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RESUMO

O bloqueio colinérgico dos nucleos ventromedias do hipotdlamo (VMH) reduz a
dissipacéo de calor durante o exercicio fisico, levando a uma maior taxa de acumulo
de calor, antecipando a fadiga em 37% .Embora tenha sido verificado a participacao
das sinapses colinérgicas dos VMH sobre a termorregulacdo durante o exercicio até
a fadiga, nao foi demonstrado o controle desse nucleo em temperatura ambiente em
que a producdo e a dissipacao de calor ndo sao diferentes. Dessa forma, em
condicao controle ndo haveria alteracées na taxa de variacao de calor e estimulacéo
de neurdnios sensiveis a temperatura. A fadiga, assim, seria determinada por outros
fatores sendo térmicos. Além disso, ndo se sabe se a atividade termogénica dos
VMH ¢é dependente da temperatura ambiente e do aumento da taxa metabdlica
induzido pelo exercicio. Assim, o objetivo do estudo é definir uma temperatura
ambiente na qual a temperatura interna ndo é alterada durante o exercicio fisico até
a fadiga e ainda, verificar o efeito do exercicio fisico e da temperatura ambiente
sobre a atividade termogénica dos nucleos ventromediais do hipotalamo.

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar pesando entre 250 e 350 gramas.
O estudo foi dividido em dois delineamentos experimentais. No primeiro
delineamento experimental, os ratos intactos foram submetidos a corrida em esteira
rolante a 20m/min e 5% de inclinacao até a fadiga em ambiente de 8°C, 12°C e 15°C
e URA de 50%. A temperatura interna, a temperatura da pele da cauda e o tempo
total de exercicio foram medidos. A temperatura interna dos animais intactos reduziu
durante a corrida em ambiente de 8°C e aumentou a 15°C. Em ambiente de 12°C a
temperatura interna dos ratos ndo modificou do inicio do exercicio fisico até o
momento da fadiga. A temperatura da pele da cauda dos animais reduziu a partir do
2° minuto de exercicio nas temperaturas ambientes.

No delineamento experimental 2, os animais receberam implante de céanulas
cronicas bilaterais nos VMH. Os ratos foram submetidos a duas condicoes
experimentais separadas por um intervalo de pelo menos dois dias. Os ratos
receberam injecdo de 0,2uL de solugdo salina (0,15 M) ou metilatropina (2,5 x 102
M) nos VMH antes de iniciarem a situacdo de repouso ou exercicio fisico. As
temperaturas interna e da pele da cauda e o tempo total de exercicio foram medidos.
Esse protocolo foi repetido em temperaturas ambientes diferentes, a 5°C, 12°C e
15°2C e sempre com umidade relativa do ar de 50%. O bloqueio colinérgico nos VMH



reduziu o tempo de exercicio fisico nas trés temperaturas ambientes. A temperatura
interna reduziu a 5°C, aumentou a 15°C e n&o apresentou alteracdes a 12°C durante
o exercicio. A injecao de metilatropina nos VMH nao modificou a temperatura interna
em comparagao ao grupo salina. A temperatura da pele da cauda dos ratos reduziu
no grupo salina e no metilatropina nas trés temperaturas ambientes, durante o
exercicio fisico. Nao houve diferenca entre o grupo salina e metilatropina nas trés
temperaturas ambientes.

Diante desses dados, concluimos que a temperatura interna dos animais nao é
alterada durante o exercicio fisico a 20 m/min, 5% de inclinagéo até a fadiga sob
temperatura ambiente de 12°C. E ainda que os receptores colinérgicos muscarinicos
dos nucleos ventromediais hipotalamicos modulam o tempo de exercicio até a fadiga

independente da temperatura ambiente na qual a atividade é realizada.

Palavras-chaves: exercicio, receptores muscarinicos, colinérgico, ratos,

termorregulacao, fadiga.



ABSTRACT

Cholinergic blockade in the ventromedial hypothalamic nucleus (VMH) reduces talil
heat loss and induces a higher increase in the heat storage rate during physical
exercise, antecipating the onset of fatigue in 37%. Although the evidences indicating
the involvement of VMH cholinergic receptors on thermoregulation during the
exercise until fatigue, the control of these nucleus in an ambiental condition which the
heat production is not different from the heat dissipation to the environment has not
been described. In these conditions, the heat variation rate and the activation of
temperature sensitive neurons would not be altered in control group and, thus, the
fatigue would be related to factors other than the thermoregulatory adjustments.
Furthermore, it is unclear if the VMH thermogenic activity depends on ambient
temperature and exercise-induced increase in metabolic rate. Therefore, the aim of
the study was to determine an ambient temperature where the internal body
temperature is not altered during the physical exercise until fatigue and to verify the
effect of physical exercise and ambient temperature on thermogenic activity of VMH.
Adult male Wistar rats weighting 250-350 g were used. The study was divided in two
experimental protocols. During the first experimental protocol, intact rats were
submited to treadmill running (20 m/min and 5% inclination) until fatigue at ambient
temperatures of 8°C, 12°C and 15°C and with relative humidity controlled at 50%.
Internal body temperature reduced during the exercise at 8°C and increased at 15°C.
During the exposure to 12°C, internal body temperature was not modificated from the
beginning of the exercise until the fatigue point. Tail skin temperature decreased two
minutes after the exercise had started and remained reduced until the onset of
fatigue at the three ambient temperatures.

During the second experimental protocol, animals were fixed to a stereotaxic
apparatus and received a bilateral implant of cannulae in the VMH. The rats were
submitted to two experimental conditions with an interval of at least two days
between the trials. Rats received an injection of either 0,2 pL of 0,15 M saline
solution or 2,5x102 M methylatropine in the VMH and, immediately after this
procedure, the animals were submitted to exercise. Internal body temperature, tail
skin temperature and time to fatigue were measured. This protocol was reproduced
at different ambients temperatures of 5°C, 12°C and 15°C and with relative humidity
always controlled at 50%. Cholinergic blockade in the VMH reduced the time to



fatigue at the three ambients temperatures. Internal body temperature reduced
during the physical exercise at 5°C increased under 15°C and was not modified at
12°C. Methylatropine injection in the VMH failed to change internal body temperature
compared to saline group. Tail skin temperature reduced during the exercise in both
groups in all environmental conditions. No differences were observed in tail skin
temperature between saline and methylatropine groups at the three ambient
temperatures.

Taking the above data into account, we concluded that exercising running rats at
12°C represents an experimental protocol where the internal body temperature does
not alter throughtout the exercise until the onset of fatigue. Furthermore, VMH
muscarinic cholinoceptors determine the time to fatigue regardless of the ambient
temperature in which the physical activity is carried out.

Key-words: exercise, fatigue, methylatropine, muscarinic cholinoreceptors, rats,
thermoregulation.



1- HISTORICO DA PESQUISA



MAKINEN et al (1996) estudando a termorregulacdo em diferentes temperaturas
ambientes verificaram que os ratos que correram em intensidade de exercicio
submaxima, 20m/min, em temperatura ambiente 0°C, durante 30 minutos, nao
apresentaram variagcdo na temperatura corporal interna, sendo todo calor gerado
pelo exercicio dissipado para o ambiente (cal.min” = 0). Entretanto, esse protocolo
teve duracao apenas de 30 minutos de exercicio, impossibilitando o estudo da fadiga
induzida pela atividade fisica.

WANNER et al. (2003) utilizaram o mesmo protocolo proposto por MAKINEN et al.
(1996) com duracao até a fadiga. Foi observada uma correlacao negativa entre o
tempo total de exercicio e a temperatura corporal interna dos animais. Os animais
terminaram o exercicio em estado hipotérmico.

A partir desses dados, foi escolhida para este estudo a temperatura ambiente,
inicialmente, de 5° C e 50% de URA para verificar a existéncia de uma temperatura
ambiente na qual a temperatura interna dos animais nao fosse alterada do inicio ao
final do exercicio fisico e assim, possibilitar a padronizagdo de um método
experimental.

De acordo com os dados apresentados no presente estudo, em temperatura
ambiente de 5° C, foi verificada uma reducao na temperatura interna dos animais até
o momento da fadiga.

No estudo de RODRIGUES et al. (2003) realizado no Laboratério de Fisiologia do
Exercicio foi observado que a temperatura ambiente de 18° C induziu fadiga
associada ao aumento da temperatura corporal interna e que quanto maior a taxa de
variacao de calor, menor era o tempo total de exercicio. Dessa forma, havia uma

faixa de temperatura ambiente, de 5° C a 18° C, ainda ndo estudada. Assim, outras



temperaturas ambientes contidas nessa faixa deveriam ser abordadas na tentativa
de encontrar o ambiente no qual ndo haveria alteracdo na temperatura interna dos
animais do inicio do exercicio fisico até a fadiga. Foram escolhidas aleatoriamente,
trés temperaturas ambientes para o inicio do estudo, 8° C, 12° C e 15° C.

De acordo com os dados apresentados nessa dissertacdo, em temperatura
ambiente de 12° C, a temperatura interna corporal nao alterou do inicio ao final do
exercicio fisico, possibilitando a padronizacdo de um método em que as variaveis
termorregulatérias ndo sao determinantes da fadiga fisica.

A seqiiéncia de estudos com o bloqueio dos receptores muscarinicos dos nucleos
ventromediais do hipotalamo foi realizada a partir da padronizacdo do método em

temperatura ambiente de 12° C.



2-  INTRODUCAO



2.1- Exercicio fisico, homeostase e fadiga.

Durante a atividade fisica ocorrem modificagdes nos sistemas fisiolégicos em
decorréncia do aumento da necessidade energética aos musculos, podendo alterar
o equilibrio organico (KOPIN, 1991). Em resposta a esse desequilibrio é

desencadeado um mecanismo denominado fadiga.

Tradicionalmente, a fadiga corresponde a incapacidade de manutencao de uma
atividade em uma determinada forca ou poténcia, devido a uma “falha” em algum
dos sistemas fisiol6gicos, desde o surgimento do estimulo nervoso no cérebro até a
contracdo muscular (MCLAREN et al, 1989).

SOARES et al. (2003) estudaram a fadiga causada pelo aumento na atividade da
serotonina (5-HT) durante o exercicio prolongado. O aumento da atividade
serotonérgica pode induzir a fadiga por aumento da letargia e diminuicao do “drive” /
motivacdo central (NEWSHOLME et al, 1992). Os resultados demonstraram uma
reducao no tempo total de exercicio dos ratos tratados com triptofano, um precursor
da serotonina, no ventriculo cerebral lateral. Essa redugcdo do desempenho foi
acompanhada de uma reducdo da eficiéncia mecanica e consequientemente um
aumento no consumo de oxigénio. Também foi observado maior acumulo de calor,
embora no momento da fadiga, as temperaturas intraperitoneais dos ratos tratados
com triptofano ndo tenham sido diferentes dos animais controles (SOARES et al.,
2004). E possivel que o maior actimulo de calor corporal tenha sido causado, além
de um maior gasto energético durante o exercicio, por uma reducédo da quantidade
de calor dissipado pelo animal.

O modelo de “falha” parece satisfatorio para explicar casos de lesdes ou patologias
especificas, entretanto, em condicdes fisiologicas, existem evidéncias de que a
fadiga ocorre antes que qualquer sistema atinja seu limite em determinada
intensidade do exercicio. Além disso, esse modelo de fadiga compreendido como
“falha” ndo considera as condigdes ambientais e a temperatura corporal, néo
explicando de maneira satisfatoria alguns resultados de estudos (SOARES, 1993;
LEE e HAYMES, 1995; GALLOWAY e MAUGHAN,1997; GUIMARAES e SILAMI-
GARCIA, 1993).

Diante das deficiéncias encontradas nesse modelo de fadiga, RODRIGUES e
SILAMI-GARCIA (1998) propuseram um novo conceito de fadiga:



“Fadiga é um mecanismo de defesa, complexo, multifatorial e interativo que integra
multiplos estimulos sensoriais, onde fatores estariam associados a intensidade e a
duracdo do exercicio, em funcdo do ambiente, para evitar qualquer falha na

homeostase’.

Embora integrados, os diferentes sistemas fisiolégicos envolvidos podem responder
de formas diferentes de acordo com a intensidade relativa (% do VOzmax). O modelo
de limites integrados propdée o entendimento da fadiga como um mecanismo de
defesa que se adapta as diversas condicbes ambientais, interrompendo o esforco

antes de romper o limite de qualquer dos sistemas fisiol6gicos envolvidos.

Usualmente, a fadiga é diferenciada da exaustdao por apresentar voluntariedade e
acreditar-se que esse ponto coincide com a capacidade maxima metabdlica e
cardiovascular (KAYSER, 2003). Para a exaustdo, em estudos que utilizam o
modelo animal, sao utilizados protocolos de exercicio mais vigorosos (HUBBARD et
al., 1976; FRUTH et al., 1993). A exaustao é definida como o momento em que o
animal, ao ser colocado em decubito dorsal, ndo consegue retornar a sua posicao
normal apos o exercicio fisico. Isso pode induzir os animais a aumentarem o tempo
total de exercicio e a atingirem condi¢des graves, seja por hipertermia ou hipotermia,
0 que pode ocasionar em morte. HUBBARD et al. (1976) observaram temperaturas
retais variando de 38°C a 43,5°C no momento da exaustdo. Quanto maior foi essa
temperatura, maior o percentual de mortalidade dos ratos, sendo que 66,7% dos
ratos apresentaram mortalidade em uma faixa térmica corporal de 41,1-42,5°C.

2.2- Regulacao da temperatura corporal e exercicio fisico

Alguns animais, como os mamiferos, conseguem manter a temperatura corporal
dentro de limites estreitos (aproximadamente 1°C de variacado) independente de
flutuacdes na temperatura ambiental, através do equilibrio entre producédo e
dissipacao de calor. A esses animais € atribuido o termo homeotérmico (REILLY e
CABLE, 1996).



GORDON (1993) destaca que a termorregulagdo nos homeotérmicos é controlada
por um sistema que possui quatro componentes principais: de feedback ou retro-
alimentacao (receptores térmicos), um comparador (neurbnios integrativos e de
controle do sistema nervoso central), um controlador (mecanismos efetores
responsaveis pela producdo, conservacdo e dissipacdo de calor) e um sistema
controlado (temperatura interna e da pele).

O hipotalamo contém o centro integrador das respostas termoefetoras que regula a
temperatura corporal interna no ponto de ajuste de aproximadamente 37°C para
seres humanos, em condi¢cdes normais de repouso. O hipotalamo € sensivel a
variagdes na temperatura corporal, estando permanentemente comparando-as com
uma referéncia (REILLY e CABLE, 1996). Desta forma, a percepcao de alteracdes
significativas na temperatura corporal em relagdo ao ponto de ajuste, desencadeia

respostas de correcéo.

Um dos primeiros estudos a relatar a participacdo do hipotalamo na regulacédo da
temperatura interna foi realizado por MAGOUN et al. (1938), o qual realizou o
aquecimento local do cérebro de gatos, com uma corrente de baixa voltagem e alta
frequéncia. Foi demonstrada uma regido reativa (incluindo a parte dorsal do
hipotadlamo) a qual responde ao aumento da temperatura por meio de aumento da

taxa respiratéria e, em alguns experimentos, pelo aparecimento de suor nas patas.

Neurdnios sensiveis a temperatura do sangue que perfunde regides hipotalamicas,
além de termorreceptores localizados na pele, nas visceras € na medula espinhal
conduzem impulsos nervosos aferentes ao hipotdlamo para a regulacdao da
temperatura corporal (CANTERAS, 1999; RODRIGUES et al., 1999). As respostas
desencadeadas pelo sistema nervoso autbnomo variam de acordo com a
temperatura do ambiente no qual o animal se encontra, na tentativa de manter uma

situacao de equilibrio dinamico entre producéao e dissipacao de calor.

ISHIWATA et al. (2001) perfundiram tetrodoxina, um bloqueador dos canais de sédio
e do potencial de acdo, na area preoética/hipotalamo anterior € nos nucleos medianos
da rafe, utilizando a técnica de microdidlise em diferentes temperaturas ambientais
(5°C, 23°C e 35°C). Os resultados mostraram respostas diferentes a tetrodoxina na
area preotica/hipotdlamo anterior e nos nucleos medianos da rafe em idénticas
condicOes de temperatura. Nos nucleos medianos da rafe, a perfusdo de tetrodoxina
induziu hipotermia em temperatura ambiente de 23°C e reduziu a temperatura



corporal durante exposicdo ao frio. Porém, na area predética/hipotdlamo anterior, a
solugéo de tetrodoxina induziu hipertermia a 23°C e reduziu a temperatura corporal
durante a exposicao ao calor. Esses resultados indicam que a area preoética regula a
dissipacao de calor ou inibe os locais de produgao de calor, em repouso. Sugere-se
ainda que a producao de calor seja regulada por estruturas centrais que recebem

inervacao serotonérgica a partir dos nucleos medianos da rafe.

Na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos no aumento da temperatura
corporal em resposta a tetrodoxina, ISHIWATA et al. (2002) mediram a temperatura
da cauda como indicador de dissipacao de calor e ainda a freqiiéncia cardiaca e a
locomocgéo, como indice de produgédo de calor sob trés temperaturas ambientes. A
freqUéncia cardiaca e a atividade locomotora dos ratos aumentaram em ambientes
quentes, frios e termoneutros (35°C, 5°C e 23°C), enquanto a temperatura da cauda
aumentou apenas na faixa termoneutra. Os resultados sugerem que 0 aumento na
temperatura interna em resposta a tetrodoxina reflete a facilitacdo da producao de
energia e que a area preotica/hipotalamo anterior tem uma possivel participacao na
excitagdo e inibicdo do tdnus vasomotor da cauda de ratos, modulando mecanismos

de dissipacgao de calor.

Aparentemente, ndo existe uma Unica area anatémica reguladora dos sistemas de
producéo e dissipacao de calor. O mais provavel é que haja uma integracdo desses
locais que estao envolvidos nas respostas que regulam a temperatura corporal,
formando uma rede neural (MURAKAMI e AKIMORIMOTO, 1982).

Temperaturas ambientes inferiores ou superiores a faixa termoneutra provocam
respostas fisiolégicas especificas, visando a conservacao ou dissipacao de calor. O
sistema termorregulatério consiste em vias de retroalimentacao, tanto para regular a
producdo/conservacdo de calor quanto para a regulacdo da dissipacdo de calor
(GORDON, 1993).

HAYMES e WELLS (1986) definem ambiente termoneutro aquele no qual a taxa
metabodlica de repouso esta no seu limite inferior. Essa faixa, segundo CLARK e
EDHOLM (1985) esta entre 21°C e 24°C para seres humanos.

Segundo a literatura, a faixa termoneutra pode apresentar variagées tanto inter

quanto intra-espécies. ROMANOVSKY et al. (2002) determinaram a faixa



termoneutra para cinco diferentes linhagens de ratos, variando de 27,4° C a 32,5° C.
Para os ratos Wistar, a faixa se restringiu entre 29,0° C e 30,5° C.

A temperatura do corpo € a resultante da producao de calor através do metabolismo
e das trocas térmicas com o ambiente através da radiagao, condugéo, convecgao e
evaporacao (WEBB, 1995; GORDON, 1993; REILLY e CABLE, 1996).

Em casos de exposicao a temperaturas abaixo da faixa termoneutra, mecanismos
de producao/conservacao de calor sdo enfaticamente estimulados. O calor € um
produto do metabolismo celular derivado da oxidacdo de carboidratos, lipides e
proteinas. A taxa metabdlica basal € definida como a producéo de calor essencial as
fungcdes em condi¢cdes de repouso (GISOLFI, LAMB e NADEL, 1993).

Convenientemente, a taxa metabdlica é medida pelo consumo de oxigénio (VOy).
Essa taxa pode elevar-se algumas vezes comparada aos valores basais, durante o
tremor involuntario, “shivering”, chegando a aumentar em até 25 vezes (25 METs)
durante o exercicio fisico (REILLY e CABLE, 1996). A producao de calor, em seres
humanos, tem mostrado ser diretamente relacionada a intensidade do exercicio
(SHELLOCK e RUBIM, 1984). Porém, em animais, essa resposta € discutida na
literatura. WILSON et al. (1978) mostraram que os ratos atingiam um equilibrio
térmico durante o exercicio, mas ndo observaram relagdo linear entre VO, e

intensidade. Esses dados contrastam com os resultados de HARRI et al. (1982).

A taxa metabdlica também pode ser elevada por processos que ndao envolvam a
contracdo do musculo esquelético, sendo o tecido adiposo marrom fundamental para
a termogénese sem tremor. O tecido adiposo marrom, apesar de ser composto por
células de gordura, distingue-se do tecido adiposo branco por ser amplamente
vascularizado, possuir grande quantidade de mitocondrias e densas inervacoes
simpaticas, o0 que permite a elevacao da taxa metabdlica pela producao de calor
(GORDON, 1993). Estudos tém estabelecido que tanto a termogénese “nao
shivering” e a termogénese induzida pela dieta sdo reguladas pelo sistema nervoso
simpatico via inervacao direta noradrenérgica nas células do tecido adiposo marrom.
Assim, o metabolismo do tecido adiposo marrom € controlado, primariamente, pela

liberacado da noradrenalina das terminagdes nervosas simpaticas.

Além da producdo de calor por aumento da taxa metabdlica, ha um

redirecionamento do fluxo sanguineo para regidées centrais corporais, reduzindo a



dissipacdo do calor. O sangue é direcionado a periferia corporal pelas grandes
artérias e retorna através das anastomoses pelas veias profundas, o que mantém o
sangue aquecido, reduzindo a perda térmica. Esse mecanismo é denominado
contracorrente (RODRIGUES et al., 1999).

A piloerecdo, em mamiferos, também constitui um dos mecanismos
termorregulatérios. Os pélos do corpo geram uma camada de insulacdo. Em
humanos, recursos comportamentais como roupas, ambientes climatizados e outras
tecnologias de protecdo tentam aumentar essa camada de insulacdo (RODRIGUES
et al.,, 1999). Em ratos, o mecanismo comportamental desenvolvido € a reducéo da
superficie corporal, assumindo uma postura de “bola”, além de agruparem-se
quando em coletivo (GORDON, 1993).

Em condigbes ambientais acima da faixa da termoneutralidade os mecanismos
termorregulatérios s&o estimulados com objetivo de dissipagdo de calor. O
redirecionamento do fluxo sanguineo para as areas periféricas corporais constitui um
dos mecanismos efetores para a dissipacao de calor. A vasodilatacao periférica é
representada nos seres humanos pela dilatacdo da vasculatura cutanea. Assim
como a pele humana, a cauda do rato e a orelha do coelho sdo estruturas
especializadas para a troca de energia com o meio ambiente, caracterizadas por
uma alta razdo entre superficie e volume, auséncia de pélos, uma densa rede de
vasos sanglineos e presenca de anastomoses arteriovenosas (ROMANOVSKY et
al., 2002).

Em pequenos mamiferos, como os roedores, a saliva é espalhada sobre os pélos e
outras superficies corporais como outro mecanismo de dissipagédo de calor. A saliva
€ usualmente aplicada para expor superficies vascularizadas como as patas, o
escroto e a base da cauda (GORDON, 1993).

Todos esses mecanismos, tanto os de producdo/conservacdo quanto os de
dissipacdo de calor, estdo em constante interagcdo dindmica apresentando maior
destaque ou estimulacdo de um ou outro, dependendo da condicdo ambiental em
gue o organismo é exposto.

O estresse térmico pode antecipar a fadiga durante o exercicio em uma determinada
intensidade (%VO2max). Estudos tém mostrado a reducao do tempo total de exercicio

em ambientes quentes e a temperatura interna elevada tem sido considerada um



fator limitante do desempenho durante o exercicio prolongado (GUIMARAES e
SILAMI-GARCIA, 1993; GALLOWAY e MAUGHAN, 1997; NIELSEN et al., 1997;
FULLER et al., 1998; GONZALEZ-ALONSO et al., 1999, WALTERS et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2003).

FULLER et al. (1998) estudaram o efeito de diferentes ambientes nas respostas das
temperaturas hipotalamicas e peritoneal em ratos da linhagem Sprague-Dawley. Os
animais correram a uma velocidade de 15m/min e inclinacdo de 10%, até a fadiga
em diferentes temperaturas secas e mesma umidade relativa do ar (40%). Os
resultados demonstraram que o tempo total de exercicio foi menor no grupo sob
condicées quentes. No entanto, as temperaturas hipotalamicas e peritoniais foram
semelhantes entre os grupos no momento da fadiga. Esses dados sugerem uma

temperatura limite na qual o exercicio fisico & interrompido.

Baseando-se nas conclusdes de FULLER et al. (1998), WALTERS et al. (2000)
estudaram as respostas termorregulatérias de ratos exercitando-se a 17m/min e 8%
de inclinacéo, até a fadiga. Foram provocadas diferentes condicbes de temperatura
hipotalamica e retal pré-exercicio por meio de um microondas. Foram utilizados trés
grupos de ratos submetidos a 41,5°C, 42,5°C e 43,5°C. Os resultados mostraram
que os animais que realizaram exercicio a temperatura de 41,5°C apresentaram
maior tempo total de exercicio comparado aos animais que exercitaram a 43,5°C.
Além disso, observou-se que todos os grupos apresentaram a mesma temperatura
retal e hipotalamica ao final do exercicio, concluindo a existéncia de uma correlagao
negativa entre tempo total de exercicio e temperaturas centrais iniciais, além de uma

temperatura interna limite para a fadiga.

RODRIGUES et al. (2003) observaram que o tempo total de exercicio foi
inversamente proporcional a intensidade do exercicio e ao estresse térmico
ambiental. Foram utilizados ratos Wistar submetidos a um exercicio em esteira
(21m/min e 24m/min e 0% de inclinacao) em trés diferentes ambientes (22°C, 28°C e
35°C). Observou-se que o tempo total de exercicio diminuiu com o aumento da
velocidade e da temperatura ambiente, sendo esses dois fatores independentes
entre si. A taxa de acumulagéo de calor foi a variavel que melhor correlacionou com
o aparecimento da fadiga, sendo que a temperatura interna corporal final foi
diferente nas situacdes estudadas. Estes resultados indicam a importancia da taxa
de acumulacao de calor no desenvolvimento da fadiga.



A taxa de acumulacéo de calor € uma variavel dindmica que considera a producao
de calor durante o exercicio (proporcional a intensidade do exercicio - %VOomax) € 0
grau de dificuldade de dissipacao de calor para o ambiente (estresse térmico).
GONZALEZ-ALONSO et al. (1999) em estudos com humanos, verificaram que a
fadiga em individuos treinados ocorreu em temperaturas limites (central e muscular),
independentes da temperatura interna inicial ou da taxa de acumulacéo de calor (cal.
min™).

MATTHEW (1993) utilizou ratos da linhagem Sprague-Dawley para estudar os
efeitos de diferentes temperaturas ambiente (10°C, 15°C, 26°C e 30°C e 50%URA)
no exercicio e na reducdo da temperatura corporal pela administracdo de
fisostigmina, um agonista colinérgico. Os resultados sugerem que a temperatura
corporal é limitante, reduzindo o tempo total de exercicio a medida que a

temperatura ambiente aumenta, resultando em maior taxa de acumulagéo de calor.

Procurando elucidar a associacao do calor gerado pelo exercicio, termorregulacéo e
fadiga, MAKINEN et al. (1996) observaram o efeito da temperatura ambiente fria no
custo energético e termorregulacdo em ratos Sprague-Dawley durante exercicio. Os
ratos foram submetidos a trés intensidades subméximas (10 m/min,15 m/min e
20m/min) em diferentes condi¢cdes ambientais (22°C, 0°C, -10°C e —20°C) durante 30
minutos. Os resultados mostraram que a temperatura de 0°C houve uma
substituicao da producao de calor termorregulatoria em repouso por termogénese do
exercicio. Além disso, os ratos que correram em intensidade de exercicio
submaxima, 20m/min, em temperatura ambiente 0°C, durante 30 minutos, nao
apresentaram variacdo na temperatura corporal interna, sendo todo calor gerado

pelo exercicio dissipado para o ambiente (cal.min™ = 0).

O estudo de WANNER (2003) com objetivo de padronizar um método experimental
com a taxa de acumulacdo de calor igual a zero, utilizou o0 mesmo método de
MAKINEN et al. (1996), porém, com duragdo da atividade fisica até a fadiga. Os
resultados demonstraram que a taxa de acumulacdo de calor de ratos durante o
exercicio (20m/min e 0% de inclinacdo) até o aparecimento da fadiga em uma
temperatura de 0°C foi diferente de zero. A taxa de acumulacéo de calor foi igual a
zero até os 70 minutos de exercicio. Ap6s os 70 minutos de exercicio, a producao
metabdlica de calor foi inferior a dissipacao de calor para o ambiente frio, resultando

em uma taxa de variagao de calor negativa.



2.3- Participacao das vias colinérgicas centrais na manutencao da temperatura
corporal e da homeostase.

A taxa de variacao de calor seja negativa ou positiva, € o resultado da sobreposicao
do ajuste de perda de calor sobre a producdo de calor, ou vice-versa. Existem
evidéncias na literatura de que a taxa de variagao de calor esta associada a fadiga
durante a atividade fisica (RODRIGUES et al., 2003). Dessa forma, considerando
que a fadiga coincida ou possa ser antecipada por altera¢des na taxa de variacao de
calor, a ativacao ou inibicdo de mecanismos centrais para perda ou conservacao de

calor poderiam aumentar o tempo total de exercicio.

Dados fisiolégicos tém demonstrado duas vias colinérgicas distintas originadas na
area predtica anterior e regiao hipotalamica transversa em direcao caudal para a
area posterior. Uma dessas vias, aparentemente participa dos mecanismos de
producéo de calor, enquanto a outra serve para os de dissipacao de calor (MYERS e
YACSH, 1969).

Estudos que utilizaram estimulacdo quimica do sistema nervoso central com
agonistas, antagonistas colinérgicos e anticolinesterasicos verificaram o
envolvimento das sinapses colinérgicas nas alteragdes de respostas
termorregulatérias (BAIRD e LANG, 1973; RODRIGUES et al., 2004; LIMA, 2000).

De maneira geral, a injecao central de carbacol, neostigmina ou fisostigmina reduz a
temperatura corporal de ratos (BAIRD e LANG, 1973; LIN et al., 1980; UNAL et al.,
1998) e esse efeito é impedido pela administracdo prévia de bloqueadores dos
receptores muscarinicos (BAIRD e LANG, 1973).

BAIRD e LANG (1973) realizaram injecdo de agonista colinérgico, metacolina ou
acetilcolina, no ventriculo cerebral lateral esquerdo de ratos e gatos conscientes. Os
dados encontrados sugerem que ha diferentes respostas sobre a termorregulacéo
em diferentes espécies. Em ratos, a acetilcolina injetada no ventriculo cerebral
produziu uma reducdo na temperatura corporal interna, resultado ndo encontrado
em gatos. Essa resposta hipotérmica foi abolida pela pré-injecao de atropina, mas
nao pela pré-injecdo de mecamilamina, sugerindo que os receptores muscarinicos
participam da ativacdo de mecanismos para reducado da temperatura induzida pela

acetilcolina.



LIN et al. (1980) avaliaram os efeitos produzidos pela injecdo de agonistas e
antagonistas colinérgicos no ventriculo lateral cerebral sobre a termorregulacao de
ratos conscientes, durante o repouso, em temperaturas ambientes de 8°C ou 22°C.
A administracdo intracerebroventricular de acetilcolina, pilocarpina, fisostigmina,
atropina e hemicolina produziram uma hipotermia dependente da dose administrada,
nas diferentes temperaturas ambientes. A hipotermia induzida pelos agonistas
colinérgicos (acetilcolina, pilocarpina e fisostigmina) foi causada pela reducao da
producdo metabdlica de calor e pela vasodilatacdo cutanea da cauda e das patas do
rato. Enquanto a hipotermia induzida pelos antagonistas colinérgicos foi causada
apenas pela reducdo da producdo metabdlica de calor. Diante desses resultados,
sugere-se que as drogas tenham efeito sobre interneurbnios que medeiam as
respostas de regulacao a temperatura corporal interna.

O estudo de MATTHEW et al. (1992) verificou apds a administracao de fisostigmina,
em ratos, uma reducao no tempo total de exercicio e o aumento da temperatura
corporal interna, e conseqliientemente na taxa de acumulo de calor. Discute-se que o
aumento na temperatura interna encontrado seja um resultado de desequilibrio entre

dissipacao e producao de calor gerada durante o exercicio.

Em adicdo, a dissipagédo de calor reduzida em ratos tratados com fisostigmina pode
possuir uma importante funcdo na modulagdo do tempo total de exercicio associado
a um componente termorregulatério. Os resultados de MATTHEW et al. (1992)
mostraram um menor trabalho em animais com temperatura corporal aumentada
induzida pelo tratamento com fisostigmina. Além disso, foi demonstrado que essa
reducdo no desempenho e aumento na temperatura corporal interna possui efeito
dependente das concentracées de agentes colinérgicos administradas (MATTHEW
et al., 1992).

Por outro lado, RODRIGUES et al. (2004) ndo encontraram diferencas entre a
temperatura corporal interna de ratos em repouso pré-tratados com fisostigmina
comparados aos animais do grupo salina. Os autores indicam que € possivel que a
resposta hipotérmica induzida pela fisostigmina em ratos, durante o repouso, tenha
sido compensada por uma elevacao na taxa metabdlica. Outro ponto observado é
que a dose administrada nesse estudo foi menor aquelas utilizadas em estudos que
observaram resposta de hipotermia (LIN et al., 1980). Durante o exercicio, o calor
gerado pela atividade fisica € maior que aquele observado durante o repouso. Dessa



forma, os mecanismos para manutencédo da temperatura corporal interna dentro de
limites seguros, estdo aumentados. De fato, o efeito central da fisostigmina promove
aumento na atividade simpatica para o coracdo, além de aumentar os efeitos
hemodinamicos e térmicos para perda de calor. Esses dados possuem relevancia,
uma vez que em situacdo de exercicio, a dissipacao de calor nos ratos nao ocorre
em maior parte por perdas evaporativas, e sim por aumento de fluxo sanguineo e
vasodilatacao da cauda (RAMAN et al., 1983). Os resultados de RODRIGUES et al.
(2004) demonstram o envolvimento de sinapses colinérgicas durante o exercicio na
termorregulacdo de ratos, uma vez que em exercicio, o0 aumento da temperatura

corporal interna é atenuado.

Comprovadamente, a area preética/hipotalamo anterior (PO/AH) possui funcao
como centro integrativo para varios estimulos termossensorios e termoefetores.
GILBERT e BLATTEIS (1977) mediram o fluxo sanguineo cutaneo, o consumo de
oxigénio, a temperatura retal e a temperatura cutédnea, além da atividade do tremor
involuntario de ratos anestesiados durante 2 horas em temperatura ambiente de 5°C,
26°C e 33°C, ap6s 2 semanas de seccao seletiva bilateral hipotalamica. Animais
com juncado da PO/AH seccionada 1,5 mm ou 3, 0 mm laterais a linha média
craniana, bem como seccbes parassagitais, as quais separam conexdes entre a
PO/AH e o prosencéfalo médio, exibiram um maior fluxo sanguineo a 26°C que os
animais controles operados com cirurgia-sham. A 5°C, as sec¢des parassagitais na
PO/AH reduziram a vasoconstricao cutanea, mas nao tiveram nenhum efeito sobre a
atividade de tremor involuntario. Dessa forma, a temperatura retal ndo foi mantida.
Nenhuma das secc¢des induziu prejuizo termorregulatério em ambiente de 33°C.
Esses resultados sugerem que diferentes dareas do hipotalamo podem,
separadamente, controlar a vasoconstricdo da pele induzida pelo frio, bem como a
vasodilatacao induzida pelo calor. Assim, parece que a integridade da PO/AH é
indispensavel para a vasoconstrigdo cutanea durante o frio, mas nao € fundamental
para a termogénese ou para a vasodilatacao (GILBERT e BLATTEIS, 1977). Parece
que o aumento na condutancia vascular cutidnea da cauda durante o calor e
consequente aquecimento corporal ocorre somente devido a uma reducdo na
atividade do nervo vasoconstritor (O'LEARY et al., 1985).

A exata localizacdo das sinapses que compdem a rede neural envolvida na
termorregulacédo, incluindo as sinapses colinérgicas, ainda nao foi elucidada.



Entretanto, regiées hipotaldmicas com expressao de receptores muscarinicos, como
a area preodtica e nucleos paraventriculares sao possiveis sitios de influéncia
colinérgica na termorregulacdo durante o exercicio. Tem sido estabelecido que a
area preotica e o hipotalamo anterior sdo regides integrativas para a manutencao da
homeostase térmica e metabdlica (COIMBRA e MIGLIORINI, 1988; FERREIRA et
al., 1999).

Evidéncias na literatura tém demonstrado que a estimulagdo colinérgica central,
além de participar da regulacdo da temperatura corporal, também participa da
modulacado metabdlica e pressérica (MIGLIORINI et al., 1989; LI et al., 1997; LIMA et
al., 1998; PIRES et al., 2007; PRIMOLA-GOMES et al., 2004).

No estudo de LI et al. (1997) foi injetada neostigmina, um inibidor da
acetilcolinesterase, no ventriculo lateral cerebral de ratos ndo anestesiados. As
alterac6es na pressao arterial sanguinea foram correlacionadas as modificacdes na
imunorreatividade de c-fos no hipotalamo e no prosencéfalo ap6s a estimulagéao
colinérgica. Foram encontradas imunorreatividade c-fos nos nucleos hipotalamicos
posteriores, nucleos paraventriculares e nucleos supradticos do hipotalamo, além de
nacleos premamilares, ndcleos centrais da amigdala, septo lateral e area preética
medial. O pré-tratamento com metilatropina intracerebroventricular (0,5 pg), um
antagonista de receptores muscarinicos, preveniu a resposta pressorica a
neostigmina e reduziu a imunorreatividade c-fos comparado aos animais controles.
Esses resultados indicam que a resposta pressérica induzida pela estimulacao
colinérgica central pode ser mediada pela ativacao de receptores muscarinicos em
regides especificas do hipotdlamo e do prosencéfalo.

PIRES et al. (2007) observaram o aumento da pressao arterial média dos ratos, trés
minutos apds a injecao intracerebroventricular de fisostigmina. Esse aumento foi
causado pela elevacao da pressao arterial sistolica e diastélica e foi acompanhado
por uma redugao reflexa da freqiéncia cardiaca. Houve também um aumento na
temperatura de pele da cauda dos ratos do oitavo ao vigésimo quarto minuto apos a
administracdo da droga. E possivel que o aumento da temperatura da cauda
represente um aumento do fluxo sanguineo em funcao da pressao arterial média
aumentada e que o aumento da dissipagdo de calor seja uma consequéncia do
ajuste cardiovascular (PIRES et al., 2007).



Além de alteracdes cardiovasculares, as sinapses colinérgicas participam da
modulacdo do metabolismo e da termorregulacao (VILBERT et al., 1984; IGUSHI et
al., 1986; VISSING et al., 1989; BALKAN et al., 1991; NARITA et al., 1994; MONDA
et al., 1997; RUFFIN et al., 1999).

Os estudos de IGUCHI et al. (1986) observaram o aumento da secrecdo de
adrenalina da medula adrenal e glucagon do pancreas, além de aumento na
estimulacao direta para o figado, resultando em hiperglicemia em ratos alimentados
anestesiados, apds a injecao de neostigmina, um agonista colinérgico, no terceiro
ventriculo cerebral. Quando injetada atropina no terceiro ventriculo, foi reduzida a
secrecdo de adrenalina periférica e a hiperglicemia induzida pela neostigmina em
ratos intactos. Além disso, a atropina inibiu a secrecdo de glucagon em ratos
adrenodemedulados e a hiperglicemia induzida pela neostigmina. Esses dados
sugerem que a secrecado de adrenalina e glucagon induzidas pela neostigmina e a
concentracao de glicose hepatica aumentada, estimulada por inervacao direta para o
figado, sdo mediadas por receptores muscarinicos no aumento da atividade

simpatica, em animais alimentados durante o repouso.

LIMA et al. (1998) investigaram a fungdo das sinapses colinérgicas na regulacéao
metabdlica durante o exercicio. Foi administrada injecdo de atropina (5x10’mol) no
ventriculo lateral cerebral de ratos normais e adrenodemedulados, submetidos ao
exercicio em esteira a 15m/min e 5% de inclinagdo até a fadiga. Os resultados
verificaram uma redugao no tempo total de exercicio nos ratos com pré-tratamento
de atropina. Além disso, a atropina intracerebroventricular interrompeu o controle da
concentracdo plasmatica de glicose por retro-alimetagdo, uma vez que a glicemia
permaneceu elevada durante o exercicio em comparagao aos animais tratados com
salina. A concentracdo de glicose plasmatica nao foi diferente entre os grupos
quando avaliada em percentual do tempo de exercicio. Esses dados sugerem que a
reducdo no tempo total de exercicio ndo esta relacionada a disponibilidade de
substrato energético. Os ratos adrenodemedulados apresentaram tempo total de
exercicio semelhante ao dos ratos controle. Entretanto, foram verificadas
concentracdes plasmaticas de glicose e acidos graxos livres maiores nos animais
adrenodemedulados comparadas aos do grupo controle. Esse resultado demonstra
que as medulas adrenais sao importantes para o0 mecanismo de retro-alimentacéo,

possibilitando um ajuste preciso na disponibilidade energética. Além disso, a injecao



de atropina intracerebroventricular em animais adrenodemedulados reduziu ainda

mais o tempo total de exercicio comparado aos animais intactos.

Segundo LIMA et al. (1998), os neurbnios colinérgicos que controlam a atividade
motora podem estar localizados dentro da linha ependimal do ventriculo ou em
tecidos nervosos adjacentes ao sistema ventricular, embora seja dificil prever a qual
distdncia os farmacos utilizados se espalhem a partir do ventriculo em uma
concentracao efetiva. Dessa forma, é dificil determinar quais os nucleos envolvidos

nas respostas desencadeadas pela injecao de drogas nos ventriculos cerebrais.

2.4- Participacao das sinapses colinérgicas dos nucleos ventromediais

hipotalamicos na homeostase

Dentre as areas cerebrais periventriculares especificas, encontram-se 0s nucleos
ventromediais hipotalamicos (VMH), os quais estdo relacionados ao controle do
metabolismo (VISSING et al., 1989; BALKAN et al., 1991; BRITO et al., 1993;
NARTITA et al., 1994), da alimentacdo (VILBERT et al., 1984) do sistema
cardiovascular (LIMA, 2000) e ainda, da termorregulacao (IMAI-MATSUMURA et al.,
1988; MONDA et al.,1997). Esse nucleo ainda estd relacionado a alguns
comportamentos, dentre eles a motivacédo para a corrida (YOKAWA et al., 1989) e
as respostas do medo inato, como aquelas verificadas na presenca de um predador
(CANTERAS, 2003).

LUITEN e ROOM (1980) demonstraram as conexdes intra-hipotalamicas a partir do
VMH, da area hipotalamica lateral (LH) e do hipotdlamo dorsomedial. Por meio da
técnica do transporte retrégrado da peroxidase, foi verificado que o VMH possui
conexdes com a area preética, com o nucleo hipotalamico anterior, com o nucleo
supraquiasmatico e com o nucleo paraventricular hipotalamico. Foram ainda
verificadas marcacdes no hipotalamo dorsomedial e no tecido ependimal da parede
do 3?2 ventriculo. Nao foram demonstradas conexdes entre o0 VMH e o LH, embora

ambos 0s nucleos apresentem interconexées com células em comum.

Além disso, o estudo de NARITA et al. (1998) utilizando a técnica de gravacao de
atividade de multiunidades (MUI), que grava a atividade elétrica de uma populacao

discreta de neurbnios, por meio de eletrodos implantados nos nucleos subtalamicos



(ZI-STN) e nos nucleos segmentais pedunculopontineos (PPN) mostraram que a
excitacdao de neurbnios por meio da ligagdo ao kainato (KA), um tipo de receptor

glutamatérgico, no VMH séao transmitidas por esse dois locais cerebrais.

Microinje¢des de carbacol (50 nmol) ou neostigmina (25 nmol) em 0,5 mL de salina
nos VMH de ratos conscientes, alimentados, produziram um aumento nas
concentracdes de glicose e lactato plasmaticos, os quais foram reduzidos por prévia
adrenodemedulagdo. Além disso, foi utilizada a taxa de incorporacdo do C'* de uma
solugdo bicarbonato infundida (0,60 uL, 0,20 uCi/min), como indice de atividade
gliconeogénica. Foi verificado um aumento na taxa de incorporacdo do C'* apds
administracdo de neostigmina nos VMH. Esses dados sugerem que as sinapses
colinérgicas nos VMH participam do sistema glicorregulatério central aumentando a
producdo de glicose hepatica, principalmente pela estimulagdo da secrecdo de

adrenalina pela medula adrenal (BRITO et al., 1993).

A estimulacao elétrica ou quimica dos VMH e dos nucleos hipotalamicos laterais
(LH) na captagdo de glicose periférica foi estudada pelo método 2-deoxi-D-[*H]-
glicose em ratos anestesiados. A estimulacdo elétrica dos VMH, aumentou em 8
vezes a captagao de glicose no tecido adiposo marrom, em 3 vezes no coracao e
1,5 vez no musculo esquelético. Entretanto, a estimulacao nao alterou a captacao de
glicose no tecido adiposo branco, no diafragma e cérebro. Além disso, ndo foram
detectadas alterac6es nas concentracées de insulina plasmaticas. A estimulacao
quimica do VMH por microinjecao de glutamato também aumentou a captagao de
glicose no tecido adiposo marrom, no coragao e preferencialmente, no musculo
esquelético, o que indica que a mobilizacdo de glicose nesse tecido € derivada de
ativacao de neurénios do VMH. A estimulacao elétrica ou quimica do LH nao induziu
nenhuma alteracao na captagao de glicose para nenhum tecido. Além disso, quando
realizada a desnervacao simpatica, foi suprimida a resposta aumentada na captacao
de glicose pelo tecido adiposo marrom. Dessa forma, pode-se concluir que a
captacdo de glicose em alguns tecidos periféricos é acelerada seletivamente pela
ativacdo de neurdnios do VMH. Além disso, essa agdao é independente da
concentracao de insulina plasmatica, mas parece ser mediada pelo sistema nervoso
simpatico (SUDO et al., 1991).

Alguns estudos propdem que o VMH seja uma &rea que possui uma funcado no

aumento da atividade do nervo simpatico eferente do tecido adiposo marrom durante



a exposicdo aguda ao frio. Além disso, o VMH e outras é&reas ainda nao
determinadas possuem um efeito de estimulagdo tonica na via final comum que
inerva o tecido adiposo marrom, via nervo simpatico eferente (NIIJIMA et al., 1984;
NAGASHIMA et al., 2000).

NIIJIMA et al. (1984), utilizando técnicas eletrofisiolégicas, demonstraram a presenca
de uma conexao entre a area do nucleo ventromedial do hipotalamo e o tecido
adiposo marrom interescapular em ratos. Uma lesao elétrica nos VMH foi feita nos
ratos e os animais controles foram submetidos ao processo de lesdo-sham. Os
animais foram anestesiados e colocados em uma caixa preenchida com agua a 5°C-
8°C, a qual reduzia a temperatura da pele de 20°C para 7°C. Assim, era possivel
avaliar a atividade do nervo simpatico para o tecido adiposo marrom em resposta ao
frio, apds lesdo aguda nos VMH (20 segundos) e crbnica (ap6s 4 a 7 dias). A
atividade espontanea do nervo simpatico eferente para o tecido adiposo marrom de
ratos sham foi aumentada em resposta a exposicdo ao frio, enquanto nédo foi
observada essa resposta aumentada nos animais lesionados no VMH. A atividade
do nervo simpatico para o tecido adiposo marrom foi reduzida em 80% dentro de 30
minutos apds a lesdo dos VMH. Esses dados sugerem que os VMH participam da
modulacdo da atividade do nervo simpatico eferente para o tecido adiposo marrom.

Lesdes nos VMH foram utilizadas por VILBERT et al. (1984) para verificar a
participacao desse nucleo sobre a atividade, o consumo de oxigénio e a composicao
corporal de ratas. Inicialmente, 27 ratas foram divididas em trés grupos iguais. Dois
grupos foram submetidos a lesdo no VMH, enquanto o terceiro grupo recebeu a
lesdo-sham. As lesbes foram produzidas eletricamente (2 mA durante 15 segundos)
no VMH de ratas sob efeito de anestesia. Apds os experimentos, as ratas foram
sacrificadas e as carcacgas avaliadas. Um grupo de ratas com o VMH lesionado foi
submetido a restricao alimentar com o objetivo de manutencao de peso. O consumo
de oxigénio desse grupo de ratas foi 13% menor que de ratas intactas, sem lesao no
VMH. E descrito que pelo menos metade dessa reducdo em energia é devido a
menor atividade e o restante a uma reducao na taxa metabdlica de repouso. Além
disso, a composicdo corporal dessas ratas foi anormal, sendo que a carcaca
protéica foi reduzida em 12% enquanto a gordura foi elevada em 200%. Essa
reposicao de gordura pela carcaca protéica parece ser um efeito compensatério na
reducdo da taxa metabdlica de repouso. O grupo de ratas lesionadas com



alimentacao irrestrita ndo apresentou declinio protéico em suas carcagas, porém sua
gordura corporal foi elevada em 895%. Esse resultado confirma que a atividade
reduzida contribui para o0 armazenamento energético e ganho de peso corporal ap6s
lesdo nos VMH. Sugere-se que esse maior ganho de peso corporal seja causado por
uma redugcdo na atividade fisica comportamental, bem como pela auséncia de
respostas termogénicas do tecido adiposo marrom quando se restringe a
alimentacdo. Assim, parece que os VMH participam da modulacdo da taxa
metabdlica de repouso e conseqliente mobilizacao energética.

NARITA et al. (1998) lesionaram eletronicamente (1 mA durante 5 segundos) o ZI-
STN e o PPN com o objetivo de verificar se a transmissdo excitatéria do VMH para
esses locais participa da modulacéo da atividade de corrida em ratos. A atividade de
corrida foi quantificada pelo nimero de revolugées de uma “running wheel” durante 3
horas, apds a injecdo de kainate (KA) nos VMH. A lesdo desses locais bloqueou
completamente a ativagdo da corrida induzida por kainato nos VMH. Dessa forma,
os dados concluem que vias neurais originarias nos VMH comandam a atividade de
corrida pelo ZI-STN e pelo PPN. Além disso, as sinapses glutamatérgicas e
gabaérgicas nos VMH estao envolvidas na atividade de corrida (NARITA et al.,
1994).

A co-injecdo de kainato ou bicuculina nos VMH de ratos conscientes provocou um
aumento nas concentracdes de glicose e catecolaminas plasmaticas, embora tenha
induzido hiper atividade para corrida. Em suma, foi proposto que os receptores
glutaminérgicos nos VMH possuem uma funcdo na inducdo da corrida e,
simultaneamente um aumento na atividade do sistema nervoso simpéatico com
resultante aumento nas concentracbes de glicose sanguinea. Ainda, o sistema
gabaérgico nos VMH suprimiu a atividade do sistema nervoso simpatico (NARITA et
al.,1994).

Muitos estudos tém sido conduzidos utilizando o exercicio fisico como modelo
experimental com objetivo de se avaliar as respostas induzidas pelo aumento da
atividade simpatica (VISSING et al., 1989; BALKAN et al., 1991).

VISSING et al. (1989) estudaram os efeitos da anestesia dos VMH sobre as
respostas hormonais e metabdlicas ao exercicio. O bloqueio do VMH por meio do
anestésico local Marcain atenuou o aumento nas concentragdes plasmaticas de

glicose verificadas durante o exercicio. Essa reducao na glicemia foi acompanhada



pela reducdo nas concentragdes de noradrenalina e adrenalina, sugerindo que 0s
VMH estejam envolvidos na mobilizacdo energética durante o exercicio e que essa
estimulacao envolve o sistema simpato-adrenal. Os dados ainda sugerem que houve
uma reducado relativa nas concentragdes de corticosterona e de glucagon,
simultaneamente a estimulacdo da secrecao de insulina. Em repouso, a anestesia
do VMH induziu uma resposta contraria aquela verificada durante o exercicio. A
infusdo de Marcain causou um aumento do metabolismo e das respostas enddcrinas
semelhantes aquelas verificadas durante o exercicio, embora os animais nao
tenham aumentado sua atividade. Foram observados aumentos nas concentracoes
plasmaticas de catecolaminas, de glucagon, de glicose e lactato. Os autores
sugeriram que a anestesia dos VMH pode ter inibido a atividade de neurdnios de
acao inibitéria sobre o sistema nervoso simpatico e sobre os corticotréfos da hipdfise

anterior.

YOKAWA et al. (1990) demonstraram a existéncia de neurotransmissores GABA
inibitérios nos VMH de ratos. A injecao de hidrogel, um polimero absorvente de
agua, nos VMH induz uma deficiéncia do neurotransmissor GABA nesse nucleo.
Dessa forma, os neurénios relacionados a corrida sofrem agéo inibitéria gabaérgica.
O bloqueio dos receptores GABA-A induziu a realizacdo de atividade de corrida
espontdnea na roda de corrida cuja intensidade foi dependente da dose de
bicuculina administrada. A evidéncia do envolvimento inibitério de neurénios
gabaérgicos surgiu com a co-administracao de hidrogel e de GABA que reduziu a
atividade de corrida dos ratos nas rodas de corrida, em comparagdo com
administracdo apenas do hidrogel. Sugeriu-se que a pressao produzida pelo inchaco
do hidrogel deforme severamente a arquitetura celular dos VMH, interrompendo as
redes neurais com as aferéncias responsaveis pela retro-alimentagdo dos 6rgaos

periféricos e impedindo a inibicao do estimulo para a realizacdo da corrida.

LIMA (2000) verificou que o bloqueio das terminagbes nervosas dos VMH reduziu o
tempo total de exercicio realizado a 80% do VOznax de ratos nao treinados. Os
animais tratados com metilatropina apresentaram uma reducédo de 46% na duracao
do exercicio comparado ao grupo controle. Entretanto, esse bloqueio colinérgico nao
alterou os limites maximos de transformacgéo de energia pela via oxidativa, uma vez
que os ratos tratados com metilatropina e com salina apresentaram capacidades

aerébicas maximas e velocidades maximas de corrida semelhantes durante um



exercicio progressivo até a fadiga. Durante o exercicio a 80% do VOzmax, todas as
variaveis medidas, concentracao plasmatica de glicose e lactato, pressao arterial
média e freqiiéncia cardiaca, foram antecipadas em cerca de 50% do tempo total de
exercicio. Entretanto, essas variaveis foram semelhantes no momento da fadiga,
mesmo que esta tenha ocorrido em diferentes momentos nas situagdes
experimentais. O estudo de LIMA (2000) sugere que os neurdnios colinérgicos
presentes nos VMH estdo envolvidos na integracdo central da retro-alimentacao
proveniente dos diferentes sistemas durante o exercicio e/ou nos ajustes de pré-
alimentacdo provenientes dos centros cerebrais superiores. O bloqueio desses
neurénios causa o aumento da intensidade do exercicio percebida centralmente,
indicada pela antecipagdo das respostas simpaticas e, portanto a decisdo de

interrupgao do exercicio € antecipada nos animais tratados com metilatropina.

LIMA (2000) ainda verificou o efeito das sinapses colinérgicas sobre a
termorregulacdo de ratos, demonstrando resposta semelhante da temperatura

corporal interna as outras variaveis em relacao ao tempo total de exercicio.

IMAI-MATSUMURA et al. (1988) ja haviam verificado respostas térmicas de
neurdnios dos VMH in vivo e in vitro. Foi questionada a dificuldade técnica de se
aplicar, in vivo, um estimulo térmico seletivo na PO/AH, sem estimular
simultaneamente os VMH, uma vez que essas duas regides sdo préximas. Nos
experimentos in vivo, foi registrada atividade elétrica de neurbnios no VMH em
resposta ao estimulo térmico na PO/AH, em ratos anestesiados. Dos 44 neur6nios
que receberam eletrodos, 7 foram sensiveis ao calor, 11 foram sensiveis ao frio e 26
nao apresentaram resposta ao estimulo térmico. Ja nos experimentos in vitro, 0s
ratos foram decapitados e as fatias de tecido cerebral contendo os VMH foram
imersas em solucdo de Krebs-Ringer oxigenada. A temperatura da solucdo foi
variada entre 33°C e 42°C para estimular os neurénios dos VMH. Dos 47 neurdnios
que receberam eletrodos, 27 foram sensiveis ao calor, 1 foi sensivel ao frio e 19 nédo
apresentaram respostas ao estimulo térmico. Os autores hipotetizam que as
diferencas nos experimentos in vivo e in vitro podem ser explicadas por alguns
neurdnios sensiveis ao calor terem atuado como neurdnios sensiveis ao frio, uma
vez que o resfriamento local ndo tenha estimulado a maioria dos neurénios dos VMH

in vitro.



Embora LIMA (2000) tenha verificado a participacdo das sinapses colinérgicas dos
VMH sobre a termorregulacao durante o exercicio até a fadiga, nao foi demonstrado
o controle desse nucleo em condi¢cdes térmicas neutras ambientais durante a
atividade fisica. Ou seja, a participagao colinérgica dos nucleos ventromediais
hipotalamicos em uma condicdo ambiental em que a producdo de calor seja
semelhante a dissipacao de calor durante o exercicio até a fadiga. Dessa forma, em
condigcdo controle n&o haveria alteracdes na taxa de variacao de calor e estimulacao
de neurdnios sensiveis a temperatura. Esse estudo se faz necessario, uma vez que
WANNER ET al. (2007) observaram uma reducao no tempo total de exercicio de
ratos apos a injecdo de metilatropina. A diminuicdo no tempo até a fadiga esteve
associada ao aumento da taxa de acumulacao de calor, induzida, provavelmente, a
um atraso na dissipacdo de calor. Além disso, ndo é conhecido se a atividade
termogénica dos VMH é dependente da temperatura ambiente e do aumento da taxa

metabdlica induzido pelo exercicio.

Dessa forma, o objetivo do estudo foi verificar o efeito do exercicio fisico e da
temperatura ambiente sobre a atividade termogénica dos nucleos ventromediais do
hipotalamo. Ainda, busca-se definir uma temperatura ambiente na qual a
temperatura interna ndo € alterada durante o exercicio fisico a 20m/min, 5%de

inclinagdo, até a fadiga.



3- MATERIAIS E METODOS



3.1- Cuidados Eticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da

Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 098/06; Anexo 1).

3.2- Animais

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar pesando entre 250 e 350 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Apds a cirurgia para implante de canulas
crbnicas nos nucleos ventromediais do hipotdlamo, os animais permaneceram em
gaiolas individuais (40 x 33 x 17 cm), em uma sala mantida a temperatura seca de
24,02 + 0,65° C, sob ciclo claro-escuro de 14,00 - 10,00 h sendo as luzes acesas as

5,00 h, com acesso a racao granulada (NUVILAB) e agua ad libitum.

3.3- Selecao dos animais

Para garantir que todos os animais utilizados nesse trabalho fossem capazes de
correr em uma esteira rolante (Columbus, USA), foram selecionados apenas aqueles
que previamente conseguiram correr a uma velocidade de 18m/min e 5% de

inclinacao durante 5 minutos (LIMA, 2000).

3.4- Implante de canulas crénicas nos nucleos ventromediais do hipotalamo

O implante das céanulas cronicas nos nucleos ventromediais hipotaldmicos foi
realizado sob efeito anestésico de tiopental de sédio (50mg/kg de peso corporal, i.p).
Apés depilacédo e assepsia da porcao superior da cabeca, foi realizada uma incisao
longitudinal da pele e do tecido subcuténeo. O tecido peridésteo foi afastado com

auxilio de solugéo de cloridrato de lidocaina 2% e de adrenalina. Em seguida, o



animal foi posicionado ao estereotaxico (David Kopf — 900, para pequenos animais)
para o implante das cénulas nos nucleos ventromediais hipotalamicos. As
coordenadas estereotaxicas utilizadas foram: 2,5 mm posterior ao bregma; 0,6 mm a
partir da linha mediana; 9 mm de profundidade a partir da dura mater, segundo o
atlas de PAXINOS e WATSON (1986). A craniotomia para a implantacdo das
canulas (0,3 mm de diametro externo e 20 mm de comprimento) foi realizada por
meio de uma broca odontolégica. As canulas foram apoiadas a calota craniana com
auxilio de parafusos e fixadas com cimento odontolégico auto-polimerizavel. Para
evitar obstrugdo, as cénulas tiveram o orificio interno protegido por um mandril de
aco inoxidavel (0,1 de diametro externo).

Apoés o procedimento cirugico, os ratos receberam 0,1mL de antibiético (48.000U —
Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, via intramuscular) em cada pata traseira,
além de analgésico (Banamine injetavel, 1,1mg/kg de peso corporal, via subcuténea)
no volume de 0,2mL em uma das patas traseiras. Foi permitido um periodo de
recuperacao até que os animais retornassem ao peso pré-cirurgico. O periodo de

recuperacao cirurgica teve em média 3 dias.

3.5- Adaptacao ao exercicio na esteira rolante

Apds a recuperacdo do peso pré-cirargico, os animais foram habituados a correr em
uma esteira rolante para pequenos animais a uma velocidade constante de 18m/min
e 5% de inclinacdo, aproximadamente 67% VOzmax (LIMA, 2000), 5 minutos por dia,
durante 5 dias consecutivos. A adaptacao foi realizada em temperatura ambiente de
23°C e 50%URA mantidos por uma camara ambiental (Russels®). Nos 3 ultimos

dias de adaptacao, os animais foram habituados ao uso do termistor de pele afixado



no terco proximal da cauda. O protocolo de adaptacdo ao exercicio na esteira

rolante é descrito cronologicamente na figura 1.

Exercicio
18m/min
repouso 5% de inclinac@o

0 5 10 minutos

Figura 1: Protocolo de adaptacao ao exercicio fisico em esteira rolante.

3.6- Implante do sensor para registro da temperatura interna dos animais

No quinto dia de adaptagao ao exercicio em esteira rolante, sob efeito anestésico de
2,2,2 tribromoetanol 2,5% (1 mL/100 g de peso corporal, i.p), foi feita uma inciséo
ventral de aproximadamente 2 cm, seguida de outra incisdo na linha alba do
musculo reto abdominal, possibilitando o acesso a cavidade peritoneal. Apds a
insercdo do sensor, o musculo abdominal e a pele do animal foram suturados.
Antibidtico e analgésico foi administrado em dose semelhante a administrada na

primeira cirurgia. Houve um periodo de recuperacao do peso pré-cirargico.

3.7- Injecao nos nucleos ventromediais hipotalamicos

Uma injecdo de 0,2 pL de solugdo de metilatropina (2,5 x 102 M) (Sigma, St. Louis,
MO) ou de NaCl (0,15 M) foi realizada nos nucleos ventromediais hipotalamicos
utilizando-se uma seringa (Hamilton Company, Nevada, EUA) de 1 uL conectada por
um tudo de polietileno, PE10, as canulas cerebrais. A injecao foi realizada em cada

nucleo ventromedial hipotaldmico durante 1 minuto para evitar o aumento da



pressao hidrostatica. Em todas as situacées experimentais, a injecao foi realizada
dois minutos antes a entrada na cdmara ambiental.

A dose do antagonista colinérgico foi a mesma utilizada por IGUCHI et al. (1991), os
quais demonstraram que a injecdo de sulfato de atropina 5 x 10 mol, bilateralmente
nos VMH, bloqueou o aumento da concentracéo de glicose plasmatica induzido pela
estimulacdo colinérgica do hipocampo dorsal. A injecéo de atropina 5 x 10 mol nao
produziu efeitos adicionais, enquanto 5 x 107'° mol blogueou parcialmente a

resposta hiperglicémica.

3.8- Variaveis medidas

3.8.1- Temperatura interna

Para medir a temperatura interna dos ratos foram utilizados sensores de
temperatura (Mini-Mitter, Sunriver, OR, modelo TR3000 VM-FM, peso de 2,2 g),
contendo uma bateria (3-V lithium).

O sensor para registro de temperatura interna, inserido intraperitonealmente, € um
capacitor oscilatério de resisténcia simples cujo valor € dependente de temperatura.
A freqUéncia de saida dos pulsos digitais provenientes dos sensores esta entre 297-
713 KHz. Os pulsos foram captados por uma placa receptora AM (modelo RA1000
TH, Mini Mitter Co.) posicionada na parte lateral da esteira, e enviados para um
decodificador. As informacdes foram repassadas para um software (Vital View, Mini

Mitter) que armazenou os dados.

3.8.2- Temperatura da pele da cauda

A temperatura da pele da cauda do rato foi medida por ser um indice de dissipacao

de calor. Um termistor (Yelow Spring Instruments — YSI) acoplado a um



teletermbémetro (YSI — 400A) foi utilizado. O termistor foi afixado no tergo proximal da

porcao lateral da cauda do rato por meio de esparadrapo impermeavel.

3.8.3- Tempo total de exercicio

O tempo total de exercicio, em minutos, corresponde ao intervalo de tempo entre o
inicio do exercicio e 0 momento em que os ratos fadigaram e foi medido por um
crondmetro com precisdao de 0,01 segundos. A fadiga foi determinada como o
momento em que 0 rato ndo conseguiu manter a intensidade de exercicio pré-
estabelecida, sujeitando-se ao estimulo elétrico de 0,5 mV e 0,5 mA por pelo menos
10 segundos (LIMA, 2000; LIMA et al, 1998; LIMA et al, 2001). O responsavel pela
determinacdo do momento da fadiga ndo teve acesso ao tempo de exercicio
realizado pelo animal, além de nao ter conhecimento sobre qual a substancia

injetada nas situacdes experimentais.

3.9- Variaveis de controle

3.9.1- Peso dos animais

Os animais foram pesados diariamente e anterior a realizacdo dos experimentos por
meio de uma balanca eletronica (Filizola®) com precisdo de 0,5 g. O peso dos

animais foi utilizado como parametro para verificar a recuperacao cirurgica.

3.9.2- Temperatura ambiente

As situacbes experimentais foram realizadas em ambiente controlado por uma
camara ambiental (Russels®) sendo definidas a partir da existéncia de uma
temperatura ambiente em que a temperatura interna do animal ndo foi alterada

durante o exercicio fisico até a fadiga. O objetivo de determinar a temperatura



ambiente seca para o experimento € para que fosse possivel obter uma variacao de
calor corporal igual a zero para ratos da linhagem Wistar correndo em esteira rolante
a 20 m/min e 5 % de inclinacao até a fadiga. A umidade relativa do ar foi de 50%.
Posteriormente, a temperatura ambiente seca foi alterada para um valor inferior e
outro superior a temperatura ambiente “neutra” encontrada. Dessa forma, foi
possivel verificar se a funcado termorregulatéria do VMH ¢é dependente da
temperatura ambiente. Foi realizada uma situacdo experimental a temperatura
ambiente de 23°C, controlada pela cAmara ambiental, com os animais em repouso,
para que fosse permitida a verificacao dos efeitos da entrada na camara ambiental

na temperatura corporal dos ratos.

3.9.3- Temperatura no interior da esteira

A temperatura seca no interior da esteira foi medida a cada minuto da situagéo
experimental, utilizando um termistor (YSI) posicionado na parte superior da esteira,

acoplado ao teletermémetro.

3.10- Variaveis calculadas

3.10.1- Variacao de calor e taxa de variacao de calor

A variacdo de calor foi calculada por meio da seguinte féormula, proposta por

GORDON (1993):

AC=P.CE.Atint
sendo:
AC: variacao de calor (cal);

CE-= calor especifico dos tecidos (0,82586 cal. g*.2C'=3,5kj.g".2C");



ATint= variacdo da temperatura interna entre o fim e o inicio do intervalo de tempo
pré-estabelecido (¢ C);
P= massa dos animais antes de cada situacao experimental (g).
A taxa de variacdo de calor foi calculada dividindo-se a variacdo de calor pelo
intervalo de tempo analisado.

TAC=P.CE.TATint.

sendo:

T=tempo, duracao do intervalo em minutos.

3.10.2- indice de dissipacio de calor

O indice de dissipagao de calor varia de 0 (vasoconstricdo maxima; temperatura da
pele = temperatura ambiente) a 1 (vasodilatacdo maxima; temperatura da pele =
temperatura interna). O indice de dissipacdo de calor foi utilizado para estimar a

dissipacao de calor pela cauda dos ratos.

IDC = Tcauda = Tseca

Tinterna - Tseca

3.10.3- Trabalho realizado

O trabalho foi calculado de acordo com a férmula proposta por BROOKS e WHITE
(1978):
Trabalho (kgm) = P. m/min. seno 6. T
Onde:
m/min: velocidade da esteira rolante.

seno 6: seno do angulo de inclinacao da esteira rolante.



3.11 - Delineamento Experimental — 1

Um sensor de temperatura foi implantado na regido peritoneal para registro da
temperatura corporal interna. Cada rato foi submetido ao exercicio em esteira
rolante, a velocidade de 20m/min e 5% de inclinacao até a fadiga em diferentes
temperaturas ambientes secas (° C). As temperaturas iniciais escolhidas foram 8° C,
122 C e 15° C. O objetivo deste procedimento foi verificar a existéncia ou nao de
uma temperatura ambiente em que a variagdo de calor corporal dos ratos fosse
zero. Dessa forma, seria possivel o estudo dos fatores que regulam a
termorregulacédo dos ratos durante o exercicio até a fadiga. Além de anular um dos
fatores, 0 aumento ou redugdo da temperatura corporal interna, que predispdéem a
fadiga durante o exercicio. A colheita dos dados foi realizada entre 13,00 e 18,00 h.

Apés a saida do biotério, o animal foi pesado e transferido para a cAmara ambiental.
Imediatamente a entrada do animal na camara ambiental, foi afixado o termistor de
pele no terco proximal lateral da cauda do rato. Em seguida, o animal foi transferido
para a esteira rolante e iniciado o exercicio até a fadiga. A temperatura interna do
rato foi medida a cada 15 segundos por telemetria. As temperaturas do interior da
esteira e a temperatura seca da camara ambiental, além da URA em % foram
anotadas a cada minuto e a temperatura da pele da cauda foi anotada a cada 30
segundos. Apds o término da situacao experimental, o animal retornou ao biotério. O
protocolo  experimental desenvolvido no delineamento 1 é descrito

esquematicamente na figura 2.

Sonda de pele na

Saida do biotéri cauda
aida do biotério
4
{1 situacdo...
recuperagio ~2 balanga  ~I” ~30” 0 Exercicio
1 20 m/min
R 5% de inclinacao
Entrada na cdmara
- 67% VOomax

ambiental - fadiga




RATOS (n=9)

8°C 12°C 15°C

Ordem aleatdria / 48h de intervalo entre os experimentos

Figura 2: Representacao esquematica do delineamento experimental 1.

Os estudos anteriores do laboratério realizaram exercicio em temperaturas ambiente
entre 0° C, na qual observaram um componente hipotérmico associado a fadiga, e
18° C, na qual foi verificada fadiga com aumento de temperatura interna. Assim,
foram escolhidas, inicialmente, 3 temperaturas ambientes contidas nessa faixa, 5, 12

e 15°C (WANNER, 2003; RODRIGUES el al., 2003).

3.12- Delineamento Experimental — 2

A colheita dos dados foi realizada entre 13,00 e 18,00 h. Cada animal foi submetido
a 4 situagdes experimentais, repouso-salina (RS), repouso-metilatropina (RMATR),
exercicio-salina (ES), exercicio-metilatropina (EMATR), com intervalo minimo de 48
horas. As situacées experimentais foram aleatérias. Os experimentos foram
realizados de forma velada.

Apéds a saida do biotério, o animal foi pesado e transferido para uma mesa onde
recebeu uma injecdo de 0,2 pL de 2,5 x10? M de metilatropina ou de NaCl 0,15 M.
Em seguida, os ratos foram levados para a camara ambiental cuja temperatura

ambiente foi mantida a temperatura ambiente seca determinada pelo primeiro



delineamento experimental de 12° C e 50%URA. Apoés as situagdes experimentais
na temperatura ambiente de 12° C foram realizadas as mesmas situagdes em uma
temperatura ambiente superior, 15° C, e outra inferior, 5¢ C, a temperatura “neutra”
de 12° C. A temperatura interna e a temperatura da pele da cauda dos ratos também
foram medidas no ambiente de 23°C e 50% URA dentro da camara ambiental. O
objetivo foi verificar se a exposicdo a camara ambiental altera essas variaveis.

Imediatamente a entrada do animal na camara ambiental, o termistor de pele foi
afixado no tergco proximal lateral da cauda do rato. Em seguida, o animal foi
transferido para a esteira rolante e iniciada a situacdo experimental, repouso ou
exercicio. A situacao de repouso teve duracado de 60 minutos. O exercicio consistiu
de uma corrida na esteira rolante a 20 m/min e 5 % de inclinacao até a fadiga. Essa
intensidade de exercicio corresponde a aproximadamente 67 % do VOomax de ratos
nao treinados (LIMA, 2000; SONNE e GALBO, 1980). Apdés a determinacdo da
fadiga, houve um periodo de repouso de 30 minutos para medida das variaveis pos-
exercicio. A temperatura corporal interna do rato foi medida a cada 15 segundos por
telemetria. As temperaturas do interior da esteira e a temperatura seca da camara
ambiental, além da URA em % foram anotadas a cada minuto e a temperatura da
pele da cauda foi anotada a cada 30 segundos. Ap6s o término da situacao
experimental, o animal retornou ao biotério. O protocolo experimental desenvolvido

no delineamento 2 € descrito esquematicamente na figura 3.
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Figura 3: Representacado esquematica do delineamento experimental 2.

3.13- Sacrificio e perfusao dos animais

Apoés a ultima situagao experimental, os animais foram anestesiados com tiopental
de sodio (50 mg/kg, i.p). Uma injecao de 0,2 uL de corante azul de metileno em cada
um dos nucleos ventromediais do hipotalamo foi aplicada para verificacdo da

localizagdo das canulas crénicas e por quais locais cerebrais houve difusdo das



drogas. Uma incisdo na regiao ventral foi realizada e o sensor de temperatura foi
retirado e a possivel existéncia de infeccdo causada pelo mesmo ou de aderéncia
entre as visceras e o aparelho foi verificada.

A incisdo foi ampliada e o diafragma foi seccionado, permitindo o acesso ao
coracdo. A artéria aorta foi canulada e o animal foi perfundido com salina 0,15 M.
Assim que todo o sangue do animal foi substituido por solucdo salina, o animal foi
perfundido com formaldeido 4%. O cérebro foi retirado e mantido em formaldeido
4%. Os cérebros foram transferidos do formaldeido para sacarose 30 % dois dias
anteriores a verificagdo da posicdo das canulas, ou seja, momento em que 0S

cerebros foram fatiados em secg¢des de 50 pm.

3.14- Verificacao da posicao das canulas centrais

Os cérebros dos animais foram cortados em fatias de 50 um, a -132 C, em um
micrétomo de congelamento (Microm HM 505N). As fatias foram fixadas a laminas
gelatinizadas previavemente. As laminas foram hidratadas em agua destilada e em
seguida, foram coradas em solugao cresil violeta a 0,13 % v/v. Esse corante reage
com a parte acida dos nucleos cerebrais. Os cortes cerebrais foram banhados em
solucdo etanol a 70 % e etanol 100 % para retirar o excesso de corante. Por fim, as
laminas foram mantidas em xilol para tornar os cortes transllcidos, facilitando a
visualizagdo no microscopio. O tecido cerebral foi protegido por uma laminula
posicionada sobre cada lamina com auxilio de cola biosintética (Entelan). A posicao
da canula foi comparada ao atlas de Paxinos e Watson (1986). O protocolo de

coloragao das laminas é descrito esquematicamente na tabela 1.



Substancia Tempo de imersao
(min)
1. |Agua destilada 2
2. |Cresil violeta 0,13% 2
3. |Agua destilada 4
4. | Alcool etilico 70% 2
5. | Alcool etilico 100% 2
6. Xilol 2

Tabela 1: Protocolo para coloragao dos tecidos cerebrais com cresil violeta

3.15- Analise estatistica

Os dados foram expressos em média e erro padrdo. A analise estatistica da
temperatura intraperitoneal ou temperatura corporal interna (Tiy.), temperatura de
pele (Tcauda) € temperatura da esteira (Teswira) fOi realizada por meio de anélise de
variancia (ANOVA) com parcelas subdivididas, seguida pelo teste das diferencas
minimas significativas (DMS). O tempo total de exercicio e a variacao de calor e a
taxa variagcdo de calor foram comparados por teste t de Student para amostras
dependentes. Para verificar correlacao entre variaveis foi utilizada a Correlacao de

Sperman. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



4- RESULTADOS



4.1- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 1:

O obijetivo foi verificar a existéncia de uma temperatura ambiente em que a taxa de
variacao de calor corporal (cal/min) dos ratos durante o exercicio fisico fosse zero.
Cada rato intacto foi submetido ao exercicio fisico em esteira rolante, a uma
velocidade de 20m/min e 5% de inclinacao até a fadiga, em condi¢cées ambientais de

82 C, 12° C e 152 C e a umidade relativa do ar sempre mantida a 50 %.

4.1.1- Tempo Total de Exercicio (TTE)

O gréfico 1 apresenta os valores médios do tempo total de exercicio, em minutos,
dos ratos intactos nas temperaturas ambientes secas de 82 C, 122 C e 152 C. A URA
foi de 50% para as trés condigdes experimentais.

O tempo total de exercicio nao foi diferente nas trés temperaturas ambientes secas
(74,78 £ 12,81 minutos a 8°C vs 63,97 + 7,13 minutos a 12°C vs 61,32 £ 6,80
minutos a 15°C; p= 0,576).

1 8°C (n=9)
. 12°C (n-9)
100 /3 15°C (n=9)

90 {

1

70 {
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50 {
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| empo total de exercicio (min)

20 {

Gréfico 1: Tempo total de exercicio de ratos
intactos a 8°C, 12°C e 15°C. Os dados estéo

expressos em média + EPM.



4.1.2- Temperatura interna, taxa de variacao de temperatura interna e taxa de

variacao de calor

O grafico 2.1 apresenta os valores médios da temperatura interna dos ratos intactos
durante uma corrida a 20m/min e 5% de inclinacdo até a fadiga em temperaturas
ambientes de 8°C, 12°C e 15°C.

A temperatura interna dos animais reduziu a partir do 28° minuto durante o exercicio
a 8°C e permaneceu reduzida até a fadiga (37,17 + 0,36°C ao 0 minuto vs 36,80 +
0,44°C aos 28 minutos). A 12 °C, a temperatura interna nao foi diferente do inicio do
exercicio até o momento da fadiga (37,15 + 0,33°C ao 0 minuto vs 37,15 £ 0,44°C na
fadiga). Além disso, a 15°C, a temperatura interna aumentou durante o exercicio a
partir do 26° minuto e permaneceu elevada até a fadiga (37,04 + 0,31°C ao 0 minuto
vs 37,42 £ 0,40°C aos 26 minutos).

A temperatura interna dos ratos foi maior ao ambiente de 15°C que a 12°C e a 5°C
no momento da fadiga. E ainda, a temperatura interna dos ratos foi menor a 5°C

comparada a 12°C no momento da fadiga.
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O grafico 2.2 apresenta os valores meédios da taxa de variagdo da temperatura
interna, calculada pela variagdo da temperatura do inicio ao final do exercicio
dividida pelo tempo desse periodo.

A taxa de variacao da temperatura interna foi negativa nos ratos em exercicio até a
fadiga a 8°C (-0,01 = 0,00 °C/min) e foi positiva a 15°C (0,01 + 0,00 °C/min). A 12°C,
a taxa de variacdo da temperatura interna foi zero (0,00 + 0,00 °C/min). A taxa de
variacao de temperatura a 8°C foi menor que a 12°C e de 15°C. Além disso, a taxa
de variacdo da temperatura interna a 15°C foi maior que a 12°C (p=0,0296).
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Gréfico 2.2: Taxa de variacdo da temperatura
interna, °C/min, de ratos durante o exercicio fisico
até a fadiga a 8°C, 12°C e 15°C. Os dados
expressam média £ EPM. # = p<0,05 comparado a
12°C.

O grafico 2.3 apresenta os valores médios da taxa variacdo de calor calculada no
intervalo entre o inicio do exercicio e o momento da fadiga.

A taxa de variagao de calor foi negativa para os ratos em exercicio até a fadiga a
8°C (-2,89 £ 0,94 cal/min) e foi positiva a 15°C (2,15 + 0,87 cal/min). Durante o
exercicio fisico até a fadiga, a 12°C, a taxa de variacao de calor foi igual a zero (0,13
t+ 0,79 cal/min). A taxa de variagdo de calor zero encontrada para ratos em
temperatura ambiente de 12°C, favorece o estudo de varidveis que regulam a

termorregulacédo e o término da atividade fisica, pois anula um dos fatores, o



aumento ou reducdo da temperatura corporal interna, que predispde a fadiga. As
taxas de calor foram diferentes entre as diferentes condigcdes de temperatura
ambiente, 8°C, 12°C e 15°C (p=0,0077).
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Gréfico 2.3: Taxa de variagao de calor (cal/min)
de ratos durante o exercicio fisico até a fadiga, a
8°C, 12°C e 15°C. Os dados expressam média
EPM. # = p<0,05 comparado a 12°C.



4.1.3- Temperatura da cauda e indice de dissipacao de calor

O gréfico 3.1 apresenta os valores médios da temperatura da pele da cauda dos
ratos intactos durante uma corrida a 20m/min e 5% de inclinacdo até a fadiga em
ambiente de 8°C, 12°C e 15°C.

A temperatura da pele da cauda dos ratos reduziu a partir do 2° minuto de exercicio
em todos os ambientes, 8°C, 12°C, e 15 °C e permaneceu reduzida até a fadiga
(8°C: 20,68 * 0,44°C ao 0 minuto vs 18,30 £ 0,51°C aos 2 minutos); (12°C: 22,96 +
0,35°C ao 0 minuto vs 20,36 *+ 0,39°C aos 2 minutos); e (15°C: 23,06 + 0,66°C ao 0
minuto vs 21,33 = 0,51°C aos 2 minutos).

No momento da fadiga, a temperatura da pele da cauda dos ratos foi maior a 15°C
que a 12% e a 8°C (11,35 £ 0,18 a 8°C vs 14,69 + 0,24 a 12°C vs 18,57 £ 0,58 a
15°C). E ainda, a temperatura da pele da cauda dos ratos foi menor em um ambiente
de 8°C comparada a 12°C.
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O grafico 3.2 apresenta os valores médios dos indices de dissipagcao de calor de
ratos intactos durante o exercicio até a fadiga a 8°C, 12°C, 15° C.

Em todas as situacbes experimentais, o indice de dissipag¢ao de calor reduziu apos o
22 minuto de exercicio e permaneceu reduzido até o momento da fadiga (8°C: 0,42 +
0,01 ao 0 minuto vs 0,32 + 0,02 aos 2 minutos); (12°C: 0,42 £ 0,01 ao 0 minuto vs
0,31 £ 0,02 aos 2 minutos) e (15°C: 0,35 + 0,03 ao 0 minuto vs 0,26 + 0,02 aos 2
minutos).

No momento da fadiga, o indice de dissipacao de calor dos ratos foi maior a 15°C
que a 12° e a 8°C (0,03 + 0,00 a 8°C vs 0,04 £ 0,01 a 12°C vs 0,10 £ 0,02 a 15°C). -
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Grafico 3.2: indice de dissipagdo de calor de

ratos durante o exercicio fisico até a fadiga a

8°C, 12°C e 15°C. Os dados expressam média

t+ EPM. * = p<0,05 comparado ao 0 minuto. # =

p<0,05 comparado a 12°C.

4.1.4- Trabalho realizado

A figura 4.1 representa o trabalho médio realizado durante o exercicio até a fadiga a
8°C, 12°C e 15°C.

O trabalho realizado em kgm néo foi diferente entre as trés situacdes experimentais
(8°C: 33,93 + 6,27 kgm vs 12°C: 28,97 * 3,20 kgm vs 15°C: 27,60 + 3,05 kgm).
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4.2- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 2

4.2.1- Localizacao das canulas crénicas

A figura 4 mostra a foto de uma lamina com os cortes dos tecidos cerebrais com
canulas posicionadas bilateralmente nos VMH.

Os painéis das figuras 5, 6 e 7 representam esquemas com a localizacdo das
canulas na regiao do hipotalamo. Nos experimentos referentes aos VMH (circulos
pretos), as canulas estavam bilateralmente posicionadas nas regides dorsomedial e
central dos nucleos. Os circulos vermelhos presentes no esquema representam as
canulas que nao foram bilateralmente posicionadas nos VMH. Em alguns dos
experimentos, as canulas atravessaram a base do hipotalamo ou atingiram o terceiro
ventriculo, o que impede a identificagdo dos nucleos para onde as injegoes
difundiram.

O primeiro conjunto de esquemas representa os experimentos realizados a 5°C
(figura 5), 0 segundo a 12°C (figura 6) e o terceiro a 15°C (figura 7).

Figura 4: Foto da lamina com corte frontal do tecido cerebral, apds coloragao
com cresil violeta. Figura aumentada em 1:100 em microscépio 6ptico.



Figura 6: Esquemas de localizagao das canulas de experimentos realizados a 12°C.




Figura 7: Esquemas de localizagao das canulas de experimentos realizados a 15°C.




4.2.2- SITUACAO: REPOUSO

4.2.2.1- Temperatura interna - Repouso

O grafico 5.1 apresenta os valores médios da temperatura interna (A) e a variacao
da temperatura interna (B) dos animais ap6s receberem injecao bilateral de salina
(0,15 M) nos nucleos ventromediais do hipotalamo durante 1 hora de repouso a 5°C,
12°C e 15°C.

A variacdo da temperatura interna, durante o repouso, nao foi diferente entre as
diferentes temperaturas ambientes (0,84 + 0,24°C a 5°C vs 1,04 + 0,21°C a 12°C vs
0,52 £ 0,28°C a 15°C); (grafico 5.1 - B).

Durante o repouso, a variacdo da temperatura interna aumentou a partir do 5°
minuto de repouso nas trés situagdes experimentais (5°C: 0,17 + 0,11°C), (12°C:
0,04 £ 0,11°C), (15°C: 0,16 £ 0,18°C).

O grafico 5.2 mostra os valores médios da temperatura interna dos animais que
receberam 0,2 uL de salina (0,15 M) ou metilatropina (2,5x102 M) nos nucleos
ventromediais do hipotalamo durante 1 hora de repouso, a 5°C, 12°C e 15°C.

A temperatura interna aumentou durante o repouso a 5°C, a 12°C e a 15°C e
permaneceu elevada nos ratos que receberam tanto a inje¢cdo salina quanto
metilatropina nos VMH. A injecdo de metilatropina ndo alterou a resposta da
temperatura interna em nenhuma das situagdes experimentais comparado ao grupo
controle. A temperatura interna aumentou a partir do 52 minuto nos grupos salina e
metilatropina, em temperatura ambiente de 5°C (35,99 + 0,20°C ao 0 minuto vs
36,16 + 0,19°C aos 5 minutos, SAL e 36,17 = 0,24°C ao 0 minuto vs 36,34 + 0,21°C
aos 5 minutos, MATR; p<0,05). A 12°C, a temperatura interna aumentou a partir do
102 minuto no grupo salina e no metilatropina durante o repouso (37,26 + 0,21°C ao
0 minuto vs 37,52 £ 0,27°C aos 10 minutos, SAL e 36,75 + 0,56°C ao 0 minuto vs
37,20 £ 0,49°C aos 10 minutos, MATR; p<0,05). A temperatura interna dos ratos
aumentou no minuto 5 de repouso no grupo salina e no metilatropina, a 15°C (37,24
+ 0,23°C ao 0 minuto vs 37,52 £ 0,30°C aos 5 minutos, SAL e 36,91 £ 0,25°C ao 0
minuto vs 37,11 + 0,28°C aos 5 minutos, MATR; p<0,05).
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Gréfico 5.1: Temperatura interna (A) e variagdo da
temperatura interna (B) dos animais injetados
bilateralmente com 0,2 pL de salina (0,15 M) nos
VMH durante 1 hora de repouso, a 5°C, 12°C e

15%C. Os dados expressam média + EPM.

p<0,05 comparado ao 0 minuto.



38,5 1

38,0 1

37,5 1

37,0 1

36,5 1

Temperatura interna (°C)

36,0 1

—O— 8Salina (n=9)
—e— Metilatropina (n=9)

35,5 -

B 38,5 1
38,0 1
37,5
37,0 4

36,5

Temperatura interna (°C)

—Oo— Salina (n=7)
36,0 —o— Metilatropina (n=7)

35,5 -

C 385 i

38,0 -

C)

37,5

37,0

36,5 A

Temperatura interna (%

—o— Salina (n=6)
36,0 - —e— Metilatropina (n=6)

35,5 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Gréfico 5.2: Efeito da injecéo bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos VMH sobre a temperatura interna dos
ratos, durante o repouso a 5°C (A), a 12°C (B) e
a 15°C (C). Os dados expressam média £ EPM. *

= p<0,05 comparado ao 0 minuto.



4.2.2.2- Temperatura da pele da cauda — Repouso

O grafico 6.1 mostra a temperatura da pele da cauda dos animais apds receberem
injecao bilateral de 0,2 uL de salina 0,15 M nos nucleos ventromediais do hipotalamo
durante 1 hora de repouso a 5°C, 12°C e 15°C. A temperatura da pele da cauda dos
animais reduziu a partir do 2° minuto e permaneceu reduzida até o final dos 60
minutos de exposigcao as trés diferentes temperaturas ambientes. A temperatura da
pele da cauda dos animais a 15°C foi maior que a 12°C e a 5°C a partir do 2° minuto
de repouso (Aos 2 minutos: 21,40 + 0,63°C, 15°C vs 19,43 £ 0,19°C, 12°C vs 14,10
1,42°C, 5°C) e permaneceu maior até o final da exposicao (60 minutos: 16,70 *
0,26°C, 15°C vs 13,86 = 0,42°C, 12°C vs 7,53 + 0,78°C, 5°C). Além disso, a
temperatura da pele da cauda dos ratos foi maior a 12°C comparada a 5°C a partir

do 2° minuto de exercicio e permaneceu maior até o final da exposicéo.
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Gréfico 6.1: Temperatura da pele da cauda, em
2C, dos animais com injegéao bilateral de 0,2 pL
de salina (0,15 M) nos VMH durante 1 hora de
repouso a 5°C, 12°C e 15°C. # p<0,05
comparado a 12°C. Os dados expressam média
+ EPM.



O grafico 6.2 apresenta os valores médios da temperatura da pele da cauda de ratos
apés injecdo bilateral de 0,2uL de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10% M)
nos nucleos ventromediais do hipotalamo durante uma hora de repouso em
ambiente de 5°C, 12°C e 15°C.

A temperatura da pele da cauda dos ratos reduziu durante o repouso a 5°C, 12°C e
152C e permaneceu reduzida nos grupos salina e metilatropina até o final da
exposicao ao ambiente frio. A injecdo de metilatropina nédo alterou a resposta da
temperatura da pele da cauda em nenhuma das situagées em comparagao ao grupo
controle (5°C: 18,18 = 1,97°C, SAL ao 0 minuto vs 18,00 = 0,59, MATR ao 0 minuto;
7,53 + 0,78°C, SAL aos 60 minutos vs 7,71 + 0,39°C, MATR aos 60 minutos); (12°C:
21,29 + 0,56°C, SAL ao 0 minuto vs 21,49 + 0,66, MATR ao 0 minuto; 13,86 *
0,42°C, SAL aos 60 minutos vs 13,82+ 0,44°C, MATR aos 60 minutos); (15°C: 22,81
+ 0,70°C, SAL ao 0 minuto vs 23,77 + 0,72, MATR ao 0 minuto; 16,70+ 0,26°C, SAL
aos 60 minutos vs 16,71 £ 0,24°C, MATR aos 60 minutos).

A temperatura da pele da cauda reduziu a partir do 2° minuto nos grupos salina e
metilatropina nos trés ambientes (5°C: 18,18 + 1,97°C ao 0 minuto vs 14,10 + 1,43°C
aos 2 minutos, SAL e 18,00 + 0,59°C ao 0 minuto vs 13,42 + 0,65°C aos 2 minutos,
MATR; 12°C: 21,29 + 0,56°C ao 0 minuto vs 19,43 £ 0,19°C aos 2 minutos, SAL e
21,49 £ 0,66°C ao 0 minuto vs 18,96 + 0,48°C aos 2 minutos, MATR; 15°C: 22,81 *
0,70°C ao 0 minuto vs 21,40 £ 0,64°C aos 2 minutos, SAL e 23,77 £ 0,72°C ao 0
minuto vs 21,92 + 0,54°C aos 2 minutos, MATR).
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Gréfico 6.2: Efeito da injecdo bilateral de 0,2uL de
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EPM. * = p<0,05 comparado ao 0 minuto.



4.2.3- SITUACAO: EXERCICIO FisICO
4.2.3.1- Tempo total de exercicio

Os graficos 7.1, 7.2 e 7.3 apresentam os valores médios do tempo total de exercicio,
apés a injecdo de 0,2 uL de salina (0,15M) ou metilatropina (2,5 x 102 M), a 5°C,
12°C e 15°C, respectivamente.

A injecdo de metilatropina realizada bilateralmente nos VMH antecipou o0 momento
da fadiga em 37,42% (p=0,0004), a 5°C. Os ratos controles correram 53,76 * 6,71
minutos, enquanto os ratos que receberam a injecdo de metilatropina correram

33,64 £ 4,58 minutos, a 5°C (grafico 7.1).
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Gréfico 7.1: Efeito da injecdo bilateral
0,2uL de salina (0,15 M) ou de
metilatropina (2,5 x 10® M) nos n(cleos
ventromediais hipotaldmicos sobre o
tempo total de exercicio de ratos, a 5°C.
Os dados expressam média + EPM. # =

p<0,05 comparado ao grupo salina.

A injecao bilateral de metilatropina nos VMH antecipou o momento da fadiga em
36,07% (p=0,001) em temperatura ambiente de 12°C. Os animais salina correram
49,34 + 3,79 minutos, enquanto os animais metilatropina correram 31,54 + 2,82

minutos (grafico 7.2).
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Grafico 7.2: Efeito da injecao bilateral 0,2uL de
salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5 x 10
M) nos nucleos ventromediais hipotalamicos
sobre o tempo total de exercicio de ratos, a
12°C. Os dados expressam média + EPM. # =

p<0,05 comparado ao grupo salina.

A injecao de metilatropina reduziu o tempo total de exercicio no grupo metilatropina
em 34,69% (p=0,002), em temperatura ambiente de 15°C. Os ratos que receberam
injecdo salina nos VMH correram 50,72 + 4,68 minutos, enquanto os animais

injetados com metilatropina correram 35,18 + 3,64 minutos, a 15°C (grafico 7.3).
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Grafico 7.3: Efeito da injecao bilateral 0,2uL de
salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5 x 10
M) nos nuacleos ventromediais hipotalamicos
sobre o tempo total de exercicio de ratos, a
15°C. Os dados expressam média + EPM. # =

p<0,05 comparado ao grupo salina.



Nos animais em que as canulas guias foram colocadas fora dos VMH, a injecéo de
metilatropina nao alterou o desempenho dos ratos a 12°C (41,76 + 8,85 minutos,
SAL e 39,64 + 5,14 minutos, MATR; n=6; p=0,82), nem a 152 C (56,87 + 6,58
minutos, SAL e 57,03+ 10,08 minutos, MATR; n=9; p=0,86), (grafico 7.4).
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Grafico 7.4: Efeito da injecdo bilateral 0,2uL de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5 x 10
M) fora dos nucleos ventromediais hipotalamicos sobre o tempo total de exercicio em ratos, a
12°C (A) e a 15°C (B). Os dados expressam média = EPM.

N&o foi possivel realizar a analise estatistica referente ao valor do tempo total de
exercicio dos animais que receberam injecdo de 0,2 uL de salina (0,15 M) ou de
metilatropina (2,5 x 102 M) fora dos nlcleos ventromediais hipotalamicos, a 5°C,

devido ao numero de animais ser igual a um (n=1).



Tabela 2: Tempo total de exercicio no delineamento experimental 2.

VMH VMH VMH Fora VMH Fora VMH

(5°C) (12°C) (15°C) (12°C) (15°C)
Salina (min) 53,76 £ 6,71 | 49,34 £3,79 | 50,72+4,68 | 41,76 +8,85 | 56,87 + 6,58
Metilatropina (min) | 33,64 +4,58*|31,54 £2,82*|35,18+3,64 *| 39,64 +5,14 | 57,03+ 10,0
Reducéo (%) 37,42 36,07 34,69 5,07

Os dados expressam média £ EPM. * p<0,05 comparado ao grupo salina.

4.2.3.2- Temperatura interna — Exercicio

Os graficos 8.1, 8.2 e 8.3 apresentam os valores médios da temperatura interna de
ratos durante o exercicio fisico, apos injecao bilateral de 0,2uL de salina (0,15 M) ou
de metilatropina (2,5x102 M) nos nicleos ventromediais do hipotalamo a 5°C, 12°C e
15°C, respectivamente.

A 5°C, a temperatura interna dos ratos reduziu a partir do 142 minuto no grupo salina
e a partir do 122 minuto no grupo metilatropina (36,00 + 0,25°C ao 0 minuto vs 35,54
+ 0,32°C aos 14 minutos, SAL; 36,16 £ 0,11°C ao 0 minuto vs 35,79 + 0,31°C aos 12
minutos, MATR); (grafico 8.1). A temperatura interna dos ratos salina e metilatropina
permaneceu reduzida até a fadiga. Nao houve diferenca entre a temperatura interna
dos ratos apés injecao de metilatropina nos VMH em comparagao ao grupo salina (0
minuto: 36,00 + 0,25°C, SAL vs 36,16 + 0,11°C, MATR; fadiga: 34,85 + 0,30°C, SAL
vs 35,49 + 0,34°C, MATR).

Em temperatura ambiente de 12°C, a temperatura interna de ratos apds injecao
bilateral de 0,2uL de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x102 M) nos nucleos
ventromediais do hipotadlamo nao foi diferente até a fadiga em comparacdo ao
minuto 0 (37,11 £ 0,27°C ao 0 minuto vs 37,28 *+ 0,28°C na fadiga, SAL; 37,15 £
0,28°C ao 0 minuto vs 37,40 + 0,37°C na fadiga, MATR); (grafico 8.2). A temperatura
interna do grupo metilatropina néo foi diferente do grupo salina (0 minuto: 37,11 £
0,27°C, SAL vs 37,15 £ 0,28°C, MATR; fadiga: 37,28 + 0,28°C, SAL vs 37,40 +
0,37°C, MATR).

A 15°C (grafico 8.3), a temperatura interna dos ratos aumentou apds o 8° minuto no

grupo salina e apds o 142 minuto no grupo metilatropina (36,77 + 0,24°C ao 0 minuto



vs 36,84 + 0,39°C aos 8 minutos, SAL; 36,74 + 0,35°C ao 0 minuto vs 36,94 + 0,42°C
aos 14 minutos, MATR). A injecdo bilateral de metilatropina (2,5x102 M) nos n(cleos
ventromediais do hipotalamo nao alterou a temperatura interna em comparacao ao

grupo salina até a fadiga (fadiga: 37,34 £ 0,42°C, SAL vs 37,08 £ 0,43°C, MATR).
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Grafico 8.1: Efeito da injecao bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos nucleos ventromediais do hipotalamo
durante o exercicio, sobre a temperatura interna
dos ratos, a 5% C. Os dados expressam média *

EPM. * = p<0,05 comparado ao 0 minuto.
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Gréfico 8.2: Efeito da injecdo bilateral de 0,2uL de
salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2 M)
nos nucleos ventromediais do hipotalamo durante
0 exercicio, sobre a temperatura interna dos ratos,

a 12° C. Os dados expressam média £ EPM.
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Gréfico 8.3: Efeito da injecdo bilateral de 0,2uL de
salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2 M)
nos nucleos ventromediais do hipotalamo durante
0 exercicio, sobre a temperatura interna dos ratos,
a 152 C. Os dados expressam média + EPM. * =

p<0,05 comparado ao 0 minuto.



4.2.3.3- Temperatura da pele da cauda — Exercicio

Os graficos 9.1, 9.2 e 9.3 apresentam os valores médios das temperaturas da pele
da cauda dos ratos, apés injecao bilateral de 0,2uL de salina (0,15 M) ou de
metilatropina (2,5x10% M) nos nlcleos ventromediais do hipotadlamo durante o
exercicio fisico a 5°C, 12°C e 15° C, respectivamente.

A temperatura da pele da cauda dos ratos reduziu apds o 2° minuto de exercicio nas
trés temperaturas ambientes e permaneceu reduzida até a fadiga nos grupos salina
e metilatropina (5°C: 18,80 + 0,46°C ao 0 minuto vs 14,36 + 0,35°C aos 2 minutos,
SAL; 18,39 £ 0,29°C ao 0 minuto vs 14,62 + 0,58°C aos 2 minutos, MATR); (12°C:
21,16 £ 0,38°C ao 0 minuto vs 19,28 + 0,26°C aos 2 minutos, SAL; 22,08 + 0,47°C
ao 0 minuto vs 19,31 £ 0,29°C aos 2 minutos, MATR); (15°C: 23,24 + 0,50°C ao 0
minuto vs 21,96 + 0,47°C aos 2 minutos, SAL; 23,18 £+ 0,35°C ao 0 minuto vs 21,72 +
0,502C aos 2 minutos, MATR). A injecdo de metilatropina (2,5x10% M) nos nlcleos
ventromediais do hipotalamo nado alterou a temperatura da pele da cauda em
comparacao aos animais salina em ambiente de 5°C (8,45 + 0,24°C, SAL vs 8,51 *
0,31°C, MATR; fadiga); 12°C (15,10 + 0,38°C, SAL vs 15,00 + 0,33°C, MATR;
fadiga); e 15°C (19,12 + 1,15°C, SAL vs 18,39 £ 0,53°C, MATR; fadiga).
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Gréfico 9.1: Efeito da injecdo bilateral de 0,2uL de
salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2 M)
nos nucleos ventromediais do hipotalamo durante
0 exercicio, sobre a temperatura da pele da cauda
dos ratos, a 5° C. Os dados expressam média +

EPM. * = p<0,05 comparado ao 0 minuto.
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Grafico 9.2: Efeito da injecdo bilateral de
0,2uL de salina (0,15 M) ou de metilatropina
(2,5x10’2 M) nos nudcleos ventromediais do
hipotalamo durante o exercicio, sobre a
temperatura da pele da cauda dos ratos, a
12°C. Os dados expressam média = EPM. *

= p<0,05 comparado ao 0 minuto.
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Gréfico 9.3: Efeito da injecéo bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10’2
M) nos nudcleos ventromediais do hipotalamo
durante o exercicio, sobre a temperatura da pele
da cauda dos ratos, a 15° C. Os dados
expressam média = EPM. * = p<0,05 comparado

ao 0 minuto.



4.2.3.4- Variacao de calor e taxa de variacao de calor - Exercicio

O grafico 10.1 apresenta os valores médios da variacao de calor durante o exercicio
ap6s a injecdo de salina (0,15M) ou metilatropina (2,5x102M), a 5°C, 12°C e 15°C.

A 5°C, a variacao de calor dos ratos foi negativa tanto no grupo salina quanto no
metilatropina. Os animais que receberam injecdo salina nos VMH apresentaram
variacao de calor de —287,61 + 52,27 cal e os metilatropina de —155,15 + 59,10 cal.
Os valores de variacdo de calor nao foram diferentes entre os grupos salina e
metilatropina, a 5°C (p=0,10).

A variacao de calor dos ratos em temperatura ambiente de 12°C foi positiva nos
grupos salina e metilatropina. Os animais que receberam injecdo salina nos VMH
acumularam 45,60 + 82,41 cal e os animais metilatropina armazenaram 58,36 +
69,01 cal. Os valores de variacdo de calor ndo foram diferentes entre os grupos
salina e metilatropina, a 12°C (p=0,88).

Nos ratos em exercicio fisico, a 15°C de temperatura ambiente, a variagdo de calor
foi positiva nos grupos salina e metilatropina. O grupo salina acumulou 160,30 *
75,39 cal e os animais metilatropina armazenaram 101,12 £ 103,17 cal. A injecao de
metilatropina realizada bilateralmente nos VMH n&o modificou a variacdo de calor

em comparacao ao grupo salina (p=0,58).
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Gréfico 10.1: Efeito da injegc&o bilateral de 0,2uL de
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O grafico 10.2 apresenta os valores médios da taxa de variagdo de calor calculada
no intervalo entre o inicio do exercicio e o0 momento da fadiga, apds a injecao de
salina (0,15M) ou metilatropina (2,5x102M), a 5°C, 12°C e 15°C.

A taxa de variacao de calor dos ratos foi negativa nos grupos salina e metilatropina
durante o exercicio fisico, a 5°C. Os animais que receberam injecdo salina nos VMH
apresentaram uma taxa de variacao de calor de —6,01 = 1,67 cal/min e os injetados
com metilatropina de —4,51 + 1,62 cal/min. Os valores da taxa de calor ndo foram
diferentes entre os grupos; (p=0,37).

Durante o exercicio fisico até a fadiga em temperatura ambiente de 12 °C, a taxa de
variagao de calor foi igual a zero (0,80 + 1,66 cal/min) para o grupo salina. Esse
valor corrobora com o valor de taxa de variacdo de calor encontrado nos ratos
intactos em exercicio a 12°C (0,13 = 0,79 cal/min nos ratos intactos vs 0,80 *+ 1,66
cal/min no grupo salina; p=0,70). Os animais que receberam injecao de metilatropina
(2,5x10% M) apresentaram uma taxa de variacdo de calor de 1,88 + 2,18 cal/min. Os
valores da taxa de variagdo de calor ndo foram diferentes entre os grupos salina e
metilatropina, a 12°C (p=0,60).

Nos ratos em exercicio fisico, a 15°C de temperatura ambiente, a taxa de variagao
de calor foi positiva nos grupos salina e metilatropina. O grupo salina apresentou
taxa de variagdo de calor de 3,36 + 1,81 cal/min e o metilatropina de 2,19 + 3,07
cal/min. A injecdo de metilatropina realizada bilateralmente nos VMH ndo modificou
a taxa de variagdo de calor em comparacao ao grupo salina (p=0,71).
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Grafico 10.2: Efeito da injecao bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos nucleos ventromediais do hipotalamo
durante o exercicio, sobre a taxa de variacao de
calor dos ratos, a 5°C (A), 12°C (B) e 15°C (C).
Os dados expressam média + EPM.
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Grafico 10.3: Correlagao entre taxa de variacao
de calor (cal/min) e temperatura ambiente (°C)
dos ratos que receberam injegédo 0,2 uL de salina
(0,15 M) ou metilatropina (2,5 x 102 M).

O grafico 10.3 apresenta a correlacdo positiva entre a taxa de variacao de calor
(cal/min) com a temperatura ambiente (°C) nos ratos que receberam injecdo de
salina (r=1,00, p= 0,018). Nos animais que receberam metilatropina a correlacao
entre a taxa de variagéo de calor e a temperatura ambiente foi de r= 0,96 (p=0,16).

4.2.3.5- indice de dissipacio de calor — Exercicio

O grafico 11.1 apresenta os valores médios dos indices de dissipagédo de calor
durante o exercicio fisico até a fadiga, apds a injecao de 0,2 uL de salina (0,15M) ou
metilatropina  (2,5x102 M) nos VMH, a 5°C (A), 12°C (B) e 15°C (C),
respectivamente.

O gréfico 11.1 (A) mostra que o indice de dissipacao de calor reduziu em ambos os
grupos a partir do 2° minuto de exercicio e permaneceu reduzido até a fadiga (0,43 *
0,04 ao 0 minuto vs 0,27 £+ 0,03 aos 2 minutos, SAL; 0,41 = 0,03 ao 0 minuto vs 0,28
+ 0,06 aos 2 minutos, MATR; p<0,05) em temperatura ambiente de 5°C. A injecéo de

metilatropina nos VMH nao alterou o indice de dissipacao de calor até o0 momento da



fadiga em comparacao ao grupo salina em ambiente de 5°C (0 minuto: 0,43 = 0,04,
SAL vs 0,41 £ 0,03, MATR,; fadiga: 0,04 + 0,01, SAL vs 0,04 £ 0,02, MATR).

O gréfico 11.1 (B) apresenta os valores do indice de dissipagao de calor dos ratos
salina e metilatropina durante o exercicio fisico até a fadiga, a 12°C. O indice de
dissipacao de calor reduziu a partir do 2° minuto nos grupos salina (0,36 + 0,02 ao 0
minuto vs 0,26 + 0,01 aos 2 minutos) e no metilatropina (0,41 = 0,03 ao 0 minuto vs
0,28 = 0,01 aos 2 minutos). O indice de dissipacao de calor nao foi diferente nos
ratos que receberam injecao de metilatropina nos VMH até o momento da fadiga em
comparacao ao grupo salina, em temperatura ambiente de 12°C (0 minuto: 0,36 *
0,02, SAL vs 0,41 £ 0,03, MATR; fadiga: 0,08 £ 0,01, SAL vs 0,07 + 0,01, MATR).

O grafico 11.1 (C) apresenta os valores do indice de dissipacao de calor dos ratos
salina e metilatropina durante o exercicio fisico até a fadiga, a 15°C. O indice de
dissipacao de calor reduziu a partir do 2° minuto no grupo salina (0,38 + 0,02 ao 0
minuto vs 0,31 = 0,02 aos 2 minutos) e no metilatropina (0,36 = 0,02 ao 0 minuto vs
0,29 + 0,03 aos 2 minutos)p<0,05. O indice de dissipagao de calor nao foi diferente
nos ratos que receberam injecao de metilatropina nos VMH até o momento da fadiga
em comparagao ao grupo salina, em temperatura ambiente de 15°C (0 minuto: 0,38
+ 0,02, SAL vs 0,36 + 0,02, MATR; fadiga: 0,12 + 0,04, SAL vs 0,14 = 0,03, MATR).
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Grafico 11.1: Efeito da injecao bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos nucleos ventromediais do hipotalamo
sobre o indice de dissipacdo de calor de ratos
durante o exercicio fisico até a fadiga a 5°C (A),
12°C (B) e a 15 °C (C). Os dados expressam
média + EPM. * = p<0,05 comparado ao 0

minuto.



Conforme apresentado no grafico 11.2, o indice de dissipagdo de calor ndo se
correlacionou com a temperatura ambiente (°C) nos ratos que receberam injecdo de
salina (r=0,95, p= 0,19) nem nos que foram injetados com metilatropina (r= 0,89, p=
0,29).
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Grafico 11.2: Correlacdo entre o indice de
dissipacéo de calor e temperatura ambiente (°C)
dos ratos que receberam inje¢édo 0,2 uL de salina
(0,15 M) ou metilatropina (2,5 x 102 M).

4.2.4- SITUACAO: POS-EXERCICIO

4.2.4.1- Temperatura interna — Pés-exercicio

O gréfico 12.1 apresenta os valores médios das temperaturas internas dos ratos que
receberam injecdes de 0,2 uL de salina (0,15M) ou metilatropina (2,5x102 M) nos

VMH, apds o exercicio fisico até a fadiga, a 5°C, 12°C e 15°C.
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Grafico 12.1: Efeito da injecao bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos VMH sobre a temperatura interna dos
ratos, pds-exercicio, a 52 C (A), a 122 C (B) e a
152 C (C). Os dados expressam média + EPM. *

= p<0,05 comparado ao 0 minuto.



A temperatura interna dos ratos aumentou a partir do 52 minuto pds-exercicio no
grupo salina (34,88 + 0,31°C na fadiga vs 35,19 + 0,33°C aos 5 minutos; p<0,05) e a
partir do 10° minuto no metilatropina (35,50 + 0,38°C na fadiga vs 35,78 + 0,34 aos
10 minutos; p<0,05), a 5°C. A temperatura interna retornou ao valor encontrado no
inicio do exercicio no 10% minuto no grupo salina e no 5° minuto no metilatropina em
temperatura ambiente de 5°C. A injecao de metilatropina bilateral nos VMH néo
alterou a temperatura interna em comparacdo ao grupo salina (fadiga: 34,88 +
0,31°C, SAL vs 35,50 £ 0,38°C, MATR; 30 minutos: 35,98 = 0,23°C, SAL vs 36,18 =
0,33°C, MATR).

A 12°C, a temperatura interna dos ratos nao foi diferente durante os 30 minutos pos-
exercicio nos grupos salina e metilatropina (37,30 £ 0,27°C na fadiga vs 37,46 +
0,22°C aos 30 minutos, SAL; 37,40 + 0,38°C na fadiga vs 37,37 £ 0,51°C aos
30minutos, MATR). As temperaturas internas ndo foram diferentes entre os grupos
no periodo de 30 minutos pos-exercicio.

A temperatura interna dos ratos ndo foi diferente durante os 30 minutos pds-
exercicio em temperatura ambiente de 15°C (37,33 * 0,45°C na fadiga vs 37,11 *
0,52°C aos 30 minutos, SAL; 37,08 + 0,44°C na fadiga vs 37,51 £ 0,53°C aos
30minutos, MATR). A 15°C, a injecao de metilatropina bilateral nos VMH néo
modificou a temperatura interna comparado ao grupo salina (fadiga: 37,33 + 0,45°C,
SAL vs 37,08 + 0,44°C, MATR; 30 minutos: 37,11 £ 0,52°C, SAL vs 37,51 + 0,53°C,
MATR).

4.2.4.2- Temperatura da pele da cauda — Pés-exercicio

O grafico 13.1 apresenta os valores médios da temperatura da pele da cauda de
ratos que receberam injecao bilateral de 0,2uL de salina (0,15 M) ou de metilatropina
(2,5x10% M) nos nucleos ventromediais do hipotadlamo durante 30 minutos pds-
exercicio, a 5°C, 12°C e 15°C.

A temperatura da pele da cauda dos ratos ndo alterou durante os 30 minutos pés-
exercicio no grupo salina a 5°C (8,44 + 0,67°C na fadiga vs 8,37 £+ 0,31°C aos 30
minutos) e a 12° C (15,23 + 0,31°C na fadiga vs 14,23 + 0,30°C aos 30 minutos). A

injecdo de metilatropina nao alterou a resposta da temperatura da pele da cauda nas



situacoes pds-exercicio em temperatura ambiente de 5°C (8,46 *+ 0,31°C na fadiga
vs 8,67 * 0,33°C aos 30 minutos) e 12°C (15,01 + 0,37°C na fadiga vs 14,09 +
0,36°C aos 30 minutos).

A 15°C, a temperatura da pele da cauda dos animais salina reduziu apds o 2° minuto
pos-exercicio (19,36 = 0,76°C na fadiga vs 18,94 + 0,60°C aos 2 minutos), assim
como no grupo metilatropina (18,70 £ 0,32°C na fadiga vs 18,28 + 0,30°C aos 2
minutos). A temperatura da pele da cauda dos animais ndo apresentou diferenca
entre os grupos durante o periodo pods-exercicio (fadiga: 19,36 £ 0,76°C, SAL vs
18,70 £ 0,32°C, MATR; 30 minutos: 17,03 £ 0,14°C, SAL vs 16,99 £ 0,18°C, MATR).
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Grafico 13.1: Efeito da injecao bilateral de 0,2uL
de salina (0,15 M) ou de metilatropina (2,5x10'2
M) nos VMH sobre a temperatura da pele da
cauda dos ratos, pds-exercicio, a 5° C (A), a 12°
C (B) e a 15° C (C). Os dados expressam média

+ EPM. * = p<0,05 comparado ao 0 minuto.



4.3- AMBIENTE DE 23°C E 50% URA.

4.3.1- Temperatura interna e temperatura da pele da cauda dos ratos

A temperatura interna e a temperatura da pele da cauda dos ratos foram medidas no
ambiente de 23°C e 50% URA dentro da camara ambiental. O objetivo foi verificar se
a exposicao a camara ambiental altera essas variaveis.

Os graficos 14.1 e 14.2 apresentam os valores médios das temperaturas interna e
da pele da cauda de animais com canulas nos VMH, porém sem injecdo de
farmacos, durante 60 minutos de repouso, em um ambiente de 23°C, dentro da
camara ambiental.

A temperatura interna dos animais aumentou durante os 60 minutos de repouso e
permaneceu elevada durante todo o periodo. A temperatura interna aumentou a
partir do 4° minuto de repouso (36,04 + 0,24°C - 0 minuto vs 36,19 = 0,21°C - 4
minutos; p<0,001).

A temperatura da pele da cauda dos ratos reduziu a partir do 2° minuto de repouso e
permaneceu reduzida até o minuto 60 (24,24 + 0,12°C - ao 0 minuto vs 23,74 £
0,10°C - 2 minutos; p<0,01).
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Gréfico 14.1: Temperatura interna, em °C, de

ratos com cénulas nos VMH, sem injecdo de

solugdo, durante 1 hora de repouso, em

ambiente de 23 °C, dentro da camara

ambiental. Os dados expressam média £ EPM.

* = p<0,05 comparado ao 0 minuto.
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Gréfico 14.2: Temperatura da pele da cauda,
em °C, de ratos com canulas VMH, sem injecao
de solugbes, durante 1 hora de repouso, em
ambiente de 23 °C, dentro da camara
ambiental. Os dados expressam média £ EPM.
* = p<0,05 comparado ao 0 minuto.

4.4- VARIAVEIS DE CONTROLE

A tabela 3 apresenta as variaveis de controle medidas apds as injecées de salina
(0,15M) ou de metilatropina (2,5x10% M) nos ratos utilizados no experimento com
temperatura ambiente de 5°C e URA de 50%.

Tabela 3: Variaveis de controle medidas no delineamento experimental 2, nas situagdes
experimentais em ambiente de 5°C.

Salina Metilatropina Salina Metilatropina
repouso repouso exercicio exercicio

Peso dos animais (g) 303,50 + 6,79 301,22 + 7,39 299,43 + 9,97 296,93 £ 9,17
Temp. esteira (°C) 7,00+ 0,10 6,83+ 0,12 7,20 + 0,50 7,25+ 0,53




A tabela 4 apresenta as variaveis de controle medidas apo6s as injecées de salina

(0,15M) ou de metilatropina (2,5x102 M) nos ratos utilizados no experimento com
temperatura ambiente de 12°C e URA de 50%.

Tabela 4: Variaveis de controle medidas no delineamento experimental 2, nas situagbes

experimentais em ambiente de 12°C.

Salina Metilatropina Salina Metilatropina
repouso repouso exercicio exercicio
Peso dos animais (g) | 303,87 + 6,51 303,56 + 8,62 308,43 + 8,64 300,93 +9,14
Temp. esteira (°C) 12,86 £ 0,25 13,00 £ 0,27 13,33+ 0,24 13,30 £ 0,24

A tabela 5 apresenta as variaveis de controle medidas apés as injecées de salina

(0,15M) ou de metilatropina (2,5x102 M) nos ratos utilizados no experimento com
temperatura ambiente de 15°C e URA de 50%.

Tabela 5: variaveis de controle medidas no delineamento experimental 2, nas situagdes

experimentais em ambiente de 15°C.

Salina Metilatropina Salina Metilatropina
repouso repouso exercicio exercicio
Peso dos animais (g) | 300,41 £ 8,80 297,83 + 11,74 312,33+ 15,97 311,58 £ 15,70
Temp. esteira (°C) 15,19 + 0,08 15,21 £ 0,08 15,54 + 0,14 15,62 £ 0,11




5- DISCUSSAO



5.1- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 1

O presente estudo, no delineamento experimental 1, teve como objetivo definir uma
temperatura ambiente na qual a taxa de variagdo de calor corporal dos ratos,
durante o exercicio fisico de 20m/min, 5% de inclinagdo até a fadiga fosse igual a
zero. Essa padronizacdo € importante devido a temperatura interna e a taxa de
variacdo de calor ser consideradas fatores limitantes para o desempenho fisico
durante o exercicio prolongado.

Conforme a gréfico 2.1, a temperatura interna dos ratos ndo se alterou do inicio do
exercicio fisico até o0 momento da fadiga em exposicdo a temperatura ambiente de
12°C. Esse comportamento da temperatura interna dos animais resultou em uma
taxa de variacao de calor igual a zero.

O aumento da temperatura interna e da taxa de variacao de calor esta associado a
interrupgé@o do exercicio fisico em roedores (FULLER, et al., 1998; LACERDA, et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2003; SOARES et al, 2004; WALTERS et al., 2000) e em
seres humanos (GALLOWAY e MAUGHAN, 1997; GONZALES-ALONSO et al.,
1999; GUIMARAES E SILAMI-GARCIA, 1993; NIELSEN et al, 1997). Em um
trabalho anterior do nosso laboratério, RODRIGUES et al. (2003) demonstraram que
a taxa de variacao de calor foi a variavel que melhor explicou a duracao diferente do
exercicio fisico realizado em duas velocidades (20m/min e 24m/min) e em trés
temperaturas ambientes (22°C, 28°C e 35°C). Foi verificado que quanto mais intenso
0 exercicio ou quanto maior a temperatura ambiente, maior é a taxa de variacdo de
calor e menor é o tempo total de exercicio.

Da mesma forma, MATTHEW et al. (1993) observaram uma reducdo no
desempenho devido ao aumento da taxa de variagdo de calor e ndo por uma
temperatura interna critica limitante. Conclui-se que quanto maior a temperatura
ambiente, menor o tempo total de exercicio fisico, maior a taxa de variagéo de calor
e maior € a temperatura colénica dos animais no momento da exaustao.

NYBO e NIELSEN (2001) estudaram os efeitos da hipertermia sobre a fadiga
neuromuscular em homens sadios. Foi observado que apds o exercicio em ambiente
quente de 40°C, a temperatura interna aumentou até 40,0 £ 0,1°C e no grupo
controle (ambiente de 18°C) estabilizou-se em 38,0 + 0,1°C. A forca gerada em uma
contracdo voluntaria maxima foi menor apds o exercicio em ambiente hipertérmico

comparado a situacao controle. Esses dados demonstram que a habilidade de gerar



forca estd atenuada em ambiente quente e que esse resultado pode estar associado

a uma redugao no percentual de ativagao voluntéria da musculatura.

Sugere-se que o0 aumento da temperatura interna corporal diminua a estimulacao
proveniente do sistema nervoso central para a manutencao do exercicio fisico
(NIELSEN et al.,, 1997; NYBO e NIELSEN, 2001) e assim precipite a fadiga,
protegendo o cérebro de lesdes térmicas.

Em temperaturas ambientes frias, a taxa de variacdo de calor corporal também
apresentou alta correlagao com o tempo total de exercicio (WANNER et al, 2003).
WANNER et al, 2003 encontraram uma taxa de variacdo de calor negativa durante
uma corrida em esteira a 20 m/min, 5% de inclinacao até a fadiga em temperatura
ambiente de 0°C. A temperatura interna dos animais reduziu durante o exercicio
fisico em ambiente frio de 0°C. O desempenho fisico correlacionou-se
negativamente com a taxa de variacao de calor, ou seja, quanto menor a capacidade
dos animais evitarem reducdes da temperatura interna, menor o tempo total de
exercicio.

Segundo GORDON (1993), os ratos sobrevivem até uma temperatura interna
superior maxima de 44°C e inferior maxima de 16-20°C. Embora os roedores
apresentem maior tolerancia ao frio em comparacao ao calor, CARDER et al (2005)
e GORDON (1993) descreveram que a temperatura ambiente fria € um preditor de
mortalidade e que essa relacado se da de maneira nao linear.

Animais expostos ao ambiente frio de 0°C, durante o repouso, conseguem manter a
temperatura interna, evitando a hipotermia. Entretanto, durante o exercicio fisico,
alguns mecanismos comportamentais estdo impossibilitados, deixando o animal
mais exposto as condicdes ambientais. WANNER et al. (2003) observaram que 0s
animais durante o repouso em ambiente frio de 0°C permaneciam imoveis a maioria
do tempo de exposicao, realizando poucos movimentos no interior da esteira. Os
animais assumiam um formato de “bola”, reduzindo a superficie corporal para trocas
térmicas, aumentando a capacidade insulativa. Além disso, essa posicao protege a
cabeca e mantém a cauda sob o corpo do animal, reduzindo a possibilidade de
dissipacao de calor. Dessa forma, os animais conservaram mais calor resultando em
aumento da temperatura. Foram observados ainda mecanismos termorregulatérios
de producao/conservacao de calor como piloerecao e tremor. Durante o exercicio

fisico, pequenos mamiferos, como os roedores, apresentam uma maior superficie



disponivel para as trocas térmicas com o ambiente, principalmente as patas e
cauda, resultando em maior dissipacao de calor. Além disso, € provavel a existéncia
do aumento da conveccédo na pele da cauda e alteracées na dissipacao de calor

pela respiracao.

Em humanos, alguns danos fisiol6gicos podem ocorrer anteriores a morte por
hipotermia, em temperaturas ambientes frias abaixo de 18°C (CANDER et al, 2005).
Inimeros parametros considerados de risco para doencas cardiovasculares,
incluindo aumento da freqiéncia cardiaca, aumento da pressao arterial,
vasoconstricdo periférica exacerbada, isquemias, formagcdo de trombos, tém sido
associados a temperaturas ambientes frias. As doencas respiratorias também se
relacionam ao ambiente frio devido ao aumento do niumero de infecgcbes. Ambas as
doencas sistémicas estdo associadas a maior incidéncia de mortes induzidas pelo

frio, mesmo que a temperatura interna inferior maxima nao seja atingida.

Assim, sugere-se que da mesma forma que durante a exposicdo ao ambiente
quente, a taxa de variacdo de calor negativa resultaria numa reducdo de outputs
cerebrais para a manutencdo da atividade fisica, preservando a homeostasia
anterior a danos teciduais por efeitos diretos ou indiretos da temperatura ambiente
fria.

No presente estudo, em temperatura ambiente de 8°C, a temperatura interna dos
ratos reduziu até o final do exercicio e a fadiga pode estar associada a um fator de
reducao da temperatura interna. Ja em ambiente de 15°C, a fadiga associou-se a um
componente de aumento da temperatura interna dos ratos. Em ambas as situacdes
nao foram observadas temperaturas internas inferiores ou superiores maximas na
fadiga. Embora haja alteracdes na temperatura interna dos ratos a 8°C e a 15°C, os
valores da variacdo da temperatura interna sdo muito pequenos, ndao podendo
explicar o motivo pelo qual a fadiga foi desenvolvida. Entretanto, considerando a
fadiga como um mecanismo de sistemas fisiologicos integrados, o fator
termorregulatério pode ter contribuido para sua instalacao.

A temperatura ambiente de 12°C nao modificou a temperatura interna dos ratos
durante uma corrida de 20 m/min, 5% de inclinagdo até a fadiga resultando em
trabalho de 28,97 * 3,20 kgm. Esse protocolo é importante para o desenvolvimento
de novas pesquisas que buscam o entendimento dos mecanismos envolvidos na

fadiga e na regulagédo da temperatura corporal e ainda, na associagdo de ambos.



Utilizando dados de pesquisas realizadas no nosso laboratério (RODRIGUES et al.,
2003; WANNER et al., 2003; presente estudo), verifica-se uma alta correlacédo entre
a temperatura ambiente e a variacdo da temperatura interna (Grafico 15.1; p<0,001)
e ainda, entre a temperatura ambiente e a taxa de variacao de calor (Grafico 15.2;
p<0,0001).
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Grafico 15.1: Correlagdo entre a variacdo da Grafico 15.2: Correlagdo entre a taxa de
temperatura interna até a fadiga (°C) e a variacdo de calor (cal/min) e a temperatura
temperatura ambiente. Os dados estao ambiente. Os dados estdo expressos em
expressos em média = EPM. média = EPM.

Diante disso, quanto maior a temperatura ambiente, maior é a variacdo da
temperatura interna até a fadiga e maior a taxa de elevacao da temperatura interna.
Assim, o protocolo de exercicio em esteira a aproximadamente 67%V02max €M uma
temperatura ambiente de 12°C é interessante, uma vez que nao ocorrem alteracoes
de temperatura interna, fazendo do componente térmico um fator ndo determinante
para o desenvolvimento da fadiga, possibilitando o estudo de outras variaveis
envolvidas na interrupcao do estudo.

Contrariando as expectativas, o tempo total de exercicio fisico até a fadiga nao foi
diferente entre as temperaturas ambientes estudadas, 8°C, 12°C e 15°C (gréfico 1).
Embora em temperatura ambiente de 8°C a fadiga possa estar associada a uma
reducédo de temperatura interna e a 15°C possa se relacionar a um aumento, o fator

termorregulatério nao foi preponderante para a fadiga. Esse dado reforga o conceito



de fadiga proposto por RODRIGUES e SILAMI-GARCIA (1998) como uma
integracao de varios estimulos sensorias associados a determinagéao da intensidade
e da duracdo suportaveis de exercicio em fungdo da temperatura ambiente em
exposicao. A fadiga entendida como um sistema de limites integrados inclui entre
outros fatores, a disponibilidade de substratos, fluxo sanguineo, ventilacdo
pulmonar, adequada atividade neurohumoral, bem como a manutencao do equilibrio
acido-base, hidro-eletrolitico e térmico. Assim, a fadiga seria desenvolvida por um
desequilibrio em qualquer desses estimulos, anterior ao rompimento da
homeostase. Cada um dos diferentes sistemas fisiolégicos envolvidos na
homeostase pode ser solicitado de maneira diferente de acordo com a intensidade
do exercicio e a temperatura ambiente na qual se esta exposto. A fadiga é
desencadeada pela combinacdo das informacdes de cada sistema quando a
resultante indica a possibilidade de risco iminente para a homeostase, seja pelo
somatério de solicitacbes de cada um dos sistemas, seja pela proximidade do limite
de um determinado componente. Dessa forma, anterior a exposi¢cdo do organismo
ao risco de falha na homeostase, a fadiga é instaurada.

Os ajustes cardiovasculares e termorregulatérios ocorrem de maneira integrada,
sendo que o aumento do fluxo sanguineo, além de fornecer maior quantidade de
substratos e de oxigénio aos musculos, transfere o calor produzido durante a
contracdo muscular para a periferia do corpo (GLEESON, 1998). A taxa de
transferéncia de calor do interior do corpo para a superficie & controlada pela
atividade do sistema nervoso simpatico para os vasos da pele (OWENS et al, 2000).
O sangue circulante no interior do corpo chega a pele aquecendo-a e por meio de
conveccao ocorrem trocas de calor entre a superficie do corpo e o ambiente. Os
ajustes de dissipacao de calor ocorrem em fungao das alteragdes na temperatura do
sangue que perfunde o hipotalamo e o0s receptores viscerais e da temperatura
ambiente que estimula os termossensores de pele (GORDON, 1993). Entretanto,
estimulos nao térmicos, incluindo o aumento da pressao arterial durante o exercicio
dindmico também interferem na dissipacao de calor (PIRES et al, 2007; ROWELL et
al, 1973). A estimulacao colinérgica central através da injecao intracerebroventricular
de fisostigmina aumentou a pressado arterial e, na sequéncia, a temperatura da
cauda dos ratos em exercicio fisico. A temperatura interna aumentou ap6s o
aumento da temperatura da cauda. Dessa forma, acredita-se que a dissipacao de

calor tenha sido modulada principalmente por estimulos ndo termorregulatérios. De



fato, 0 aumento da temperatura da cauda induzido pela fisostigmina correlacionou-
se com o0 aumento da pressao arterial sistélica em repouso e durante o exercicio.
Além disso, é provavel que os vasos da cauda do rato ndo estivessem dilatados em
funcdo da pressao diastolica aumentada. Portanto, o aumento da temperatura da
cauda possivelmente foi uma conseqiéncia de um aumento do fluxo sanguineo
devido a pressao arterial média aumentada e a maior dissipacdo de calor ocorreu
em funcao de ajustes cardiovasculares (PIRES et al., 2007).

Por outro lado, durante o exercicio realizado no frio, a dissipacao de calor para o
ambiente pode ser maior que o calor produzido pela contracdo muscular, levando a
uma maior ativacdo dos mecanismos responsaveis pela conservacdo do calor
corporal.

No presente estudo, a temperatura da pele da cauda diminuiu a partir do 2° minuto

de exercicio e permaneceu reduzida até a fadiga nas trés temperaturas ambientes
estudadas. O fato de ndo haver um aumento na temperatura da cauda, indicando
vasodilatacao cutanea e conseqlente dissipacao de calor se deve ao estimulo da
temperatura ambiente fria. GORDON (1993) destaca que a temperatura da pele da
cauda é altamente influenciada pela temperatura ambiente. Sugere-se que no
presente estudo, houve uma estimulagcao dos receptores sensoriais cutaneos devido
a temperatura ambiente fria, aumentando a atividade simpdtica e consequente
vasoconstricdo na tentativa de conservar o calor corporal. Os receptores ao frio
estdo localizados na ou imediatamente sob a epiderme. Essas células séo
rapidamente ativadas quando a temperatura ambiente reduz. Ocorre uma
modificacdo no potencial de repouso da membrana celular o que altera a freqiéncia
de estimulos simpaticos para as respostas efetoras ao frio (ROMANOVSKY, 2007).
Ha um redirecionamento do fluxo sanguineo para regides centrais corporais
reduzindo a dissipacao do calor (RODRIGUES et al, 1999).

Além disso, a produgcdo metabdlica de calor pelo exercicio ndo foi suficiente para

sobrepor ao estimulo vasoconstritor da temperatura ambiente fria e induzir



vasodilatacao para dissipacédo de calor. Esse resultado é confirmado pelo indice de
dissipacao de calor, o qual a maior parte do tempo de exposi¢cdo se encontra com

valores préximos de 0, mostrando uma vasoconstricao periférica quase maxima.

5.2- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 2

5.2.1- Situacao: Repouso

Durante o repouso, a temperatura interna dos animais aumentou nas trés
temperaturas ambientes estudadas. Nao houve diferenca entre os grupos a 5°C, a
12°C e a 15°C; (grafico 5.2).

Os animais permaneciam imoveis a maioria do tempo de exposicao ao frio,
realizando poucos movimentos no interior da esteira. Os animais assumiam um
formato de “bola”, reduzindo a superficie corporal para trocas térmicas, aumentando
a capacidade insulativa. Além disso, essa posicao protege a cabeca e mantém a
cauda proxima ao corpo do animal, reduzindo a possibilidade de dissipacao de calor.
Dessa forma, os animais conservaram mais calor, resultando em aumento da
temperatura interna. Foram observados ainda mecanismos termorregulatorios de

producgéo/conservacao de calor como piloerecao e tremor.

A injecdo de metilatropina nos VMH nao alterou a temperatura interna dos animais.
Entretanto, de maneira geral, os VMH parecem estar envolvidos nas respostas de
defesa contra o frio, estimulando a producédo de calor, diminuindo a dissipacao de
calor e induzindo formas comportamentais de conservagdao (OOTSUKA e MCALLEN,

2006).

O blogueio funcional dos VMH de ratos em repouso aumentou o metabolismo e
promoveu respostas neuroenddcrinas semelhantes ao exercicio como o aumento

das concentragbes de catecolaminas plasmaticas (VISSING et al., 1989). Dessa



forma, o aumento da estimulacao simpatica induzida pelo bloqueio colinérgico dos
VMH pode ter contribuido para a elevacdao da temperatura interna induzindo um
aumento da taxa metabdlica (WANNER, 2006) e/ou uma reducao da dissipacao de
calor devido ao aumento da vasoconstricdo periférica indicada pela reducdo na

temperatura da pele da cauda dos ratos.

LIN et al. (1980) avaliaram os efeitos produzidos pela injecdo de agonistas e
antagonistas colinérgicos no ventriculo lateral cerebral sobre a termorregulacao de
ratos em repouso. As injecbes de acetilcolina, pilocarpina, fisostigmina, atropina e
hemicolina produziram hipotermia dependente da dose, nas duas temperaturas
estudadas (8°C e 22°C). A hipotermia induzida pelos agonistas colinérgicos
(acetilcolina, pilocarpina e fisostigmina) foi causada pela redugdo na producao
metabdlica de calor e pela vasodilatacdo cutdnea da cauda e da pata dos ratos.
Enquanto a hipotermia induzida pelos antagonistas colinérgicos foi causada apenas

pela reducao metabdlica de calor.

Por outro lado, KIRKPATRICK e LOMAX (1967) observaram que a atropina possui
um efeito dual sobre a temperatura corporal do rato, dependendo se o local da agéao
€ predominantemente periférico ou central. As injecdes de sulfato de atropina ou
metilatropina via intraperitoneal causaram uma reducdo da temperatura retal,
enquanto a injecao de sulfato de atropina na regiao da area preotica e do hipotalamo
anterior aumentou a temperatura retal. O aumento da temperatura retal foi atribuido
ao bloqueio dos receptores colinérgicos, o que pode ter aumentado o ponto de
ajuste hipotalamico e, consequentemente, ativado mecanismos de producdo e

conservacao de calor.

Contrariando essa teoria, TAKAHASHI et al. (2001) demonstraram que a perfusao

central de sulfato de atropina no ventriculo esquerdo ndo alterou a temperatura



corporal de ratos. LIN et al. (1980) também observaram que uma determinada dose
de sulfato de atropina, atenuou a hipotermia causada pelos agonistas colinérgicos
em repouso embora nao produza alteracdo na temperatura retal dos ratos quando

injetada sozinha.

A auséncia de efeitos da metilatropina na temperatura interna, no presente estudo,
indica que o estimulo simpatico proveniente da exposicdo ao frio pode ter
contribuido de maneira tdo intensa quanto o estimulo induzido pelo bloqueio
colinérgico muscarinico. Dessa forma, as alteracées sobre a producao e dissipacao
de calor induzidas pela injecdo de metilatropina nos VMH n&o puderam ser

visualizadas.

No estudo de MORIMOTO et al. (1986), quando os animais foram expostos ao frio,
houve um significativo aumento na incorporacao de [C14]-deoxiglicose no putamem
caudal, na area predética lateral, no prosencéfalo medial, no hipotalamo ventromedial,
no hipotalamo posterior, no talamo ventro-postero-medial, no tadlamo dorsomedial, na
substéncia negra e nos nucleos vermelhos. A realizagdo de mecanismos
comportamentais para a termorregulagdo aumentou a incorporacdo de [C14]-
deoxiglicose no sulco do cértex pré-frontal, no cortex sensorio-motor e talamo
dorsomedial e reduziu a incorporagdo em outras areas cerebrais incluindo os VMH.
Experimentos com coelhos mostraram que a estimulacao elétrica do VMH aumentou
o consumo de oxigénio, o que contribuiu para 0 aumento da temperatura interna.
Além disso, ap6s a estimulacdo, a frequéncia respiratéria diminuiu, os animais
encolheram-se e houve tremor nos membros inferiores (MORIMOTO et al., 1986).
Esses dados confirmam a participacao dos VMH em mecanismos comportamentais
para a regulacao da temperatura interna. A partir desse resultado, é possivel que a

resposta do bloqueio colinérgico muscarinico no presente estudo tenha sido



compensada pela ativacdo de outras areas envolvidas na termorregulacao

autonémica ou comportamental induzida pela exposi¢cdo ao ambiente frio.

A temperatura a pele da cauda dos animais reduziu a partir do segundo minuto de
repouso nas trés temperaturas ambientes estudadas. A injecao de metilatropina nos

VMH néo alterou a temperatura da pele da cauda em comparag¢ao ao grupo salina.

A cauda do rato é o principal local de transferéncia de calor ao ambiente (OWENS et
al., 2002). A circulagdo da cauda esta envolvida nos mecanismos de ajustes
cardiovasculares bem como na manutencdo da homeostase termorregulatéria
(PIRES et al., 2006). Durante o repouso, a dissipacao de calor através da cauda é
equivalente a 25% da producao basal de calor (RAND et al., 1965). Dados de nosso
laboratério mostraram que a injecdo intracerebroventricular de fisostigmina na
concentracdo de 5 x 10° M em ratos durante o repouso, a 23°C, ndo alterou a
temperatura col6nica, possivelmente devido a um aumento na dissipacao de calor.
Ja a injecdo intracerebroventricular de fisostigmina na concentragdo de 25 x 10° M
provocou diminuicdo na temperatura intraperitoneal dos ratos em repouso, que foi
precedida por aumento da temperatura da pele da cauda (PRiIMOLA-GOMES, 2004;

RODRIGUES et al., 2002).

Entretanto, em exposicdo ao frio ha um aumento da atividade simpatica,
ocasionando uma vasoconstricdo periférica, conservando o calor corporal

(OOTSUKA e MCALLEN, 2006).

Além disso, durante o repouso, parece que os VMH ndo apresentam uma inibicao
tbnica sobre a atividade simpatica, o que pode explicar o efeito similar na
temperatura interna e da pele da cauda dos animais entre os grupos salina e
metilatropina. Assim, o bloqueio dos receptores muscarinicos nao altera os

mecanismos de producdo ou dissipacdo de calor durante o repouso. Esses dados



sdo confirmados por WANNER (2006) que demonstrou ndo haver alteracdo nas
respostas da temperatura interna de ratos em repouso, apés 10 minutos da

aplicacao da injecao de metilatropina nos VMH.

5.2.2- Situacao: Exercicio fisico

O blogueio dos receptores muscarinicos colinérgicos presentes nos VMH reduziu a
duragdo do exercicio realizado a 20m/min e 5% de inclinagdo até a fadiga. No
estudo de WANNER et al. (2007) a injecdo de metilatropina nos VMH aumentou a
taxa de acumulo de calor corporal, amplificando o aumento da temperatura interna
induzido pelo exercicio. Esse aumento na temperatura interna parece ser devido a
um atraso no aumento da temperatura da pele da cauda apds a injecao do
antagonista colinérgico, sendo necessario maior acumulo de calor para ativar os
mecanismos de dissipacao de calor.

Durante o exercicio em ambiente frio, houve uma alta correlagdo negativa entre a
taxa de variacao de calor e o tempo total de exercicio. Esses dados mostraram que
quanto maior a conservacao de calor dos animais, maior foi a duracao da corrida, a
0°C (WANNER et al, 2003).

Esses dados em conjunto, sugeriram que o blogueio muscarinico colinérgico dos
VMH induziria um atraso sobre a dissipacdo de calor, e consequentemente um
retardo na reducdo da taxa de variacdo de calor. Assim, haveria uma maior
conservacao de calor permitindo a execugao do exercicio por um maior tempo em
comparacao ao grupo salina.

Entretanto, contrariando a hipétese do estudo, o tempo total de exercicio reduziu em
34 a 37% nos animais com injecao de metilatropina em comparagdo aos animais
salina (graficos 7.1, 7.2, 7.3). O tempo total de exercicio absoluto e a reducao
percentual nos animais com injecao de metilatropina nos VMH nao foi diferente entre
as temperaturas ambientes estudadas.

A reducao do desempenho causada pela injecao bilateral de metilatropina nos VMH
foi semelhante aos resultados obtidos em outros trabalhos desenvolvidos em nosso
laboratério, porém em intensidades de exercicio e temperaturas ambientes

diferentes. LIMA (2000) verificou uma reducao de 46% no tempo total de exercicio



realizado com intensidade de 80%VOzmax, a 23°C. Além disso, WANNER et al.
(2007) verificaram uma reducéao de 37% no desempenho de animais injetados com

metilatropina.

Tabela 6: Estudos do nosso laboratério que verificaram uma redugéo no tempo de

exercicio de animais apés a injecao de sulfato de atropina ou metilatropina.

Presente Presente Presente LIMA et al. LIMA WANNER
estudo estudo estudo (1998) (2000) et al (2007)
Temperatura 50C 120G 15°C 23°C 23°C 23°C
ambiente
Int idade d
n 2’;‘(2:;‘(::) € | 67%VO0umax | 67%VOomax | 67%VOomax | 67%VO0smax | 80%VOamax | 80%VOmmax
Local de
T VMH VMH VMH i.c.v. VMH VMH
injecao
Volume injetado |, | 0,2 uL 0,2 uL 2,0 pL 0,2 uL 0,2 uL
(metialtropina) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Doseinjetada | . \no 0 | 55109 mol | 5x10°mol | 5x 107 mol | 5x 10 mol | 5x10-* mol
(metilatropina)
TTE
(metilatropina) -37% - 36% - 34% - 44% - 46% -37%

A antecipacao da fadiga em ratos injetados com metilatropina nos VMH sugere que
o bloqueador colinérgico exerca um efeito nos centros integrativos aumentando a
interpretacdo das respostas sistémicas em relagdo a intensidade de exercicio e
assim, aumentando os estimulos simpaticos a periferia. O bloqueio funcional dos
VMH de ratos em repouso aumentou o metabolismo e promoveu respostas
neuroendocrinas semelhantes as produzidas pelo exercicio fisico, embora os
animais nado tenham aumentado a atividade locomotora (VISSING et al.,1989).
VISSING et al. (1989) sugeriram que a injecdo de um anestésico local nos VMH
pode ter inibido a atividade de neurbnios com agdo inibitéria sobre o sistema
nervoso simpatico e sobre os corticotréfos da hipdfise anterior. Além disso, é
descrita a existéncia do neurotransmissor inibitorio acido y-aminobutirico (GABA) nos
VMH (NARITA et al.,1994; NARITA et al., 1993). O aumento da atividade simpéatica
apos a injecao de metilatropina nos VMH é confirmado pelo aumento dos niveis
sanglineos de noradrenalina e de adrenalina em comparacdo ao grupo salina
(LIMA, 2000). Além disso, respostas fisioldgicas, que sdao moduladas diretamente

pela ativacdo simpatica, como a pressdo arterial, a produgcdo de calor, a



concentracdo de glicose plasmatica e o lactato, aumentaram mais rapidamente
durante o exercicio apo6s a injecao de metilatropina. No entanto, essas variaveis nao
apresentaram valores diferentes no momento da fadiga em comparagdo ao grupo
salina (LIMA, 2000; WANNER, 2006; WANNER et al. 2007).

Uma outra possivel hipétese para explicar a reducédo do desempenho induzido pela
metilatropina é a diminuicdo da motivagdo causada por fatores independentes dos
ajustes da temperatura corporal. NEWSHOLME et al. (1992) sugeriram a hipotese
da fadiga central, a qual estd fundamentada em evidéncias de que o aumento da
concentragédo cerebral de serotonina esta relacionado a diminuigdo do desempenho
durante o exercicio prolongado. Ainda, sugere-se que o aumento da concentracado
de serotonina cerebral esteja relacionado a reducdo da motivacao para a corrida.
Corroborando com essa hipotese, SOARES et al. (2003) verificaram a reducao no
tempo de exercicio dos ratos injetados com triptofano, precursor da serotonina, no
ventriculo cerebral lateral. Essa reducdo do desempenho foi acompanhada de um
aumento no consumo de oxigénio e conseqlente reducao da eficiéncia mecanica.
Dados ainda nao publicados de nosso laboratério demonstraram um aumento no
consumo de oxigénio dos animais que receberam injecao de metilatropina nos VMH
em ambiente de 23°C. Em conjunto, 0 aumento do consumo de oxigénio e a reducao
da eficiéncia mecéanica sugerem uma explicacdo para a reducao do trabalho
realizado dos animais do grupo metilatropina no presente estudo. O envolvimento do
hipotalamo no controle de alguns comportamentos ja foi descrito (MORIMOTO et al.,
1986; CANTERAS, 2003). Os VMH estéao envolvidos nas respostas de medo inato,
como aquelas verificadas na presenca de um predador (CANTERAS, 2003). Além
disso, foi verificado que a estimulacdo elétrica da regido ventral do hipotalamo
medial induz respostas agressivas em gatos (NAKAQO, 1958).

No entanto, é improvavel que a metilatropina tenha interferido na motivacdo dos
ratos, pois as respostas nao foram diferentes nas duas situacbes experimentais, no
momento da fadiga. Caso a motivacao estivesse diminuida, seria esperado que 0s
ratos realizassem um menor trabalho e interrompesse o exercicio com respostas
simpaticas reduzidas, o que nao foi observado nos valores de temperatura interna e
de temperatura da pele da cauda.

Outra hipétese é a de que as respostas eferentes simpaticas estdao alteradas nos
animais com injecdo de metilatropina nos VMH. Sugere-se que 0 blogueio
colinérgico dos VMH reduz o tempo total de exercicio por interferéncia nos centros



motores e consequentemente, alterando o estimulo para a placa motora. Ha
evidéncias da existéncia de conexdes anatémicas e funcionais do VMH ao cértex
motor intermediadas pelo hipocampo (RICARDO, 1983). Dessa forma, o numero de
receptores bloqueados alteraria a resposta eferente motora. Entretanto, € improvavel
gue o bloqueio muscarinico possua uma interferéncia direta sobre o cértex motor via
VMH, pois ndo foram observadas dificuldades de coordenacao nos animais injetados
com metilatropina.

A semelhanca entre a reducao do tempo total de exercicio de ratos injetados com
metilatropina encontrada no presente estudo e estudos anteriores de nosso
laboratério sugere que a quantidade de receptores bloqueados nos VMH esteja
envolvida nessa resposta. IGUCHI et al. (1991) demonstraram que a injecao de
sulfato de atropina 5 x 10 mol, bilateralmente nos VMH, bloqueou aumento da
concentracdo plasmatica de glicose induzido pela estimulacdo colinérgica do
hipocampo dorsal. A injecdo de atropina 5 x 10°® mol ndo produziu efeitos adicionais,
enquanto 5 x 107"° mol bloqueou parcialmente a resposta hiperglicémica. Entretanto,
€ necessaria a realizacao de estudos para verificar o efeito de uma curva dose-
resposta de metilatropina injetada nos VMH sobre o tempo total de exercicio fisico,
em uma mesma temperatura ambiente, para confirmar essa hipétese.

A reducao do desempenho induzida pela metilatropina foi especifica aos nucleos
ventromediais hipotalamicos, uma vez que as injecoes realizadas em outras areas
do hipotalamo nao alteraram o tempo total de exercicio dos ratos (figura 6.4). Esse
resultado corrobora com o estudo de WANNER et al. (2007). A injecdo de
metilatropina nos nucleos arqueado ou de forma dispersa no hipotalamo nao alterou
o tempo total de exercicio em comparagdo ao grupo salina (WANNER, 2006). E
provavel que os VMH sejam um dos nucleos cerebrais envolvidos na redugdo do
desempenho causada pela injecao intracerebroventricular de atropina (LIMA et al.,
1998).

Cabe salientar que a canulagdo dos VMH nao interfere no tempo total de exercicio
dos animais a 12°C (58,28 + 4,88 minutos, ratos intactos vs 49,33 + 3,79 minutos,
SAL VMH) e a 15°C (61,32 + 6,80 minutos, ratos intactos vs 50,71 + 4,65 minutos,
SAL VMH); (Anexo 2).

E descrito na literatura que os receptores colinérgicos cerebrais participam do
controle da termorregulacdo e estudos histoquimicos comprovaram a existéncia

desse neurotransmissor hipotalamico nesta funcdo (RAO et al.,1987). Estudos do



nosso laboratério também verificaram a participacao de neurdnios colinérgicos na
regulacdao da temperatura interna em repouso (PIRES et al., 2007) e em exercicio
(RODRIGUES et al., 2004; LIMA et al., 1998; WANNER et al., 2007). A estimulagao
de receptores colinérgicos pela injecdo de agonistas reduz a temperatura interna de
ratos (BAIRD et al.,1973; LIN et al.,1980; UNAL et al.,1998). E importante destacar
que a administracdo intra-peritoneal dos agentes colinérgicos, na mesma
concentracao utilizada para as injecbes no sistema nervoso central, ndo altera a
temperatura interna dos ratos, mostrando que o efeito é especifico a estimulacao
dos receptores centrais (UNAL et al., 1998). LIN et al. (1980) observaram que uma
determinada dose de sulfato de atropina, embora ndao produzisse alteracdo na
temperatura retal dos ratos, atenuou a hipotermia causada pelos agonistas
colinérgicos. Esses dados demonstram a participacdo dos receptores colinérgicos
muscarinicos na regulacdo da temperatura corporal.

No presente estudo, os ratos interromperam o exercicio com temperaturas internas
variando de 34,85 + 0,30°C a 37,34 + 0,42°C nos animais injetados com salina e de
35,49 + 0,34°C a 37,08 + 0,43°C no grupo que recebeu a injecao bilateral de
metilatropina, em temperatura ambiente de 5°C, 12°C e 15°C. Esses valores séo
menores que os previamente descritos na literatura, nos quais a fadiga foi atingida
com temperaturas internas de 39,2°C (LACERDA et al., 2005), 39,8°C (FULLER et
al.,1998) e 42°C (WALTERS et al.,, 2000). No presente estudo, as temperaturas
internas encontradas no momento da fadiga ndo representam risco para a
manutencdo da homeostase. Além disso, a taxa de variagdo de calor nao foi
diferente entre os grupos salina e metilatropina. Assim, provavelmente, a
antecipacdo da fadiga causada pela metilatropina ndo esteve relacionada a um
componente termorregulatério.

A temperatura corporal interna é uma resultante entre a producao e a dissipacao de
calor. Em ambiente de 5°C houve uma reducado da temperatura interna a partir do
142 minuto no grupo salina e a partir do 12° no grupo metilatropina (grafico 8.1). Em
ambiente de 12°C, a temperatura interna nao foi alterada durante o exercicio (grafico
8.2). A 15°C, a temperatura interna aumentou a partir do 8% minuto do grupo salina e
a partir do 14° no grupo metilatropina (grafico 8.3). A injecao de metilatropina nos
VMH ndo alterou a temperatura interna em comparagdo ao grupo salina em

nenhuma das temperaturas ambientes estudadas.



De acordo com esses resultados a temperatura interna apresentou uma alteragéo
temporal entre os tratamentos. Em temperatura ambiente de 5°C, a temperatura
interna dos animais metilatropina reduziu dois minutos anteriores a reducao ocorrida
no grupo salina. A 15°C, a injecdo de metilatropina induziu o aumento da
temperatura interna seis minutos apds a elevagédo ocorrida no grupo salina. Esses
resultados indicam uma redugdo nos mecanismos de producdo de calor,
considerando que a temperatura da pele da cauda dos animais nao foi alterada apés
a injecao de metilatropina em ambiente frio.

Os VMH estao envolvidos em vias aferentes que desencadeiam a termogénese nao
induzida pelo tremor. NAGASHIMA et al. (2000) propéem que, em conjunto com 0s
nucleos dosrsomediais € com o0s nucleos paraventriculares, os VMH pertencem a
uma via hipotalamica excitatéria que aumenta a atividade simpatica para o tecido
adiposo marrom. THORNHILL et al. (1994) observaram que o bloqueio dos VMH
com anestésico local aboliu 0 aumento da temperatura do tecido adiposo marrom
causada pela estimulacao elétrica da area predtica medial. Além disso, ratos com
lesdes nos VMH foram incapazes de responder ao resfriamento da pele, enquanto
os ratos controles aumentaram a freqiéncia de estimulacédo aferente para o tecido
adiposo marrom interescapular quando submetidos ao estimulo elétrico (NIIJIMA et
al., 1994). No entanto, a funcao do tecido adiposo marrom durante o exercicio, apés
a injecao de metilatropina nos VMH, ainda néo foi avaliada.

O atraso sobre os mecanismos de producao de calor pode ter sido compensado pelo
aumento da atividade simpatica induzido pelo bloqueio colinérgico, estimulando a
producéo de calor por outras vias, uma vez que nao houve diferenca na temperatura
interna dos grupos salina e metilatropina. Estudos em que os VMH foram lesionados
verificaram a diminuicdo da taxa metabdlica dos animais, o que contribuiu para o
desenvolvimento da obesidade (VILBERG e KEESEY, 1984). Experimentos
realizados por MONDA et al.(1997) e MONDA et al. (2001) confirmam que os VMH
estdo envolvidos nas respostas termogénicas induzidas por diferentes estimulos. As
lesbes dos VMH atenuaram o aumento da atividade dos neurdnios eferentes que
inervam o tecido adiposo marrom interescapular e, conseqlentemente, atenuaram o
aumento da temperatura do tecido e da temperatura interna colénica induzidos pela
injecao intracerebroventricular de prostaglandinas E1 ou de orexina A.

BAMSHAD et al. (1999) injetaram virus da raiva atenuado no tecido adiposo marrom

interescapular e verificaram que o nucleo paraventricular, a area preotica medial, o



hipotalamo lateral e o nucleo supra-quiasmatico apresentaram mais neurdnios
infectados que os VMH. A estimulacdo do tecido adiposo marrom por essas outras
areas pode ter produzido o efeito compensatério na producao de calor.

No estudo de WANNER et al. (2007) a injecdo de metilatropina amplificou o0 aumento
da temperatura interna induzido pelo exercicio fisico. Além disso, houve uma
reducdo nos mecanismos de dissipacao de calor, confirmado pelo atraso de 2
minutos no aumento do fluxo sanguineo para a cauda ap6s a injecao do antagonista
colinégico.

No presente estudo, a temperatura da cauda dos animais reduziu apés 2 minutos de
exercicio fisico no grupo salina e no metilatropina nas trés temperaturas ambientes
estudadas. Quanto menor a temperatura ambiente, menor foi a temperatura da pele
da cauda dos ratos no momento da fadiga. ROMANOVSKY (2007) afirma que a
exposicao ao frio induz uma reducao na atividade elétrica de neurbnios sensiveis ao
calor presentes na area preética. IMAI-MATSUMURA et al. (1988) relataram que a
sensibilidade dos neurdnios dos VMH ao estimulo térmico depende da condicdo em
que os experimentos sao realizados: in vivo ou in vitro. Nos experimentos in vivo ,
dos 44 eletrodos que receberam eletrodos, 7 foram sensiveis ao calor, 11 foram
sensiveis ao frio e 26 ndo apresentaram resposta ao estimulo térmico aplicado na
area preotica. Por outro lado, durante o experimento in vitro, dos 47 neurbnios que
receberam eletrodos, 27 foram sensiveis ao calor, 1 sensivel ao frio e 19 nao
apresentaram resposta ao estimulo térmico. Como o resfriamento local estimulou
menos neurdnios in vitro, os neurbnios dos VMH sensiveis ao frio estimulados pelo
resfriamento da area preoética / hipotalamo anterior podem ter recebido estimulos
neuronais, provenientes desse centro termorregulador, demonstrando mais uma vez
a conexao funcional e anatdmica entre os dois nicleos.

E bem definido que a via aferente para a termorregulagao inicia por termossensores
localizados na pele (MCCLESKEY, 1997). Os corpos de células bipolares estdo
localizados nos géanglios dorsais e seus axbénios centrais projetam-se para o corno
dorsal da medula espinhal onde fazem sinapses com neurbénios monopolares. Os
axonios desses neurdnios secundarios atravessam a linha média e ascendem no
funiculo lateral e sdo projetados diretamente para o complexo ventrobasal ipsolateral
do tadlamo, de onde os sinais sdo convergidos para o cortex somatossensorio
(ROMANQOVSKY, 2007).



NAGASHIMA et al.(2000) descreveram as vias eferentes para a dissipacao de calor
pela vasculatura da pele da cauda, a partir da area preética, a qual é o principal sitio
termossensivel do cérebro. As vias eferentes a partir da area preotica descendem
através do feixe prosencefalico medial e duas regides diferentes no mesencéfalo
provavelmente possuem neurdnios que controlam o tdnus vasomotor da cauda. Uma
das vias extende a partir da borda caudal do hipotalamo lateral para a formacao
reticular e para a substancia cinza periaquedutal e a outra regiao é a area tegmental
ventral. A primeira area contém neur6nios que sao estimulados pelo aquecimento da
area preotica, enquanto a ultima contém neur6nios que sao inibidos. Dessa forma,
neurdnios sensiveis ao calor na é&rea preética provavelmente enviam sinais
excitatérios para os neurbnios vasodilatadores e sinais inibitérios para os neurdnios
inibitérios no mesencéfalo (ZHANG et al., 1997).

E possivel que os neurdnios dos VMH participem da conexao entre a area predtica e
o feixe medial prosencefalico. Em ambiente frio, a sensagédo térmica possivelmente
reduz a taxa de disparo de neurOnios sensiveis ao calor e excita 0s neurdnios
sensiveis ao frio na area preodtica. Teoricamente, o estimulo é enviado a area
tegmental ventral, descendendo para a area peripiramidal, coluna intermediolateral,
ganglio simpatico e finalmente, para a vasculatura da pele, produzindo
vasoconstricdo (ROMANOVSKY, 2007).

E descrito que a transmissdo colinérgica esta envolvida no ajuste vasomotor da
circulacao na pele da cauda de ratos e, portanto participa dos mecanismos de
dissipacéo de calor (PIRES et al, 2007; PRIMOLA-GOMES et al, 2006). Injecées de
agonistas colinérgicos apresentam aumentos na temperatura da pele da cauda de
ratos (LIN et al, 1980; PRIMOLA-GOMES et al, 2006). Esses dados sugerem que o
aumento ocorreu devido ao aumento do fluxo sanguineo cutdneo. A resisténcia
periférica € modificada principalmente pelas alteragbes no raio dos vasos
sanguineos (BEVEGARD e STHEPHERD, 1967), sendo que a modulacéo do calibre
dos vasos ocorre em grande parte por meio da atividade simpatica eferente. A
noradrenalina secretada pelas terminacdes nervosas simpaticas se liga aos
receptores a-adrenérgicos presentes no muasculo liso dos vasos sanguineos,
causando vasoconstricdo. Estes receptores quando ativados exercem sua funcéo
metabdlica por meio da geracdo de segundos mensageiros e abertura de canais de
ionicos (GOODMAN et al., 1984). Além disso, no rato, as alteracdes na temperatura



da pele da cauda refletem modificac6es no fluxo sangtiineo (O'LEARY et al., 1985;
O’LEARY e JOHNSON, 1989; RAMAN et al., 1983).

No presente estudo a temperatura da pele da cauda nao foi diferente entre os
grupos salina e metilatropina. A temperatura ambiente € um dos principais estimulos
para alteracdes na temperatura da pele da cauda dos ratos (MCCLESKEY, 1997). A
exposi¢cdo ao ambiente frio estimula o aumento do ténus vasomotor da cauda. Esse
dado é confirmado pelo indice de dissipacao de calor dos ratos apresentando
valores préximos de 0, indicando uma proximidade a vasoconstricao maxima. A
injecdo de metilatropina nos VMH induziu um aumento nas concentragbes de
noradrenalina e adrenalina de ratos correndo a 80% do VOomax (LIMA, 2000). O
aumento nas concentragdes de catecolaminas circulantes pode ter contribuido para
o efeito vasoconstritor observado nos animais metilatropina. Entretanto, no presente
estudo, o estimulo do frio sobressaiu ao estimulo simpatico induzido pela
metilatropina, uma vez que a temperatura da pele da cauda dos ratos nao foi
diferente em nenhuma das temperaturas ambientes estudadas. Dessa forma, o
método utilizado nao favorece a investigacdo da participagdo dos receptores
colinérgicos na regulacdo dos mecanismos de dissipacdo de calor. Entretanto, os
resultados da correlacdo entre o indice de dissipacdo de calor e a temperatura
ambiente demonstram haver uma possivel interferéncia do bloqueio colinérgico nos
VMH sobre a dissipacao de calor, uma vez que as variaveis nao se correlacionaram,
diferente do resultado encontrado no grupo salina (grafico 11.2). Além disso, é
provavel que nao tenha havido diferengcas entre os ajustes cardiovasculares dos
animais, uma vez que a resisténcia periférica, indicada pela temperatura da pele da
cauda, nao foi diferente entre os grupos estudados.

Nossos dados permitem afirmar que o ajuste da temperatura da pele da cauda foi
primariamente regulado pela temperatura ambiente, uma vez que a temperatura da

pele reduziu antes de qualquer alteracdo na temperatura interna.



5.2.3- Situacao: Pés-exercicio

A temperatura interna dos animais aumentou na situacao pés-exercicio em ambiente
de 5°C. A temperatura interna dos ratos aumentou a partir do 5% minuto pés-
exercicio no grupo salina e a partir do 10° minuto no metilatropina. A temperatura
interna retornou ao valor encontrado no inicio do exercicio no 10° minuto no grupo
salina e no 52 minuto no metilatropina em temperatura ambiente de 5°C. A 12°C e a
15°C, a temperatura interna dos ratos nao foi diferente durante os 30 minutos pés-
exercicio nos grupos salina e metilatropina.

Os valores encontrados em temperatura ambiente de 5°C corroboram com a
hip6tese de uma redugdo na produgdo de calor induzida pela injecao de
metilatropina nos VMH, demonstrada pelo atraso no aumento da temperatura
interna. Entretanto, da mesma forma que durante o exercicio, esse efeito parece ter
sido compensado por outros mecanismos de producado/conservacao de calor, uma
vez que nao foi diferente a temperatura interna entre os grupos salina e
metilatropina. O mesmo néo foi encontrado nas outras duas temperaturas ambientes
devido a temperatura interna nao ter reduzido durante o exercicio fisico.

Além disso, ap6s o exercicio, foi possivel a execugcdo de mecanismos
comportamentais dos ratos que favorecem a conservagcdo de calor e
consequentemente, o aumento da temperatura interna. Isso pode ser confirmado
pelo retorno da temperatura interna dos animais a valores encontrados no inicio do
exercicio em ambiente de 5°C.

AplGs a interrupcdo do exercicio o metabolismo volta gradualmente aos valores
basais, requerendo um determinado tempo que ira variar de acordo com a
intensidade, duragédo e ambiente térmico em que o exercicio é realizado. No retorno
ao estado de repouso durante o periodo pdés-exercicio, 0s mecanismos de
dissipacao de calor sdo fundamentais numa situacao em que a temperatura interna
esteja aumentada. PRIMOLA-GOMES (2004) mostrou que a injecdo
intracerebroventricular de fisostigmina na concentracdo de 25 x 10° M apds a
realizacdo de 25 minutos de exercicio em esteira rolante a 80% do VOzmax manteve
a temperatura da pele da cauda dos ratos elevada quando comparada ao grupo
salina devido ao aumento simpatico vasoconstritor atenuando a reducdo da

temperatura interna.



O presente estudo, a temperatura da pele da cauda dos ratos foi estimulada a
vasoconstricdo devido ao ambiente frio. Dessa forma, os mecanismos de dissipacao
de calor apdés o exercicio fisico e seu controle pelos VMH nao puderam ser
observados devido ao protocolo utilizado.

Por outro lado, ap6s a realizacdo do exercicio a 15°C, a temperatura da pele da
cauda pés-exercicio reduziu apds o0 2° minuto de exposi¢cao ao frio no grupo salina e
no metilatropina. No inicio do pds-exercicio a temperatura da pele da cauda estava
maior devido a producdo de calor metabdlico gerado pela contracdo muscular
durante o exercicio e a menor dissipagcao de calor para 0 ambiente em comparacao
com as outras situacdes, aumentando a temperatura interna e a taxa de variacao de
calor corporal. A partir do momento em que o comando central para 0 movimento &
retirado, a geracao de calor pela contracdo muscular € cessada e a temperatura da
pele da cauda é reduzida devido a uma vasoconstricdo simpatica induzida pelo frio,

na tentativa de conservar o calor corporal.

5.2.4- Modelo integrado de estimulacao simpatica via os Nucleos
Ventromediais do Hipotalamo

Em resumo, o protocolo deste estudo induziu trés fontes de estimulacdo simpatica
via desinibi¢cdo dos nucleos ventromedial do hipotalamo.

O exercicio fisico, separadamente, inibe a parte inibitéria do nicleo que exerce uma
funcdo sobre o sistema nervoso simpatico. Dessa forma, ha uma ativacao
generalizada induzindo aumento de metabolismo, do tdnus vascular, da glicemia, da
pressao arterial e da freqléncia cardiaca. Essas respostas sistémicas ampliadas
comparadas a situacdo de repouso sinalizam ao comando central o quanto a
atividade fisica representa em relacdo a capacidade maxima do sistema. Em
iminéncia de rompimento da homeostase, instala-se a fadiga.

Da mesma forma, o ambiente frio inibe a parte inibitéria dos VMH para aumentar a
estimulacdo simpatica e consequlientemente provocar os ajustes sistémicos. O
aumento ou uma reducdo da temperatura corporal e por sua vez, da taxa de
variacao de calor sinaliza ao comando central para desenvolvimento da fadiga como
mecanismo de defesa.

Esses dois fatores, exercicio fisico e ambiente frio, podem ter induzido um efeito

combinado, somatério para ativacao do sistema nervoso simpatico.



A injecdo de metilatropina nos VMH inibe a parte inibitoria colinérgica do nucleo e
dessa forma, aumenta a ativagdo simpatica como nos dois fatores acima citados.
Entretanto, a ativacdo simpatica induzida pela injecao do bloqueador colinérgico nao
alterou as respostas termorregulatérias no presente estudo, provavelmente, devido a
uma ativacdo sobreposta dos outros fatores, ndo produzindo efeitos adicionais.
Ainda, o blogqueio dos VMH pela metilatropina parece exercer um efeito direto sobre

0 comando central, induzindo a fadiga antecipadamente.
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6- CONCLUSOES



Em sintese, conclui-se que:

- A temperatura interna dos animais nao é alterada durante o exercicio fisico a 20
m/min, 5% de inclinacado, até a fadiga em uma temperatura ambiente de 12°C.

- Abaixo da termoneutralidade, os receptores colinérgicos muscarinicos dos nucleos
ventromediais hipotaldmicos modulam o tempo de exercicio até a fadiga
independentemente da temperatura ambiente na qual a atividade é realizada.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 9872006, relativo ao projeto intitulado " Estudo
do exercicie fisico e da temperatura ambiente sobre a atividade
termogénica dos nicleos ventromediais hipotaldmicos’, que tem como
responsével Nilo Resende Viana Lima |, estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Elica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 20/ 09/2006.

Este certificado expira-se em 20/ 09 7 2011,

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 9872006, related to the project entitled
“Study of physical exercise and environment temperature on thermaogenic
activity of hypothalamic ventromedial nucleus”, under the supervision of Nilo
Resende Viana Lima, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
{CETEA/UFMG), and was approved in September 20, 2006.

This certificate expires in September 20, 2011,

Belo Horizonte, 25 de Setembro de 2006.
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Griéfico 16.1: Tempo total de exercicio de ratos

intactos vs ratos com canulas cronicas bilaterais

nos VMH em temperatura ambiente de 12°C.
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Griéfico 16.2: Tempo total de exercicio de ratos

intactos vs ratos com canulas cronicas bilaterais

nos VMH em temperatura ambiente de 15°C.



