B-adrenérgicos e al-adrenérgicos da
membrana celular do pinealdcito. Tal
estimulagdo culminard no inicio do
processo de biossintese da melatonina pela
ativacdo da adenilato ciclase do pinealdcito
e consequente excitacdo da enzima
triptofano-5-hidroxilase. O processo de
biossintese serd apresentado adiante.

22



5. CAPITULO 2

5.1. Melatonina: aspectos classicos e atuais do hormoénio da noite

5.1.1. Historia e visao geral

Absorvendo os conhecimentos da quimica organica, um “metoxilo”, também chamado
“metoxi”, consiste em um grupo metil (um carbono e trés hidrogé€nios) associado a uma molécula
de oxigénio. No final da década de 1950 dois grupos de pesquisadores quase que simultaneamente
descobriram tal composto organico a partir da derivacdo da 5-hidroxitriptamina (serotonina) em
estudos na glandula pineal bovina (Lerner et al., 1958, 1959; Alberti, 1958). Alberti (1958) foi o
primeiro pesquisador a isolar esta substincia, que segundo Reiter et al. (2010), recebeu o nome de
melatonina por conta de duas caracteristicas: 1) sua alta afinidade com a melanina (“mela-") nos
melandcitos de anfibios e, 2) o fato de ser derivado da serotonina (“~tonina”). Nao muito tempo
apos o isolamento do hormonio alguns pesquisadores identificaram por¢des da via de formacgdo da
melatonina na glandula pineal e apontavam pioneiramente que a secre¢ao desse hormonio possuia
grande relagdo com a luminosidade ambiental (Axelrod e Weissbach, 1960; Axelrod et al., 1965).
Seguindo as importantes descobertas da época, Moore et al. (1967) identificaram que a atividade
da enzima hidroxi-indol-O-metiltrasferase se mostrava exacerbada quando os animais eram
continuadamente submetidos a escuriddo, enquanto importante supressdo era observada no
momento em que a luz constante era o regime no qual os animais eram submetidos. Tais

informacdes denotam que a luminosidade j4 era conhecida como predeterminante para a producao

e liberacdo de melatonina ou sua inibicao.
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Desde entdo o interesse de cientistas cresceu consideravelmente até o ano de 1997,
momento em que se constata uma visivel estabilizacdo no ndmero de publicacdes cientificas
encontradas na base de dados da maior ferramenta de busca do género, o PubMed. Entre 1997 e
2011, esta valiosa base de dados aponta niimeros em torno de 430 e 500 trabalhos por ano. Porém,
o ano de 2012 desrespeita essa relativa estabilizacdo quando apresenta um niimero de publicagdes
consideravelmente maior: 561 artigos cientificos publicados (que contenham a palavra
“melatonina” em seus respectivos titulos, apenas). Quando completamente considerada a palavra
melatonina (ndo apenas no titulo) esses nimeros aumentam significativamente, apresentando 863
trabalhos publicados no ano de 2012, 933 em 2013 e mais de mil trabalhos em 2014. Isso denota
as importantes recentes descobertas sobre as propriedades da melatonina, detalhadamente
discutidas adiante.

Andlise realizada na revisdo de Reiter et al. (2010) aponta alguns aspectos que discriminam
a glandula pineal das demais, entre eles: i) a atividade secretdria é regulada exclusivamente via
neural e ndo por influéncia de outros hormoénios ou 6rgaos; ii) a glandula pineal ndo armazena
quantidades residuais de melatonina; iii) a melatonina possui acdes mediadas por receptores
especificos e independentes, tornando a maioria das células um alvo em potencial, enquanto a
maioria dos hormdnios possuem receptores especificos em determinado grupo de células. Além
disso, a presenca da melatonina nos fluidos corporais ndo se da apenas no sangue, mas também no
fluido da camara anterior do olho (Yu et al., 1990), fluido cerebroespinhal (Skinner e Malpaux,
1999) na bile (Tan et al., 1999), além do fluido folicular ovariano (Nakamura et al., 2003).
Certamente essa capacidade de estar presente em diversos tecidos e fluidos corporais € associada
a sua caracteristica lipofilica (Roberts e Wishart, 1998) e hidrofilica (Shida ET al., 1994), vencendo

facilmente as barreiras fisioldgicas e atuando em diversos locais no organismo. Atualmente se sabe
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que a melatonina € secretada primariamente no periodo noturno, quando os niveis séricos atingem

pelo menos 10 vezes maiores que no periodo diurno (Touitou, 2001).

5.1.2. Biossintese

A N-acetil-5-metoxitriptamina, comumente conhecida como melatonina, possui
particularidades circadianas indiscutiveis e altamente destacadas, tendo sua sintese principalmente
na glandula pineal para os animais vertebrados (Brzezinski, 1997). Apesar de existirem relatos de
que Herophilus identificou esta glandula cerca de trés séculos depois de Cristo, esta estrutura
fotoneuroenddcrina passou a ser anatomicamente e biologicamente investigada com grande
relevancia a partir da década de 1940 e apenas possuiu sua relagcdo com luminosidade evidenciada
apos a descoberta da melatonina (Axelrod e Weissbach, 1960; Axelrod et al., 1965). Apesar dessa
grande relacdo com a luminosidade ter sido descoberta ha muitos anos, mais recentemente foi
identificado que o estimulo inicial para que a melatonina seja produzida e liberada da glandula
pineal também pode ser ndo fético, como explorado anteriormente (ativagdo dos NSQ e
consequentemente da glandula pineal via ndo fética).

Em termos anatomicos a glandula pineal se situa acima do mesencéfalo, na por¢ao superior
e posterior ao diencéfalo, mais precisamente no epitdlamo (“‘epi” denota “sobre”, portanto, sobre
o tdlamo) (Filgueiras, 2006; Lent, 2010). Apesar da maior parte da melatonina ser produzida por
esta estrutura glandular, ela pode ser sintetizada em menores quantidades por células
enterocromafins da mucosa do intestino (tipo de célula com caracteristica enddcrina que reveste o

limen do trato digestivo, presente no epitélio), 6rgao linfoide e fotorreceptor da retina (Reiter,
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2003). Outros locais onde a melatonina pode ser sintetizada em pequenas quantidades é nos
leucdcitos, pele, sistema imune e ovério (Aygiin et al., 2012).

Como qualquer hormonio produzido pelo organismo, a melatonina também depende de um
elemento precursor e todo um processo para a finalizacdo de sua biossintese. Nesse caso, tal
substancia necessdria para a inicia¢do da biossintese trata-se de um neurotransmissor aminérgico
conhecido como triptofano (TTF). O sangue € a fonte de triptofano para o cérebro, enquanto que
a dieta € a fonte do triptofano circulante (graos, laticinios, carne) (Bear et al., 2008). A partir desta
estrutura é formado o 5-hidroxitriptofano (5-HTTF) pela acdo da enzima triptofano-5-hidroxilase
(TFH). Transcorrido esse processo, a serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) é formada como
produto final da atividade da enzima 5-hidroxitriptamina-descarboxilase (5-TFD), sendo
sequencialmente acetilada pela arilakilamina-N-acetiltransferase (AANAT) em N-acetil-
serotonina (NAS) a qual € finalmente metilada pela hidroxi-indol-O-metiltrasferase (HIOMT).
Esse ultimo processamento bioldgico resulta na biossintese da melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) (Srinivasan et al.., 2012). Todo o processo de sintese da melatonina encontra-
se ilustrado pela figura 1.

Considerando os elementos precursores da melatonina alguns autores apontam que a
sintese de serotonina poderia ser limitada pela disponibilidade de triptofano no fluido extracelular
no entorno neuronal (Lent, 2010). Apesar disso, sdo reportadas quantidades excepcionalmente
altas de serotonina na glandula pineal (Quay, 1963). Além disso, outro importante aponta que
baixos niveis desse precursor jamais limitariam a sintese de melatonina (Reiter et al., 2010). De
fato, quantidade de serotonina na glandula pineal é determinada pela atividade da enzima

triptofano-5-hidroxilase, sendo que sua expressao varia conforme o ciclo claro-escuro (Sugden,
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2003). Diante deste contexto, Reiter et al. (2010) apontam que a determinacdo da concentracao

circulante de melatonina reflete a atividade metabdlica da glandula pineal para o periodo analisado.

Figura 1. Ilustracdo da biossintese da melatonina no meio
intracelular de um pinealécito a partir do triptofano
proveniente de um capilar sanguineo. Apds estimulo foético
ou ndo fético os nucleos hipotalamicos supraquiasmaticos
sdo excitados sendo transmitidos estimulos elétricos capazes
de ativar receptores adrenérgicos na membrana plasmética do
pinealdcito. Em consequéncia da atividade da enzima
adenilato ciclase do pineal6tico, o triptofano advindo da
corrente sanguinea sofre a acdo de uma sequéncia de enzimas
para finalmente produzir melatonina. Este hormonio recém-
sintetizado pode ser liberado para a corrente sanguinea ou
promover acgdes intracelulares, respeitando sua caracteristica
pardcrina, enddcrina ou exdcrina. TTF: triptofano; TRH:
triptofano-5-hidroxilase; 5-HTTF: S5-hidroxitriptofano; 5-
TFD:  5-hidroxitriptamina-descarboxilase;  5-HT:  5-
hidroxitriptamina (serotonina); AANAT: arilakilamina-N-
acetiltransferase; NAS: N-acetil-serotonina; HIOMT:
hidroxi-indol-O-metiltransferase; Melatonina: n-acetil-5-
metoxitriptamina.
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Finalmente, ¢ importante relatar que a exposi¢cdo a luminosidade suficiente durante o
periodo noturno (ou durante o ciclo escuro para animais mantidos em inversao de ciclo luminoso)
suprime a produgdo e consequente liberacao de melatonina para a corrente sanguinea, uma vez que
tal procedimento gera a degradagdo da enzima arilakilamina-N-acetiltransferase (Klein, 2007).
Outra informacdo pertinente é que pesquisas t€ém consolidado que cones e bastonetes realmente
possuem pequena parcela na inibicao da producdo de melatonina induzida pela luz (Reiter et al.,

2010).

5.1.3. Receptores melatonérgicos

Ap6s entendermos todo o processo de biossintese da melatonina, os estimulos foticos e ndo
féticos para sua producdo e liberacdo, passemos agora a abordar os mecanismos de acao deste
hormonio.

A melatonina é liberada para o sistema vascular, além de possivelmente no fluido
cerebroespinhal do terceiro ventriculo, possuindo direto acesso aos neurdnios dos nucleos
supraquiasmatico do hipotdlamo (Reiter et al., 2010). Uma vez liberada, a melatonina pode se
acoplar a duas distintas classes de sitios de ligacdo conhecidas como ML1 e ML2, apesar de pontes
de ligacdo da melatonina com receptores nucleares também terem sido demonstrados em tecido
hepético de ratos (Acuia-Castroviejo et al., 1994). Da classe ML1 derivam os receptores
melatonérgicos 1 e 2 (MT1 e MT2, respectivamente) (von Gall et al., 2002) e da classe ML.2 deriva
o MT3. Esses receptores tém sido identificados em uma grande variedade de tecidos com

diferentes perfis de expressao (Tardito et al., 2012).
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Este neurormdnio exerce a maioria de seus multiplos papéis por meio de dois dominios
distintos que perpassam sete vezes a membrana plasmadtica celular, sdo acoplados a proteina G,
possuem alta afinidade a melatonina (Lanfumey et al., 2013) e fazem parte da classe ML1: trata-
se do MT1 e MT2. Comprovando sua ligacdo com a proteina G, alguns autores mostraram um
decaimento na atividade da adenilil ciclase via proteina G durante a ativacdo de MT1 e MT2
quando administrado concentra¢des picomolares de melatonina (entre 1 e 10 pM) (Carlson et al.,
1989; Reppert, 1997). O sinal de transdu¢do dos dois receptores ocorre via proteina G mediada
pela inibi¢do da adenilil ciclase, no entanto, apds essa fase cada receptor apresenta certa distingao.
O MT1 ativa a fosfolipase C, enquanto o MT?2 inibe a via do ciclase guanilato soldvel (von Gall
et al., 2002).

A segunda classe, ML2, é composta por um sitio de ligacdo de baixa afinidade a melatonina
e N-acetilserotinina e com perfil farmacolégico distinto, chamado de MT3 (Lanfumey et al., 2013).
Segundo Lanfumey et al. (2013) o MT3 foi inicialmente encontrado no cérebro, testiculos e rins
(Paul et al., 1999), sendo posteriormente identificada como uma quinona redutase 2 (QR2)
(Nosjean et al., 2000) que possui fungdes enziméticas de oxido redugdo. Este receptor é o que
possui menor afinidade a melatonina quando comparados com MT1 ou MT2 (Lanfumey et al.,
2013).

O MT1 e MT2 sao verdadeiros receptores acoplados a proteina G que possuem entre 350
e 364 aminodcidos tanto para humanos quanto para roedores (Lanfumey et al., 2013). Conhece-se
diferentes propriedades farmacoldgicas para cada receptor, sendo o MT2 o receptor melatonérgico
com maior afinidade a melatonina em si (Zawilska e Nowak, 1999).

O RNA mensageiro do MT1 € expresso em estruturas do sistema nervoso central, incluindo

os nucleos supraquiasméticos do hipotdlamo, cerebelo, hipocampo e cortex cerebral (Bittman e
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Weaver, 1990; Mazzucchelli et al., 1996), enquanto o MT2 € distribuido principalmente na retina
e hipocampo em altas densidades (Dubocovich et al., 1997). Ainda, segundo Tardito et al. (2012),
MT1 e MT?2 sdo expressos na regido pré-frontal, cortex frontal, ganglios basais e drea tegmental
ventral, dentre outras estruturas do sistema nervoso. Enquanto isso, o0 MT3 € encontrado em
maiores concentragcdes no figado e rins, com menores participa¢des no cérebro, coragdo e tecido
adiposo, com ainda menores concentracdes no musculo esquelético e pulmdes (Nosjean et al.,
2001).

A melatonina conhecidamente possui ritmicidade circadiana, logo, ndo poderia ser
diferente com a expressdo gé€nica de seus receptores. Os niveis de RNA mensageiro do MT1
geralmente encontram-se elevados conforme existe aumento do AMP ciclico (Lanfumey et al.,
2013). Esses dados sdo comprovados em estudos que utilizaram o modelo animal que
identificaram o pico da expressdao génica dos receptores melatonérgicos no meio do periodo
noturno (Masana et al., 2000; Von Gall et al., 2002).

Em resumo, a melatonina exerce seus efeitos atuando sobre trés proteinas especificas
(MT1, MT2 e MT3) nos tecidos que expressam sitios de ligagdo para este hormonio tanto no

sistema nervoso central quanto periférico (Boutin et al., 2005).

5.1.4. Efeitos gerais da melatonina

Para que este hormonio seja produzido e liberado para se acoplar as proteinas G de seus
receptores celulares, vimos que € necessario o controle direto dos NSQ, modulados pelo ciclo
geofisico da luminosidade ambiental (principalmente). Uma vez ocorrida a liberacdo da

melatonina, seus efeitos s@o iniciados com a ligacdo a receptores de membrana acoplados a
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proteina G, denominados MT1 ou MT2. Em concentracdes fisioldgicas esses dois receptores sao
os que possuem maior afinidade, logo sdo mais importantes, no entanto, em concentragdes nao
fisioldgicas existe a considerdvel participacdo dos receptores MT3 independentes de sitio de
ligacdo (Boutin et al., 2005; Jockers et al., 2008; Devavry et al., 2012).

Para a consolidacdo dos efeitos da melatonina sobre seus alvos € imprescindivel o
entendimento de como ocorre o processo de transdugdo dos sinais ap6s ligacdo com os receptores
MTI1, MT2 ou quando a melatonina age no sistema antioxidante pela QR2 (quinona redutase,
atualmente denominada MT3 — terceiro tipo de receptor da melatonina). Esse assunto se
caracteriza como relativamente recente na histéria da melatonina, visto que estudos de alto nivel
produzidos hd menos de uma década nao consideravam tal receptor (Witt-Enderby et al., 2003;
Boutin et al., 2005). Apesar de considerdveis avancos refletirem os diversos estudos na drea,
Jockers et al. (2008) relatam que se conhece profundamente a capacidade de a melatonina agir
sobre os NSQ e modular o ritmo circadiano deste que os autores denominam como “clock master”
(principal relégio bioldgico - NSQ), no entanto, as bases moleculares ainda sdo muito pouco
compreendidas.

De fato, até o momento ndo existem estudos concretos que demonstram todo o processo de
sinalizacdo celular disparado apds a ligagdo da melatonina com seus receptores (Devavry et al.,
2012). E possivel que alguns processos possuam um mapeamento concreto de toda a transdugio
de sinais deste neurormdnio, no entanto, sdo indimeros alvos. Neste estudo de Devavry e
colaboradores recém citado (2012), é relatado que tal processo estd sendo realizado em seu
laboratério por meio da utilizacdo do método de cultura de células e receptores de melatonina

advindos de vdrias espécies e analisados em diferentes alvos. Finalizadas tais andlises e discussoes

dos resultados desses experimentos, e de diversos outros que certamente vem sendo realizados em
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outros laboratdrios ao redor do mundo, possivelmente passaremos a compreender com maior
clareza a acdo da melatonina em nivel molecular considerando seus diversos alvos.

Apesar deste contexto, postula-se sem titubear que a melatonina regula grande nimero de
processos neuroenddcrinos e fisioldgicos. Algumas revisdes de literatura ja foram concebidas e
publicadas, mostrando as diversas fungdes associadas a melatonina (Boutin et al., 2005; Jockers et
al., 2008; Devavry et al., 2012). Dentre as principais, a capacidade de controlar o sono, auxiliar
processos digestivos, modular o ritmo circadiano de inimeros parametros fisioldgicos. Além disso,
possui importante participagdo em processos antioxidativos (Hara et al., 1996; Hara et al., 1997,
Ghosh et al., 2007; Carloni et al., 2008) e antiinflamatérios (Li et al., 2005; Kireev et al., 2008;
Caballero et al., 2008) e por consequéncia, seu envolvimento com a patologia clinica vem
aumentando exponencialmente, sendo associada ao tratamento de cancer (de diversas etiologias)
e utilizada na investigacdo de respostas imunoldgicas diversas. Atualmente se sabe que a
melatonina é capaz de induzir a apoptose em células neoplésicas de diferentes linhas, incluindo o
hepatocarcinoma celular (Carbajo-Pescador et al., 2013), atua no metabolismo energético
associado a obesidade (Cipolla-Neto et al., 2014), previne disfuncdo mitocondrial e resisténcia a
insulina (Teodoro et al., 2014) e apresenta efeitos positivos em importantes doencgas neurolégicas
(Phillipson, 2014). Uma sumariza¢ao das fungdes associadas a melatonina pode ser visualizada na
tabela 1.

Apresentadas as diversas fungdes da melatonina, os topicos seguintes aprofundardo os
conhecimentos sobre como vem sendo realizada a administracdo exdgena deste hormodnio e as

consequéncias dessa condicao sobre a performance em exercicio fisico.
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Tabela 1. Apresentagdo dos diversos efeitos ja descritos na literatura e associados a melatonina.

Modulagao do ritmo circadiano;

Modulagdo da atividade neuronal no hipocampo de ratos;

Atividade anticonvulsiva;

Regulagdo do fluxo sanguineo cerebral de ratos;

Possui fator hipotensivo;

Potencializa a vasoconstric¢do mediada por receptores noradrenérgicos via MT1 e media a

vasodilatacdo via MT2 em ratos;

Inibe o rolamento leucocitdrio em capilares de ratos;

Inibe o infarto do miocardio;

Previne necrose celular e disfuncio renal;

Reduz o ganho de peso em ratos obesos;

Promove a secrecdo de bicarbonato duodenal em ratos;

Possui efeito analgésico;

Possui efeito antioxidante;

Inibe a inflamag¢do aguda exacerbada, mediando resposta de citocinas;

Reduz impacto da indugdo de doenca de Parkinson em ratos;

Modulagdes positivas do sistema energético durante o exercicio fisico;

Inibe a excitacdo exacerbada do fator transcricional kappa B;

Inibi¢do do cancer de diversas etiologias;

Auxilia no tratamento de doencas de alteracao de humor e depressao;

Apresenta respostas termorregulatorias;

Utilizada no tratamento da hipertensao e hipertrofia ventricular;

Previne disfuncao mitocondrial e resisténcia a insulina;

Extraido de: Mazepa et al., 2000; Boutin et al., 2005; Atkinson et al., 2005; Caballero et al., 2008;
Reiter et al., 2010; Aygiin et al., 2012; Srinivasan et al., 2012; Forbes-Robertson et al., 2012;
Lanfumey et al., 2013; D1 Bella et al., 2013; Cipolla-Neto et al., 2014; Teodoro et al., 2014;
Phillipson, 2014.
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5.1.5. Melatonina exégena: informacdes gerais

Indmeros estudos realizam a aplicacdo deste hormonio com a finalidade de investigar os
mecanismos nos quais a melatonina participa. Para que possamos analisar os efeitos da melatonina
sobre seus diversos alvos é imprescindivel que seja identificado se tais fendOmenos ocorrem em
concentracoes fisioldgicas ou altas concentra¢des geradas pela administracdo exdgena.

A tabela abaixo apresenta diversas solucdes de transporte, concentracdes da droga e vias
de administracdo da melatonina em modelos contemplando diferentes roedores e humanos. Diante
da tabela 2 se pode constatar que a administracdo de melatonina geralmente € conduzida apds sua
dissolug@o em etanol puro e empregando solucdo salina como transporte (NaCl 0,9%). A dose de
aplicacdo da melatonina possui grande variacdo quando utilizada em ratos Wistar, sendo mais
comumente aplicado 10 mg (diluida na menor concentracio possivel de etanol, geralmente 0,1 a
0,5%) por quilograma de peso corporal dos animais, por dia. Além disso, geralmente € aplicada a
melatonina 30 minutos antes da intervencdo (exercicio, por exemplo) ou eutandsia. Diversos
estudos citados nessa tabela ressaltam alguns cuidados imprescindiveis no manuseio da droga apds
a diluicdo. A mesma deve ser mantida em frasco ambar e em freezer escuro a fim de evitar os
efeitos da luminosidade sobre a estabilidade da solucao.

Conhecidamente, a concentracdo sérica fisiolégica da melatonina varia ao longo do dia,
sendo sua secrecdo marcadamente aumentada no periodo noturno (Huang et al., 2013)
principalmente em torno de duas horas antes do hordrio normal de sono (Burgess et al., 2008).
Burgess et al. (2008) ainda postulam que a melatonina possui altos niveis durante todo o periodo
noturno, iniciando o decréscimo na concentragdo sérica conforme se aproxima o hordrio normal

do despertar para um novo dia. Isso explica o fato de a melatonina ser comumente utilizada para
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modular o ritmo circadiano ou para induzir o sono em pessoas com quadro cronico de insonia

(Breslow ET al., 2013).

Tabela 2. Administracdo exdgena de melatonina em diferentes modelos experimentais,
considerando humanos e roedores.

Animal Quantidade Diluicao Via de Referéncia
administraciao
Rato Wistar 10mg kg! Dissolvida em etanol - Zhong et
(5mg/0,02ml); Diluida em al., 2013
solugdo salina pré injecdo até
Img/ml.
Rato Wistar ~ 100mg.kg’! Dissolvida em etanol (0,5%) Intraperitoneal ~ Zurowski et
al., 2012
Rato Wistar 10mg kg’! Dissolvida em etanol (<1%); Intraperitoneal Bharti et
Diluida em solug¢do salina pré- al., 2012
injecdo até 1mg/ml.
Rato Wistar 10mg kg Dissolvida em etanol (<1%); Intraperitoneal ~ Tasdemir et
Diluida em solucdo salina. al., 2012
Ratos Wistar 3mg.kg!dia! Dissolvido em 0,1ml de etanol Subcutanea Ozdemir et
(10%) e diluido em solugao al., 2013
salina.
Rato Wistar 2mg kg! Dissolvida em etanol (0,5%) e Intraperitoneal ~ Mazepa et
diluida em solucdo salina 0,2ml al., 2000
a0,9%.
Camundongo  10mg.kg! Dissolvida na menor quantidade  Diluido na 4dgua Garcia-
3xTg-AD possivel de etanol; Diluida em (bebedouro) Mesa et al.,
solugdo salina. 2012.
Sprague- 3mg.kg!dia’! Dissolvido em puro etanol e Intraperitoneal  Bicer et al.,
Dawley diluido em 0,1ml para 0,9ml de 2011
NaCl.
Sprague- 3mg.kg!dia’! - Intraperitoneal  Kaya et al.,
Dawley 2010
Humano 15mg 5 cépsulas de 3 mg de Oral Ochoa et
administrados melatonina al., 2011
em 3 dias
Humano 6mg Diluido em 200 ml de dgua Oral Mero et al.,
2006
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A concentracdo sérica fisioldgica de melatonina em ratos Wistar mantidos em condi¢do
de controle experimental é de aproximadamente 20 pg.ml! (Ozdemir et al., 2013). Diversos
estudos analisaram o pico da concentracdo da melatonina ap6s administracdo exdgena assim como
a meia vida do hormoénio, sendo que a maioria aponta rdpida metabolizacdo da melatonina
exdgena, com meia vida entre 10 e 60 minutos em Humanos (Waldhauser et al., 1984; Maldonado
etal., 2012) e ratos (Yeleswaram et al., 1997). Geralmente, doses que totalizam quantidades entre
0,3 e 10 mg de melatonina produzem efeitos de semelhante magnitude (Dollins et al., 1994;
Zhdanova et al., 1995). Apesar disso, diversos estudos encontrados na literatura e apresentados
nessa tese demonstram que a melatonina pode possuir uma relagdo dependente da dose
administrada. Doses menores que 0,3 mg parece ndo produzir alteracdo da concentragdo sérica
deste hormodnio (Zhdanova et al., 1995). Nao obstante, altissimas concentragdes de melatonina ndo
parecem representar qualquer toxicidade além de ndo se conhecer uma dose letal para nenhum
animal (Barchas et al., 1967; Maldonado et al., 2012), no entanto, sabe-se que seus receptores
encontram-se totalmente saturados apés administracio exégena de 200 pg.ml™! (Zhdanova et al.,
1995).

Importante observar que muitos estudos analisam os efeitos da melatonina exdgena sobre
orgios especificos. Quando administrada sistemicamente, a melatonina pode facilmente transpor
barreiras fisiolégicas de vdrios tecidos, logo, se atribui a capacidade de acdo do hormdnio nos

tecidos conhecendo sua concentracao sérica (Reiter et al., 2010).
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5.1.6. Melatonina e exercicio

A partir das caracteristicas da melatonina anteriormente abordadas nesta tese, indicamos
algumas prerrogativas que possivelmente seriam capazes de tornar este hormdnio um agente
ergogénico para exercicio de longa duracdo (endurance). Assim, esse topico visa discutir os efeitos
do exercicio fisico sobre a secrecdo de melatonina e os efeitos da administracdo exdgena da
melatonina sobre o exercicio fisico.

O exercicio fisico, conforme conhecido classicamente, possui grande interagdo com a
estimulacdo adrenérgica. O que se sabe de novo é que esta estimulacdo dos nervos adrenérgicos
pode potencialmente modular a secrecdo da melatonina (Escames et al., 2012), visto a participacao
deste hormoOnio na estimulacdo da biossintese (ver topico biossintese da melatonina, deste
capitulo). Isso retrata 0 mecanismo ndo fético “exercicio fisico” estimulando os NSQ, conforme
anteriormente discutido.

Diante disso, maior aten¢do serd despendida nesse momento no entendimento de quais
mecanismos a melatonina (exdgena ou liberada a partir da estimulacdo ndo fética gerada pelo
exercicio, logo, endégena) age no sentido de aperfeicoar o desempenho atlético. Para isso,
seguiremos 0s principais elementos relacionados por Escames et al. (2012) e publicados em
recente revisao de literatura: sistema cardiovascular, efeitos no muisculo esquelético e na prevencao
do estresse oxidativo.

Em relacdo ao sistema cardiovascular, Escames e colaboradores (2012) postulam que a
administracdo exdgena de melatonina possui a propriedade de aumentar o debito cardiaco e a
fracdo de ejecdo ventricular esquerda, fatores que conhecidamente podem auxiliar de maneira

positiva na continuidade do exercicio fisico. Enquanto o exercicio fisico aumenta a estimulacao
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simpdtica, a administracdo exdgena de melatonina em humanos possui efeitos supressivos nesta
estimulagdo, o que paradoxalmente pode ser um fator positivo para a performance. Além disso,
algumas condic¢des de exercicio fisico podem disparar o infarto do miocardio em individuos com
suscetibilidade presente, enquanto a melatonina exdgena parece possuir importante papel
preventivo nesses casos. Isso pode ser observado em individuos exercitados e submetidos a doses
de melatonina que apresentaram menores concentracoes de creatina quinase muscular cardiaca,
marcador sérico para lesdo tecidual cardiaca. Sabe-se ainda que, enquanto o exercicio fisico
estimula o processo inflamatdrio (interleucinas, fatores de necrose tumoral, fatores de transcricao
especificos estimuladores da inflamagcdo aguda ou cronica) a melatonina tem propriedade
inibitéria. Além dos fatores cardiovasculares, Escames et al. (2012) alertam para possivel relacao
da melatonina com receptores dos alfa motoneuréneos, a qual seria capaz de promover um
incremento na performance atlética.

Informagdo bem conhecida e ja consolidada na literatura € de que a melatonina possui
importante participacdo no metabolismo energético durante o exercicio fisico. Um dos primeiros
estudos que investigaram o efeito ergogénico da melatonina realizado com a utilizagdo de ratos
Wistar (Mazepa et al., 2000) submeteu roedores com vigilia noturna a doses de 0,5 ou 2 mg.kg!
de melatonina, 30 min antes de um exercicio em esteira rolante. Este estudo apresenta
pioneiramente que a melatonina ndo afeta significativamente a glicemia em animais mantidos em
repouso, no entanto, € capaz de reduzir significativamente o decaimento de glicose sérica apds o
exercicio, principalmente quando administrada uma dose de 2 mg.kg'. Além disso, a melatonina
foi capaz de aumentar significativamente a disponibilidade de 4cidos graxos livres, preservando
glicogénio muscular e hepéatico. Houve, sobretudo, decréscimo na concentracdo de lactato

sanguineo em detrimento a um aumento deste metabdlito no tecido hepético dos animais tratados.
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Na consolidacdo destas informacdes facilmente se € conduzido ao entendimento de que a
melatonina pode possuir alteracdes metabdlicas favordveis a prética de exercicios de longa
duragdo, uma vez que o glicogénio muscular € o principal substrato energético para exercicios na
intensidade correspondente a maxima fase estdvel de lactato (Beneke et al., 2000) e que o lactato
sanguineo quando produzido em excesso € capaz de induzir acidose metabdlica por meio da
liberagdo de fons hidrogénio na corrente sanguinea e inibir a atividade enzimdtica (como da
ATPase). Apesar de o estudo de Mazepa et al. (2000) produzir dados satisfatérios e até
empolgantes, a intensidade de esforco ndo foi individualizada aos animais, além de ndo ter sido
realizado nenhum procedimento de determina¢do de intensidade relativa de esfor¢o, tornando a
interpretacdo dos resultados extremamente limitada. Além disso, o critério de exaustdo € outro
fator que merece forte critica a este estudo, visto que os autores utilizaram o choque elétrico como
meio estimulante para a continuidade do exercicio, o que certamente possui importante papel na
estimulacio adrenérgica e poderia influenciar nos resultados. E possivel que desenhos
experimentais envolvendo exercicios controlados em diferentes intensidades sem utilizacdo do
choque elétrico culminem em diferentes respostas.

Em outro estudo, Kaya et al. (2010) realizaram uma investigacdo envolvendo ratos
Sprague-Dawley submetidos a 30 minutos de exercicio de natacdo sem intensidade de esforco
relatada, administrando 3 mg.kg' de melatonina nos animais. Apesar de concluirem que os
estoques de glicogénio hepético permanecem restaurados nos animais que receberam melatonina,
a falta da indicacdo da intensidade de esforco impede qualquer andlise dos efeitos do exercicio
sobre as varidveis. Caso os animais tenham se exercitado na natagdo sem imposi¢ao de sobrecarga,
¢ possivel que a flutuabilidade intrinseca a esses animais tenha conduzido a maior estresse gerado

pelo ambiente aquéatico que a prépria execucao do exercicio.
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Mais recentemente outro estudo (Bicer et al., 2011) investigou os efeitos da melatonina no
exercicio encontrando dados positivos e similares aos anteriormente citados (Mazepa et al., 2000;
Kaya et al.,, 2010). Apesar disso, o modelo de natacdo utilizado para ratos Sprague-Dawley
consistiu em exercicio de natacdo em pares, o que impede o correto padrdo de nado dos animais,
além de ndo identificar a intensidade de esfor¢o a qual os roedores foram submetidos, apenas o
volume de 30 minutos.

Outro efeito marcadamente positivo da administracdo de melatonina previamente ao
exercicio fisico € sua capacidade de promover um balango oxidativo no organismo. Durante o
exercicio fisico a contracdo muscular promove grandes aumentos na produgdo de radicais livres,
ou espécies reativas ao oxigénio (EROs), as quais culminardo em estresse oxidativo caso nosso
sistema antioxidante ndo seja capaz de combaté-las. Essas substancias reativas ao oxigénio sao
produzidas na mitocdndria, no reticulo sarcoplasmdtico durante a oxidacdo de nicotinamina
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), dentre outros (para mais informacgdes, ver Powers et al.,
2010). Estudos tém demonstrado que a inibi¢do do excesso desses radicais livres, ou seja, a
diminui¢do do estresse oxidativo pela acdo de antioxidantes, é capaz de promover menores danos
ao tecido muscular esquelético e cardiaco (Hara et al., 1996; 1997).

O parénquima muscular esquelético ou cardiaco pode ser danificado por lesdo celular
mediada pelo exercicio fisico, cendrio comumente observado apds exercicio fisico extenuante ou
de alta intensidade. Desta maneira, o musculo € incapaz de promover a mesma agdo contrétil para
a geracdo de forca mecanica (Davis et al., 2007), o que poderia conduzir a performances
prejudicadas (Baldwin Lanier, 2003; Robson-Ansley et al., 2004; Warren et al., 2001). Diante
deste quadro, a prevencao do estresse oxidativo seria capaz de otimizar a performance. Interessante

notar que a melatonina possui considerdvel capacidade antioxidante, sendo um agente de forma
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direta e indireta (Reiter et al., 2004; Bonnefont-Rousselot et al., 2011), dez vezes mais potente que
o alfa-tocoferol e a vitamina C na prevencdo de peroxidagdo lipidica. Além disso, é fato que a
melatonina apresenta um papel de protecdo do dano muscular em ratos exercitados (Tan et al.,
1993; Hara et al., 1996)

Além desses achados, Escames et al. (2012) aponta ainda estudos que tem investigado a
capacidade de a melatonina atuar positivamente no sistema de termorregulacio do organismo
exercitado em ambientes com altas temperaturas. Diante dessas observacdes, percebe-se a
importancia de se estudar os efeitos da melatonina em seus diversos alvos quando administrada
em diferentes periodos do ritmo circadiano.

A melatonina tem sido recentemente investigada em associa¢ao ao exercicio fisico e, como
vimos, diversos efeitos sdo identificados conforme o hordrio e dose administrada. Diante das
evidéncias, alguns paises elencam a utiliza¢do desse hormdnio como ilegal, como o Reino Unido,
Brasil, Alemanha, Canadd, Africa do Sul, Austria, Bélgica, Franca, dentre outros (Forbes-
Robertson et al., 2012), contudo, a organizacado mundial anti dopagem nao inclui a melatonina na
lista de drogas ilicitas até o momento de publicacdo desta tese (2014). Nesses paises o uso deve
ser prescrito por um médico, visto que diversos tratamentos sdo baseados nessa droga, no entanto,
em paises como Estados Unidos da América, Tailandia e Singapura a melatonina € vendida
normalmente e encontrada em diversos alimentos contendo diferentes concentragdes sem

quaisquer restricoes.

5.1.7. Catabolismo e excrecao

O processo de catabolismo e excre¢do da melatonina € relativamente simples perante os

mecanismos anteriormente abordados. De maneira geral, a melatonina circulante é rapidamente
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metabolizada quando recebida no figado. O primeiro processo € a hidroxilagcdo na posicao 6 pelos
P450 mono-oxigenases do hepatdcitos. A estrutura resultante desta hidroxilacao € entdo conjugada
com o elemento sulfato, e em menores propor¢des ao glucoronido, sendo liberada em muito poucas
quantidades de forma ndo conjugada. Na tultima fase do catabolismo da melatonina, a estrutura 6-
hidroxilada € liberada das células do figado a corrente sanguinea e finalmente excretada pela urina
em forma de 6-sulfatoximelatonina (Skene et al., 2001).

Observando as a¢des mediadoras da melatonina como agente antioxidante, é importante
ressaltar que os melatdlitos produzidos nesses processos (incluindo hidroximelatonina-3-ciclica,
N1-acetil-Ne-formil-5-metoxiquinuramina e Nl-acetil-5-metoxiquimunamina) também sdo
excretados pela urina (Reiter et al., 2010).

Skene et al. (2001) postularam que o CYP1A2, componente de uma familia de proteinas
altamente associadas a capacidade de hidroxilagdo, € a principal substiancia na metabolizacdo da
melatonina no figado de ratos quando este hormonio encontra-se em concentragdes
farmacoldgicas.

Como metabdlito do catabolismo da melatonina encontrado na urina, o 6-
sulfatoximelatonina também tem sido utilizado como pardmetro para a mensuracao indireta da

concentracdo de melatonina em diversos tipos de experimentos (vide Sun et al., 1993).
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6. CAPITULO 3

6.1. Exercicio fisico, estresse oxidativo e resposta inflamatoria: papel do fator de transcicao
nuclear kB

Physical exercise, oxidative stress and inflammatory responses: role of nuclear factor kB

Wiladimir Rafael Beck, Claudio Alexandre Gobatto.

RESUMO

Estimulos estressantes sdo constantemente assimilados pelo organismo, promovendo
transdugdes de sinais intracelulares mediadas por complexos proteicos. Tais comunicagdes
ocorrem visando o processo de adaptacao celular ao estimulo ou o combate a agentes promotores
quando em caso de patologias. O exercicio fisico aplicado sob alta intensidade ou volume se
caracteriza como um agente estressor relevante, promovendo estresse oxidativo e estimulacio
pré-inflamatéria consideravel. Estas consequéncias s3o necessdrias para que nosso organismo
reaja adequadamente e se prepare para novas sessoes de esforco, basicamente caracterizando o
treinamento fisico. Neste processo inflamatério um complexo proteico tem papel fundamental: o
fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB). Elemento dimérico e pleiotropico, € constituido por
diferentes combinacdes de homodimeros, sendo altamente influenciado pelo estresse oxidativo e
interleucinas, assim como o exercicio fisico. Nesta revisdo apresentamos a via principal de
transdugdes de sinais que envolve o NF-kB e a relacionamos com o exercicio fisico, verificando
que o processo inflamatério promovido pelo exercicio fisico parece ocorrer com relevante

participacdo do NF-«xB, o qual se situa em um campo altamente ativo da produgdo cientifica atual
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e merece constante atualizacdo devido as complexas interagdes que tal fator de transcricdao se
envolve.

Palavras chave: NF-«B, estresse oxidativo, inflamacao, exercicio fisico.

ABSTRACT

Our organism constantly absorbers stressful stimuli leading to intracellular transductions
mediated by proteins. Such communication aim cell adaptation or pathogens strike. The physical
exercise of high intensity or volume comprises a relevant stressful agent, leading to oxidative
stress and pro-inflammatory responses. This is important to adequate responses of our organism
when it is preparing to future exercise sections, basically characterizing the physical training.
During such inflammatory process there is a protein complex with an important role: the nuclear
factor kB (NF-xB). Dimeric and pleiotropic, is constituted by some homodimers combination,
being highly influenced by oxidative stress and interleukins, as well as physical exercise. In this
review we show the main transductions pathway involving NF-kB, relating with exercise,
observing that the paradoxical phenomena described on inflammatory process generated by
exercise seems to occur under relevant participation of NF-kB. This protein complex comprises a
highly active field on scientific information and deserves constantly actualization due to it
complex interactions.

Keywords: NF-kB, oxidative stress, inflammation, physical exercise.
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INTRODUCAO

E por meio da expressdo génica induzida por regulacdes que o organismo se adapta ao
ambiente, a estresses térmicos, quimicos, mecanicos e bioldgicos. O exercicio fisico
conhecidamente ¢ um fator gerador de estresse, demandando adaptacdes organicas. Para que tais
adaptacdes ocorram, o organismo recorre a transdugdes de sinais intracelulares envolvendo
complexos proteicos com a finalidade de influenciar as células a produzirem as respostas
adequadas. Envolvido nesse complexo processo encontra-se o fator de transcricdo kappa B (NF-
kB). Este fator nuclear compreende um elemento dimérico, pleiotrépico (um tnico gene controla
diversas caracteristicas fenotipicas), capaz de regular pelo menos 200 genes envolvidos na
funcdo celular geral em multiplos processos fisiologicos, patolégicos (Oeckinghaus et al., 2009)
e inflamatdrios (Pereira e Oackely, 2008) mediados por citocinas, antigeno-receptores, apoptose,
caquexia e atrofia (Pahl, 1999), possuindo um papel extremamente importante na conservagao de
aspectos evoluciondrios do sistema imune (Gerondakis et al., 2013). A maior parte de todo o
conhecimento sobre este complexo proteico advém de estudos que promovem manipulacoes de
respostas imunoldgicas, apesar de sua considerdvel participacdo na proliferacdo, diferenciacio e
seu impacto na sobrevivéncia celular mediada por expressao génica (Hayden e Ghosh, 2012).
Apesar disso, sua influéncia sobre as adapta¢des demandadas ao organismo pelo exercicio fisico
agudo e/ou cronico vem chamando a atencao de pesquisadores ao redor do mundo.

Diante desse contexto, a presente revisdo visa identificar o NF-kB, suas interacdes
intracelulares e a relacdo deste complexo proteico com o exercicio fisico. Para tal, foi realizada
busca de evidéncias cientificas em revistas de impacto internacional por meio da base de dados

Pubmed e Scielo datadas desde a descoberta desse complexo proteico a 2013.
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DESENVOLVIMENTO

O fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB)

O primeiro experimento que investigou o hoje chamado NF-kB buscava caracterizar
complexos proteicos ligados a cadeias pesadas de imunoglobulinas ou potencializadores da
cadeia leve do sitio de ligacdo nuclear k. Quando Sen e Baltimore (1986) investigaram extratos
de diferentes estdgios da maturacio de células B linfoides por meio de ensaios de deslocamento
da mobilidade eletroforética (Electrophoretic Mobility Shift Assay — EMSA), verificaram que um
complexo niicleoproteico formado com o sitio de ligacdo k3 foi detectado. Assim, os autores
determinaram que o sitio de ligacdo para este complexo ntcleoproteico se chamaria B (sitio de
ligagdo B) e se referiram ao fator nuclear como NF-kB, sendo um fator de transcri¢do nuclear
potencializador da cadeia leve do sitio de ligagdo nuclear k de células B linfoides (Sen e
Baltimore, 1986). Incrivelmente, ja em 1989 uma revisdo de literatura foi escrita a partir de
alguns estudos ja publicados, mostrando a importancia daquele complexo proteico recém-
batizado. Neste estudo, Leonardo e Baltimore (1989) comentam que o NF-kB havia sido
detectado em todos os extratos celulares testados em mamiferos, os conduzindo a explorar a
promiscuidade deste fator potencializador do sitio de ligacao dos gene k. Visto o grande interesse
dos pesquisadores sobre este novo campo de pesquisa, rapidamente se identificou sua relacao
com o estresse oxidativo (Schreck et al., 1992), abrindo horizontes para futuras investigacdes.

Atualmente nos resta atestar a presenca deste fator nuclear em praticamente todas as
células e tecidos do organismo(Oeckinghaus et al., 2009). Sabemos que o NF-kB medeia

respostas bioldgicas de grande importancia, incluindo respostas imunoldgicas inatas e
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adaptativas (Gerondakis et al., 2013; Li et al., 2002), regulacdo do crescimento tumoral (Perkins,
2004) e desenvolvimento de doencas (Hoesel e Schmid, 2013), geralmente teciduais (Cai et al.,
2004). As vias de transducdo de sinais intracelulares do NF-kB também sdo consideradas na
etiologia da inflamagdo gerada pela obesidade (Baker et al., 2011), tumores malignos gerados
por perpetuacdo e manutencdo de processo inflamatério (Ben-Neriah e Karin, 2011) e
diretamente envolvidas com doengas metabdlicas (Baker et al., 2011).

Apesar de o NF-kB possuir importantes propriedades na proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular mediada por processos adaptativos (como hipertrofia, hiperplasia ou
atrofia), este complexo proteico, quando ativado de maneira exacerbada, é fortemente associado
a patologia. A forma mais estudada e consequentemente conhecida de ativacdo do NF-«xB se da
por meio de receptores do fator de necrose tumoral alfa (TNFRI1, da familia TNFR), sendo a via
classica ativada por meio de uma proteina que cliva (IKK) a sequestradora do NF-xB no citosol.
Assim, as consequéncias da ativacdo exacerbada das IKK podem ser considerdveis no
organismo, visto que o exacerbado estimulo as IKK podem excitar proteinas com dominios de
morte celular (Dead domains — dd), como por exemplo, as TRADD e FADD (Hayden e Ghosh,
2012). Além disso, proteinas como RIP, IRAK, JNK, TAB, TAK e caspases sdo ativadas durante
a sinalizacdo celular intermedidria entre o TNFR1 (receptor celular de membrana do TNF-a) e as
IKK.

A inapropriada regulacdo da ativagdo do NF-xB tem sido diretamente associada a
inflamacdo cronica e a patogénese de diversas doengas, como cancer de diversas etiologias,
artrite, doencas renais, gastrointestinais e metabdlicas. A literatura atual € praticamente
conclusiva neste sentido, associando o NF-«kB ligado ao sitio nuclear como agente pro-

inflamatério e a doengas cronicas. Isso porque o NF-kB ativado promove uma retroalimentacao
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na producdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-1 e IL-6 (esta ultima
especificamente do tecido adiposo), que sinalizam para o aumento do processo inflamatério.

Diante desse envolvimento do NF-«kB em uma imensidio de processos bioldgicos,
fisiologicos e patologicos, o nimero de estudos encontrados na literatura a partir da década de
1990 tem ultrapassado 1000 por ano, chegando ao espetacular nimero de mais de 5000 estudos
por ano, apenas em revistas indexadas, no ano de 2010 (Hayden e Ghosh, 2012).

A familia de proteinas que compreendem o complexo NF-kB (ou Rel) pode compor
diferentes combinagdes hetero ou homodiméricas. Essas combinagdes sdo compostas de
basicamente cinco subunidades polipeptidicas, em mamiferos, para constar: NF-kB1 (p50 e seu
precursor pl05); NF-kB2 (p52 e seu precursor p100); RelA (p65); RelB e c-Rel (Ghosh et al.,
1998). Até a década de 1990 se acreditava que a forma ativada do NF-«B é um heterodimero,
formado pelo p50 e p65 (Barnes e Karin, 1997), apesar de esses autores, a frente de seu tempo,
até consideravam a existéncia de outros heterodimeros. De fato, atualmente se conhece a
importante participagdo de pelo menos 15 heterodimeros possiveis. Hayden e Ghosh (2004), de
certa forma confirmando a importancia destacada por Barnes e Karin (Barnes e Karin, 1997),
postularam que o heterodimero p50/p65 representa a combinacdo mais abundante dentre as
possiveis na familia Rel, sendo encontrada em praticamente todas as células ja estudadas. Apesar
disso, outros complexos tem sido descritos, como p65/p65, p65/c-Rel, p65/p52, c-Rel/c-Rel,
pS2/c-Rel, p50/c-Rel, p50/p50, RelB/p50, e RelB/p52 (Hayden e Ghosh, 2004), sendo a
relevancia dessas associagdes diméricas ainda ndo bem explorada até o momento (Oeckinghaus

et al., 2009).
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Apresentaremos agora algumas informacdes muito bem consolidadas na literatura atual,
que podem ser encontradas em alguns artigos de revisdo recentes (Hayden e Ghosh, 2012;
Hécker e Karin, 2006; Huxford et al., 2011; Oeckinghaus et al., 2009; Pereira e Oakley, 2008).

Uma caracteristica das proteinas que formam o NF-xB € a presenca de um terminal
chamado RHD (Rel Homology Domain, um dominio homélogo a familia Rel; familia do NF-xB)
formado por aproximadamente 300 aminoécidos, cuja fun¢do é o contato com o DNA. Esse
terminal, que d4 a caracteristica de fator nuclear, € subdividido em um terminal-N (NTD — N-
terminal Domain; Dominio do Terminal-N), DD (dimerization domain — dominio de
dimerizacdo, formado por 100 aminodcidos) e polipeptidio NLS (Huxford et al., 2011). Para que
a transcricdo nuclear seja realizada, € insubstituivel a presenca de um terminal, denominado
TAD (TADs - TransActivation Domain, é um C-terminal), presente apenas no p635, c-Rel e RelB.
Essas formagdes proteicas se unem aos sitios kB nos genes exercendo efeitos positivos ou
negativos na expressao génica. Apesar de apenas essas proteinas possuirem TADs, ndo quer
dizer que o p50 e p52 nido participem de processos transcricionais. Esses dimeros podem atuar
por meio da ligacdo a outras proteinas da familia Rel e formar heterodimeros capazes de realizar
a transcri¢do nuclear, ou podem atuar como reguladores negativos da ativacdo do NF-kB

Quando nao ativado, o NF-kB (formado por seus diversos heterodimeros) é sequestrado
no citoplasma por proteinas inibitérias denominadas IxkB (IkBa, B, v, {, €, BCL-3 e IkBns). As
IkB e proteinas chamadas de precursoras p100 (NF-xB2) e p105 (NF-xB 1) sdo definidas pela
presenca de multiplos dominios repetidos de anquirina, formado por 33 aminodcidos arranjados
helicoidalmente (Gaudet, 2008). Pelo fato de possuirem esses dominios repetidos de anquirina,
sdo conhecidos como inibidores cldssicos do NF- kB (Hatada et al., 1993; Mourkioti e

Rosenthal, 2008). Para que o NF-kB seja ativado, €, portanto, necessario o desligamento desta
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proteina inibidora citosélica. Tal processo € realizado principalmente por duas proteinas
denominadas IkB quinases, as IKK (IKKa ou B).

Essas proteinas quinases degradam as proteinas citosélicas inibidoras do NF-«kB muito
rapidamente quando devidamente estimuladas. Esses estimulos podem ser enviados na presenga
de um fator de necrose tumoral (TNF-a), respostas imunoldgicas e de estresse, bactérias, virus e
citocinas inflamatorias, por exemplo. De maneira geral, a fosforilagdo das IxkB pela IKK gera a
ativacdo de enzimas promotoras de ubiquitinacdo (SCF-tipoE3), o que consequentemente
promove degradacdo do proteossomo 26S do IkB (Chen, 2005). Dessa forma, o IkB ¢
transformado em residuos de serina (DSGXXS), tornando o complexo NF-kB livre para se
translocar ao nicleo e promover transcri¢ao por meio de sitios de ligacdo conhecidos como sitios
de kB (5'GGGRNNYYCC3, sendo: N= qualquer teminal base, R=purina; Y=pirimidina)
(Hayden e Ghosh, 2004).

De longe, a proteina citoplasmadtica inibitéria do NF-kB mais estudada ¢ a IxBa, que
possui maior poder de inibicdo quando comparado ao IkBf. Por caracteristica, a acdo de
degradacdo do IkBa ¢ mais rapida, enquanto do IkBf depende do tipo celular e do estimulo
envolvido, além disso, o IkBa possui a propriedade de adentrar ao nicleo celular e desligar o
NF-kB do DNA.

Apesar dessas relevantes informacgdes, sabe-se que o NF-«B pode ser encontrado em
algumas células ja no nicleo, constitutivamente ativo, como ocorre em células B maduras,
macréfagos, neurdnios, células vasculares e intimeros tipos de tumores. Assim, o complexo
proteico encontrado no citosol ¢ IkB:NF-xB, uma formacdo ndo covalente e muito estavel

(Whiteside e Isrdel, 1997), e quando estudamos a via IKK/NF-kB estamos nos referindo a
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ativagdo do fator de transcricdo kB apds liberado de seu sequestrador citosdlico, o IkB,
promovendo sua translocacdo em direcdo ao nucleo e a consequente expressao génica especifica.

Portanto, o balanco entre a localizacdo nuclear ou citoplasmética do complexo proteico
NF-«kB ¢ alterado conforme o IkB ¢ degradado (Birbach et al., 2002), resultando em duas vias de
sinalizacdo j4 bem relatadas: a via candnica e via ndo-candnica. A primeira é considerada como
classica, quando por reconhecimento de um ligante de membrana (TNFR — receptor do fator de
necrose tumoral-1; IL-1 R — receptor da inteleucina-1; TLR4 — receptor Toll-like 4; receptores de
antigenos) dispara uma cascata de sinalizacdes celulares que culminam na ativagdo do IKKf
(também conhecido como IKK?2) (Gerondakis et al., 2013). Importante ressaltar a grande
interagdo entre as IKK a, B e y. Tal processo ird cumlinar na fosforilagio da IxBe gerar a
possibilidade de o NF-«xB se ligar ao DNA nuclear (para informacdes mais completas sobre as
proteinas ativadas nessa via de sinalizacdo, ver Hayden e Ghosh (2012), figuras 3, 4 e 5).
Enquanto isso a via ndo-candnica € conhecida como alternativa por depender exclusivamente de
citocinas especificas, como o ligante CD40 leucocitario, ativando o IKKa.

Para que o organismo ndo seja acometido por uma ativacdo exacerbada do NF-«xB
nuclear devido a um simples estimulo excitatério as IKK, existe um processo de regulacdo
importante responsavel pelo desligamento do fator de transcricdo de seu sitio nuclear de ligacao.
A forma mais bem aceita na literatura é que o grande nimero de NF-kB ligados ao ntcleo induz
a produgdo de IkB, particularmente a a citosdlica, que € capaz de adentrar ao nicleo e remover a
ligacdo do NF no sitio kB, realocando-o no citosol associado a recém-formadas IkBa (Hayden e

Ghosh, 2004).
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Relacao do exercicio fisico com a via IKK/NF-kB

Nos tépicos discutidos acima, destacamos como a presenca de um estimulo reconhecido
por proteinas de membrana (como TFNRI1, por exemplo) desencadeia uma cascata de transdugdo
de sinais que finalmente fosforila as IKK, degradando IxB e tornando o NF-«kB livre para
promover a transcricdo em diversos genes, o que resulta, dentre outras, em respostas pro-
inflamatérias. Classicamente, o NF-kB ¢ estudado por essa via. Contudo, a contragcdo muscular
gerada durante o exercicio fisico também tem sido destacada como um elemento indutor da
atividade desta via.

A relag@o entre a contra¢cdo muscular e o incremento da atividade da via IKK/NF-kB foi
demonstrada ja na década de 1990, destacando a importante participacdo do estado redox
mitocondrial causado pelo exercicio fisico como mediador da ativacdo da via de transducdo de
sinais pré-inflamatérios. Importante destacar que este estudo de Sen e Packer (1996) trata-se do
estudo pioneiro em demonstrar que sob estresse oxidativo (aumento das espécies reativas ao
oxigénio —EROs- em relagdo ao combate antioxidante) a via IKK/NF-xB era superativada.
Portanto, sabe-se que o estado redox intracelular é capaz de modular a transloca¢do nuclear do
NF-«B e regular a transcricdo génica deste complexo proteico (Sen et al., 1997; Muioz e Costa,
2013).

Quando se trata do exercicio cronico parece que a ativacdo exagerada do NF-xB
encontrada no exercicio extenuante agudo é suprimida, possivelmente mediado por aumento dos
niveis de glutationa muscular (conhecido agente antioxidante) tornando o estado redox mais
proximo da normalidade e diminuindo a ativagcdo do NF-xB (Sen, 1999). Vemos com isso a

estreita relagdo entre o estresse oxidativo induzido pela contracdo muscular durante exercicio
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fisico e a ligacdo do NF-kB ao nucleo celular. Apesar de o aumento da ligagdo do NF-xB aos
sitios nucleares causado pelo exercicio fisico estarem geralmente associados ao aumento dos
EROs intracelulares, a elevacdo dos niveis de cdlcio intracelular gerado pela contracdo muscular
também deve ser considerada como importante promotor do aumento da atividade da via
IKK/NF-«B (Hughes et al., 1998).

Diversos estudos buscaram investigar a relacdo do exercicio com a superativacdo da via
apo6s as descobertas de Sen (supracitado). Em individuos jovens o exercicio em intensidade de
80% do consumo médximo de oxigénio durante uma hora gerou altas concentracdes de TNF-a, o
que os autores associaram ao motivo da também elevada ligacio do NF-kB ao nicleo de
linfécitos (Vider et al., 2001). Cristi-Montero et al. (2012) verificaram que o aumento do toll like
receptor 4 (TLR-4) em ratos pode contribuir para a ativagdo do NF-«kB mediado pelo exercicio
fisico com duragcdo de uma hora a 25 metros por minuto em esteira com 10% de inclinagdo.

Um estudo que merece destaque quando analisamos a evolucdo dos conhecimentos
acerca da ativacdo da via IKK/NF-kB no musculo esquelético durante o exercicio fisico é o de Ji
et al. (2004). Apesar de este grupo de autores ja terem apresentado o aumento da ligacdo do NF-
kB em musculo de ratos exercitados (Hollander et al., 2001), o estudo de Ji et al. (2004) mostrou,
dentre outros importantes achados, que o aumento da ligacdo do NF-kB ao nucleo foi
acompanhado de uma série de outros eventos relevantes. Dentre eles podemos relacionar o
aumento da fosforilagdo da IxkBa seguido de sua diminui¢do no citosol, além do aumento do
dimero p50 no contetido nuclear em resposta ao exercicio de 25 metros por minuto em esteira
com 5% de inclinagdo, realizado por uma hora (ou até a exaustdo) em ratos Sprague-Dawley de
120 dias de idade. Apesar de ndo haver individualizacdo da intensidade de esforco, estes

pesquisadores postulam que tal velocidade foi correspondente a aproximadamente 75% do
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consumo maximo de oxigénio dos animais avaliados. Estes autores ainda realizaram importantes
investigacdes a respeito do tempo em que algumas proteinas levaram pra serem detectadas por
consequéncia do exercicio. Enquanto a fosfo-IkBa aumenta imediatamente apds o exercicio, o
pico da quantidade de ligacdes do NF-kB ao nucleo se da aproximadamente em duas horas apds
o esforco fisico. Segundo esses autores, isso demonstra que a fosforilacdo do IkBa ocorre ainda
durante o esforco. Tais informag¢des comprovam os achados de Schreck et al. (1992), onde altos
niveis de IkBa citosélico sdo capazes de reduzir a ligacdo exacerbada de NF-kB ao nucleo de
células eucarioticas (Schreck et al., 1992).

A atividade da via NF-kB foi investigada apos o exercicio em esteira de diversas
duracgdes (Ho et al., 2005). Esses autores encontraram aumentos na ordem de 50% na atividade
da via no musculo esquelético mesmo em exercicio 60 minutos em intensidade moderada
(conforme caracterizacdo dos autores). Este estudo demonstra que a atividade da via se
apresentou muito elevada uma a duas horas apds o exercicio, decaindo rapidamente apds tal
periodo e atingindo niveis basais em aproximadamente 5 horas. Neste experimento pode se
constatar claramente que a atividade das IKK encontra-se elevada durante o exercicio,
permanecendo muito baixa (ndo significativamente diferente do repouso) uma, duas ou trés horas
apos o esforgo.

Durante este periodo outros estudos foram realizados com ratos para a investigacdo da
ativacdo da via em questdo pelo exercicio fisico. De fato, o exercicio fisico em esteira rolante
para ratos Wistar (25 metros por minuto durante 60 minutos, com 10% de inclinagdo) promove
aumento da IkB quinase (IKKa) e consequente decréscimo do conteudo de IxkBa no musculo
desses animais (Alonso et al., 2006). No ano de 2007, Ji et al. apresentaram uma breve revisao de

literatura, a qual permanecia apontando que o aumento das EROs induzida pelo exercicio € capaz
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de ativar as IKK, fosforilando as IkB e promovendo a transloca¢do do NF-kB ao ntcleo celular
mediada pela contracdo muscular, de maneira completamente dependente do estado redox
intracelular (Ji et al., 2007), realmente consolidando tal informacao na literatura.

Em um experimento onde a indu¢do de lesdo pulmonar se caracterizou como principal
foco, o exercicio fisico foi utilizado como tratamento cronico nao farmacoldgico (Cunha et al.,
2013). Esses autores encontraram considerdvel diminui¢do do perfil inflamatério e de estresse
oxidativo em ratos Wistar que realizaram o treinamento fisico e foram induzidos a lesdo
pulmonar quando comparado com animais controle, mostrando o efeito de prote¢cdo promovido
pelo exercicio fisico pela diminuicio do NF-kB/p65 e do estresse oxidativo geral no tecido
pulmonar.

A partir das postulagdes observadas na literatura atual, apresentamos abaixo um diagrama
(figura 1) que analisa as interagdes do exercicio fisico com EROs, interleucinas e as proteinas

envolvidas na via IKK- NF-«xB.
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Exercicio fisico

IL-1, IL-6, TNF-a

Figura 1. Ilustragdo esquemadtica da acdo do exercicio fisico sobre a atividade do
NF-kB. As setas azuis indicam ativag@o. As setas tracejadas indicam a consequéncia
da atividade da IKK. 1: o exercicio fisico promove a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a); 2: estes por sua vez estimulam a atividade da IKK, que (3) degrada o IkxBa,
tornando o NF-kB livre para se translocar ao nucleo e aumentar a produgdo de IL e
TNF-o, retroalimentando o ciclo de ativacao da via IKK/NF-kB.

CONSIDERACOES FINAIS

O estresse oxidativo e diversas interleucinas pré-inflamatdrias sdo excitadores cldssicos
do NF-kB, que quando superativado ¢ fortemente associado a facilitagdo da atuagdo de

patégenos. A ativacdo exacerbada deste complexo proteico parece ocorrer em relevantes eventos
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estressantes, como em doencas ou no exercicio agudo de intensidade ou duracdo elevada.
Entretanto, em se tratando de exercicio fisico, o fendmeno parece ser suprimido com a exposi¢ao
continuada (treinamento) devido as adaptacdes celulares.

Estudiosos do treinamento fisico conhecem de longa data os efeitos agudos de um
exercicio de alta intensidade sobre os processos inflamatérios em atletas. Cabe ressaltar que a
inflamacdo € condi¢do Sine qua non para o reparo tecidual necessirio apds as microlesoes
promovidas pelo estresse mecanico do exercicio de alta intensidade, entretanto, o processo
inflamatério exacerbado pode ser capaz de aumentar a lesdo tecidual.

Por fim, o processo inflamatério promovido pelo exercicio fisico parece ocorrer com
importante participacdo do NF-xB, o qual se situa em um campo altamente ativo da producio
cientifica atual e merece constante atualizacdo devido as complexas interacdes que tal fator de

transcrig¢do se envolve.
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7. CAPITULO 4

7.1. VALIDITY AND RELIABILITY OF INCREMENTAL TEST TO ESTIMATES

MAXIMUM AEROBIC CAPACITY IN SWIMMING RATS

Wiladimir Rafael Beck, Yuri Sonsim Campesan, Claudio Alexandre Gobatto

ABSTRACT

Physical exercise leads to many molecular and biochemical consequences on overall organism,
mainly depending on exercise volume and intensity. Despite existence of some procedures to
identify individual outcomes for physical exercise intensity for rats, protocols are complex and
unadvisable for some experimental designs. The aims of this study were to individually
determine anaerobic threshold (AnT) and estimates maximal lactate steady state (MLSS, gold
standard procedure) intensities employing single incremental test to swimming rats, verifying
validity and reliability of such procedure. Eleven male Wistar rats were submitted twice to an
incremental test with overloads corresponding to 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6 and 6.5% of body mass
(%bm), respecting 48 hours of interval. AnT was determined through two slopes according to
blood lactate concentration kinetics. Then, all animals performed MLSS procedure employing
AnT intensity as reference. Comparing incremental test vs re-test we found significant intraclass
(r =0.67; p = 0.01) correlation, no significant difference (p = 0.91), coefficient of variation of
4.04% and effect size of 0.02, beyond good agreement, precision and accuracy attested by Bland-
Altman plots (bias of 0.010). Furthermore, incremental test intensity was not different from
MLSS intensity. According to such results, we identified maximum aerobic capacity intensity
through a single incremental test, offering a high applicable, valid and reliable tool that can be
useful for all experimental designs involving exercise for animal model.

Keywords: Anaerobic threshold; exercise intensity, lactataemia; maximal lactate steady state.
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INTRODUCTION

The kinetics of blood lactate concentration (BLC) during exercise has been investigated
by sports scientists since many years ago due to its direct participation in metabolic pathways. It
is well documented that when the subjects perform proportional incremental loads in time,
disproportional BLC increases is found generally near from 4 mmol.L"! for humans (Mader et
al., 1976; Kindermann et al., 1979). The exercise intensity during this moment is the anaerobic
threshold (AnT) (Kindermann et al., 1979), also called maximum aerobic capacity intensity
(AIMAC). The anaerobic pathway is gradually involved on substrate production when exercise is
performed above such intensity, while exercising until iMAC provides BLC stabilization and
elicits long-duration efforts. Based on such background, Heck et al. (1985) suggested the
maximal lactate steady state (MLSS) test for determines the highest intensity (1IMLSS) where
BLC remains stable during prolonged constant workload or velocity (30 minutes), establishing
the gold standard procedure (Gobatto et al., 2009) to determines the iMAC. If the exercise is
performed using intensities above iMAC, the BLC production exceeds its removal, leading to the
exercise discontinuation due to a multifactorial cellular and molecular reasons. So, estimative of
IMAC have been considered a critical parameter to training prescription for performance or

health purposes, as well as to the scientific required control for exercise intensity.

The BLC modulation both for humans and rats is exercise intensity and time-dependent.
Such statement was confirmed during 1990s, when rat’s blood lactate kinetics during
incremental exercise was firstly studied to swimming exercise (Gobatto et al., 1991). Despite the
BLC shows modulations of intensity-time manner, the iMAC was not precisely identified,

probably due to the employed overloads. Since there was no previous knowledge about the
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overloads amplitude for swimming rats testing, Gobatto et al. (1991) performed an incremental
test with 4 stages and intensities corresponding to 0, 5, 8 and 12% of body mass (%bm).
Nevertheless, the large increments resulted in a few stages, impairing successful iIMAC

determination.

Apart of this, Gobatto et al. (2001) standardized MLSS protocol for swimming rats, also
finding that the MLSS test was sensible to training improvements. Nevertheless, to obtain MLSS
intensity it is necessary at least four days, inciting researchers to avoid such procedure due to it
poor applicability. To use a single and applicable procedure, de Araujo et al. (2007) based on
human experiments (Tegtbur et al., 1993), proposed an alternative test to estimates iIMAC in
swimming rats. The lactate minimum test is na incremental exercise after high intensity efforts to
hyperlactataemia induction. The lactate kinetics for rats submitted to such test resembles to
human behavior, leading these authors to postulates that lactate minimum test could be employed
to estimates IMAC and MLSS intensity (de Araujo et al., 2007). However, the rat needs to attain
attain exhaustion during high intensity efforts (13%bm) during lactate minimum test, which
could be inapplicable or unfeasible to some experiments design, especially for diseased or

nutritionally impaired animals.

In fact, various studies focused on MLSS or iMAC determination of swimming (Beck et
al., 2012; Cunha et al., 2009; Gobatto et al., 2013; Lima et al., 2013) or treadmill (Almeida et al.,
2014; Almeida et al., 2012; Manchado-Gobatto et al., 2011) exercise for rats and other animals
(Gondim et al., 2007). With the advent of such procedures, a large number of studies involving
exercise at iMAC were published in specialized literature (Almeida et al., 2013; Beck et al.,
2014a; Beck et al., 2014b; Botezelli et al., 2010; Cambri et al., 2010; Carvalho et al., 2005; Da

Silva et al., 2010; de Araujo et al., 2013b; de Araujo et al., 2013a). Nevertheless, important
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methodological modification has been recently noted and the BLC kinetics during a single
incremental test remains undocumented for swimming rats Therefore, the aims of this study were
to estimates MLSS test intensity employing a single incremental test in swimming rats and verify

reliability and validity of such procedure.

METHODS

Animals

Eleven male Wistar rats were obtained from institutional facility and were maintained in
five animals per polypropylene cage at 22+1°C and 45-55% relative air humidity. The animals
were fed with standard rat chow and kept at 12/12h light/dark cycle. The experiment was
conducted according current Brazilian legislation and standards of the Brazilian College of
Animal Experimentation - COBEA (Law nr. 6638, May 8", 1979 decree nr 24,645, July 10,
1934), being approved by Ethics Committee on the Use of Animals (protocol 2502-1) and

followed the European Commission Directive 86/609/EEC for animal experiments.
Aquatic environmental adaptation

All of the swimming procedures were conducted in individual tanks with 30 cm diameter
and 80 cm of deep, containing clean water at 31 + 1°C. All the animals were exposed to a liquid
environmental and thermal stress adaptation before swimming testing. These routines were
conducted aiming avoid high stress levels and were employed only for this purpose, preventing
training features. Then, the animals were submitted to ten sections of liquid environmental

adaptation among 75 and 89 days-old, respecting the followed characteristics: four sections of 10

65



min in 80 cm deep of water with no overload and at uninterrupted days; two sections of 10 min
in 80 cm deep with 2%bm, followed by another four sections of swimming adaptation among 0
and 4%bm and time among 20 sec and 10 min. The last swimming adaptation section was

applied 24 hours before the incremental test.

Incremental test

The incremental test is usually employed in order to estimate MAC and was originally
proposed for humans by Mader et al. (1976). According to these authors, iMAC is found when
disproportional increase of blood lactate concentration is found in relation to proportional
intensity increase. In order to apply the incremental test in rats, were used five minutes per stage

and overloads of 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6 and 6.5%bm.

Blood samples were collected to BLC determination. The BLC and the intensity were
graphically plotted in order to constructing two linear regressions. The intersection of these
straights were interpolated to X-line to estimates iMAC), while the Y-line corresponded to the
BLC of iMAC. Thus, iMAC was individually determined as illustrated at figure 1. In order to
attest the reproducibility of the incremental test, the rats were submitted to incremental re-test 48

hours later.
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Figure 1. Illustration of lactataemia and intensity data obtained from
incremental swimming test plotted with two linear regressions. This data is
regard re-test of rat 4, which does not completed the stage with 6.5% of body
mass.

The validity of the incremental test was evaluated through MLSS. At 94 days-old, all
animals were submitted to 30-min constant intensity exercise at the iMAC determined during the
re-test. Blood samples were collected in order to determine the BLC at 10" and 30" min.
Respecting 24 hour of interval between those efforts, the animals were submitted to similar
exercise at 105% of iMAC, randomly. Beyond the validity, these experimental design elicited the

analysis of the incremental test reliability.
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Analytical procedures

Blood samples of 25 mL were collected from distal tail of rats using micro heparinized
glass capillaries. These samples were immediately transferred to plastic tubes of 1.5 milliliters
containing trichloroacetic acid [4%]. Processed samples were analyzed by spectrophotometric

method at 340 nm and compared to a curve calibration.

Statistical methods

The results are presented as the mean + standard deviation. The Kolmogorov-Smirnov
and Liliefors tests confirmed the normality of variables. To attest validity and reliability were
used the intraclass correlation test (two-way fixed model, 2,1 for absolute agreement), student’s
t-test for dependent samples, coefficient of variation, effect size and the Bland-Altman plots. The

criterion for significance was P < 0.05.

RESULTS

Mean and standard deviation of intensities determined by incremental test and re-test
were 5.06+0.34 and 5.05+0.35, respectively. No significant difference was found between test
and re-test (p = 0.91), resulting in a coefficient of variation of 4.04% and effect size of 0.02 for

such comparisons.

The mean differences from both incremental tests were observed in Bland-Altman plots,

being the data found near from zero (figure 2). Moreover, from these data we found significant
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intraclass correlation (r = 0.67; p = 0.01). The BLC for incremental test was corresponding to

2.9441.50 mmol.L"! and re-test was 2.89+0.71 mmol.L"!.
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Figure 2. Bland-Altman plot for reliability analysis of incremental test and
re-test.

Data from maximal lactate steady state is showed in table 1. All the animals submitted to
constant 30 minutes at 100% of incremental re-test intensity showed difference lower than 1
mmol.L"! for BLC when compared 30" and 10" minutes of exercise. When exercised at 105% of

the incremental re-test intensity, were found differences higher than 1 mmol.L".
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Table 1. Blood lactate concentration for 10" minute (BLC10°), 30" minute (BLC30") and
difference between then (BLC10°- BLC30") during maximal lactate steady state test applied whit
intensities corresponding to 100 and 105% of incremental test, showed in mean * standard
deviation.

Intensity in relation to BLC10’ BLC 30° BLC 10" - BLC 30°
incremental Re-test (mmol.L) (mmol.L) (mmol.L)
100 % 2.63 £0.52 2.36 £0.51 -0.27 £0.27
105 % 2.46 £0.50 3.85+0.75 1.39 £0.55
DISCUSSION

The main contribution of this study was that the single incremental swimming test was

successfully standardized and estimated the iMAC at a reliable, valid and reproducible fashion.

Regarding the maximal aerobic capacity intensity, similar results are reported at literature
for other studies when compared the outcomes of the incremental test found with our experiment
(Almeida et al., 2014; Beck et al., 2014a; Beck et al., 2014b; Beck et al., 2012; Botezelli et al.,
2010; Cambri et al., 2010; Carvalho et al., 2005; Da Silva et al., 2010; de Araujo et al., 2013a; de
Araujo et al., 2013b). While we found iIMAC slightly above 5%bm, Gobatto et al. (2001)
reported the iIMLSS corresponding to 5%bm, Voltarelli et al. (2002) described the lactate
minimum intensity of 4.95+0.10%bm, de Araujo et al. (2007) found 5.5%bm for MLSS and
lactate minimum intensity between 5.05+0.50 and 5.36+£0.50%bm. Important to note that such

studies employed rats of the same species and approximately same age of our study.

70



Despite the similar intensities reported among protocols, the lactate concentration for
MLSS intensity found in our study was apparently lower than those cited investigations. We
associated such outcomes with slight differences on protocol design. We employed intervals at
10" and 30" minutes to blood withdrawn, while other studies performed this procedure at 10,
15%, 20t 25% and 30™ minutes. It is possible that as happens for humans (Beneke, 2003) and
apparently in running rats (Manchado et al., 2005), MLSS results for blood lactate concentration

in swimming rats is protocol-dependent.

Despite exercise intensity outcomes from the incremental test are quite similar to those
found at literature for iMAC, the validity of the incremental test needs to be attested. In this
sense, we firstly attested the data reproducibility within animal, through test and re-test
correlation. Intraclass correlation analysis resulted significant. Nevertheless, to attest the
reproducibility, it is mandatory that no significant difference between the test and re-test are
found, as we also reported. Secondly, the validity of the incremental test to estimates iIMAC and
IMLSS was analyzed through comparison between such intensities. As illustrated in the table 1,
when the animals were submitted to continuous exercise of 30 minutes at 100% of the
incremental test, the BLC between 10 and 30 minutes remained unaltered. Such result was
interpreted as metabolic stabilization, which was not surprising. Nevertheless, increase of 5% of
the incremental re-test intensity leads the BLC variation higher than 1 mmol.L!' between the
same exercised period, denoting a critical anaerobic participation that only occurs above
maximal aerobic capacity intensities (Beneke, 2003; Billat et al., 2003). So, the intensity
determined through the incremental test was reproducible, estimated iMAC and was the highest

overload for blood lactate stabilization, comprising enough data to attest such validity.
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The precision of the iMAC estimation through the incremental test involves validity and
reliability (Hopkins, 2000). Despite the associations recently discussed, those data do not directly
means good agreement. Then, we used Bland-Altman plot, which denoted in good agreement
between the incremental test and re-test. The mean differences regarding the test and re-test data
were very near from zero (0.010). The limits of agreement were approximately 0.55%bm,
meaning very low error on iIMAC estimative through the incremental test. Apart of this, the
coefficient of variation showed low variation and was found low effect size, eliciting us to

robustly conclude that the single incremental swimming test was definitively reliable.

We associated the success of incremental swimming test with the overloads selection. An
initial intensity of 3%bm and increments of 0.5%bm for rats with 90 days-old leads us to obtain
enough stages to perform the mathematical procedures. Data collected and analyzed lead us to
provide an easiest procedure for the purpose of identify the maximal aerobic capacity intensity
through a single incremental swimming test for rats, offering a high applicable, valid and reliable

tool that can be useful for all experimental designs involving exercise and animal model.
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8. CAPITULO 5

8.1. MELATONIN IS AN ERGOGENIC AID FOR EXHAUSTIVE AEROBIC EXERCISE
DURING HIGH DAILY SPONTANEOUS PHYSICAL ACTIVITY PERIOD, BUT NOT

AT LOW

Wiladimir Rafael Beck, Pedro Paulo Menezes Scariot, Claudio Alexandre Gobatto.

Has been reported many melatonin’s properties that supposedly have direct and indirect
positive effects on physical exercise; nevertheless, melatonin’s ergogenic capacity remains
controversial and under investigation. This study tested the ergogenic effects of acute
administration of melatonin on exhaustive exercise (flim) at maximal aerobic capacity intensity
(IMAC) during periods of lower (L) and higher (H) spontaneous physical activity in swimming
rats. Additionally, we tested the time of day effect on aerobic exercise tolerance. L and H were
determined gravimetrically and at above times of day, all animals were submitted to an incremental
test to estimate iMAC. At 92 days-old, the animals received the melatonin (10 mg.kg™', LP.) and
after 30 minutes were submitted to flim during L. (LM; n = 15) or H (HM; n = 15). Were included
the control groups for melatonin effect for both times of day (LC, n = 15; HC, n = 15). The criterion
of significance was 5%. Melatonin enhanced #lim in 169% during H (HC = 72 min vs HM = 194
min; p<0.01) and 90% during L. (LC = 31 min vs LM = 59 min; p = 0.39), leading to significant

effect of melatonin on #flim (F = 10,35; p < 0.01). Additionally, the aerobic exercise tolerance was
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higher when rats were evaluated during H (F = 14,24; p < 0.01). Melatonin is a reasonable
ergogenic aid, especially during the wakefulness period, and the exercise tolerance is time-of-day-

dependent for swimming rats.

Keywords: exercise physiology, nutrition, exercise performance, aerobic.

INTRODUCTION

Secretion of melatonin, an indoleamine pineal hormone, is inhibited by environmental light
exposure (Menaker, 2003; Gimenez et al., 2014). As a result, blood melatonin concentrations are
higher at night than during daylight in entrained mammals (Touitou, 2001; Detanico et al., 2010).
Because of its daily cycles, melatonin is classically associated with the circadian rhythms
synchronization of many physiological functions. Similar to the cycles of melatonin (Detanico et
al., 2010), the spontaneous physical activity (SA) of nocturnal rats is high at night (wakefulness)
and low during the day (resting/sleep) (Verwey et al., 2013; Ikeda et al., 2000). Core body

temperature follows a similar cycle (Ikeda et al., 2000; Tanaka et al., 1990).

Anti-inflammatory (Caballero et al., 2008) and antioxidant (Phillipson, 2014) properties
are also ascribed to melatonin. Its intracellular actions include inhibiting lipid peroxidation
(Bonnefont-Rousselot et al., 2011), increasing the levels of mitochondrial electron transport chain
and Krebs cycle enzymes and maintaining liver and brain microsomal membrane stabilityy

(Acuna-Castroviejo et al., 2001). As a result, melatonin is thought to have therapeutic potential for
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diseases such as insulin resistance (Teodoro et al., 2014) and obesity (Cipolla-Neto et al., 2014).

It also shows pro-apoptotic actions in cancer cells (Carbajo-Pescador et al., 2013).

Apart from melatonin effects on circadian rhythm which supposedly improve the exercise
tolerance (i.e., core body temperature and spontaneous activity), some of the functions of
melatonin possible have direct and positive effects on performance. Exercise-induced
inflammation (Caballero et al., 2008) and oxidative stress (Phillipson, 2014) are inhibited when
melatonin is administered in both humans (Maldonado et al., 2012) and rats (Alonso et al., 2006).
Melatonin also preserves glycogen content, stimulating fatty acid oxidation during exercise
(Mazepa et al., 2000) and protecting muscle from exercise-induced damage (Hara et al., 1996).
Nevertheless, the direct role of melatonin as an ergogenic aid for exercise performances is not clear
for humans (Atkinson et al., 2003; Escames et al., 2012; Ozdemir et al., 2013; Waterhouse &
Atkinson, 2009) and has not been directly investigated for rats, despite the fact that this rodent
model allows the researchers to control the environment, drug administration and exercise
conditions. Furthermore, it is not clear whether melatonin improves the swimming performances
of nocturnal rats across the circadian periods. This is a critical issue because previous studies have
demonstrated higher swimming performance during the natural wakefulness period for swimming
nocturnal rats (Beck et al., 2014a). So, the use of exogenous melatonin as an ergogenic aid to
physical exercise remains unclear, especially when administered at different times in the day and
based on objective exercise parameters. The aim of this study was to investigate the ergogenic
effects of acute administration of melatonin on exhaustive exercise (7flim) at maximal aerobic
capacity intensity (iIMAC) during periods of lower and higher spontaneous physical activity in
swimming rats. Additionally, we aimed to confirm the data described at literature which postulate

that the time of day have significant effect on aerobic exercise tolerance.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Sixty Male Wistar rats were obtained from an institutional facility and maintained under a
12 h light/dark cycle, with the lights switched on at 06:00 h (zeitgeber time 0). We used a 100 W
lamp during the light period (Phillips® soft white light; 2700 K; 565-590 nm; 60 lux). Rodents
were housed in polyethylene cages with free access to water and rodent chow. Relative humidity
was kept at 45-55 %, temperature at 22 + 2 °C and noise levels below 85 decibels. We conducted
the experiment according to the policies established by the U.S. Department of Health, Education,
and Welfare and the American Physiological Society. The study was approved by the institutional

Ethics Committee on the Use of Animals under process 2502-1.

Experimental design

At 45 days-old, rats were evaluated for spontaneous physical activity (SA) using
gravimetry. The means of hourly activity across the 24 hours period was used to identify the lowest
and highest SA and to randomly split the 60 rats into two groups: to be assessed at higher (H,
n=30) and lower (L, n=30) SA. After that, all procedures were performed at a specific group time
of day. Special environmental illumination was employed for animals assessed during the dark

period (> 600 nm; < 15 lux), as described elsewhere (Beck et al., 2014b).

From 76 to 89 days-old, all the rats were submitted to a water environment and swimming

adaptation to avoid stress from novelty during the exercise tests. The individual swimming
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ergometer consisted of a cylindrical PVC tank with a 30 cm diameter and 100 cm depth of clean
water at 311 °C. At 90 days-old, all the animals were submitted to an incremental test (IT) in
order to estimate iMAC. At 92 days-old, the animals that received the melatonin and after 30
minutes were submitted to an exhaustive exercise at iMAC (flim) during L were called LM (n =
15) and during H were called HM (n = 15). Were included the control groups for melatonin effect

for both times of day (LC, n=15; HC, n = 15).

Melatonin (SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, MO, USA; Reference M5250, >98%, Lot
# SLBC7539V) was dissolved in ethanol (< 0.1 %) and diluted in saline solution (NaCl 0.9 %) to

be administered I.P. at 10mg.Kg!. Control animals received an equal volume of vehicle alone.

Blood samples were collected before and after flim to determine lactate levels. Time of
exhaustion at iIMAC (7lim) was recorded as the performance parameter. The experimental design

is shown in figure 1.

Grav AA IT Solution flim
1 ] 1 L K11 |
1 | 1 1 1
45 Days-old 76 Days-old 90 Days-old 92 Days-old

Figure 1. Experimental design of the study. Grav: gravimetric measurement; AA: aquatic
adaptation; IT: incremental test; Solution: Melatonin or transport solution; flim:
exhaustive exercise at maximal aerobic capacity intensity.

Gravimetric apparatus

The signal acquisition system consisted of a primary sensor element (load cell - PLA30Kg,
Lider Balangas ®) involving in two hard iron platforms located under the animals cage. Due to

the sensitive nature of the apparatus, minimal movements were noted. After amplification
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(MKTCS5-10®, MK control and instrumentation™) and processing (USB-6008® signal-
conditioning module, National Instruments), the collected data were transmitted to a software
program (LabView Signal Express® 2009, National Instruments™) and continuously recorded at
30 Hz during 24 hours. The apparatus was previously calibrated using fourteen known loads from
17.12 to 6,395.98 g. Such a procedure provided a linear relationship regression (R? = 0.99),
employing a unit conversion from millivolts (mv) to kilograms (Kg). Then, digital signals were
treated as described elsewhere (Biesiadecki et al., 1999), using MatLab® 7.0 (MathWorks™). SA
scores were adjusted by the rats body mass (Kg.g!) and statistically processed. The apparatus is

illustrated in figure 2.

T Iron plataform
7

Figure 2. Illustration of the apparatus and data acquisition system to spontaneous
physical activity measurement.
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Incremental swimming test

Exposing animals to proportional incremental loads in time leads, at a given moment, to
disproportional increases in blood lactate levels. The IT employed in this experiment consisted of
5-min stages with overloads corresponding to 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6 and 6.5 % of body mass
(%bm), where tail vein blood samples were collected after each stage from rats distal part of the
tail to determine lactate levels. The blood lactate concentration against exercise intensity were
graphically plotted. Using such data, the disruption in the proportional blood lactate concentration
increases was defined using a visual inspection as described, by two experienced researchers.
Then, two linear regressions were constructed following the described break point, being the
intersection of those linear regressions interpolated to the x-axis. The intensity corresponded to
such interpolation was defined as the iIMAC (figure 3). The validity and reproducibility of IT for
rats was previously confirmed (Beck et al., 2014c). This procedure is important for individually

and objectively assessing swimming exercise intensity.
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Figure 3. Incremental swimming test of the rat 1. The intercept of the two
regression lines extrapolated to the X axis represents the maximal aerobic
capacity intensity (iMAC), which in this test corresponded to 5.05 %bm
and a lactate value of 4.59 mM.

Analytical procedures of biological material

Blood samples (25 puL) were collected using micro heparinized glass capillaries, and
immediately transferred to 1.5 mL plastic tubes containing 400 puL of trichloroacetic acid [4 %].
The blood lactate concentration were determined by enzymatic method and processed samples

were analyzed by spectrophotometry at 340 nm compared to a calibration curve.
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Statistical methods

The results are presented as the mean =+ standard deviation (SD). The Kolmogorov-Smirnov
and Liliefors tests confirmed the normality of all the variables, therefore we used parametrical
statistics. SA data were expressed in 60-min means during 24 hours to determine the moments of
higher and lower spontaneous activity. Percentage analysis and #-tests for dependent samples were
employed to analyze differences between total daylight versus total dark period for SA. The z-test
for independent samples was used to analyze the differences between iMAC and blood lactate
levels with iIMAC determined at H versus L. Two-way analysis of variance was used for the 7flim
variables (flim and blood lactate levels before and after flim) to test for a 1) main effect of the drug
[2, melatonin and placebo] and ii) a main effect of SA [2, higher and lower] and a possible
interaction. Newmann-Keuls post hoc was used when appropriated. The criterion for significance

was P < 0.05. All statistical procedures were performed using MatLab® 7.0 (MathWorks™).

RESULTS

Spontaneous activity during all daylight periods was significantly lower when compared
to the total dark period (P < 0.01). This is not surprising, given that 75.24 % of the entire rat’s
daily activity is performed at night. Were found the lowest SA values at 12:00 h (mean values of
activity from zeitgeber time 6 to 7) and the highest at 20:00 h (zeitgeber time 14 to 15), as
illustrated in figure 4. These results determined the time of day to start all assessments for L and

H groups, respectively.
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Figure 4. Spontaneous physical activity results continuously recorded
during 24 hours.

The iMAC data corresponded to 5.86+0.43 %bm for LC, 4.74+0.35 %bm for LM,
5.49+0.41 %bm for HC and 5.19+0.43 %bm for HM, leading to significant differences between
the groups. The iIMAC of HC was lower than LC (P < 0.01) and HM was higher than LM (p <
0.01). Blood lactate levels at iMAC were 4.60+1.22 mM for LC, 3.76+1.09 mM for LM, 3.57+1.41
mM for HC and 4.34+1.29 mM for HM, resulting in no significant differences among groups (P =
0.47). Was found no significant effect of melatonin (F = 3,58; p = 0.07) on iMAC, however, time
of day significantly influenced iMAC (F = 23,77; p < 0.01), resulting in no interaction between
effects (F = 0,61; p = 0.44). Both the time of day (F = 0,43; p = 0.51) and melatonin (F = 0,01; p

= 0.90) did not influenced the blood lactate concentration at iMAC.
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Descriptive results from exhaustive exercise at maximal aerobic capacity intensity (flim)
were showed in figure 5. For flim, were found significant effects of melatonin (F=10,35; p <0.01;
Melatonin > Vehicle) and time of day (F = 14,24; p < 0.01; higher spontaneous activity > lower

spontaneous activity), resulting in significant interaction between effects (F = 4,05; p = 0.04).

300 ¢
250 F
200 »
150 [

100 F

TIME TO EXHAUSTION (MIN)

50

LC LM HC HM

Figure 5. Descriptive data of the time to exhaustion at maximal aerobic
capacity intensity of groups assessed during lower (L) and higher (H)
spontaneous physical activity and that received melatonin (M) or
vehicle (C), expressed in means and standard deviation. * p<0.05 in
relation to all other goups.

The blood lactate concentration before flim were correspondent to 0.92+0.06 mM to LC,
1.2940.08 mM to LM, 1.47+0.03 mM to HC and 2.02+0.18 mM to HM. The melatonin (F=17,31;
p <0.01) and the assessment during higher spontaneous activity (F = 33,28; p < 0.01) significantly
increases such variable, resulting in no interaction between effects (F = 0,72; p = 0.39). Regarding
the blood lactate concentration after exercise, were found 7.01+0.48 mM to LC, 6.75+0.31 mM to

LM, 6.93+0.46 mM to HC and 6.28+0.60 mM to HM. These results leaded to no significant effects
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of melatonin (F = 0,80; p = 0.37) or time of day (F =0,29; p = 0.59) and resulted in no interaction

between effects (F = 0,14; p = 0.70).

DISCUSSION

The main finding of the present study was the significant and massive performance-
enhancing effect of melatonin on proposed exercise. The time to exhaustion at maximal aerobic
capacity intensity was higher with melatonin than in control animals. This is a novel and important
result. However, it is important and interesting to note that the melatonin was significantly
effective only when administered during the period of higher spontaneous activity (H).
Additionally, performances were significantly better at H in relation to L, which corroborates a

previous study (Beck et al., 2014a).

Spontaneous physical activity

The SA data objectively determine the periods of higher and lower activity across the day,
as initially proposed. Confirming the nocturnal activity of albino Wistar rats that is reported in the
literature (Refinetti, 2006), we measured 75.24 % of total daily spontaneous physical activity
during the dark period, with a peak at 20:00h (zeitgeber time 14). Our data are consistent with the
recording from Ikeda et al. (2000), who showed approximately 70 % of daily activity during the

dark period.

SA was recorded using a device that was undetectable to the rats and under exactly the

same environmental conditions, thus avoiding potential handling interferences during SA
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assessments. These measurements estimate natural resting (or sleep period) and wakefulness
periods, at times when physiological (Ikeda et al., 2000; Konczol et al., 2012; Lanfumey et al.,
2013; Tanaka et al., 1990) and behavioral (Castelhano-Carlos & Baumans, 2009; Kelliher et al.,

2000) modifications are systematically observed under laboratory conditions in entrained animals.

Swimming exhaustive bout at iMAC (flim): SA effect

The effects of circadian rhythm on sports performance remains currently under
investigation and there is considerable controversy due to variability in environmental factors and
differences among the types of exercise (Drust et al., 2005; Erren et al., 2014; Pullinger et al.,
2014; Reilly & Waterhouse, 2009; Youngstedt & O'Connor, 1999). According to Drust et al.
(2005), both field and laboratory studies are necessary to appropriately understand the effects of
biological rhythms on exercise, and the control of environmental factors is crucial for study
validity. Our experiment showed that the aerobic exercise tolerance was improved when rats were
evaluated during the period of high spontaneous physical activity. Other experiments compared
exercise during both circadian periods and systematically also found better performances at night
for rats (Beck & Gobatto, 2013; Beck et al., 2014a). Apart from time of day effect, it is important
to note that the environmental light employed for the exercise testing during the dark period (higher
spontaneous physical activity, wakefulness period of nocturnal rats) are also capable to influence
the performance (Beck et al., 2014b) . Because the focus of this experiment was to investigate the
effects of melatonin on performance, we will briefly refer the reader to published work discussing

the time-of-day effect on flim (Beck et al., 2014a).
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Swimming exhaustive bout at iIMAC (flim): melatonin effect

According to data showed in figure 5, the animals that received melatonin and were
evaluated during the wakefulness period (HM) presented the highest exercise tolerance (p < 0.01).
The time to exhaustion of HM was 169% higher than HC (p < 0.01). The rlim of LM, despite non
statistical difference, was 90% higher than LC (p = 0.39). These results showed that the ergogenic
effect of melatonin was time-of-day-dependent, at least for swimming rats submitted to the
proposed exercise and tested periods described for this experiment. This is an interesting result
that asserts a summative effect of SA and drug effects to enhance performance. Apart of that, the
importance of melatonin and time of day effect on such result was confirmed by the interaction

between the effects (F = 4,05; p = 0.04).

Despite some availability of human data, the literature on melatonin effects in exercised
rats is very scarce and no experiments have directly investigated melatonin as an ergogenic
intervention for these animals. Mazepa et al. (2000) elegantly analyzed the metabolic effects of
melatonin on energy substrates and postulated that melatonin preserves glycogen by increasing the
use of lipids as energy substrates in exercise. Nevertheless, exercise parameters were not
individualized and exercise outcomes were not shown. Other studies investigated the effects of
melatonin on rats energy metabolism involving exercise using different assays (Bicer et al., 2011;
Kaya et al., 2010; Ozdemir et al., 2013). However, no one has directly investigated the ergogenic
effects of melatonin, and some studies did not control the exercise intensity or submitted the
animals to swim individually. According to the American Physiological Society, these are

important limitations in studies measuring exercise swimming in rats (APS, 2006).
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Regarding the drug concentration, other studies have been employed melatonin dosages of
10 mg.kg'l for rats (Bharti et al.,, 2012; Tasdemir et al., 2012; Zurowski et al., 2012) and
intraperitoneal administration due to fast bioavailability (Yeleswaram et al., 1997). When
available, there are many possible mechanisms that could explain the ergogenic effects of
melatonin (Escames et al., 2012; Reiter et al., 2003; Waterhouse & Atkinson, 2009). This hormone
acts reducing exercise-induced inflammation and oxidative stress (Alonso et al., 2006; Maldonado
et al., 2012), and alters energy availability during exercise (Bicer et al., 2011; Kaya et al., 2010;
Mazepa et al., 2000). Therefore, it is plausible to believe that melatonin will have the most robust
ergogenic effects in situation where inflammation, oxidative stress and unavailable energy are
important limitations. Due to circadian cycling of physiological, cognitive and behavioral
parameters, it seems also plausible that exercise tolerance might be better during the normal
wakefulness period, compared to the resting or sleep period, for humans and rats. Nevertheless,
endogenous melatonin is commonly increased during wakefulness only for entrained nocturnal
rats, not for humans. It is possible that the combination of endogenous and exogenous melatonin
is required for an ergogenic effect in our experiment. These effects may differ for humans, who

commonly possess low endogenous melatonin concentrations during the wakefulness period.

It is important to note that despite our methodological attempts to objectively determine
SA, drug administration and exercise parameters, our study has few limitations. Because this is
the first study to show melatonin ergogenic effects on exercise tolerance in rats, new experiment
designs are needed to confirm the consistency of this phenomenon and to understand the role of
melatonin on acute exercise tolerance (i.e., anti-inflammatory effects, antioxidant effects,
modulation of energy substrates, alertness, core body core temperature and circadian rhythms).

These new studies should use different dosages of melatonin and exercise intensity/duration.
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Finally, this experiment strongly suggested that melatonin is a reasonable ergogenic aid for
swimming rats, especially during the wakefulness period. The work also supports the assertion
that exercise tolerance is time-of-day-dependent for swimming rats assessed under individualized

exercise intensity regiments using strict control of the laboratory environmental conditions.
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9. CAPITULO 6

9.1. MELATONIN ACTS AS ERGOGENIC BUT DO NOT PREVENTS MUSCLE
INFLAMMATION AND DAMAGE FROM SWIMMING EXHAUSTIVE EXERCISE AT

MAXIMAL AEROBIC CAPACITY IN RATS

Wiladimir Rafael Beck, José Rodrigo Pauli, José Diego Botezelli, Claudio Alexandre Gobatto.

ABSTRACT
Well documented is that exercise promotes inflammation and tissue damage, which seems to be
prevented by acute melatonin administration just before exercise. Nevertheless, there is no
evidence that protective effects of melatonin remains after long duration exercise performed at
individualized maximal aerobic capacity intensity (iIMAC) during both circadian periods. We
tested the melatonin effects on swimming rat’s performance, inflammation, and cardiac and
skeletal muscle tissue damage after exhaustive exercise at IMAC performed during light and dark
circadian periods. Rats were submitted to an incremental test to individually estimate the iIMAC
under specific time of day. At 92-days old, animals were submitted to an exhaustive exercise at
IMAC (rlim) 30 minutes after melatonin administration (10mg.kg'1, I.P.). Were analyzed skeletal
muscle inflammatory proteins, skeletal and cardiac tissue damage and hematological and
metabolic parameters. In the absence of exercise, muscle inflammatory proteins remained
unaltered by time of day and melatonin effects, however, general physiological status was
improved by melatonin administration. In the presence and absence of melatonin administration

were found muscle inflammation and tissue damage, but melatonin promotes massive ergogenic
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effect, which increased the time of muscle contractions and possibly leading to the lack of its

protector effect found at literature.

INTRODUCTION

It is well documented that local and systemic inflammation, muscle damage and oxidative
stress are induced by long duration or high intensity exercise, impairing skeletal muscle
parenchyma function (Davis et al., 2007). Some authors have been postulated that it could partially
explain deficits in exercise performance (Baldwin Lanier, 2003; Robson-Ansley et al., 2004;
Warren et al., 2001), encouraging the use of anti-inflammatory compounds. Melatonin is known
to inhibits inflammation through a variety of stimulus, like /) impairing NK-kB-DNA binding
(Chuang et al., 1996), ii) inhibiting NF-«B activation (Gilad et al., 1998) by blocking
phosphorylation of IKK and JNK and it consecutive pathways (Liang et al., 2009), iii) reducing
cytokines expression (Sasaki et al., 2002; Szczepanik et al., 2007) and iv) acting as antioxidant and
consequently preventing muscle damage (Veneroso et al., 2009), which are important pro-
inflammatory feedback.

Melatonin is a pineal gland hormone classically related to entrain biological rhythms of
mammals. However, since Alberti (1958) isolates melatonin from bovine pineal gland, the
spectrum of functions is growing. Diseases treatment and health issues comprises critical
scientist’s interest about melatonin (Carbajo-Pescador et al., 2013; Cipolla-Neto et al., 2014;
Teodoro et al., 2014; Phillipson, 2014), moreover, considerable number of studies has investigated
it neurohormone effects on physical exercise (Ho et al., 2005; Veneroso et al., 2009; Teodoro et

al., 2014; Maldonado et al., 2012; Ozdemir et al., 2013; Caballero et al., 2008; Alonso et al., 2006;
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Mazepa et al., 2000). Has been postulated that even a single dose of exogenous melatonin just
before exercise aids preventing inflammation, oxidative stress and muscle tissue damage from
skeletal muscle contraction (Veneroso et al., 2009; Alonso et al., 2006; Maldonado et al., 2012).
Melatonin effects on exercise has been showed in a variety of models (Mazepa et al., 2000;
Kaya et al., 2010; Ozdemir et al., 2013; Bicer et al., 2011), nevertheless, there is no evidence that
protective effects of melatonin remains after long duration exercise performed at individualized
maximal aerobic capacity intensity (iIMAC) during both circadian periods. Animal model of
swimming performance mimics those physiological modulations found in sports competitions with
long duration cyclic exercise, however, most laboratory animals are nocturnal. So, the aim of this
study was to investigate the melatonin effects on swimming rat’s performance, inflammation, and
cardiac and skeletal muscle tissue damage after exhaustive exercise at iMAC (7lim) performed
during light and dark circadian periods. Based on literature, the hypothesis of this study was that
melatonin aids as ergogenic and exerts protective effect regarding inflammation and tissue damage

after the proposed exercise during both circadian periods.

METHODS

Animals

Male Wistar rats were housed in polyethylene cages with free access to water and rodent
chow, under 12 h light/dark cycle (lights on at 06:00 h), temperature of 22 + 2 °C, relative humidity
kept at 45-55 % and noise below 85 decibels. Was used a 100 W lamp during light period

(Phillips® soft white light; 2700 K; 565-590 nm; 60 lux). We conducted the experiment according
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to the current National laws. The study was approved by institutional Ethics Committee on the Use

of Animals under process 2502-1.

Experimental design

Highlighting that the lowest and highest spontaneous physical activity of nocturnal
entrained rats are corresponding to approximately 12:00 and 20:00 h, rats were firstly splitted at
45 days-old to diurnal (D) or nocturnal (N) assessments in order to test the time of day effect. After
two weeks of water environment and swimming adaptation performed in individual swimming
ergometer (cylindrical PVC tank with 30 cm diameter and 100 cm depth of clean water at 31+1
°C), at 90 days-old all animals were submitted to an incremental test (IT) to estimate the intensity
corresponding to maximal aerobic capacity (iMAC), at each group hour (D or N). IT were
performed in this adult rats following (Beck et al., 2014) where validity and reliability were
confirmed. Animals were submitted to overloads corresponding to 3, 3.5,4,4.5,5,5.5,6 and 6.5%
of body mass (%bm). Blood samples were collected to determine lactate concentration each 5-min
stages, being lactate concentration versus exercise intensity plotted to construct two linear
regressions where the intersection interpolated to X-line was corresponding to iMAC and Y-line

to blood lactate concentration at iMAC ([lac]iMAC).

To investigate the melatonin effect, D and N rats were randomly splitted in Melatonin (M)
or Placebo (PI) animals. Melatonin (Sigma Aldrich ©, Ci3H16N202, >98%) was dissolved in
ethanol (< 0.1 %) and diluted in saline solution (NaCl 0.9 %) to be administered I.P. at 10mg.Kg"

! for M group. Placebo corresponded to equal transport solution with no melatonin content.

Regarding the exercise effect, half of animals were submitted to an exhaustive exercise at

iMAC (flim; Exercised animals: Ex), while other animals remained at rest (Control animals: Ct).
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Thirty minutes before such intervention, the solution corresponding to each group was
administered (M or PI). Blood samples were collected before and after flim to determine lactate

levels. Time to exhaustion (flim) was recorded as the exercise performance parameter.

In summary, the animals were splitted in eight groups with 15 animals each group: DCt
(daily handling and assessments, transport solution, no exercised); DEx (transport solution,
exercised); DM (melatonin, no exercised) and DMEX (melatonin, exercised). Nocturnal animals
were divided at same fashion, but with N instead of D in initial acronyms (NCt, NEx, NM and

NMEX). Experimental design is illustrated at figure 1.

LALE J  TIME OF DAY DAILY ASSESSED ANIMALS I NOCTURNAL ASSESSED ANIMALS

76d - -‘ AQUATIC ENVIRONMENTAL ADAPTATION

|
90d --‘ INCREMENTAL SWIMMING TEST ‘

N o BCEE v RN v IR v Rl
EETE o BT o
cors B o om oo ove NIEEN TH ETH KT

Figure 1. Schematic summary of study design. At 45 days-old (45d) animals were splitted in
diurnal or nocturnal assessments, determining the time of day effect. At 76 days-old (76d) begun
the aquatic environmental and swimming adaptation, being incremental swimming test performed
at 90 days-old (90d) at specific group’s time of day. At 92 days-old (92d) i) animals were exposed
to a placebo (P1) or melatonin (M) administration, comprising the melatonin effect and ii) were
submitted to the exhaustive aerobic exercise (Exercised) or remained at rest (Control) to test the
exercise effect. Group’s acronyms are described in the text.

Respecting one hour of interval after 7lim, the animals were exposed to CO2 before
euthanized through thoracotomy, when blood withdraw was immediately performed through

cardiac puncture. Sample was divided in two aliquots: i) immediately transferred to polyethylene
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tubes containing k3AEDTA (FL Medical, Torreglia, PD, Italy) and ii) transferred to empty glass
tubes, resting for 15 minutes and then centrifuged 20 minutes at 3000 rpm to serum withdraw,
stored at -80°C. k3EDTA samples were gently mixed by inversion and no evidence of hemolysis
and coagulation were observed within. The skeletal muscle soleus was extracted and immediately
transferred to liquid nitrogen to posterior Western Blot analysis (described ahead). Collection and

storage of all biological material were performed in less than 10 minutes for each animal.

Analytical procedures of biological material
Hematological parameters

Hematological parameters were analyzed by hemochromocytometric tests performed on
the XS-1000 system to White Blood Count (Leukocytes; WBC), Lymphocytes (LYMP) and
Neutrophils (NEUTR).

Plasma and Serum parameters

To determine blood lactate concentration during IT and before and after flim, blood
samples (25 uL) were collected from distal tail of the rats using micro heparinized glass capillaries,
being immediately transferred to plastic tubes of 1.5 milliliters containing 400 uL of trichloroacetic
acid [4 %]. Processed plasma samples were analyzed by spectrophotometric method at 340 nm

against calibration using five know lactate concentrations from 1 to 15mM.

Serum were stored in several aliquots to avoid undesired thaws and were used to determine
uric acid (UA), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), total glutathione (GSH), glucose
(GLUC), total protein (TP), globulin (GLOB), total cholesterol (CHOL), urea, creatinine
(CREAT), albumin (ALB), lactate dehydrogenase (LDH), skeletal muscle creatine-kinase (CK-

MM) and cardiac muscle creatine-kinase (CK-MB) isoforms, following manufacture’s guidelines.
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Western blotting procedures

Soleus samples were homogenized in ice-cold RIPA Buffer (AMRESCO, OH, USA) and
protein inhibitors (100 mmol/L sodium fluoride, 10 mmol/L sodium vanadate, 2 mmol/L phenyl
methylsulphonyl fluoride and 0.01 mg aprotinin) employing a polytron PTA 20S generator
operated at maximum speed for 30 s ad clarified by centrifugation. Protein concentrations were
analyzed by BCA kit (Thermo, NY, USA). A 100 pg aliquot was used to perform Western Blottin
analysis as described (Pauli et al., 2008). The antibodies agains pIKK (Ser176; rabbit anti-pIKKf;
1:1000) and IxBa (C-21; rabbit anti- IkBa; 1:1000) were obtained from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) and a-tubulin (mouse anti a-tubulin; 1:1000) from Novus Biological
(NOVUS, CO, USA). Quantitative analysis of the blots was done using Photoshop software

(ADOBE, USA).

Statistical procedures

Data were presented as the meantstandard error of the mean (SEM). Since no intervention
but time of day were performed until iIMAC assessment (D vs N), iMAC and [lac]iMAC were
analyzed through t-test for independent samples using pooled data of all animals assessed during
daily (DCt, DM, DEx and DMEX) versus night period (NCt, NM, NEx and NMEXx). Other data
were analyzed as three distinct experiments to time of day [2, day (D) and night (N)], exercise [2,

exercised (Ex) and control (C)] and/or melatonin [2, melatonin (M) and placebo (PI)] as main
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effects. To experiment 1, data from western blotting, blood and serum parameters of DCt, DM,
NCt and NM were processed through analysis of variance to test melatonin and time of day effects.
Groups DCt, DEx, NCt and NEx were employed to test exercise and time of day effects in
experiment 2, while experiment 3 used groups DM, DMEx, NM and NMEX to test exercise and
time of day in animals under melatonin effect. flim to experiments 2 and 3 were compared using
t-test for independent samples (DEx vs NEx and DMEx vs NMEX, respectively). Additional
analysis of rlim, resting ([lac]rest) and immediately after flim blood lactate concentration
performed after experiment 3 were conducted through analysis of variance on i) main effect for
melatonin [2, melatonin (M) and placebo (P1)] and ii) main effect for time of day [2, day (D) and
night (N) to all exercised groups (DEx, NEx, DMEx and NMEXx). Newmann-Keuls post hoc was
used when appropriated. Criterion for significance was 5%. All statistical procedures were

performed using MatLab® 7.0 (MathWorks™).

RESULTS

iIMAC was higher to N animals while [lac]iMAC was not influenced by time of day effect
Animals assessed at daily hours showed iMAC and [lac]iMAC correspondent to 4.78+0.06

9%bm and 4.14+0.15 mM, respectively, while nocturnal rats had 5.32+0.06 %bm and 4.11+0.16

mM to the same parameters. iIMAC at such condition was higher to N (P < 0.01), while [lac]iMAC

was statistically equal (P = 0.86) between groups.
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Experiment 1
In the absence of exercise, muscle inflammatory proteins remains unaltered by time of day and
melatonin effects, however, general physiological status was improved by melatonin
administration

Figure 2 shows time of day and melatonin effect on animals that were not submitted to
exercise. Were not found significant melatonin (F = 0.01; P = 0.91) or time of day (F =4.71; P =
0.06) effects on skeletal muscle pIKK, as occurs to [kBa (melatonin: F = 0.24; P = 0.64; time of
day: F = 2.25, P = 0.16, figure 2a). Regarding tissue damage markers (Figure 2b) and blood
inflammatory parameters (Figure 2c), were found that melatonin reduced CK-MM (F =7.42; P =
0.01) but increased neutrophils count (F = 5.27; P = 0.03), while WBC (F =9.29; P < 0.01) and
lymphocytes (F = 10.79; P < 0.01) were found higher during daily hours and LDH higher at dark

period (F =5.37; P =0.02).
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Figure 2. Data from experiment 1 expressed as mean+SEM and significant post hoc results to
animals assessed at daily (DCt and DM) or night (NCt and NM) period and submitted (DM and
NM) or no (DCt and NCt) to melatonin administration. Figure 2a shows pIKKf and IxBa skeletal
muscle content. Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-axis) isoforms of
creatine kinase and lactate dehydrogenase (LDH, right Y-axis) data are illustrated in figure 2b.
Figure 2c shows white blood cells (WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and
neutrophils (NEUTR, right Y-axis) results from melatonin and time of day effects. a: P < 0.05 in
relation to DCt for same variable; n=3 or 4 for Western blotting analysis and 15 for other variables.

The influence of melatonin and time of day effects on oxidative stress, metabolic and
physiological status markers are illustrated at table 1. Changes were observed in specific
parameters, highlighting that melatonin decreased creatinine and urea while SOD and CAT were

found higher at rats wakefulness period.
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Experiment 2
In the absence of melatonin, exercise promotes acute muscle and systemic inflammation and tissue
damage

Experiment 2 contemplates the results to time of day and exercise effects on animals not
exposed to exogenous melatonin. Inflammatory muscle proteins were significantly modulated by
exercise (figure 3a). Daily assessed animals showed higher IxBa skeletal muscle content in relation
to nocturnal assessed animals (F = 10.24, p < 0.01), possibly due to longer exercise duration at
night (figure 3c) and leading exercise to decreases IkBa (F = 8.47, p = 0.01). Exercise decreased
pIKKp muscle content (F = 5.60, p = 0.04), nevertheless, was not found time of day effect on such
inflammatory parameter (F = 0.96, p = 0.35), as well as no differences among groups. All tissue
damage markers (figure 3b) were found significantly increased during night in relation to daily
assessed animals (CK-MM: F=4.47, P =0.04; CK-MB: F=8.2, P <0.01 and LDH: F =10.27, P
< 0.01) and after exercise in relation to control rats (CK-MM: F =4.77, P = 0.03; CK-MB: F =
9.30, P < 0.01 and LDH: F = 4.58, P = 0.04). The systemic inflammatory parameters (figure 3d)
showed no time of day (F = 2.40; P = 0.12) or exercise (F =0.02; P = 0.86) effects on WBC count,
nevertheless, exercise decreased lymphocytes (F = 8.67; P < (0.01) and increased neutrophils count
(F=25.16; P <0.01) and only lymphocytes were influenced by time of day (F=8.02; P <0.01; D

> N).
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Figure 3. Mean+SEM and post hoc results to animals assessed at daily (DCt and DEx) or night
(NCt and NEXx) period and submitted (DEx and NEx) or no (DCt and NCt) to exhaustive exercise
at maximal aerobic capacity intensity. Figure 3a shows pIKKf and IxBa skeletal muscle content.
Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-axis) isoforms of creatine kinase and
lactate dehydrogenase (LDH, right Y-axis) data are illustrated in figure 3b. Figure 3c illustrate the
time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity. Figure 3d shows white blood cells
(WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and neutrophils (NEUTR, right Y-axis)
results from exercise and time of day effects. a: P < 0.05 in relation to DCt for same variable; b: P
< 0.05 in relation to DEx for same variable; c: P < 0.05 in relation to NCt for same variable; ; n=3
or 4 for Western blotting analysis and 15 for other variables.

Data about time of day and exercise effects on animals that did not received melatonin
were showed in table 2. Generally, in the presence of exercise were found considerable and
expected changes in many parameters. Longer exercise duration of NEX in relation do DEx (Figure

3c) certainly influenced the time of day effect.
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Experiment 3

Melatonin did not prevented exercise-induced inflammation and tissue damage

This analysis included only animals exposed to exogenous melatonin and tested time of
day and exercise effects. pIKK[ content was significantly lower in daily assessments in relation to
night (F = 6.02, p = 0.03) and control animals in relation to exercised (F = 6.78, p = 0.02), while
IxBa content was not influenced by time of day (F = 2.33, p = 0.16) or exercise (F = 1.46, p =
0.25) effects (Figure 4). Exercise (figure 4c) leads to significant increases on tissue damage
markers when compared to control animals (CK-MM: F=41.41, P <0.01 ; CK-MB: F=15.16, P
<0.01 and LDH: F =24.41, P < 0.01), being also found higher outcomes to such parameters at
night in relation to daily period (CK-MM: F =24.48, P <0.01 ; CK-MB: F=12.95, P <0.01 and
LDH: F =31.55, P < 0.01). WBC (figure 4d) was not influenced by time of day (F =2.22; P =
0.14) or exercise (F = 2.88; P = 0.09) effects, but lymphocytes (figure 4d) were found higher at
daily period (F = 9.44; P < 0.01) and neutrophils (figure 4d) were significantly increased by

exercise effect (F =40.87; P <0.01).
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Figure 4. Mean+SEM and post hoc results to animals exposed to melatonin and assessed at daily
(DM and DMEXx) or night (NM and NMEX) period and submitted (DMEx and NMEXx) or no (DM
and NM) to exhaustive exercise. Figure 4a shows pIKKP and IkBa skeletal muscle content.
Skeletal (CK-MM, left Y-axis) and cardiac (CK-MB, left Y-axis) isoforms of creatine kinase and
lactate dehydrogenase (LDH, right Y-axis) data are illustrated in figure 4b. Figure 4c illustrate the
time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity. Figure 4d shows white blood cells
(WBC, left Y-axis), lymphocytes (LYMP, left Y-axis) and neutrophils (NEUTR, right Y-axis)
results from exercise and time of day effects. a: P < 0.05 in relation to DM for same variable; b: P
< 0.05 in relation to DMEX for same variable; c: P < 0.05 in relation to NM for same variable; n=3
or 4 for Western blotting analysis and 15 for other variables.

Additional data about physiological, oxidative and metabolic variables on animals under
melatonin, time of day and exercise effects were showed in table 3. Melatonin leads to makeable
higher performance at night period, leading to expressive differences for NMEXx group in relation

to other all. Certainly the longer time to exhaustion also influenced the time of day effect in this

experiment.
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Table 1. Descriptive and parametrical statistics results to total protein (TP), albumin (ALB), globulin (GLOB), cholesterol (CHOL),glucose
(GLUC), urea, creatinine (CREAT), uric acid (UA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and total glutathione (GSH) expressed in

mean+SEM for rats submitted to the main effects on melatonin and time of day.

PLACEBO MELATONIN MELATONIN TIME OF DAY
GROUPS GROUPS EFFECT EFFECT
DCt NCt DM NM F P F P
TP 5.81+£0.05 5.73+0.06 5.70£0.05 5.53+0.21 <0.01 0.97 0.18 0.67
(g/dL)
ALB 2.64+0.11 2.85+0.14 2.17£0.21a 3.07£0.11b 0.65 0.42 13.54 <0.01
(g/dL)
GLOB 3.33+0.08 3.27+0.27 3.37£0.22 2.74+0.19 1.21 0.30 2.37 0.13
(g/dL)
CHOL 81.82+2.30 93.81+£3.40a 76.86+1.68 101.73+£3.05bc 0.31 0.58 47.23 <0.01
(mg/dL)
GLUC 123.68+5.51 124.39+7.85 118.45+7.37 134.53£7.18 0.11 0.74 1.27 0.27
(mg/dL)
UREA 59.93+2.59 66.97+1.79 30.36+5.74a 63.45+£2.18b 18.70 <0.01 27.51 <0.01
(mg/dL)
CREAT 0.77£0.04 0.59+0.03a 0.41£0.05a 0.55+0.04b 21.34 <0.01 0.23 0.63
(mg/dL)
UA 5.26+£0.23 5.33+0.28 4.434+0.14a 5.33+0.30b 3.02 0.09 3.98 0.05
(g/dL)
SOD 28.88+3.29 32.65+3.46 23.46+3.22 34.10+1.37 0.49 0.49 6.48 0.01
(U/mL)
CAT 15.75£1.25 19.99+1.69a 11.99+1.28a 22.17+1.01b 0.37 0.55 30.89 <0.01
(nmol/min/mL)
GSH 25.87+5.31 20.51+2.61 18.96+2.20 25.36+1.89 0.09 0.76 0.02 0.87
(M)

a: P<0.05 in relation to DCt for the same variable; b: P<0.05 in relation to DM for the same variable; c: P<0.05 in relation to NCt for the

same variable.
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Table 2. Descriptive and parametrical statistics results to total protein (TP), albumin (ALB), globulin (GLOB), cholesterol (CHOL),glucose
(GLUC), urea, creatinine (CREAT), uric acid (UA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and total glutathione (GSH) expressed in
mean+SEM for rats submitted to the main effects on time of day and exercise.

CONTROL EXERCISED EXERCISE TIME OF DAY
GROUPS GROUPS EFFECT EFFECT
DCt NCt DEx NEx F P F P
TP 5.81%£0.05 5.73+0.06 5.45+0.04a 5.69+0.05b 16.03 <0.01 2.27 0.14
(g/dL)
ALB 2.64+0.11 2.85+0.14 2.78+0.12 3.02+0.13 1.41 0.24 2.90 0.95
(g/dL)
GLOB 3.33+0.08 3.27+0.27 2.69+0.13 2.7620.08 11.21 <0.01 <0.01 0.96
(g/dL)
CHOL 81.82+2.30 93.81+£3.40a 77.17£1.60a 88.95+1.61H 4.42 0.04 27.61 <0.01
(mg/dL)
GLUC 123.68+5.51 124.39+7.85 105.774£5.15 107.41£5.77 7.69 <0.01 0.03 0.85
(mg/dL)
UREA 59.93+2.59 66.97£1.79a 68.41+£2.17a 78.25+1.99bc 20.65 <0.01 15.04 <0.01
(mg/dL)
CREAT 0.77+£0.04 0.59+0.03a 0.99£0.10a 0.72+0.05b 8.90 <0.01 13.35 <0.01
(mg/dL)
UA 5.26+0.23 5.33+0.28 3.73+0.13a 4.69+0.22b 25.42 <0.01 5.67 0.02
(g/dL)
SOD 28.88+3.29 32.65+3.46 38.83+2.72a 25.32+1.51b 0.23 0.64 3.14 0.08
(U/mL)
CAT 15.75£1.25 19.99+1.69 14.16%1.11a 21.55+1.09b <0.01 0.98 20.98 <0.01
(nmol/min/mL)
GSH 25.87+5.31 20.51+2.61 18.18+4.59 14.69+0.71 3.11 0.88 1.34 0.26
(M)

a: P<0.05 in relation to DCt for the same variable; b: P<0.05 in relation to DEX for the same variable; c: P<0.05 in relation to NCt for the

same variable.
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Table 3. Descriptive and parametrical statistics results to total protein (TP), albumin (ALB), globulin (GLOB), cholesterol (CHOL),glucose
(GLUC), urea, creatinine (CREAT), uric acid (UA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and total glutathione (GSH) expressed in

mean+SEM for rats that received melatonin and were submitted to time of day and exercise effects.

CONTROL EXERCISED EXERCISE TIME OF DAY
GROUPS GROUPS EFFECT EFFECT
DM NM DMEXx NMEXx F P F P
TP 5.70£0.05 5.53+0.21 5.71£0.07 5.44+0.06bc 6.34 0.01 0.75 0.39
(g/dL)
ALB 2.17£0.21 3.07£0.11a 2.61+0.11 3.97+0.30bc 11.78 <0.01 34.23 <0.01
(g/dL)
GLOB 3.37+£0.22 2.74+0.19 3.06+£0.14 2.79+0.51 0.19 0.66 2.40 0.13
(g/dL)
CHOL 76.86+1.68 101.73£3.05a 77.39+1.86 91.15+1.44bc 5.74 0.02 84.77 <0.01
(mg/dL)
GLUC 118.45+7.37 134.53+£7.18 105.05+6.73 98.67+6.37¢ 11.88 <0.01 0.46 0.50
(mg/dL)
UREA 30.36+5.74 63.45+£2.18a 70.33£1.97a 86.29+3.11bc 62.28 <0.01 37.98 <0.01
(mg/dL)
CREAT 0.41£0.05 0.55%0.04a 0.84+0.04a 0.7520.04c¢ 48.99 <0.01 0.37 0.54
(mg/dL)
UA 4.43+0.14 5.33+0.30a 3.72+0.12a 3.83+0.12¢ 39.78 <0.01 8.21 <0.01
(g/dL)
SOD 23.46+3.22 34.10x1.37a 33.32+3.16 30.31+£2.54 1.32 0.26 2.08 0.15
(U/mL)
CAT 11.99+1.28 22.17£1.01a 16.14+1.03a 21.39+0.78b 2.69 0.11 56.25 <0.01
(nmol/min/mL)
GSH 18.96+2.20 25.36+1.89a 18.81+£2.17 7.35+0.84bc 25.67 <0.01 1.99 0.17
(M)

a: P<0.05 in relation to DM for the same variable; b: P<0.05 in relation to DMEX for the same variable; c: P<0.05 in relation to NM for

the same variable.
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Comparing all exercised animals, melatonin increased tlim and tissue damage markers

Additionally, flim analysis of variance to the four exercised groups (DEx, DMEx, NEx and
NMEX) revealed time of day effect (F = 14.07; p < 0.01; D < N) and melatonin effect (F =9.25; p
<0.01; C < M), being NMEXx higher than all other groups (P > 0.01; figure 5d). Regarding tissue
damage markers to such comparison, melatonin increased CK-MM (F = 9.43; P < 0.01; figure 5a)
and LDH (F = 5.26; P = 0.02; figure 5b), with no melatonin influence on CK-MB (F=1.43; P =
0.23). Animals assessed at night period (NEx and NMEx) showed higher CK-MM (F = 27.26; P
<0.01), CK-MB (F = 25.46; P < 0.01) and LDH (F = 42.23; P < 0.01) when compared to daily

evaluated animals (DEx and DMEX). Post Hoc data are showed at figure 5.
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Figure 5. Mean+SEM and post hoc results of skeletal muscle creatine kinase (CK-MM; figure 5a),
lactate dehydrogenase (LDH; figure 5b), cardiac muscle creatine kinase (CK-MB; figure 5c) and
time to exhaustion at maximal aerobic capacity intensity (¢flim; figure 5d) to exercised groups
assessed during daily period (DEx with placebo and DMEx under melatonin effect) and night
period (NEx with placebo and NMEx under melatonin effect). a: P < 0.05 in relation to DMEx for
same variable; b: P < 0.05 in relation to NEx for same variable.
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Resting blood lactate concentration was influenced by time of day and melatonin, but not after
exercise

Resting blood lactate concentrations ([lac]rest) were correspondent to 0.93+0.06,
1.2940.09, 1.47+0.04 and 2.02+0.18 mM to DEx, DMEx, NEx and NMEX, respectively, while
blood lactate concentration immediately after exhaustive exercise ([lac]post) were correspondent
to 7.01+£0.50, 6.75+0.34, 6.93+0.47 and 6.28+0.61 mM to DEx, DMEx, NEx and NMEX,
respectively. [lac]rest showed significant effect to time of day (F = 33.28; p < 0.01; D < N) and
melatonin (F = 17.32; P < 0.01; C < M), being DEx < all (p < 0.05) and NMEx > all (p < 0.05).
[lac]post outcomes leads to no time of day (F = 0.29; p = 0.59) and melatonin effects (F = 0.80; p

= (0.37), resulting in no differences among groups (p > 0.05).

DISCUSSION

The main finds of this study were that melatonin aids as ergogenic to proposed exercise,
however, did not prevented skeletal muscle and systemic inflammation and tissue damage
promoted by the proposed exercise. Therefore, the initial hypothesis was only partially accepted,
once the preventive effect of melatonin to exercised animals was not found, certainly due to its

massive ergogenic effect and the proposed exercise features.

As cited in introduction section, well documented is that intensity and duration of exercise
influence a considerable number of physiological variables. Such statement was enforced in our
experiment once flim leads to modulations in almost all studied parameters and seems to be more

expressive to higher times to exhaustion (Table 2 and 3). To investigate local inflammation from
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exercise effect, we quantified proteins that comprehend the master controllers of inflammation
(Kramer and Goodyear, 2007), the IKK and IxB, responsible to the activity of the transcription
factor kB (NFxB). NF-«xB is the key regulator of many biological systems and is related to link
physiology to pathology when over activated, being it molecular pathway considered the main
inflammatory feedback in the body (Hayden and Ghosh, 2012). Activation of NF-kB depends on
its translocation to cellular nucleus, where acts as pleiotropic, influencing a large number of genes
(Hayden and Ghosh, 2012). During resting status, NF-kB is sequestered in cytosolic ambient by
kB inhibitors (IkB) (Baldwin, 1996), the main inflammatory protein detected in skeletal muscle of
adult rats (Ji et al., 2004). So, high IxB content is interpreted as an anti-inflammatory parameter
(Schreck et al., 1992). Stimuli as high cytosolic calcium concentration (Altamirano et al., 2012)
and cytokines (Hayden and Ghosh, 2012; Oeckinghaus and Ghosh, 2009) promotes IkB kinases
(pIKK) phosphorylation, which are responsible to disconnect IkBa of NF-«B, eliciting its nuclear
translocation and consequently increasing inflammation (Oeckinghaus and Ghosh, 2009). At this
manner, disconnected IkBa suffer ubiquitination and consequently decreased content of this
protein is found. IKK and IkB phosphorylation is exercise-increased in adult rat skeletal muscle,
which invariably leads to local NF-«xB activity (Ji et al., 2004; Beck et al., 2014) and inflammatory

feedback activation (Szczepanik, 2007).

To animals not submitted to exercise (experiment 1), melatonin did not modulate local or
systemic inflammatory parameters (pIKKf, IkBa, WBC and LYMP) but decrease skeletal muscle
tissue damage marker (CK-MM, figure 2b), creatinine and urea (table 1), showing it protective
features as found at literature (Veneroso et al., 2009; Alonso et al., 2006; Maldonado et al., 2012).

However, the main contribution of our study was the interesting results regarding inflammatory
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and tissue damage markers in animals exercised until exhaustion at light and dark periods under

placebo compared to melatonin condition.

Despite the ergogenic effect of single melatonin dose before acute exercise remains
controversial at literature (Mero et al., 2006; Maldonado et al., 2012), our study found significant
enhanced performances to animals that received this hormone when comparing to placebo
swimming adult rats (figure 3c and 3c). As described, melatonin presents anti-inflammatory
function and anti-muscle damage effect (Alonso et al., 2006; Veneroso et al., 2009; Maldonado et
al., 2012) and performance could be impaired by inflammation and tissue damage (Robson-Ansley
et al., 2004; Baldwin Lanier, 2003; Warren et al., 2001). However, our results deny this statement
to exhaustive aerobic exercise once systemic inflammation and tissue damage promoted in
exercised animals of experiment 3 (all received melatonin) were virtually higher than animals from
experiment 2 (no melatonin). CK-MM increased 151.6% in NEx animals when compared to NCt,
but this outcome to NMEx was 324.05% higher than NM. Neutrophils, acute exercise-induced
inflammation marker, increased 90.68% in NEx vs NCt, but was 180.29% higher in NMEx than
NM. NMEx swam 126 minutes (155.84%) more than NEx to the same intensity due to massive
melatonin ergogenic effect, then, it is clear that higher inflammation and tissue damage were found
in animals that swam longer. So, we introduced this paradoxical melatonin effect on adults
swimming rats exercised until exhaustion at maximal aerobic capacity intensity. Melatonin
enhanced performance but over the inflammation and cardiac and skeletal muscle damaging.
Despite partially denies our initial hypothesis, high inflammation and tissue damage are also found
marathon and ultramarathon athletes and the relationship between performance and tissue damage

and inflammation remains under investigation (Waskiewicz et al., 2012; Millet et al., 2012).
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Generally interpreting all the physiological, metabolic, oxidative, inflammatory and tissue
damage markers assessed in our study and presented in all figures and tables, the exercise duration
enhanced by melatonin effect leads to the more expressive alterations found. Our results suggested
that the ergogenic effect of melatonin was significantly stronger than it protective effect to
proposed exercise, being the exercise duration responsible to mask the protective melatonin effect.
Future studies should be addressed to better understand the mechanistic of melatonin ergogenic
effect and it role as anti-inflammatory, antioxidant and tissue damage preventive function to long

duration aerobic exercises.
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9 . CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso na determinagdo do nadir e acrofase da atividade fisica espontanea dos animais e da
intensidade de esfor¢o correspondente a maxima capacidade aerdbia tornam robustas as
conclusdes desta tese, uma vez que os parametros para determinacao do horério de aplicacdo das
intervencgodes e da intensidade para exercicio fisico foram sistematizados e proveram parametros

objetivos que tornam possivel a replicacdo do experimento em sua plenitude.

O modelo de exercicio fisico proposto conduziu os animais a condi¢des semelhantes aquelas
encontradas em competicoes de longa duragdo, promovendo significativas manifestagoes
fisioldgicas relatadas ao longo dos capitulos 5 e 6. Para esta condi¢do de esfor¢co, a melatonina
apresentou significativo efeito ergogénico apés aplicacdo aguda de 10mg.Kg™! 30 minutos antes
do exercicio fisico iniciado na acrofase da atividade espontinea. Apesar de melhora representativa
da performance quando a droga foi administrada no nadir da atividade esponténea, tal diferenca
nao foi estatisticamente significativa, mostrando que o efeito ergogénico da melatonina foi horério-

dependente para ratos adultos com hébitos noturnos.

Observando generalizadamente os parametros inflamatérios teciduais e sist€émicos, além dos
marcadores de lesdo tecidual muscular esquelética e cardiaca, de estresse oxidativo e metabdlicos,
os animais ndo submetidos ao exercicio vivenciaram os efeitos positivos da melatonina, conforme
se encontra na literatura. Conforme esperado, os animais exercitados apresentaram elevados
indices de inflamacgdo e lesdo tecidual, contudo, este quadro foi amplificado nos animais que
receberam melatonina. Apesar de ser um resultado inicialmente inesperado, torna-se plausivel ap6s
associd-lo ao massivo efeito ergogénico da melatonina. A administracdo de melatonina promoveu

maior tempo de contracdo muscular e consequentemente maior inflamacdo e dano tecidual. Este
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cendrio € apresentado na figura abaixo, que associa o exercicio fisico proposto nesta tese com a

administracdo de melatonina sobre o processo de inflamac¢do e dano tecidual.
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N £ O 3 -
< o = O
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Inflamacdo e dano tecidual

Figura 1. Esquema ilustrativo dos efeitos do exercicio
fisico prolongado e da melatonina sobre o processo
inflamatério e dano tecidual no miusculo esquelético e
cardiaco. 1) O exercicio fisico prolongado, como aplicado
no experimento desta tese, induz a inflamacdo local e
sistémica e ao dano tecidual no musculo esquelético e
cardiaco; 2) A literatura aponta que a melatonina possui
acdo preventiva sobre o processo inflamatério e dano
tecidual e os resultados desta tese comprovaram em parte
este cendrio, uma vez que a melatonina promoveu
melhores condig¢des fisiolégicas gerais, como apresentado
no experimento 1 do capitulo 6; 3) A administracdo
exogena da melatonina promoveu representativo efeito
ergogénico, principalmente quando aplicado na acrofase
da atividade fisica espontanea. Porém, este quadro
promoveu maior tempo de contracdo muscular e
consequentemente amplificou o processo inflamatoério e
dano tecidual.

Desta maneira, apesar de a hipétese 1 ter sido plenamente aceita, a segunda hipétese se
limita a parcialidade uma vez que o efeito ergogénico da melatonina apenas foi estatisticamente

significativo quando sua aplicacdo somada ao exercicio fisico se iniciou na acrofase da atividade
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espontanea, momento de vigilia dos animais. Ja a terceira hipdtese, baseada nas informagdes da
literatura que apontavam efeito protetor da melatonina sobre o estresse oxidativo, inflamacdo e
dano tecidual, foi plenamente rejeitada quando considerados apenas os animais exercitados. Este
resultado pode ser explicado pelo modelo de exercicio fisico proposto nesta tese, que conduziu os
animais a exaustdo sob intensidade de méxima capacidade aerdbia individualmente determinada.
A melatonina promoveu massiva ergogenia e conduziu os animais a um quadro extremo de esforco

aerébio que superou sua capacidade protetora sobre os parametros estudados.
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11.ANEXO
11.1. CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICO NO USO DE ANIMAIS
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "RESPOSTA ERGOGENICA DA
MELATONINA E SUAS CONSEQUENCIAS NO RITMO CIRCADIANO E NA
ATIVIDADE DA VIA IKK/NF-kB" (protocolo n® 2502-1), sob a responsabilidade
de Prof. Dr. Claudio Alexandre Gobatto / Wiadimir Rafael Beck, estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacido Animal adotados pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a
legislag@o vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 15 de agosto de
2011.

Campinas, 15 de agosto de 2011.
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