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RESUMO

A termorregulacdo ocorre por um equilibrio entre os mecanismos de producdo e de
dissipacéo de calor do organismo. O aumento da disponibilidade de 6xido nitrico (NO)
parece aumentar a dissipacao de calor e diminuir o acimulo de calor durante o exercicio
fisico. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam um desequilibrio na
regulacdo da temperatura corporal durante o exercicio fisicoque pode estar relacionado
com o nivel de ativacdo de vias neurais moduladas pelo NO. Uma vez que o treinamento
fisico poderia corrigir o desequilibrio termorregulatorio em SHRs via modulagdo de vias
oxinitrégicas centrais, este estudo teve como objetivo verificar se o déficit
termorregulatdrio apresentado por animais hipertensos durante o exercicio, envolve a
ativacdo de vias neurais moduladas pelo 6xido nitrico e quais seriam o0s possiveis efeitos
do treinamento fisico sobre esse controle termorregulatério. Foram utilizados 38 ratos
Wistar normotensos (NWRs) e 30 SHRs divididos em 4 protocolos experimentais. No
primeiro protocolo experimental o objetivo foi verificar se o déficit termorregulatorio
apresentado por animais hipertensos durante o exercicio envolveria altera¢fes no sistema
nervoso central. No segundo protocolo experimental o objetivo foi determinar a dose de
injecdo central de nitroprussiato de sodio (NPS; um doador de dxido nitrico) mais
adequada para os experimentos envolvendo termorregulacdo durante o exercicio. No
terceiro protocolo experimental o objetivo foi estudar os efeitos do aumento da
disponibilidade de NO no sistema nervosos central sobre o balanco térmico durante o
exercicio e sobre o desempenho fisico em ratos normotensos e hipertensos. No quarto
protocolo experimental o objetivo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico em ratos
hipertensos e normotensos sobre o balanco térmico durante o exercicio, sobre a expressao
proteica da sintase de Oxido nitrico neuronal em &reas do sistema nervoso central
envolvidas na termorregulagdo durante o exercicio. Os resultados do trabalho indicam
que animais hipertensos possuem menor dissipacdo de calor durante o exercicio, 0 que
gera maiores aumentos na temperatura interna desses animais. A dificuldade de animais
hipertensos em dissipar calor durante o exercicio estd, ao menos em parte, relacionada a
mecanismos centrais. Menores ativagdes de nucleos cerebrais envolvidos com a
termorregulacéo estdo relacionadas ao maior limiar para dissipacéo de calor encontrados
em animais hipertensos. A dose de 8,4 mmol mostrou-se a dose mais adequada entre as
testadas para avaliacdo dos efeitos do NPS sobre a termorregulacdo durante o exercicio.
O aumento da disponibilidade de NO central aumenta a dissipacao de calor e diminui 0
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aumento da temperatura interna durante o exercicio em ratos normotensos e hipertensos.
Além disso, o treinamento fisico aumenta a eficiéncia do controle termorregulatorio
durante o exercicio em animais normotensos e hipertensos e 0 aumento dessa eficiéncia
pode ser explicado pelo aumento da atividade da sintase de éxido nitrico neuronal nos
animais treinados. Os resultados do presente trabalho permitem concluir que as alteragdes
termorregulatorias encontradas entre animais hipertensos e normotensos durante o
exercicio tem origem no sistema nervoso central. O treinamento fisico, por sua vez,
aumenta a eficiéncia do controle termorregulatério durante o exercicio em animais
normotensos e hipertensos através do aumento da disponibilidade de NO no sistema

nervoso central.

Palavras-chave: termorregulagéo, hipertensdo arterial, sistema nervoso central.
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ABSTRACT

Thermoregulation occurs by a balance between the mechanisms of heat production and
dissipation of the body. The increased availability of nitric oxide (NO) appears to increase
heat dissipation and decrease heat storage during exercise. Spontaneously hypertensive
rats (SHR) present an imbalance in the regulation of body temperature during physical
exercise that may be related to the level of activation of NO-modulated neural pathways.
Since physical training could correct thermoregulatory imbalance in SHRs via
modulation of central oxynitrogenic pathways, this study aimed to verify if the
thermoregulatory deficit presented by hypertensive animals during exercise involves the
activation of neural pathways modulated by nitric oxide and which would be the possible
effects of physical training on this thermoregulatory control. We used 38 normotensive
Wistar rats (NWRs) and 30 SHRs divided into 4 experimental protocols. In the first
experimental protocol, the objective was to verify if thermoregulatory deficit presented
by hypertensive animals during the exercise would involve changes in the central nervous
system. In the second experimental protocol, the objective was to determine the central
injection dose of sodium nitroprusside (NPS, a nitric oxide donor) more suitable for the
experiments involving thermoregulation during exercise. In the third experimental
protocol, the objective was to study the effects of increased NO availability in the central
nervous system on the thermal balance during exercise and on physical performance in
normotensive and hypertensive rats. In the fourth experimental protocol, the objective
was to evaluate the effects of physical training in hypertensive and normotensive rats on
the thermal balance during exercise, on the protein expression of neuronal nitric oxide
synthase in central nervous system areas involved in thermoregulation during exercise.
The results of the study indicate that hypertensive animals present a lower heat dissipation
during exercise, which generates greater increases in internal temperature. The difficulty
of hypertensive animals in dissipating heat during exercise is, at least in part, related to
central mechanisms. Reduced activations of brain nuclei involved in thermoregulation
are related to a high threshold for heat dissipation found in hypertensive animals. The
dose of 8.4 mmol showed the most adequate dose among those tested to evaluate the
effects of NPS on thermoregulation during exercise. Increased central NO availability
increases heat dissipation and decreases hyperthermia during exercise in normotensive

and hypertensive rats. In addition, physical training increases the efficiency of
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thermoregulatory control during exercise in normotensive and hypertensive animals and
the increase in this efficiency can be explained by an increase in the activity of neuronal
nitric oxide synthase in trained animals. The results of present study allow us to conclude
that the thermoregulatory changes found between hypertensive and normotensive animals
during exercise originated in the central nervous system. In addition, physical training
increases the efficiency of thermoregulatory control during exercise in normotensive and

hypertensive animals by increasing the availability of NO in the central nervous system.

Key words: thermoregulation, arterial hypertension, central nervous system.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica € uma condicao clinica caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressdo arterial (SBC, 2010) . Possui diferentes origens, alta
prevaléncia, baixas taxas de controle, sendo considerada um problema de salude publica
(Chobanian et al., 2003).

Estudos epidemiologicos observaram que, durante ondas de calor nos Estados
Unidos e Europa, a incidéncia de doencas relacionadas ao calor, como o choque
hipertérmico, foi maior em individuos que apresentavam um quadro de hipertensdo
arterial (Ellis, 1972; Tucker et al., 1985; Argaud et al., 2007). Esses dados
epidemioldgicos indicam que a hipertensao arterial pode comprometer a capacidade
termorregulatdria e, consequentemente, a tolerancia térmica do individuo acometido pela

doenca.

Ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) tem sido extensivamente utilizados
como um modelo animal para o estudo da hipertensdo arterial essencial humana
(Okamoto e Aoki, 1963; Trippodo e Frohlich, 1981). Estudos com SHRs ja
demonstraram que esses animais apresentam hipertermia exacerbada quando expostos a
um ambiente quente (Berkey et al., 1990) ou durante o exercicio em ambiente temperado
ou quente (Campos et al., 2014; Drummond et al., 2016). Essa hipertermia parece estar
relacionada a uma maior laténcia para o inicio da dissipacdo de calor cutdnea nesses
animais (Drummond et al., 2016). Porém, 0s mecanismos responsaveis por esse atraso na

dissipacdo de calor ainda ndo foram demonstrados e necessitam maiores investigacoes.

O oxido nitrico (NO) € um radical livre gasoso altamente difusivel e tem a funcéo
de molécula mensageira com diversos papéis fisiologicos. Os efeitos do NO central na
termorregulacdo durante o exercicio ja foram demonstrados (Lacerda et al., 2005;
Lacerda et al., 2006; Wanner, Leite, et al., 2015). A inibicdo ndo seletiva das sintases de
Oxido nitrico (NOS) prejudica a dissipacdo de calor e aumenta o acimulo de calor em
ratos normotensos durante o exercicio (Lacerda et al., 2005), quadro semelhante ao
encontrado em animais SHR durante o exercicio (Campos et al., 2014; Drummond et al.,
2016). Além disso, ja foi demonstrado que SHRs apresentam maior expressao da sintase
de oxido nitrico neuronal (nNNOS) no hipotalamo (Plochocka-Zulinska e Krukoff, 1997),

porém a atividade das NOS no hipotalamo desses animais é menor, reduzindo a sintese
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de NO (Alaghband-Zadeh et al., 1996). Portanto, seria a via central mediada por NO a
responsavel pelas alteragdes na termorregulagdo em SHRs durante o exercicio? Essa é
uma das hipdteses testadas no presente estudo.

Os efeitos do treinamento fisico no balanco térmico durante o exercicio em
animais hipertensos também j& foram avaliados (Campos, 2017). O treinamento fisico
previne 0s aumentos exacerbados da temperatura interna durante o exercicio em animais
hipertensos. Os principais achados do estudo indicam que adaptac6es periféricas seriam
as responsaveis pelo controle termorregulatério mais eficiente encontrado em animais
hipertensos submetidos ao treinamento fisico em esteira rolante (Campos, 2017). Porém,
estariam as alteragdes centrais também envolvidas nos efeitos do treinamento fisico em
animais hipertensos? O treinamento fisico provocaria uma maior ativacdo da via
modulado pelo NO em animais hipertensos? E ainda, o treinamento fisico seria capaz de
corrigir a termorregulagdo durante o exercicio em SHRs com a hipertensdo arterial ja
estabelecida? Essas serdo algumas questdes respondidas no presente trabalho.

As hipdteses do presente trabalho sdo: (1) As alteracdes termorregulatérias
encontradas em animais hipertensos durante o exercicio sdo geradas por alteracbes no
sistema nervoso central desses animais. (2) A maior disponibilidade de déxido nitrico
central facilita a dissipacdo de calor e diminui a hipertermia em animais hipertensos
durante o exercicio. (3) O treinamento fisico utilizado como um tratamento ndo
farmacoldgico corrige as alteragBes termorregulatorias encontradas em animais

hipertensos durante o exercicio por modulacdo na via central modulada pelo NO.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Termorregulagdo

Grande parte dos mamiferos sdo animais homeotérmicos, pois sdo capazes de
manter sua temperatura corporal interna relativamente constante, mesmo quando
expostos a diferentes temperaturas ambientais (IUPS Thermal Commission, 2001). Essa
regulacdo da temperatura interna se da através de mecanismos autondmicos e
comportamentais que modificam as taxas de produgdo e dissipacdo de calor. Em
condicdes de repouso, grandes variacdes da temperatura interna sugerem a existéncia de

uma condicéo patologica (Kiyatkin, 2007; Romanovsky, 2007).

Em ratos, 0s mecanismos autondmicos responsaveis pela producgdo de calor sdo a
termogénese associada ao tremor e o metabolismo do tecido adiposo marrom, enquanto
0s responsaveis pela dissipacao de calor sdo a vasodilatacdo cutanea e a evaporagdo de
fluidos corporais (evaporacdo de saliva que o animal dispersa sobre o proprio corpo ou
de &gua nas vias respiratorias) (Gordon, 1990). Dentre as reagdes comportamentais, estao
a dispersdo de saliva pelo corpo (Schwimmer et al., 2004), a selecdo de temperatura
ambiente mais confortavel (Romanovsky et al., 2002; Wanner et al., 2017) e os ajustes
posturais que alteram a area de superficie corporal exposta ao ambiente (Nagashima et
al., 2000).

A organizacdo funcional do sistema termorregulat6rio é um tema que permanece
em debate na literatura. O modelo atual (Boulant, 2006; Romanovsky, 2007;
Romanovsky et al., 2009) sugere que o sistema termorregulatério funciona como uma
associacdo de alcas efetoras relativamente independentes, contrapondo a ideia de
existéncia de um unico controlador ou um tnico “set point” (Wener, 1979). Cada alca
termoefetora inclui uma Unica via neural que controla a resposta efetora correspondente
(Nagashima et al., 2000; Morrison et al., 2008). Além disso, cada alca termoefetora utiliza
informagdes aferentes por meio de retroalimentacdo negativa a partir da principal variavel
de controle, a temperatura interna, e por meio de retroalimentacdo positiva ou negativa a
partir da variavel auxiliar, a temperatura da pele (Romanovsky, 2014). O uso da variavel
auxiliar permite um controle mais estavel da temperatura interna, possibilitando respostas

mais rapidas as alteragcGes que ocorrem no ambiente. Além disso, cada termoefetor é
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sensivel a uma Unica combinacdo de temperatura interna e da pele, e por isso, 0s
termorreceptores estdo distribuidos em diferentes locais pelo corpo (Ootsuka e Mcallen,
2006; Romanovsky, 2007).

Segundo este modelo tedrico sobre a organizacdo funcional do sistema
termorregulatorio, um neurdnio termossensivel ndo codifica sua temperatura local em
sinais elétricos para serem processados pela rede de controle central. Ao invés disso, 0
sinal elétrico é gerado quando a temperatura local atinge o limiar de despolarizacdo desse
termorreceptor e este sinal se espalha por uma via neural para conduzir a resposta efetora
(Kobayashi, 1989; Okazawa et al., 2002). Essa forma de organizagdo enfatiza a
importancia de elementos termorreceptivos de neurdnios que funcionam como sensores
e confere a esses elementos o papel principal na determinacéo da ativacdo de uma resposta

efetora (Romanovsky et al., 2009).

Dentre os elementos termossensiveis estdo 0s canais idnicos sensiveis a varia¢ao
de temperatura, também chamados receptores de potencial transiente (TRP). Dentre os
canais TRP, onze sdo altamente sensiveis a variacao de temperatura, desses oito ativados
pelo calor (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM3, TRPM4 e TRPM 5) e
dois ativados pelo frio (TRPALl, TRPM8 e TRPC5). Em conjunto, esses canais sdo
capazes de perceber variacdes de temperatura desde o frio nocivo ao calor nocivo, e cada
um ¢ ativado em uma faixa estreita de temperatura local (Romanovsky, 2007; Wang e
Siemens, 2015).

Apesar do controle independente dos termoefetores, o hipotalamo anterior e
principalmente a area pré-optica (APO) tém sido considerados os centros primarios de
integracdo dos sinais térmicos. O controle da temperatura corporal pode ser dividido em
trés etapas: aferéncia, integracdo e eferéncia. As informac6es térmicas sdo percebidas
pelos termosensores presentes na pele, nas visceras e no cérebro, e sdo transmitidas ao
centro termorregulador (APO), por meio da medula espinhal. Na APO, as informages
térmicas sdo integradas e através das vias eferentes o controle da temperatura interna é
realizado (Boulant, 2000; Romanovsky et al., 2009; Nakamura, 2011).

O controle homeostatico da temperatura interna também pode ser ajustado em
outras areas alem da APO. A APO emite projecOes neurais para outras regides cerebrais
como o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (Nagashima, 2006; Romanovsky,

2007). O PVN desempenha a fungdo de nucleo integrador da atividade simpatica que
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regula a funcdo cardiovascular (Patel e Zheng, 2012), mas também possui papel na
termorregulacdo, e inclusive possui neurénios termossensiveis (Bratincsak e Palkovits,
2004; Cham et al., 2006). O PVN, participa da termorregulagdo por meio de projecoes
diretas para a coluna intermédio lateral da medula espinhal (Cham et al., 2006),
controlando a atividade simpéatica para varios oOrgdos efetores envolvidos na
termorregulagéo, como o tecido adiposo marrom, a glandula salivar e o leito vascular
cutaneo da cauda de ratos (Smith et al., 1998; Cham e Badoer, 2008; Madden e Morrison,
2009; Leite et al., 2012). O nucleo supra-6ptico (SON) também é um ndcleo central
importante para o controle da temperatura corporal (Takahashi et al., 2001a; b). Acredita-
se que a funcdo fisioldgica primaria do SON seja a secrecdo de hormonios
osmorregulatérios em resposta a varios estimulos relacionados com a mudanca osmética
e 0 equilibrio de fluidos (Takahashi et al., 2001a). Também ja foi demonstrado que a
estimulacdo do SON atraves de estimulo elétrico (Holt et al., 1987) e microinjecdo de

glutamato (Amir e De Blasio, 1991) aumenta a temperatura interna.

2.2 Termorregulacdo durante o exercicio fisico

Durante o exercicio fisico, a taxa de producdo de calor aumenta
proporcionalmente a intensidade do exercicio, resultando na maioria das situagdes em
hipertermia. Em funcao desse aumento da producéo de calor, hd um aumento consequente

na dissipacao de calor (Galloway e Maughan, 1997).

A contracdo muscular requerida durante o exercicio fisico aumenta a demanda
energética dos musculos ativos (Galbo, 1985; Coyle, 2000), sendo que esta contracao
converte apenas 20-27% da energia quimica presente nas moléculas de adenosina
trifosfato (ATP) em trabalho mecéanico (Brooks et al., 1984). A energia restante na

molécula de ATP é convertida em calor que pode se acumular no organismo.

Em ratos, a dissipacdo de calor durante a corrida em esteira rolante ocorre
principalmente pela vasodilatagdo cutanea da cauda. Nessa espécie, a cauda é a principal
estrutura responsavel pela dissipacdo de calor. A cauda dos ratos é caracterizada pela
elevada raz&o entre area de superficie e o volume, pela auséncia de pelos e por possuir
uma rede densa de vasos sanguineos e anastomoses artério-venosas (Romanovsky et al.,

2002). A perda de calor por meio da evaporagdo de agua a partir do trato respiratorio
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também é uma via de dissipacdo de calor durante o exercicio em ratos (Tanaka, 1988).
Porém, é importante ressaltar que, a perda evaporativa de calor é limitada nessas
condicBes experimentais, pois a realizagcdo do exercicio impossibilita 0 comportamento

de dispersdo da saliva sobre a superficie corporal (Wilson et al., 1978).

O controle termorregulatorio durante o exercicio fisico em esteira com intensidade
constante (Figura 1.1A) e em ambiente temperado pode ser dividido em duas fases: a
dindmica e a estavel (Lacerda et al., 2005; Pires et al., 2007). Durante 0os minutos iniciais
do exercicio, a temperatura interna aumenta de forma abrupta (fase dinamica), sendo esse
aumento gerado por um desequilibrio momentéaneo entre a producéo e dissipacéo de calor
(Briese, 1998). Nessa fase, hd& um aumento rapido da taxa metabolica, devido a baixa
eficiéncia das reacGes metabdlicas envolvidas no fornecimento de energia para as
contracdes musculares (Gleeson, 1998; Soares et al., 2003), associado a vasoconstri¢cdo
periférica mediada pelo sistema nervoso simpatico, o que reduz a dissipa¢do cutanea de
calor. Apos alguns minutos de exercicio, o limiar térmico para vasodilatagdo da cauda é
atingido e, a partir de entdo, ocorre vasodilatacdo na cauda e o consequente aumento da
dissipacdo de calor, cujos valores se aproximam da producdo de calor, atenuando o
aumento da temperatura interna (fase estavel) (Hartley et al., 1972; Mcallister et al., 1995;
Gleeson, 1998).

Durante o exercicio fisico com aumentos progressivos da intensidade (Figura
1.1B), a temperatura interna aumenta de forma répida e praticamente linear,
acompanhando o aumento do consumo de O, até a interrup¢do do exercicio. Mesmo ap6s
0 aumento da dissipacdo de calor através da pele da cauda, a temperatura interna continua
aumentando em funcdo do aumento da intensidade do exercicio (Balthazar et al., 2009).
Essa caracteristica de variacdo de intensidade desse protocolo de exercicio também
dificulta o controle da temperatura, ja que 0s aumentos da intensidade do exercicio em
pequenos intervalos de tempo ndo favorecem o equilibrio entre a producéo e a dissipacao

de calor. Dessa forma, a fase estavel nesse tipo de protocolo é menos evidente.
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Figura 1.1 Termorregulacdo em ratos durante a corrida em esteira rolante. Dinamica da

temperatura interna (simbolo preto), temperatura da pele da cauda (simbolo azul; usado

como um indice da dissipacao de calor) e do consumo de oxigénio (simbolo vermelho,

usado como um indice da producdo de calor) durante o exercicio com intensidade

constante (painel A; 60% da velocidade maxima de corrida) e exercicio com aumentos

progressivos da intensidade (painel B; velocidade inicial de 10 m-min™e aumentos de 1

m-min! a cada 3 minutos) (Dados n&o publicados).
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2.3 Oxido Nitrico

Nas ultimas décadas milhares de trabalhos foram publicados demonstrando as
fungdes bioldgicas do NO. O papel do NO é tdo importante que, em 1992, ele foi
considerado a molécula do ano. Em 1998, Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad
receberam o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina por seus trabalhos envolvendo o NO
(Calabrese et al., 2007).

O NO é um radical livre gasoso altamente difusivel e tem a fungdo de molécula
mensageira com diversos papéis fisiologicos. A sua producdo € catalisada pela enzima
denominada sintase de 6xido nitrico (NOS) durante a conversdo de L-arginina para L-
citrulina. O NO exerce a maior parte de suas a¢des ativando a guanilato ciclase soltvel e
aumentando consequentemente os niveis do mediador ciclico intracelular GMP (cGMP)
em varios tecidos, incluindo o sistema nervoso central (Moncada et al., 1991; Dawson e
Snyder, 1994; Traystman et al., 1995).

Existem duas diferentes classes das NOS: a forma induzivel e a constitutiva. As
isoformas endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) sdo classificadas como constitutivas.
Elas se expressam respectivamente em células endoteliais vasculares e células do sistema
nervoso central e periférico. A isoforma induzivel (iNOS) torna-se expressa em
macrdéfagos e presumivelmente em outros tipos celulares nucleados, em resposta a
citocinas e pirogénicos exogenos (Bredt, Hwang, et al., 1991). A producédo de NO a partir
da iNOS tem um papel importante na vasodilatacdo em condicdes patoldgicas, incluindo
a hipertensdo (Chou et al., 1998). As isoformas constitutivas requerem a formacéo do
complexo Ca?*-calmodulina para sua ativacao, ja a isoforma induzivel exerce sua fungdo
independentemente de Ca?* (Bredt, 1999).

Estudos em roedores e primatas ja demonstraram a localizacdo das nNOS em
diferentes areas cerebrais como: cortex cerebral, hipotdlamo, nicleo endopiriforme
ventral, bulbo olfatério, nucleo olfatério, nicleo accumbens, amigdala, hipocampo,
nacleo do trato solitario e cerebelo (Bredt, Glatt, et al., 1991; Vincent e Kimura, 1992;
Dawson e Snyder, 1994; Rodrigo et al., 1994). No cérebro, as eNOS estdo localizadas
principalmente nas células endoteliais cerebrais (Calabrese et al., 2006). Ja a iNOS,

possui expressdo baixa no sistema nervoso central, mas pode ser induzida em astrocitos
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e células da micréglia durante eventos como inflamacdes, infeccdes virais e traumas
(Bredt, 1999; Calabrese et al., 2006).

Uma das principais funces conhecidas do NO estd relacionada ao sistema
vascular. Células endoteliais controlam o relaxamento vascular pela producgdo de NO. O
NO age sobre as células da musculatura lisa vascular provocando seu relaxamento
(Huang, 1999). No sistema nervoso central, o NO é um neurotransmissor e/ou
neuromodulador por mecanismos dependentes de cGMP (Guix et al., 2005). Varias a¢oes
do NO no sistema nervoso central ja foram demonstradas, dentre elas, percepc¢éo de dor
(Yamamoto et al., 1993), controle do sono, do apetite, da temperatura corporal (Monti e
Jantos, 2004), desenvolvimento neural (Cheng et al., 2003) e plasticidade sinéptica
(Dinerman et al., 1994).

Os efeitos do NO central na termorregulagdo durante o exercicio também ja foram
demonstrados (Lacerda et al., 2005; Lacerda et al., 2006; Lima et al., 2014; Wanner,
Leite, et al., 2015). A inibicdo ndo seletiva das NOS diminui a dissipacdo de calor e
aumenta o acimulo de calor em ratos normotensos durante o exercicio (Lacerda et al.,
2005; Lacerda et al., 2006). Ja a injecdo central de L-arginina, um doador de NO, aumenta
a dissipacdo de calor e provoca um aumento atenuado da temperatura interna durante o
exercicio (Wanner, Leite, et al., 2015). Portanto, o NO central aumenta a dissipacao de

calor, o que provoca menor acimulo de calor durante a realizacdo do exercicio.

2.4 Hipertensao arterial

A hipertenséo arterial sisttmica é uma condicdo clinica caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressao arterial (PA). Frequentemente a hipertenséo arterial
esta associada a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos érgdos-alvo (coracéo, cérebro,
rins e vasos sanguineos) e alteracGes metabdlicas, com consequente aumento do risco de
eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (SBC, 2010). Possui alta prevaléncia, baixas
taxas de controle, sendo considerado um dos principais fatores de risco modificaveis e
um problema de salde publica (Chobanian et al., 2003; Sbc, 2010). Uma revisdo
sistematica que englobou 44 estudos de 35 paises no periodo de 2003 a 2008, revelou
uma prevaléncia global de hipertensdo arterial sistémica de 37,8% em homens e 32,1%
em mulheres (Pereira et al., 2009).
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Estudos epidemiologicos observaram que, durante ondas de calor nos Estados
Unidos e Europa, a incidéncia de doengas relacionadas ao calor, como o choque
hipertérmico, foi maior em individuos que apresentavam um quadro de hipertensdo
arterial (Ellis, 1972; Tucker et al., 1985; Argaud et al.,, 2007). Esses dados
epidemioldgicos indicam que a hipertensao arterial pode comprometer a capacidade
termorregulatoria e, consequentemente, a toleréncia térmica do individuo acometido pela

doenca.

Para melhor compreenséo da fisiopatologia da hipertensdo, principalmente na
medida de alguns pardmetros que apresentam limitacdes para serem analisados em seres
humanos, iniciou-se o0 uso de modelos experimentais hipertensos. Existem varios modelos
experimentais para o0 estudo da hipertensdo, sendo o mais utilizado o do rato
espontaneamente hipertenso (SHR — Spontaneously Hypertensive Rat), desenvolvido por
Okamoto e Aoki (1963). A hipertensdo nos SHRs apresenta uma evolucdo parecida com
a hipertensdo arterial essencial humana, com as fases pré-hipertensiva, de

desenvolvimento e hipertensao sustentada (Folkow, 1993; Doggrell e Brown, 1998).

Os SHRs apresentam elevacdo da PA a partir das primeiras semanas de vida e, por
volta da 62 semana, ja sdo classificados como hipertensos, atingindo um platd de elevacédo
da PA por volta da 162 semana (Kokubo et al., 2005). Na 162 semana de vida, 0s SHRs
apresentam PA elevada e sustentada, hipertrofia cardiaca e menores fracdes de ejecédo e
encurtamento do miocardio (Kokubo et al., 2005). Esses animais também apresentam
elevacdo lenta e progressiva da resisténcia periférica total (Trippodo e Frohlich, 1981;
Trippodo et al., 1981), hiperatividade simpatica (Judy et al., 1976), e a disfuncdo
endotelial, esta caracterizada por uma vasodilatacdo dependente do endotélio prejudicada

e menor biodisponibilidade do 6xido nitrico.

Devido a disfuncéo do sistema cardiovascular apresentada por animais SHR, e a
grande importancia desse sistema para a regulacdo da temperatura corporal, surgiram 0s
primeiros estudos com o objetivo de investigar a termorregulacdo nesse modelo animal.
Os primeiros trabalhos mostraram que os SHRs possuem a temperatura interna
aproximadamente 1°C maior do que a de ratos normotensos (Wright et al., 1977; Wright
et al., 1978; Collins et al., 1987). Cabe ressaltar que o indice de temperatura interna
medida nesses experimentos foi a colonica, 0 que exigia contencdo dos animais. Porém
estudos posteriores que mediram a temperatura abdominal atraveés de biotelemetria, ndo
encontraram diferencas entre a temperatura de animais SHR e normotensos (Berkey et
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al., 1990; Morley et al., 1990; Barney et al., 1999). Tais estudos mostraram que 0 estresse
causado pela contencdo foi a causa da diferenca na temperatura colonica encontrada nos

estudos anteriores.

Outros estudos mostraram que 0s animais SHR apresentam maior hipertermia
quando submetidos ao estresse por contengédo (Berkey et al., 1990), expostos ao ambiente
quente (Berkey et al., 1990), e submetidos a desidratacdo e exposicao ao ambiente quente
(Barney et al., 1999). Além disso, os ratos hipertensos também apresentaram dificuldade

na producao de calor quando expostos ao ambiente frio (Kirby et al., 1999).

O exercicio fisico provoca um aumento exacerbado da temperatura abdominal
(Taba) € cerebral em animais hipertensos (Campos et al., 2014; Drummond et al., 2016) e
esse aumento exacerbado estd relacionado, ao menos em parte, ao atraso para
vasodilatacdo da cauda e consequente aumento da dissipacdo de calor cutanea
(Drummond et al., 2016). Porém, 0s mecanismos responsaveis por essa menor dissipacdo
de calor ainda ndo foram demonstrados. Drummond et al. (2016) demonstraram que
animais hipertensos apresentam maior limiar para dissipacdo de calor. Alteracfes no
limiar geralmente sdo geradas por alteragdes no sistema nervoso central (Gisolfi e
Wenger, 1984).

2.5 Treinamento Fisico

Repeticdes sistematizadas de sessfes isoladas de exercicio fisico produzem
adaptacOes aos sistemas fisiologicos, denominadas respostas cronicas ao exercicio ou
adaptacdes ao treinamento fisico. Para que essas adaptacGes ocorram, o exercicio deve
gerar um estimulo desafiador a homeostase do organismo, ou seja, deve ser realizado em

intensidades superiores as quais o individuo esteja habituado (Thompson et al., 2001).

A terapéutica da hipertensdo arterial inclui intervencdes medicamentosas e nédo
medicamentosas, com o objetivo de reduzir 0s niveis pressoricos e proteger 0s 6rgaos
alvos. Dentre as estratégias ndo medicamentosas utilizadas para a prevencao e tratamento
da hipertensao arterial estdo a mudanga no estilo de vida, controle ponderal e nutricional,
cessacdo do tabagismo, controle do estresse e a pratica regular de exercicio fisico (Mancia
et al., 2014; Malachias et al., 2016).
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Os efeitos do treinamento fisico podem variar de acordo com a modalidade de
exercicio utilizada (treinamento aerdbico, treinamento resistido ou a combinacgdo de
ambos) e de parametros do treinamento, como a intensidade, volume e frequéncia. Dentre
as modalidades de treinamento citadas acima o treinamento aerobico é o mais eficiente
para a reducao dos niveis pressoricos de individuos hipertensos. Além disso, 0s exercicios
aerobicos de intensidade moderada e com duracdo entre 30 e 45 minutos produzem as
maiores reducdes da PA em individuos hipertensos (Cornelissen e Smart, 2013).

De fato, a recomendacédo geral para individuos hipertensos, € a realizacdo de
exercicio de intensidade moderada (40-60% do volume méaximo de oxigénio de reserva
e/ou da frequéncia cardiaca méxima de reserva), preferencialmente todos os dias da
semana, com duracdo minima de 30 minutos de atividades aerdbicas que podem ser
suplementadas com atividades de resisténcia muscular (Pescatello et al., 2004; Pescatello
et al., 2015; Malachias et al., 2016).

O treinamento fisico produz elevacdes periddicas e frequentes na temperatura
corporal durante cada sessdo de exercicio fisico que o compde. Dessa forma, é possivel
que o organismo gere adaptacdes que facilite os ajustes termorregulatorios necessarios.
Em humanos ja foi demonstrado que o treinamento fisico aumenta o calibre das artérias,
melhora a funcdo vasodilatadora de todo o organismo e diminui o tdnus vasomotor (Green
et al., 2004). Essas alteracbes combinadas elevam a condutancia vascular periférica e
facilitam a dissipacdo de calor (Kondo et al., 2009). Da mesma forma, o treinamento
fisico causa adaptacOes nas vias centrais de controle da termorregulacdo. Santiago et al.
(2016) demonstraram que ratos normotensos treinados apresentam uma maior ativacao
neuronal, verificada pela marcacédo de c-Fos, na area preética medial (MPOA) e no nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) quando submetidos a uma sessdo de exercicio
progressivo até a fadiga. Além disso, os animais treinados também apresentaram maior
dissipacdo de calor com consequente reducdo no acumulo de calor durante a realizagédo

do exercicio (Santiago et al., 2016).

Os efeitos do treinamento fisico sobre a termorregulacdo de ratos hipertensos
jovens ja foram avaliados (Campos, 2017). Nesse estudo, o treinamento fisico foi iniciado
antes dos animais se tornarem hipertensos, e o treinamento fisico se mostrou eficiente em
prevenir os aumentos da pressdao arterial. O treinamento fisico também preveniu o
desequilibrio térmico encontrado em animais hipertensos durante o exercicio fisico
(Campos, 2017). Segundo o autor, essas alteracdes no balango térmico provocadas pelo
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treinamento podem ser explicadas por alteracGes periféricas como o aumento da

eficiéncia mecénica e da vasodilatagdo periférica.

Porém, é possivel que o treinamento fisico também provoque alteragdes centrais
em animais hipertensos, e que essas alteragdes estejam envolvidas com o controle
termorregulatorio durante o exercicio. Além disso, ainda ndo se sabe quais seriam 0s
efeitos do treinamento fisico em animais ja considerados hipertensos, ou seja, 0

treinamento fisico como um tratamento e ndo como prevencao da hipertensao arterial.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar se o déficit termorregulatério apresentado por animais hipertensos
durante o exercicio envolve a ativacdo de vias neurais moduladas pelo 6xido nitrico e
quais seriam 0s possiveis efeitos do treinamento fisico sobre esse controle neural da

termorregulacéo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar se a limitagéo para dissipacdo cutanea de calor apresentada por animais
hipertensos durante o exercicio tem origem no sistema nervoso central;

e Estudar os efeitos do aumento da disponibilidade de NO no sistema nervoso
central sobre o balango térmico durante o exercicio e sobre o desempenho fisico
em ratos normotensos e hipertensos;

e Auvaliar os efeitos do treinamento fisico em ratos hipertensos e normotensos sobre
0 balanco térmico durante o exercicio, sobre a expressdo proteica da NNOS em
areas do sistema nervoso central envolvidas na termorregulacdo e sobre o

desempenho fisico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cuidados éticos

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; protocolo n°® 21/2015). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com 0s principios éticos na experimentacao
animal, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.2 Animais

Foram utilizados 38 ratos Wistar normotensos (NWRs) e 30 SHRs. Os animais de
ambos os grupos foram manejados identicamente, alojados em gaiolas com livre acesso
a agua e racio (PRESENCE®, SP, Brasil), e mantidos em uma sala a temperatura de
aproximadamente 24°C e em um ciclo de 12/12 luz/escuro. Antes da realizagdo das
cirurgias, os animais foram alojados em caixas coletivas de polipropileno (35x50x17 cm),
com no maximo 3 animais por caixa. Apds as cirurgias, 0s animais foram transferidos
para caixas individuais (20x30x12 cm). Os animais foram provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

4.3 Amostra

O célculo do tamanho amostral foi realizado a partir da formula proposta por Armitage
e Berry (1987):

_ [(Z22a+22p)0
n= Bl
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Onde:

2a = nivel de significancia

2B =1 — poder do teste

Z>, = quantil 0/2 da distribuicao normal
Z2p= quantil B/2 da distribuicdo normal
o = desvio padrao

0 = diferencga a ser detectada

Portanto:

_ [(zm+zzﬁ)a]2 n (3,92+2,56)0, 39]2 n= [2 52]2 n=7776
81 0,65

O numero inteiro logo acima de 7,776 € 8. Portanto o n utilizado sera de 8 animais por
grupo.

Para realizar o calculo, esses dados devem ser obtidos da variavel mais importante
do trabalho e retirados de um estudo piloto ou da literatura. Para esse delineamento a
variavel escolhida foi a temperatura abdominal. Foi utilizado como fonte dos dados o
trabalho de Drummond et al (2016). O nivel de significancia adotado foi de 5%, o poder
do teste de 90%, o desvio padrdo de 0,39 °C e a diferenca a ser detectada de 0,65 °C.

Portanto, foram utilizados 8 animais em cada grupo experimental.

4.4 Delineamento experimental

O estudo foi dividido em quatro protocolos experimentais. No primeiro protocolo,
foi avaliada a ativacdo neuronal em animais NWRs e SHRs submetidos ao exercicio
fisico. No segundo protocolo, foi avaliada a curva dose-resposta dos efeitos da injecéo
central de NPS na termorregulacéo e desempenho fisico de animais NWRs. No terceiro
protocolo, foram avaliados os efeitos da injecdo central de NPS em paradmetros
termorregulatérios e de desempenho fisico em animais NWRs e SHRs. No quarto
protocolo, foram avaliados os efeitos do treinamento fisico nos parametros

termorregulatorios e de desempenho fisico em animais NWRs e SHRs.
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4.4.1 Protocolo experimental 1

No protocolo experimental 1 (Figura 4.1), na 162 semana de idade dos animais foi
realizada a medida da pressdo arterial e, no dia seguinte, os animais passaram pela cirurgia
para implante do sensor de temperatura abdominal. Em seguida, tiveram 5 dias para
recuperacdo da cirurgia, seguidos de 5 dias de familiarizacdo a corrida em esteira rolante.
Apds esse periodo, os animais foram submetidos a uma sessao de exercicio progressivo
até a fadiga. O objetivo dessa situacdo experimental foi determinar a velocidade méxima
de corrida (Vmax) atingida pelos animais; nenhuma medida de temperatura corporal foi
realizada durante esse exercicio. A Vmax foi usada para calcular a velocidade de corrida
dos animais durante o exercicio constante. No dia do experimento, os animais foram
submetidos a um protocolo de exercicio com velocidade constante a 60% da Vmax (NWR:
14,0 £ 0,5 m/min; SHR: 13,3 £ 0,4 m/min) durante 30 minutos a 24,8 + 0,4°C. Durante o
exercicio, foram feitas as medidas da temperatura abdominal (Tang) € temperatura da pele
da cauda (Tpeie). Na sequéncia, os animais foram submetidos aos procedimentos para
perfusdo do tecido cerebral (ver item 4.12). No protocolo experimental 1 foram usados

0s grupos normotensos e hipertensos Branco, que ndo foram submetidos ao exercicio

fisico.
Ta bd
Tpele
Q'T
&
(o
&

’l’ 2 dias ¢ 5 dias ¢ 5 dias 'l’ ¢ 2 dias
Protocolo experimental 1 (n = 6 em cada grupo)

Figura 4.1. Linha do tempo referente ao protocolo experimental 1. Tand, temperatura

abdominal; Tpele, temperatura da pele da cauda.
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4.4.2 Protocolo experimental 2

No protocolo experimental 2 (Figura 4.2), na 162 semana de idade dos animais foi
realizada a medida da pressdo arterial e, no dia seguinte, os animais passaram pelas
cirurgias para implante do sensor de temperatura abdominal e de uma céanula guia no
ventriculo lateral cerebral direito. Em seguida, tiveram 5 dias para recuperacdo das
cirurgias, seguidos de 5 dias de familiarizacdo a corrida em esteira rolante. Apos esse
periodo, os animais foram submetidos a uma sesséo de exercicio progressivo até a fadiga
para determinagdo da Vmax de corrida. No dia dos experimentos, 0s animais passaram
inicialmente por um periodo de repouso na esteira pelo tempo minimo de 60 minutos e,
em seguida, os animais foram submetidos a uma das quatro situacdes experimentais desse
delineamento: exercicio constante a 60% da Vmax (15,6 £ 0,8 m/min) em ambiente
temperado (24°C) apds a injecdo de salina, NPS (8,4 mmol), NPS (4,2 mmol) e NPS (2,1
mmol). As quatro situacGes de exercicio foram realizadas até a fadiga e em ordem
randomizada. Durante o exercicio foram feitas as medidas da Tabd, Tpele € d0 tempo de

exercicio (TE).

v

Ta bd

Tpe\e
TE

+ NPS (8,4 mmol)
+NPS (4,2 mmol)
+NPS (2,1 mmol)

+ Salina
¢ 5dias ¢ 5 dias ¢ ¢ 2 dias ¢2 dlas¢ 2 dlas¢ 2 dlas¢
Delineamento 2 (n = 7 em cada grupo)

Figura 4.2. Linha do tempo referente ao protocolo experimental 2. NPS, nitroprussiato de

sOdio; Tand, temperatura abdominal; TE, tempo de exercicio; Tpele, temperatura da pele da

cauda.
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4.4.3 Protocolo experimental 3

No protocolo experimental 3 (Figura 4.3), na 162 semana de idade dos animais foi
realizada a medida da pressao arterial e, no dia seguinte, os animais passaram pelas
cirurgias para implante do sensor de temperatura abdominal e de uma céanula guia no
ventriculo cerebral lateral direito. Em seguida, tiveram 5 dias para recuperacdo das
cirurgias, seguidos de 5 dias de familiarizacdo a corrida em esteira rolante. Os animais
foram entdo submetidos a uma sessdo de exercicio progressivo até a fadiga para
determinacdo da Vmax de corrida. No dia do experimento, 0s animais passaram
inicialmente por um periodo de repouso na esteira pelo tempo minimo de 60 minutos. Em
seguida, os animais dos grupos NWR e SHR foram submetidos a uma das duas situagdes
experimentais desse delineamento: exercicio constante a 60% da Vmax (NWR: 13,9 + 0,3
m/min; SHR: 13,7 £ 0,3 m/min) em ambiente temperado (24°C) ap0s a injecdo de salina
ou NPS (8,4 mmol). As duas situacdes de exercicio foram realizadas até a fadiga e em

ordem randomizada. Durante o exercicio foram feitas as medidas da Tand, Tpele € do TE.

+ NPS (8,4 mmol)
+ Salina

‘l’ 5 dias J’ 5 dias ¢ ¢ 2 dias ¢2 dias¢ 2 dias
Protocolo experimental 3 (n = 8 em cada grupo)

Figura 4.3. Linha do tempo referente ao protocolo experimental 3. NPS, nitroprussiato de

s0dio; Tand, temperatura abdominal; TE, tempo de exercicio; Tpele, temperatura da pele da

cauda.
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4.4.4 Protocolo experimental 4

No protocolo experimental 4 (Figura 4.4), na 8 semana de idade foi realizado o
primeiro teste para avaliacdo do desempenho fisico. Em seguida, os animais realizaram
oito semanas de treinamento fisico (ou de periodo controle, sem treinamento). Ao final
do treinamento fisico, os animais foram submetidos a um procedimento cirdrgico para o
implante de um sensor de temperatura intra-abdominal. Apos 5 dias para recuperagdo das
cirurgias, os animais foram submetidos a uma sesséo de exercicio progressivo até a fadiga
para determinacdo da Vmax de corrida. No dia do experimento (48 horas apds o exercicio
progressivo), 0s animais passaram inicialmente por um periodo de repouso na esteira pelo
tempo minimo de 60 minutos. Em seguida, os animais realizaram um exercicio constante
a 60% da Vmax (NWR NT: 13,9 £ 0,3 m/min; NWR T: 16,9 + 0,3 m/min; SHR NT: 13,7
*+ 0,3 m/min; SHR T: 16,3 + 0,6 m/min) em ambiente temperado (24°C). Durante o
exercicio, foram realizadas as medidas da Tand, Tpele € do TE. Quarenta e oito horas apos
a realizacdo da ultima sessdo de exercicio, foi realizada a eutanasia dos animais para

coleta dos cérebros utilizados para avaliar expressdo proteica da nNOS.

‘ Treinamento fisico ‘

8 semanas ¢ 2 dias ¢
Protocolo experimental 4 (n = 8 em cada grupo)

Figura 4.4. Linha do tempo referente ao protocolo experimental 4. NPS, nitroprussiato de

sodio; PA, presséo arterial; Tang, temperatura abdominal; TE, tempo de exercicio; Tpete,
temperatura da pele da cauda; V02pico, CONSUMO de 0Xigénio pico.
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4.5 Medida da pressao arterial por pletismografia de cauda

A pressao arterial sistélica (PAS) e pressdo arterial diastolica (PAD) foram
aferidas no inicio dos experimentos para confirmacdo da hipertensdo arterial nos SHRs.
Todos os SHRs apresentaram PAS > 150 mmHg e, portanto, foram considerado
hipertensos (Okamoto e Aoki, 1963). Sendo assim, ndo houve nenhuma exclusdo de
amostra por esse motivo. A pressao arterial (PA) foi mensurada através do método nédo
invasivo de pletismografia (LE5001; Panlab®, Barcelona, Espanha) de cauda (Malkoff,
2005).

Para a analise da pressao arterial, os animais foram familiarizados ao contensor
durante 5 dias consecutivos, 5 minutos por dia. O contensor deveria ter um tamanho que
proporcionasse conforto ao animal. No dia da medida da PA, os animais foram colocados
no contensor em uma sala escura e sem ruidos, e foram passivamente aquecidos por meio
de exposicdo a uma temperatura ambiente de 28-30°C durante 10 minutos. As medidas
da PAS e PAD foram realizadas e a pressdo arterial media (PAM) calculada a partir da

seguinte formula:

PAM = PAD + - (PAS-PAD).

4.6 Procedimentos cirargicos

4.6.1 Implante de canula guia no sistema nervoso central

No dia da cirurgia, os animais foram pesados em balanca de precisédo (Marte, MG,
Brasil). No pré-operatorio imediato, os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg i.p.) e xilazina (10,5 mg/kg i.p.), sendo os reflexos palpebral, interdigital dos
membros pélvicos e da cauda verificados para avaliar se estavam anestesiados. Em
seguida, foram realizadas duas cirurgias, descritas logo abaixo. Os procedimentos foram
realizados em sequéncia aproveitando-se 0 mesmo plano anestésico. Apds as cirurgias,

os ratos receberam 0,1 mL de antibidtico em cada membro pélvico (48000 Ul —
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Pentabiotico veterinario, via intramuscular) e 0,1 mL de analgésico na regido toracica

dorsal (Flunixina meglumina, 1,1 mg/kg, via subcutanea).

Ap0s a inducdo anestesica, o rato foi imobilizado em decubito ventral sobre uma
plataforma e foi realizada a tricotomia da regido superior da cabeca, seguida da aplicacdo
topica de iodopovidona tdpico (10%) para antissepsia. Foi realizada uma inciséo
longitudinal na pele e no tecido subcutaneo. Uma injecdo de xilocaina com vasoconstritor
(solucéo de cloridrato de lidocaina 2% e de adrenalina 1:200000) foi aplicada no local e
0 periosteo foi afastado (Wanner, 2006), facilitando a exposi¢do do bregma e lambda,
referéncias anatdbmicas utilizadas na determinacdo das coordenadas esteriotaxicas. Em
seguida, o rato foi posicionado e fixado a um estereotdxico para pequenos animais
(Insight Equipamentos - modelo ETX3/99, SP, Brasil), e uma céanula guia de aco
inoxidavel (16 mm de comprimento, 21 gauge) foi implantada, seguindo as coordenadas
do atlas de Paxinos e Watson (2007) (antero-posterior: -1,5 mm posterior ao bregma;
médio-lateral: -2,5 mm a direita da linha média; dorso-ventral: -3,6 mm de profundidade
a partir do cranio). Os orificios para a insercdo da canula e dos parafusos que serviram de
suporte para a canula foram realizados com o auxilio de uma broca odontoldgica (Dremel
série 300, WI, EUA). A cénula foi fixada aos parafusos e a calota craniana com cimento
odontolégico auto-polimerizéavel (Dental Vip, Sdo Paulo, Brasil). Para evitar a obstrucéo
da céanula, esta foi protegida com um mandril feito com tubo de polietileno e fio de nylon.
A cénula foi usada como guia para a insercao da agulha para injecdo de droga ou salina

antes dos experimentos.

4.6.2 Implante do sensor de temperatura abdominal

Para insercdo do sensor de temperatura abdominal, apés a inducéo anestésica, o
rato foi imobilizado em decubito dorsal sobre uma plataforma e foi realizada ampla
tricotomia da regido abdominal, seguida da aplicacdo tdpica de iodopovidona (10%) para
antissepsia. Em seguida, foi efetuada uma incisdo ventral mediana na pele de
aproximadamente 2 cm, seguida de outra incisdo na linha alba do mdsculo reto
abdominal, possibilitando o acesso a cavidade abdominal. Apds a inser¢do do sensor (G2

E-Mitter, modelo ER4000, Mini-Mitter) que foi ancorado a fascia do musculo reto
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abdominal, foram realizadas suturas de padrdo interrompido simples para sintese do

musculo abdominal e da pele.

4.7 Injecao intracerebroventricular de NPS

Ap0s a recuperacao das cirurgias, no dia do experimento, imediatamente antes do
inicio do exercicio, 2 pL de NaCl, ou 2 puL de NPS (8,4; 4,2 ou 2,1 mmol) foram injetados
no ventriculo lateral cerebral direito durante 1 minuto. Para o protocolo dois, as trés doses
de NPS foram testadas. No terceiro protocolo, apenas a dose de 8,4 mmol de NPS foi
usada nos experimentos. A escolha da dose foi baseada nos resultados do protocolo dois,
onde foram observados maiores efeitos termorregulatérios com a injecdo da dose de

8,4mmol.

4.8 Familiarizacdo a corrida em esteira rolante

O periodo para recuperacao apos as cirurgias foi de 5 dias, tempo suficiente para
que todos 0s animais recuperassem a massa corporal pré-cirdrgica. Apés esse periodo, 0s
ratos foram familiarizados a correr em uma esteira rolante para pequenos animais (Panlab,
S.L.U, Barcelona, Espanha) por 5 dias consecutivos. Cada sessdo diaria teve duracdo de
10 minutos, sendo que, nos primeiros 5 minutos, a esteira permaneceu desligada e o rato
pode se movimentar livremente na esteira e explorar o ambiente. A esteira foi entdo ligada
e, nos 5 minutos finais, o rato foi submetido ao exercicio. A inclinagdo da esteira foi de
5°, o estimulo elétrico de 0,2 mA, e a velocidade da esteira foi ajustada diariamente (10,
10, 11, 13, 15 m/min).

A familiarizacdo foi realizada a uma temperatura ambiente de 24°C. Nos trés
ultimos dias do protocolo de familiarizacdo, um termopar (modelo S-09K, Intrutherm,
Brasil) foi preso a cauda do animal. O objetivo dessa familiarizacéo foi ensinar os ratos
em qual direcédo correr, sem ficarem entrelagcados ao fio do termopar, além de diminuir a
exposicdo dos mesmos ao estimulo elétrico durante os experimentos (Wanner et al.,
2007).
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4.9 Protocolo de exercicio progressivo

Os animais foram submetidos ao protocolo de exercicio progressivo. A inclinacado
da esteira foi sempre mantida em 5° e o estimulo elétrico em 0,2 mA. A velocidade inicial
da esteira foi de 10 m/min, com incrementos de 1 m/min a cada 3 minutos, até 0 momento
em que o rato ndo conseguisse manter o desempenho fisico. O critério para determinar o
momento da fadiga foi a permanéncia do animal por 10 s sobre a grade de estimulo
elétrico. Esse protocolo de exercicio serviu para determinar o desempenho aerébico dos
animais e a Vmax de corrida, que serviu para definir a velocidade de corrida nos protocolos

de exercicio constante.

4.10 Protocolo de exercicio constante

Os animais foram retirados do biotério, pesados e levados em sua caixa até o
ambiente do experimento. Em seguida, a agulha de injecdo foi inserida através da canula
guia para injecdo da droga ou salina imediatamente antes do inicio do exercicio, e um
termopar foi fixado na cauda do rato para medida da temperatura da pele. Logo apds, 0s
animais passaram inicialmente por um periodo de repouso na esteira pelo tempo minimo
de 60 minutos. Terminando o repouso, foi realizada a injecdo da droga ou salina e 0s

animais foram submetidos ao protocolo de exercicio constante até a fadiga.

A inclinacdo da esteira foi sempre mantida em 5°, e o estimulo elétrico em 0,2
mA. A velocidade da esteira utilizada nos experimentos correspondeu a 60% da
velocidade méxima obtida no exercicio progressivo. A intensidade do exercicio
(moderada) foi escolhida com base nos critérios de prescricdo de exercicio propostos pelo
American College of Sports Medicine para seres humanos hipertensos (Pescatello et al.,
2004).
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4.11 Treinamento fisico

O treinamento fisico aerobio foi realizado em esteira durante 8 semanas, 5 dias
por semana. O protocolo iniciou com velocidade de 8 m-min?, com 5° de inclinagéo,
durante 30 minutos. A intensidade e o volume foram aumentados gradualmente até
atingirem a velocidade de 18 m-min, com 5° de inclinacio da esteira, durante 60 minutos
(Teixeira-Coelho et al., 2017). A figura 4.5 e a Tabela 4.1 apresentam a evolucéo da carga
de treinamento ao longo do treinamento. Para garantir manipulagdo semelhante aos
grupos treinados, os grupos ndo-treinados realizaram o exercicio fisico em esteira rolante

2 vezes por semana com intensidade de 8 m-min, com 5° de inclinacio da esteira, por 5

minutos.
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Figura 4.5. Cargas do treinamento fisico aerobico em esteira rolante. Descricdo dos
aumentos da velocidade da esteira (azul) e da duracdo da sessdo de treinamento (preto)
durante as 40 sessbes de treinamento fisico. Cada circulo representa uma sessdo de

treinamento.
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Tabela 4.1. Protocolo de treinamento fisico aerdbio em esteira rolante durante 8 semanas.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
V (m-min?) V (m-min) V (m-min) V (m-min) V (m-min’)
D (min) D (min) D (min) D (min) D (min)
Semana 1l 30,0-8 30,0-8 30,0-8 30,0-8 30,0-10
Semana 2 30,0-10 30,0-10 30,0-10 37,5-10 37,5-10
Semana 3 37,5-10 37,5-10 37,5-12 37,5-12 37,5-12
Semana 4 37,5-12 45,0-12 45,0-12 45,0-12 45,0-12
Semana 5 45,0-14 45,0-14 45,0-14 450-14 52,5-14
Semana 6 52,5-14 52,5-14 52,5-14 52,5-16 52,5-16
Semana 7 52,5-16 52,5-16 60,0-16 60,0-16 60,0-16
Semana 8 60,0-16 60,0 -18 60,0-18 60,0 -18 60,0-18

V, velocidade durante a sessé@o de treinamento; T, tempo da sessao de treinamento.

4.12 Eutanésia

No delineamento experimental 1, apo6s a realizacdo dos experimentos, 0s ratos
foram submetidos a eutandsia, sob anestesia geral, por meio de exsanguinacao induzida
pelo método de perfuséo transcardiaca. Para isso, foram anestesiados profundamente com
cetamina (120 mg/kg i.p.) e xilazina (15 mg/kg i.p.). Em seguida, foi realizada a
canulagdo da aorta ascendente, seguida de um corte no &trio direito para permitir a
exsanguinacdo. Na sequéncia, os animais foram perfundidos com solugéo salina 0,9%
(100 mL, fluxo de 10 mL/min), seguida de solucdo de paraformaldeido 4% (400 mL,
fluxo de 10 mL/min), com auxilio de uma bomba dosadora peristaltica (Gilson,
Middleton, WI, EUA). Os cérebros foram retirados e pdés-fixados por 48 h em
paraformaldeido 4% a 4°C, e entdo foram colocados em solucdo de sacarose (30%) por
mais 48 h, também a 4°C. Apoés este procedimento, os cérebros foram congelados por
imersdo com duracdo de 1 minutos em isopentano a -50°C, enrolados em papel aluminio

e imediatamente armazenados em um freezer a -80 °C.

Apbs o ultimo dia de experimentos, os animais dos delineamentos 2 e 3 foram
submetidos a eutanasia por meio de sobredose anestésica com cetamina (240 mg/kg i.p.)

e xilazina (31,5 mg/kg i.p.).
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No delineamento experimental 4, 48 horas apds a ultima sessdo de exercicio, a
eutandsia dos animais foi realizada por decapitacdo em guilhotina. Em seguida, os
cerebros foram retirados e armazenados a -80°C para posterior analises.

4.13 Imunohistoquimica

Os cérebros congelados foram seccionados em cortes de 50 um, com o auxilio de
um criostato (Leica miicrosystems, Srt. Heidelberg, Alemanha). As sec¢des contendo as
regides de interesse [area pré-Optica medial (mPOA), nucleo paraventricular (PVN) e
nucleo supra-optico (SON)] foram armazenadas em solucéo crioprotetora até a realizacao
do ensaio imunohistoquimico. Os cortes foram submetidos a protocolo de marcacéo para
a proteina c-Fos, marcador indireto da atividade neuronal, atraves da imunohistoquimica

pelo método de free-floating (Hoffman et al., 2008).

As fatias de cérebros foram lavadas com PBS (0,01 M) em 10 sessdes de 5 min,
seguido de incubagdo com glicina (0,1 M) em PBS (0,01 M) por 10 min e nova lavagem
em PBS (0,01 M) por 5 min. Seguiu-se com a incubacdo em H202 1% em PBS (0,01 M)
por 30 min e posterior lavagem com PBS (0,01 M) por 5 sessdes de 5 min. Foi realizada
incubagdo com Triton X-100 0,4% em PBS (0,01 M) por 30 min, seguido de 3 sessGes de
lavagem de 5 min com PBS (0,01 M). As fatias foram entdo incubadas com albumina
sérica bovina (BSA) 2% em PBS (0,01 M) por 1 h e, ao término, com o anticorpo primario
anti-c-Fos produzido em coelho (Ab5, Calbiochem, 1:10.000) diluido em PBS 0,01 M
contendo Triton X-100 0,3%, BSA 1% (solucdo também utilizada para diluicdo do
anticorpo secundario) por 48 h a 4°C. Esperado esse tempo, foi realizada lavagem das
fatias com PBS (0,01M) por 10 sessdes de 5 min, seguido de incubag¢do com o anticorpo
secundario biotinilado anti-lgG produzido em cavalo (Vectastain ABC kit, Universal,
1:600, Vector Laboratories) por 2 h. As fatias foram lavadas com PBS (0,01 M) por mais
8 sessdes de 5 min e incubados com complexo AB (Avidina DH e Peroxidase Biotinilado,
1:400, Vectastain ABC Kkit, Vector Laboratories) diluido em PBS (0,01 M) por 1 h.
Posteriormente, 3 sessdes de 5 min de lavagem com PBS (0,01 M) foram feitas, seguidas
de 3 sessbes de 5 min de lavagem com tampao acetato de s6dio 0,175 M. As fatias foram
entdo tratadas com solucédo contendo 0,2 mg.mL™* de 3,3-diaminobenzidina (DAB), 25
mg.mL* de sulfato de niquel e 0,083 pL.mL™ de H20, a 30% em tamp&o acetato (0,175

M) seguido de lavagem com tampéo acetato por 3 sessdes de 5 min cada e lavagem com
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PBS (0,01 M) por 3 sessbes de 5 min. Os cortes foram montados em laminas
gelatinizadas, que passaram pelo processo de secagem e colagem de laminulas utilizando-
se Entellan (Merck).

Os cortes foram fotografados em campo claro de iluminagdo com objetiva de 20X.
Para a anélise das estruturas encefélicas ativadas, foi quantificado o nimero de neurdnios
imunorreativos a c-Fos em cada regido cerebral avaliada, bilateralmente. As coordenadas
de cada regido foram definidas segundo o atlas de Paxinos e Watson (2005), conforme as

coordenadas antero-posteriores (a partir do bregma) descritas abaixo:
. mPOA: -0,24 a -0,36 mm;

. PVN: -1,72 a-1,92 mm;

SON: -0,60 a -1,08 mm.
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A Figura 4.6 apresenta imagens representativas das regides analisadas, As imagens

foram realizadas em um aumento menor para permitir a visualizacdo das estruturas.

mPOA

Figure 36
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Figura 4.6 Imagens representativas das regides de interesse analisadas (mPOA, PVN e
SON). As imagens da foram realizadas com lente objetiva com aumento de 4 vezes. Nesse

aumento foi possivel observar as regifes de interesse e os pontos de referéncia.
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4.14 Anélise da expressao proteica por Western Blot

4.14.1 Retirada e armazenamento das amostras

A expressdo proteica da phospho-nNOS (Ser 852) e da nNOS foi quantificada por
meio de Western blot na APO e PVN. Para a realizacdo dessa técnica, ap0s a eutanéasia
dos animais, os cérebros foram removidos e imediatamente congelados em gelo seco e

em seguida armazenados em freezer -80°C.

Os cérebros congelados foram seccionados de forma transversal com o auxilio de
um criostato (Leica miicrosystems, Srt. Heidelberg, Alemanha) para obtencéo das regides
de interesse: APO (480 um de espessura) e PVN (360 um de espessura). Optou-se por
agulhas de 2,0 mm e 1,2 mm para a APO e 0 PVN, respectivamente, sendo que essas
agulhas utilizadas de forma centralizada (em relacéo ao 3° ventriculo). Dessa maneira, foi
possivel extrair as regides correspondentes aos nucleos/areas de interesse (Palkovits,
1973).

Para as sec¢Oes de cada uma das regides de interesse, foram utilizadas as seguintes

coordenadas antero-posteriores como referéncia (em relagéo ao bregma):
e POA: 0,12 a -0,36 mm;

e PVN: -1,56a-1,92 mm.

4.14.2 Extracédo e quantificacdo de proteinas

As proteinas das APO e PVVN foram isoladas atraves da dissociacdo mecénica dos
tecidos contendo tampéo de lise (pH 8.0, Tris-Base a 50 mmol/l, NaCl a 100 mmol/I,
EGTA a5 mmol/l, Na4P207 a 50 mmol/l, MgCI2 a 1 M, Nonidet P/40 a 1%, Triton X-
100 a 0,3%, deoxicolato de sédio a 0,5% e coquetel de inibidores de protease a 1%,
Sigma-Aldrich). As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford,
1976). Para a corrida de eletroforese, 40 pg de proteinas foram utilizadas para todas as

amostras.
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4.14.3 Western Blot

Amostras contendo 40 pg de proteinas foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos
com tampdo contendo 5% de 2-mercaptoethanol (Invitrogen). As amostras foram
corridas em gel 10% SDS-PAGE a 120V (1 hora e 50 min) e transferidas por 40 minutos
a 20V no sistema de transferéncia Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad) para
membranas de fluoreto de polivinilidene (PVDF). Apds a transferéncia, as membranas
foram coradas com o corante Ponceau, para a conferéncia da uniformidade da
transferéncia. Os sitios inespecificos de ligacdo nas membranas foram bloqueados com
solucéo de 5% de leite desnatado ou 5% BSA diluido em TBS/Tween 0,05% por 1 hora
em temperatura ambiente.

Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo para: phospho-nNOS
(1:1000, sc19826, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a 4 °C overnight. Apds esse periodo,
as membranas foram lavadas por 30 min e incubadas com anticorpo secundario anti-goat
(1:5000, n. Cat. 1721034, Bio-Rad Laboratories, Inc.) por 1 hora, lavadas por 30 min e
entdo reveladas. A imunodeteccdo foi feita através do ganho de quimioluminescéncia
através da solucdo ECL conjugada a peroxidase (n. Cat. 170-5060, Bio-Rad Laboratories,
Inc.) aplicada diretamente sobre a membrana. As imagens foram capturadas e analisadas
através do Software Image Quant LAS 4000. Apds a revelacdo da membrana, as mesmas
passaram pelo processo de stripping (EMD Millipore Corp.) para remocgao dos anticorpos
ligados e foram novamente bloqueadas e incubadas com os anticorpos das proteinas
normalizadoras. A normalizacdo da densidade de pixels da proteina fosforilada foi feita
pela correcdo dos valores da banda pela expressdo de sua proteina total, utilizando o
seguinte anticorpo: anti-nNOS (1:1000; n. Cat. ab76067, Abcam) e pelo gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH, 1:1000; n. Cat. sc365062, Santa Cruz Biotechnology,

Inc.).
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4.15 Variaveis

4.15.1 Variaveis medidas

4.15.1.1 Temperatura abdominal (Tabd)

A Tand foi mensurada por telemetria, por meio de um sensor de temperatura (G2
E-Mitter, modelo ER4000, Mini-Mitter, OR, EUA) implantado na cavidade abdominal.
O sensor envia pulsos com diferentes frequéncias de acordo com a temperatura
abdominal. As frequéncias das ondas de radio foram captadas por uma placa receptora
(modelo ER-4000 energizer/receiver, Respironics INC. Company, Mini) posicionada ao
lado da esteira. A frequéncia das ondas de réadio, coletada a cada 10 s, foi convertida em
valores de temperatura, e os dados foram enviados para o software Vital View (Mini-
Miter, OR, EUA).

4.15.1.2 Temperatura da pele da cauda (Tpele)

A Tpele foi mensurada através de um termopar (modelo S-09K, Intrutherm, Brasil)
acoplado a um teletermémetro (modelo THR-140, Intrutherm, Brasil). O termopar foi
fixado na porcdo lateral, a aproximadamente 2 cm da base da cauda do rato utilizando-se

um esparadrapo.

A posicéo de fixacdo do termopar foi escolhida com base nos resultados de Young
e Dawson (1982). A maior proximidade da base da cauda permite a medida de alteracdes

da temperatura da pele que ocorrem em funcao das alteracdes de fluxo sanguineo local.
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4.15.1.3 Tempo de exercicio (TE)

Esta variavel foi representada pelo tempo transcorrido (min) entre o inicio do
exercicio e 0 momento da fadiga. A medida foi realizada por meio de um cronémetro com

precisdo de 0,01 s.

4.15.1.4 Consumo de oxigénio pico (VOzpico)

O VO2pico (Ml.kg®"®.mint) foi determinado por meio de calorimetria indireta de
circuito aberto (Panlab, Harvard Apparatus, Espanha) e os dados obtidos foram
transmitidos para um sistema computadorizado (Metabolism, Panlab, Harvard Apparatus,
Espanha). O VOzpico foi analisado nos animais do protocolo 4 e foi determinado durante
protocolos de exercicio progressivo, conforme descrito no item 4.9. A determinacéo do
VOqpico foi realizada antes e ap6s 8 semanas de treinamento fisico (ou periodo sem
treinamento nos grupos nao treinados). O valor de VOapico juntamente com o TE foram
utilizados como parédmetros para avaliar a efetividade do treinamento fisico para o

aumento da capacidade aerdbica.

4.15.2 Variaveis de controle

4.15.2.1 Massa Corporal

A massa corporal dos ratos foi medida diariamente, antes das cirurgias e antes dos
experimentos. A variacdo da massa corporal serviu como indicador do estado de saude

dos animais.
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4.15.2.2 Temperatura ambiente no interior da esteira (Ta)

A T, foi mensurada por meio de um termosensor (modelo S-09K, Intrutherm,
Brasil) acoplado a um teletermémetro (modelo THR-140, Intrutherm, Brasil) e fixado na
parte superior da tampa de acrilico de cobertura da esteira. Durante os experimentos, a
temperatura seca foi mantida em 24°C. A temperatura ambiente no interior da esteira foi

mantida através de um ar condicionado (York, PA, EUA).

4.15.3 Variaveis calculadas

4.15.3.1 Velocidade maxima atingida durante a corrida (Vmax)

A Vmsx foi calculada a partir de uma adaptagdo da formula proposta por Kuipers

et al. (1985) para o calculo da poténcia maxima:

Vinix = Vi+ (V2 —)

Sendo:
V1: a velocidade da esteira atingida no ltimo estagio completo (m-min™);
V2: 0 incremento na velocidade da esteira a cada estagio (m-min);

t: 0 tempo gasto no estagio incompleto (5).
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4.15.3.2 Trabalho (W)

Para o calculo do trabalho, foi usada a seguinte férmula (Brooks e White, 1978;
Brooks et al., 1984):

W =mc-g-v-send-TE

Sendo:

W: Trabalho (J);

mc: massa corporal (kg);

g: aceleragdo da gravidade (m-s?)
v: velocidade da esteira (m-min?);
senO: inclinagdo da esteira

TE: tempo total de exercicio (min)

4.15.3.3 Limiar térmico para dissipacéo de calor (Htnr)

O Hinr corresponde ao valor médio de temperatura interna registrado no momento
em que a Tpele COMega a aumentar (estatisticamente, p < 0,05) em comparagéo com o seu
menor valor atingido (nadir) ap6s o inicio do exercicio, adaptado de Drummond et al.
(2016)

4.15.3.4 Sensibilidade para dissipacéo de calor (Hsen)

A Hsen foi determinada através da regressao linear dos cincos valores de Tapd €
Tpele COrrespondentes ao aumento exponencial da Tpele ap0s 0 alcance do Hinr (Drummond
etal., 2016).
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4.15.3.5 Eficiéncia termorregulatoria

A eficiéncia termorregulatoria foi calculada pela razéo entre o acimulo de calor e
o trabalho realizado. Quanto menor o valor encontrado, maior é a eficiéncia

termorregulatoria

4.16 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + E.P.M. O teste de Shapiro-Wilk foi
usado para verificar a normalidade dos dados. No protocolo 1, para a comparagdo dos
dados referentes a Tand € Tpele €ntre os diferentes grupos (NWR e SHR) foram usadas
ANOVAs two-way de medidas repetidas, seguidas do post hoc de Tukey. A avaliacdo da
ativacdo neuronal foi avaliada através de ANOVA two-way, seguida do post hoc de
Tukey. A massa corporal, PAS, PAM e PAD, Hinr € Hsen foram avaliados por meio do
teste t de Student. Foram realizadas analises de correlagdo de Pearson entre os valores de

ativacdo neuronal e 0 Hixr.

No protocolo 2, para a comparacdo dos dados referentes & Tand € Tpele €Ntre as
diferentes doses de NPS (Salina, 8,4; 4,2 e 2,1 mmol) foram usadas ANOVASs two-way
de medidas repetidas, seguidas do post hoc de Tukey. Para avaliar o TE dos animais

ANOVA one-way seguida do post hoc de Tukey.

No protocolo 3, para a comparacdo dos dados referentes a Tand € Tpele €Ntre 0S
diferentes grupos (NWR e SHR) e situac@es (salina ou NPS) foram usadas ANOVAs two-
way com parcelas subdivididas, seguidas do post hoc teste t (LSD) ou Scott knott. As
variaveis Hir, Hsen, TE € W foram comparadas entre grupos e ambientes por meio de
ANOVA two-way, seguida do post hoc de Tukey. A massa corporal e a PAS foram

avaliadas por meio do teste t de Student.

No protocolo 4, para a comparacdo dos dados referentes & Tapd € Tpele €ntre 0S
diferentes grupos (NWR e SHR) e situa¢Oes (ndo treinado e treinado) foram usadas
ANOVAs two-way com parcelas subdivididas, seguidas dos post hoc teste t (LSD) ou
Scott knott. As variaveis relacionadas ao desempenho fisico (VOzpico € TE), Hinr, Hsen, @
capacidade de dissipacédo de calor, e expressdo protéica de nNOS foram comparadas entre
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grupos e situacdes por meio de ANOVA two-way, seguida do post hoc de Tukey. A massa
corporal e a PAS foram comparadas entre grupos e situaces por meio de ANOVA two-
way, seguida do post hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados protocolo experimental 1

5.1.1 Caracteristicas dos animais

A Figura 5.1 apresenta os dados referentes a pressao arterial. A pressao arterial
média (167 £ 10 mmHg vs. 102 £ 5 mmHg), sistolica (195 £ 7 mmHg vs. 119 £ 3 mmHg)
e diastolica (154 + 12 mmHg vs. 94 £ 7 mmHg) foi maior (p < 0,05) nos SHRs em
comparagdo aos NWRs.
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Figura 5.1. Pressdo arterial média (A), sistolica (B) e diastélica (C) de ratos dos grupos
NWR e SHR. Dados expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. NWR.

A massa corporal no dia dos experimentos (Figura 5.2) foi menor nos animais
SHRs em comparacéo aos NWRs (326,8 = 5,9 g vs. 396,5 + 11,8 mmHg, p < 0,05).
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Figura 5.2. Massa corporal de ratos dos grupos NWR e SHR. Dados expressos como

média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR.

5.1.2 Balanco térmico durante o exercicio

Durante o exercicio fisico, os animais do grupo SHR apresentaram um aumento
exacerbado da Tad quando comparados aos NWRs entre os minutos 12 e 30 (min 30:
39,63 +£0,12°C vs. 38,67 £ 0,19 °C, p < 0,05; Figura5.3A). Os SHRs apresentaram maior
laténcia para 0 aumento da Tpele quando comparados aos NWRs, sendo observadas
diferengas nos valores de Tpele €ntre 0s minutos 12 e 23 (min 23: 30,15 + 0,83 °C vs. 33,55
+ 0,63 °C, p < 0,05; Figura 5.3B).

Os dados referentes a relacdo da Tpele € da Tand (Figura 5.4A) também indicam
uma deficiéncia para dissipacdo de calor nos animais hipertensos no inicio do exercicio.
A curva dessa relagdo em animais SHR esta deslocada para a direita, indicando que nesses
animais houve um aumento acentuado da Tand induzido pelo exercicio antes que o
aumento da Thpele fosse detectado. O Hen foi maior em animais SHR quando comparados
aos NWRs (38,90 + 0,22 °C vs. 37,92 £ 0,22 °C, p < 0,05; Figura 5.4B) e ndo houve
diferenga na Hsen entre os grupos (SHR: 7,93 * 2,44 vs. NWR: 14,46 + 3,28, p > 0,05;
Figura 5.4C).
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Figura 5.3. Temperaturas abdominal (A) e da pele da cauda (B) dos animais NWRs e
SHRs submetidos ao exercicio constante. Dados expressos como média + EPM. * p <
0,05 vs. NWR.
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Figura 5.4. Relacdo entre a temperatura abdominal e a temperatura da pele da cauda (A).
Limiar térmico (B) e sensibilidade (C) para dissipacdo de calor durante o exercicio

constante. Dados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR.

5.1.3 Ativacdo neuronal das areas hipotalamicas envolvidas com a termorregulacéo
durante o exercicio

A atividade neuronal foi avaliada em alguns ndcleos cerebrais envolvidos com a
termorregulacdo. Na mPOA (Figura 5.5), a realizacdo do exercicio fisico aumentou o
namero de neurbnios imunorreativos a c-Fos tanto em animais NWRs (145 + 7 vs. 28 +
9, p <0,05) quanto em SHRs (73 + 8 vs. 32 £ 9, p < 0,05). Porém esse aumento na ativacdo
neuronal em resposta ao exercicio foi menor no grupo SHR quando comparado ao grupo
NWR (73 + 8 vs. 145 £ 7, p < 0,05).

No PVN (Figura 5.6), a realizagdo do exercicio fisico também aumentou a
ativacdo neuronal tanto em animais NWRs (405 + 31 vs. 168 + 38, p < 0,05) quanto em
SHRs (226 £ 38 vs. 109 + 38, p < 0,05). Assim como na mPOA, a ativacdo neuronal em
resposta ao exercicio foi menor no grupo SHR quando comparado ao grupo NWR (226 +
38 vs. 405 + 31, p < 0,05).

59



No SON (Figura 5.7), a realizacdo do exercicio fisico também aumentou a
ativacdo neuronal tanto em animais NWRs (160 + 13 vs. 35 + 15, p < 0,05) quanto em
SHRs (154 £ 15 vs. 27 + 15, p < 0,05). Porém ndo foram observadas diferencas na
ativacdo neuronal em resposta ao exercicio entre os grupos SHR e NWR (SHR: 154 + 15
vs. NWR: 160 + 13, p > 0,05).

Além disso, houve uma forte correlacdo negativa entre 0 Hwr € 0 nimero de
neurdnios imunorreativos a c-Fos na mPOA (r = -0,73; p < 0,05; Figura 5.5F) e no PVN
(r=-0,72; p < 0,05; Figura 5.6F). Ja no SON n&o houve essa correlacdo (r = -0,34; p =
0,33; Figura 5.7F). Como esperado, ndo houve correlacdo entre a Hsen € 0 NUmero de
neuronios imunorreativos a c-FOS na mPOA (r = 0,47; p=0,14), no PVN (r=-0,15; p =
0,65) e no SON (r =-0,35; p=0,31).
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Figura 5.5. Imagens representativas da mPOA mostrando imunorreatividade a c-FOS
(nacleos cinza/pretos) dos grupos NWR Branco (A), SHR Branco (B), NWR Exercicio
(C), SHR Exercicio (D). Numero de neurdnios imunorreativos a c-Fos/seccdo na mPOA
(E). Correlacéo entre Hir € 0 nimero de neurdnios imunorreativos a c-Fos na mPOA (F).
Dados expressos como média = EPM. * p < 0,05 vs. NWR Branco, + p < 0,05 vs. SHR
Branco, # p < 0,05 vs. NWR Exercicio.
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Figura 5.6. Imagens representativas do PVN mostrando imunorreatividade a c-FOS
(nacleos cinza/pretos) dos grupos NWR Branco (A), SHR Branco (B), NWR Exercicio
(C), SHR Exercicio (D). Numero de neurbnios imunorreativos a c-Fos/sec¢do no PVN

(E). Correlagdo entre Hir € 0 nUmero de neurdnios imunorreativos a c-Fos no PVN (F).

Dados expressos como média = EPM. * p < 0,05 vs. NWR Branco, + p < 0,05 vs. SHR

Branco, # p < 0,05 vs. NWR Exercicio.
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Figura 5.7. Imagens representativas do SON mostrando imunorreatividade a c-FOS

(nucleos cinza/pretos) dos grupos NWR Branco (A), SHR Branco (B), NWR Exercicio

(C), SHR Exercicio (D). Nimero de neur6nios imunorreativos a c-Fos/sec¢do no SON

(E). Correlagdo entre Hir € 0 nUmero de neurbnios imunorreativos a c-Fos no SON (F).

Dados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR Branco, + p < 0,05 vs. SHR

Branco.
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5.2 Resultados do protocolo experimental 2

5.2.1 Balanco térmico durante o exercicio

Para determinar a curva dose-resposta do efeito da injecdo i.c.v. de NPS na
termorregulacdo durante o exercicio (Figura 5.8), foram testadas trés doses de NPS (8,4
mmol; 4,2 mmol; 2,1 mmol). A injecdo i.c.v. de NPS na dose de 8,4 mmol provocou
maior aumento da Tpele €ntre 0s minutos 13 e 16, 26 e 29 e no momento da fadiga (fadiga:
3,73 £ 0,27 °C vs. 2,46 £ 0,83 °C, p < 0,05) em comparacdo ao grupo salina, e
consequentemente menor aumento na Tand €ntre 0s minutos 18 e 35 (min. 35: 0,88 + 0,22
°Cvs. 1,66 £0,17 °C, p < 0,05). Quando os efeitos do NPS foram avaliados pela area sob
a curva (AUC), a AUC das respostas da Tpele foi maior (74,30 = 5,39 °C-min vs. 34,54 +
9,08 °C-min, p < 0,05) e a AUC da Tand (17,25 £ 3,89 °C-min vs. 32,33 £ 2,72 °C-min, p
< 0,05) foi menor em comparacdo ao grupo salina apos a injecdo i.c.v. de NPS na dose

de 8,4 mmol.

Com a inje¢éo na dose de 4,2 mmol ndo houve diferenga na Tpele €Ntre 0S grupos
NPS e salina (fadiga, 4,2 mmol: 3,25 + 0,99 °C vs. Salina: 2,46 + 0,83 °C, p > 0,05),
porém o grupo NPS apresentou menor aumento na Tand entre 0s minutos 27 e 35 (min.
35:0,96 £ 0,11 °C vs. 1,66 £ 0,17 °C, p < 0,05).

A injecdo i.c.v. de NPS na dose de 2,1 mmol n&o alterou as respostas da Tpele
(fadiga, 2,1 mmol: 2,93 + 0,65 °C vs. Salina: 2,46 + 0,83 °C, p > 0,05) e Tand (fadiga, 2,1
mmol: 2,28 + 0,24 °C vs. Salina: 2,22 £ 0,11 °C, p > 0,05) em comparacéao ao grupo salina,
porém provocou menor aumento na Tpele (Min. 29: 1,70 £ 0,33 °C vs. 3,14 £ 0,26 °C, p <
0,05) e consequentemente maior aumento na Tang (Min. 29: 1,42 + 0,10°C vs. 0,74 £ 0,21

°C, p < 0,05) em comparac¢do ao grupo NPS 8,4 mmol.
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Figura 5.8. Efeitos da injecdo i.c.v. de NPS na variacdo da temperatura abdominal (A) e

da pele da cauda (C) de animais NWRs submetidos ao exercicio constante. AUC da

variacdo da temperatura abdominal (B) e da temperatura da pele da cauda (D). Dados

expressos como média = EPM. * p < 0,05 8,4 mmol vs. SAL, + p < 0,05 4,2 mmol vs.

SAL, #p < 0,05 8,4 mmol vs. 2,1 mmol.

5.2.1 Desempenho fisico

A injecdo i.c.v. de NPS, mesmo em diferentes doses, ndo alterou o desempenho
fisico de ratos NWR (Salina: 120,70 £ 22,80 min. vs. 8,4 mmol: 119,20 £+ 17,00 min. vs.
4,2 mmol: 129,70 £ 21,60 min. vs. 2,1 mmol: 124,90 + 22,80 min., p > 0,05; Figura 5.9).
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Figura 5.9. Efeitos da injecdo i.c.v. de NPS no tempo de exercicio de animais NWRs

submetidos ao exercicio constante. Dados expressos como média + EPM.

5.3 Resultados protocolo experimental 3

5.3.1 Caracteristicas dos animais

A PAS dos SHRs foi maior quando comparados aos NWRs (183 £ 5 mmHg vs.
119 + 5 mmHg; Figura 5.10).
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Figura 5.10. Pressdo arterial sistolica de ratos dos grupos NWR e SHR. Dados expressos
como média = EPM. * p < 0,05 vs. NWR.

A massa corporal dos SHRs foi menor quando comparados aos NWRs (289,7 +

8,3gvs. 343,1+8,39,p<0,05; Figura5.11).
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Massa corporal (g)
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Figura 5.11. Massa corporal de ratos dos grupos NWR e SHR. Dados expressos como

média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR.
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5.3.2 Balanco térmico durante o exercicio

No grupo NWR (Figura 5.12A e 5.12C), a injecdo i.c.v. de NPS provocou menor
aumento na Tang quando comparada ao grupo salina entre o minuto 18 e a fadiga (fadiga:
1,28 £ 0,16 °C vs. 1,71 £ 0,26 °C, p < 0,05), e maior aumento na Tpele €Ntre 0S Minutos 7
e 8, 14 e a fadiga (fadiga: 3,12 + 0,33 °C vs. 1,60 + 0,47 °C, p < 0,05). No grupo SHR
(Figura4.12B e 4.12D), a injecdo i.c.v. de NPS provocou menor aumento na Tapd quando
comparada ao grupo salina entre 0 minuto 23 e a fadiga (fadiga: 1,09 + 0,13 °C vs. 1,70
+ 0,18 °C, p < 0,05), e maior aumento na Tpele €ntre 0s minutos 8 e 19 (min 19: 2,53 +
0,52°C vs. 1,06 £ 0,72 °C, p < 0,05).

Quando o efeito da hipertensdo foi avaliado, percebe-se que essa foi capaz de
influenciar as respostas termorregulatérias durante o exercicio. No grupo Salina, animais
SHRs apresentaram maior aumento da Tand quando comparada ao grupo NWR entre os
minutos 16 e 23 (min 23: 1,62 = 0,15 °C vs. 1,21 + 0,12 °C, p < 0,05; Figura 5.12A e
5.12B), e menor aumento na Tpele entre 0s minutos 1 e 16 (min 16: 0,09 + 0,95 °C vs. 1,39
+ 0,41 °C, p < 0,05; Figura 5.12C e 5.12D). No grupo NPS, animais SHRs apresentaram
maior aumento da Tang quando comparada ao grupo NWR entre os minutos 8 e 27 (min
27:1,20 £ 0,13 °C vs. 0,69 £ 0,20 °C, p < 0,05; Figura 5.12A e 5.12B), e menor aumento
na Tpele €ntre 0s minutos 4 e 15 (min 15: 1,58 + 0,83 °C vs. 2,83 + 0,20 °C, p < 0,05;
Figura5.12C e 5.12D).
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Figura 5.12. Efeitos da injecdo i.c.v. de NPS na variacdo das temperaturas abdominal
(painéis A e B) e da pele da cauda (painéis C e D) de animais NWRs (paineis A e C) e
SHRs (painéis B e D) submetidos ao exercicio constante. Dados expressos como média
+ EPM. * p < 0,05 NWR NPS vs. NWR SAL, + p < 0,05 SHR NPS vs. SHR SAL.

Os dados referentes a relacéo da Tpele € da Tand (Figuras 5.13A e 5.13B) indicam
que a injecdo i.c.v. de NPS facilita a dissipacdo de calor durante o exercicio tanto em
animais NWRs quanto em SHRs. Em ambos 0s grupos, a curva dessa relacdo esta
deslocada para a esquerda, indicando que nesses animais houve um menor aumento da

Tand induzido pelo exercicio antes que 0 aumento da Tpele fosse desencadeado.

O Hun (Figura 5.13C) foi maior em animais SHR quando comprados aos NWRs
tanto no grupo salina (p < 0,05) quanto no grupo NPS (p < 0,05). Ja a injecdo i.c.v. de
NPS reduziu o Hyn em animais NWR (37,28 + 0,13 °C vs. 37,79 £ 0,13 °C, p < 0,05) e
SHRs (38,21 + 0,12 °C vs. 38,57 + 0,12 °C, p < 0,05). Quando o efeito da hipertensédo
arterial foi avaliado, percebe-se que essa foi capaz de aumentar o Hyn tanto no grupo SAL
(38,57 £ 0,12 °C vs. 37,79 £ 0,13 °C, p < 0,05) quanto no grupo NPS (38,21 + 0,12 °C vs.
37,28 + 0,13 °C, p < 0,05). A hipertenséo arterial e a injecdo central de NPS (Figura
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5.13D) ndo modificaram a Hsen (NWR SAL: 37,79 £ 0,13 vs. NWR NPS: 37,28 + 0,13
vs. SHR SAL: 38,57 £ 0,12 vs. SHR NPS: 38,21 £ 0,12, p > 0,05).
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Figura 5.13. Relacdo entre temperatura da pele da cauda e temperatura abdominal em
animais NWRs (A) e SHRs (B) apds a injecdo i.c.v. de NPS ou SAL. Efeitos da injecdo
i.c.v. de NPS no limiar (C) e sensibilidade (D) para dissipacdo de calor durante o exercicio
constante. Dados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 NWR NPS vs. NWR SAL, +
p < 0,05 SHR NPS vs. SHR SAL, # p < 0,05 SHR SAL vs. NWR SAL, @ p < 0,05 SHR
NPS vs. NWR NPS.

5.3.3 Desempenho fisico

Os efeitos da hipertenséo arterial e da injecdo i.c.v. de NPS no desempenho fisico
também foram avaliados (Figura 5.14). A injecdo i.c.v. de NPS ndo alterou o TE em
animais NWRs (NWR NPS: 66,0 £ 6,8 vs. NWR SAL: 60,5 £ 6,7, p > 0,05) ou SHRs
(SHR NPS: 61,2 £ 5,8 vs. SHR SAL: 59,7 £ 5,8, p > 0,05). A hipertens&o arterial também
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ndo afetou o TE nos grupos SAL (SHR SAL: 59,7 + 5,8 vs. NWR SAL.: 60,5 £ 6,7, p >
0,05) e NPS (SHR NPS: 61,2 + 5,8 vs. NWR NPS: 66,0 + 6,8, p > 0,05).

O desempenho fisico também foi avaliado pelo trabalho realizado pelos animais,
a injecdo i.c.v. de NPS também ndo alterou o trabalho em animais NWR (NWR NPS:
299,0 + 27,1 Jvs. NWR SAL: 277,0 £ 27,1 J, p > 0,05) ou SHR (SHR NPS: 206,0 + 23,2
Jvs. SHR SAL: 200,1 + 23,2 J, p > 0,05). Porém, o trabalho realizado pelos SHRs foi
menor em comparagdo com os animais NWRs, tanto no grupo Salina (SHR SAL: 200,1
+ 23,2 vs. NWR SAL: 277,0 + 27,1, p < 0,05), quanto no grupo NPS (SHR NPS: 206,0
+ 23,2 vs. NWR NPS: 299,0 + 27,1, p < 0,05).
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Figura 5.14. Efeitos da injecdo i.c.v. de NPS no tempo de exercicio (A), e trabalho (B) de
animais NWRs e SHRs. Dados expressos como média + EPM. # p < 0,05 SHR SAL vs.
NWR SAL, @ p < 0,05 SHR NPS vs. NWR NPS.
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5.4 Resultados protocolo experimental 4

5.4.1 Caracteristicas dos animais

A massa corporal dos diferentes grupos no periodo pds-treinamento esta
apresentada na Figura 5.15. N&o foram observados efeitos do treinamento fisico na massa
corporal em animais normotensos (NWR T: 394,8 + 9,5 g vs. NWR NT: 397,3+8,9¢g, p
> (0,05) e hipertensos (SHR T: 304,7 + 9,5 g vs. SHR NT: 289,3 + 8,9 g, p > 0,05). Os
animais dos grupos SHR NT e SHR T apresentaram menor massa corporal (p < 0,05)

guando comparados aos animais dos grupos NWR NT e NWR T, respectivamente.

500 -

400 -
* +
300 +
200 A
100 -
0

NWR NT NWR T SHR NT SHRT

Massa corporal (g)

Figura 5.15. Massa corporal de ratos dos grupos NWR NT, NWR T, SHR NT e SHR T.
Dados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR NT; + p < 0,05 vs. NWR T.

A PAS no periodo pds-treinamento nos diferentes grupos esta apresentada na
Figura 5.16. O treinamento fisico reduziu a PAS apenas no grupo SHR T (160,1 + 5,4
mmHg vs. 183,5 + 5,3 mmHg, p < 0,05). Os animais hipertensos apresentaram maior
PAS quando comparados aos animais normotensos, tanto nos grupos néo treinados (183,5
+ 5,3 mmHg vs. 118,8 + 5,4 mmHg, p < 0,05) quanto nos treinados (160,1 £ 5,4 mmHg
vs. 121,2 + 6,4 mmHg, p < 0,05).
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Figura 5.16. Pressdo arterial sistolica de ratos dos grupos NWR NT, NWR T, SHR NT e
SHR T. Dados expressos como média = EPM. * p < 0,05 vs. NWR NT; + p < 0,05 vs.
NWR T, # p < 0,05 vs. SHR NT.

5.4.2 Desempenho fisico

Para avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre o desempenho fisico dos
animais foram utilizados a variacdo entre os valores pré e pos-treinamento do VO0zpico
(Figura 5.17A) e do tempo de exercicio (Figura 5.17B). O treinamento fisico aumentou o
V0zpico tanto nos NWRs (6,50 + 2,23 ml.kg®"®.mint vs. -2,03 + 1,88 ml.kg®">.min%, p <
0,05) quanto nos SHRs (5,71 + 1,76 mlL.kg®".min"t vs. 0,26 + 1,57 ml.kg®"™.min?, p <
0,05). Da mesma forma, treinamento fisico aumentou o tempo de exercicio tanto nos
NWRs (14,8 = 4,1 min vs. -9,4 + 3,5 min, p < 0,05) quanto nos SHRs (11,1 + 3,8 min vs.
-9,5 £ 2,9 min, p < 0,05).
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Figura 5.17. Desempenho fisico de ratos dos grupos NWR NT, NWR T, SHR NT e SHR
T. Variacdo entre os momentos pré e pds-treinamento fisico do Vozpico (A) € do tempo de
exercicio (B). Dados expressos como média + EPM. @ p < 0,05 vs. NWR NT; # p < 0,05
vs. SHR NT.

5.4.3 Balanco térmico durante o exercicio

No grupo NWR (Figura 5.18A e 5.18C), o treinamento fisico ndo alterou a
resposta da Tand durante o exercicio (fadiga: NWR T: 1,62 £ 0,26 °C vs. NWR NT: 1,71
+ 0,26 °C, p < 0,05), mas provocou um maior aumento na Tpele €ntre 0 minuto 14 e a
fadiga (fadiga: 3,65 £ 0,38 °C vs. 1,60 £ 0,47 °C, p < 0,05). No grupo SHR (Figura 5.18B

e 5.18D), o treinamento fisico também néo alterou a resposta da Tang durante o exercicio

75



(fadiga: SHR T: 1,54 £ 0,29 °C vs. SHR NT: 1,70 + 0,18 °C, p < 0,05), mas provocou um
maior aumento na Tpele entre 0S minutos 1 e 12, e 26 e 31 (min 12: -0,54 + 0,93 °C vs. -
2,64 £ 0,80 °C, p < 0,05).

Quando o efeito da hipertensdo foi avaliado, percebe-se que essa foi capaz de
influenciar as respostas termorregulatorias durante o exercicio. Nos grupos ndo treinados,
animais SHRs apresentaram maior aumento da Tand quando comparada ao grupo NWR
entre 0os minutos 16 e 23 (min 23: 1,62 + 0,15 °C vs. 1,21 + 0,12 °C, p < 0,05; Figura
5.18A e 5.18B), e menor aumento na Tpele €ntre 0s minutos 1 e 16 (min 16: 0,09 £ 0,95
°Cvs. 1,39 £ 0,41 °C, p < 0,05; Figura 5.18C e 5.18D). Nos grupos treinados, ndo houve
diferenga com relagdo a Tand entre 0s grupos SHR e NWR (fadiga: SHR: 1,62 + 0,26 °C
vs. NWR: 1,71 + 0,26 °C, p < 0,05; Figura 5.18A e 5.18B), mas os animais do grupo SHR
apresentaram menor aumento na Tpele €ntre 0s minutos 10 e 18 (min 18: 1,51 + 0,57 °C
vs. 3,05 £ 0,30 °C, p < 0,05; Figura 5.18C e 5.18D).
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Figura 5.18. Efeitos do treinamento fisico na variacdo das temperaturas abdominal

(painéis A e B) e da pele da cauda (painéis C e D) de animais NWRs (paineis A e C) e

SHRs (painéis B e D) submetidos ao exercicio constante. Dados expressos como média

+ EPM. *p < 0,05 NWR T vs. NWR NT, + p < 0,05 SHR T vs. SHR NT.
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Os dados referentes a relagéo da Tpele € da Tang (Figuras 5.19A e 5.19B) indicam
que o treinamento fisico ndo modifica 0 Hin e a Hsen durante o exercicio tanto em animais
NWRs quanto em SHRs. Nos grupos SHR, a curva dessa relacdo esta deslocada para a
direita, indicando que nesses animais houve um maior aumento da Tand induzido pelo
exercicio antes que o aumento da Tpee fosse desencadeado, indicando uma dificuldade

para acionar os mecanismos de dissipagdo de calor nesses animais.

O Hun (Figura 5.19C) foi maior em animais SHRs quando comprados aos NWRs
tanto no grupo ndo treinado (38,57 £ 0,12 °C vs. 37,79 £ 0,13 °C, p < 0,05) quanto no
grupo treinado (38,97 + 0,15 °C vs. 37,72 £ 0,16 °C, p < 0,05). J& o treinamento fisico
ndo modificou 0 Hyn em animais NWRs (NWR T: 37,72 + 0,16 °C vs. NWR NT: 37,79
+0,13°C, p <0,05) e SHRs (SHR T: 38,97 £ 0,15 °C vs. SHR NT: 38,57 + 0,12 °C, p <
0,05). A hipertensao arterial e o treinamento fisico (Figura 5.19D) ndo modificaram a Hsen
(NWR NT: 6,42 + 5,01 vs. NWR T: 6,54 £ 3,44 vs. SHR NT: 8,31 £ 4,76 vs. SHR T:
5,20 £ 3,19, p > 0,05).
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Figura 5.19. Relacdo entre temperatura da pele da cauda e temperatura abdominal em
animais NWRs (A) e SHRs (B) treinados e ndo treinados. Efeitos do treinamento fisico
no limiar (C) e sensibilidade (D) para dissipacéo de calor durante o exercicio constante.
Dados expressos como média + EPM. # p < 0,05 SHR NT vs. NWR NT, @ p < 0,05 SHR
Tvs. NWR T.

A eficiéncia termorregulatéria (Figura 5.20) foi menor no grupo SHR NT quando
comparado ao grupo NWR NT (1,94 £ 0,22 cal/J vs. 1,24 £ 0,36 cal/J, p < 0,05). O
treinamento fisico aumentou a eficiéncia termorregulatéria no grupo SHR (0,90 + 0,19
cal/J vs. 1,94 £ 0,22 cal/J, p < 0,05) mas ndo no grupo NWR (NWR T: 1,00 £ 0,24 cal/J
vs. NWR NT: 1,24 + 0,36 cal/J, p > 0,05). N&o houve diferenca entre os grupos SHR T e
NWR T (SHR T: 0,90 + 0,19 cal/J vs. NWR T: 1,00 + 0,24 cal/J, p > 0,05).
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Figura 5.20. Eficiéncia termorregulatéria durante o exercicio constante em animais
NWRs e SHRs treinados e ndo treinados. Dados expressos como média =+ EPM. * p <
0,05 vs. NWR NT, # p < 0,05 vs. SHR NT.

5.4.4 Expressao proteica da nNOS

A expressdo proteica da p-nNOS(ser852) na APO (Figura 5.21) foi menor no
grupo SHR NT quando comparado ao grupo NWR NT (0,06 + 0,01 u.a. vs. 0,09 + 0,01
u.a., p <0,05). O treinamento fisico aumentou a expressao proteica da p-nNOS(ser852)
na APO no grupo SHR (0,10 + 0,01 u.a. vs. 0,06 £ 0,01 u.a., p < 0,05) mas ndo no grupo
NWR (NWR T: 0,10 + 0,01 u.a. vs. NWR NT: 0,09 + 0,01 u.a., p < 0,05). Ndo houve
diferenca entre os grupos SHR Te NWR T (SHR T: 0,10 + 0,01 u.a. vs. NWR T: 0,10 +
0,01 u.a., p >0,05).

79



NWR NT NWRT SHRNT SHRT

oS ser852) - R

0.14 4

0.12 4

p-nNOS(ser852):nNOS (a.u.)

0.02 1

0.00

0.10 +

0.08 1

0.06 1

0.04 4

nNOS 1s1kpa - ﬂ — ey

C— NWR NT (n = 8)
¥ZZ2 NWR T (n = 8)
BN SHR NT (n = 8)
1 SHR T (n=8) T

T

(IS

Figura 5.21. Expressdo proteica da p-nNOS(ser852) na APO de animais NWRs e SHRs
treinados e ndo treinados. Dados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. NWR NT,

#p < 0,05 vs. SHR NT.

A expressdo proteica da p-nNOS(ser852) no PVN (Figura 5.22) foi semelhante
entre 0s grupos SHR NT e NWR NT (SHR NT: 1,10 £ 0,19 u.a. vs. NWR NT: 0,94 +
0,13 u.a., p > 0,05). O treinamento fisico aumentou a expressao proteica da p-
nNOS(ser852) na APO no grupo SHR (1,58 £ 0,17 u.a. vs. 1,10 £ 0,19 u.a.,, p <0,05) e
no grupo NWR (1,56 + 0,25 u.a. vs. 0,94 £ 0,13 u.a., p < 0,05). N&o houve diferenca entre
0s grupos SHR Te NWR T (SHR T: 1,58 + 0,17 u.a. vs. NWR T: 1,56 £ 0,25 u.a., p >

0,05).
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Figura 5.22. Expresséo proteica da p-nNOS(ser852) no PVN de animais NWRs e SHRs
treinados e ndo treinados. Dados expressos como média £ EPM. + p < 0,05 vs. NWR NT,
#p <0,05vs. SHR NT.
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho teve como objetivo verificar se o déficit termorregulatorio
apresentado por animais hipertensos durante o exercicio envolve a ativacdo de vias
neurais moduladas pelo 6xido nitrico e se o treinamento fisico seria capaz de corrigir esse
desequilibrio termorregulatério em animais hipertensos via modulacdo oxinitrérgica.
Para isso, foi verificado se as alteragfes termorregulatorias em animais hipertensos
realmente tém origem central e se a injecé@o central de um doador de 6xido nitrico poderia
corrigir esse desequilibrio termorregulatdrio. Além disso, procurou-se avaliar os efeitos
do treinamento fisico no controle termorregulatdrio e a expressdo proteica da p-nNOS em
animais hipertensos. Os resultados do presente estudo demonstram que animais
hipertensos possuem menor ativacdo de ndcleos cerebrais envolvidos com a
termorregulacdo durante o exercicio. Demonstrou que o aumento da disponibilidade de
Oxido nitrico aumenta a dissipacao de calor e consequentemente provoca menor aumento
da temperatura interna em animais hipertensos durante o exercicio, corrigindo dessa
forma, o desequilibrio termorregulatorio apresentados por esses animais. O treinamento
fisico normalizou a expressao proteica de p-nNOS na APO que € alterada em animais
hipertensos, aumentou a expressao proteica de p-nNOS no PVN de animais normotensos
e hipertensos, além de corrigir o desequilibrio termorregulatério em animais hipertensos,

aumentando a dissipacao de calor e diminuindo a hipertermia durante o exercicio.

Origem central do desequilibrio termorrequlatério em animais hipertensos durante o

exercicio

Os resultados do delineamento 1 demostram que 0s animais hipertensos
apresentaram maior aumento das Tand durante o exercicio quando comparados a animais
normotensos. Outros trabalhos também ja investigaram a termorregulacdo em animais
hipertensos durante o exercicio em animais com a mesma idade dos animais do presente
estudo (Campos et al., 2014; Drummond et al., 2016). Apenas o trabalho de Campos et
al. (2014), ndo demonstrou a hipertermia exacerbada em animais hipertensos durante o
exercicio em ambiente temperado. As diferencgas nas respostas entre os estudos citados se

devem provavelmente aos diferentes niveis de hipertensdo arterial apresentadas pelos
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animais dos diferentes estudos (Campos et al. 2014, PAS = 170 = 2 mmHg; Drummond
etal. 2016, PAS =196 + 4; presente estudo, PAS = 195 + 7), 0 que pode ter comprometido
de forma diferente a dissipacgdo de calor nesses animais.

No presente estudo, os maiores aumentos da Tang induzidos pelo exercicio em
ambiente temperado nos animais hipertensos podem ser explicados por um atraso para
dissipacdo cutanea de calor para o ambiente. As diferengas na Tpele entre SHRs e NWRs
foram encontradas entre os minutos 12 e 23, enquanto as diferencas na Tanq foram
observadas a partir do 12° minuto. A temporalidade dessas respostas indica que o atraso
para o aumento da dissipagéo de calor contribui para 0 aumento da Tand. Foi sugerido por
Drummond et al. (2016) que as alteragcdes termorregulatdrias encontradas em animais
hipertensos durante o exercicio tenham origem no sistema nervoso central. Porém, até o
momento, as alteracdes centrais envolvidas na termorregulacdo durante o exercicio em

animais hipertensos ainda ndo haviam sido demonstradas.

O presente estudo demonstra que animais hipertensos apresentam maior Hinr
quando comparados a animais normotensos e que ndo ha diferenca na Hsen entre os dois
grupos. Esses resultados sdo semelhantes aos ja publicados por nosso grupo (Drummond
et al., 2016). O maior Hirencontrados em animais SHR sem alteraces concomitantes na
Hsen Sugere que os prejuizos na dissipacdo de calor em animais hipertensos sejam
causados por mecanismos centrais. Alteracdes no Hwr geralmente séo interpretadas como
consequéncias de modulagdes centrais, enquanto alteragdes na Hsen S80 consequéncias de

alteracOes periféricas (Gisolfi e Wenger, 1984).

De fato, os animais hipertensos apresentam alteracGes na ativacdo de ndcleos
cerebrais envolvidos na termorregulacdo durante o exercicio. Nas situacdes sem exercicio
(grupo branco) nao foram encontradas diferencas na ativacdo neuronal de nucleos
envolvidos com a termorregulacdo entre animais SHRs e NWRs em nenhuma das areas
avaliadas (mPOA, PVN e SON). J& durante o exercicio, animais hipertensos apresentaram
menor ativacdo neuronal na mPOA e PVN quando comparados a animais normotensos.
Além disso, houve uma forte correlagdo negativa entre a ativacdo neuronal e 0 Hinr nesses
dois nucleos. Portanto, € possivel que a alteragdo na atividade neuronal nesses nucleos
seja um dos responsaveis pelos prejuizos termorregulatérios durante o exercicio
encontrados nos animais hipertensos. Assim como na situacdo de repouso, durante o

exercicio a ativacdo neuronal no SON ndo foi diferente entre animais SHRs e NWRs.
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A APO ocupa um lugar de destaque dentre as estruturas envolvidas no controle
da temperatura corporal. A APO possui neurdnios termossensiveis que mudam sua
atividade frente a alteracbes na temperatura local. Essa regido também recebe
informacdes térmicas provenientes de termorreceptores centrais e periféricos, processa
essas informacOes e estimula as alteracfes necessarias para o controle da temperatura
corporal (Boulant, 2000; Nakamura, 2011). A APO emite projecdes neuronais para varias
regides do sistema nervoso central, modulando a atividade desses nucleos participantes
do controle termorregulatorio, dentre eles o0 PVN e nucleo ventromedial (Nagashima,
2006; Romanovsky, 2007). As eferéncias neurais provenientes desses nucleos modulam
respostas efetoras especificas como a salivagdo, o tdbnus vasomotor, o tremor, a atividade
metabdlica do tecido adiposo marrom e as respostas termorregulatérias comportamentais,
sendo cada uma por via neural distinta e independente (Kazuyuki et al., 1998; Nagashima,
2006; Romanovsky, 2007).

O SON também € um nucleo que recebe projecbes neurais da APO e ja foi
demonstrado sua participacdo no controle da temperatura corporal (Takahashi et al.,
2001a; b). Sua participacdo de da através de uma modulacdo via sistema nervoso
autdbnomo. Além disso o SON, possui uma importante funcdo na manuten¢do do balanco
hidroeletrolitico durante o estresse térmico (Yoshida et al., 2002; Nunez et al., 2012). No
presente estudo, a realizacdo do exercicio aumentou a atividade neuronal nesse nucleo,
mas as diferencas na termorregulacdo entre animais SHRs e NWRs parecem ndo estar
relacionadas a atividade do SON, ja que ndo foram observadas diferencas na ativacdo

neuronal entre as duas linhagens.

O papel do PVN para o controle da atividade nervosa simpatica que regula a
funcdo cardiovascular ja é bem conhecida e discutida na literatura (Patel, 2000; Li,
Jackson, et al., 2006). Mas esse nlcleo também possui um papel importante do controle
termorregulatdrio. Ja foi demonstrado que o PVN possui neurdnios termossensiveis que
sdo ativados mediante estresse térmico (Bratincsak e Palkovits, 2004; Cham et al., 2006).
O PVN, por meio de projecdes para outras areas como a rafe palida, a medula
ventrolateral rostral e a coluna intermediolateral, participa da regulacdo da atividade
simpatica dos 6rgdos efetores envolvidos na termorregulacdo, como, por exemplo, o
tecido adiposo marrom, a glandula salivar e o leito vascular cutaneo da cauda de roedores
(Kazuyuki et al., 1998; Smith et al., 1998; Cham e Badoer, 2008; Madden e Morrison,
2009; Leite et al., 2012). No presente estudo, animais hipertensos apresentaram uma
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menor ativagdo neuronal no PVN e maior Hwr, com forte correlacdo entre essas duas
variaveis. Esses dados contribuem para explicar a dificuldade na dissipacdo de calor e
consequente maior aumento da Tang durante o exercicio nos animais hipertensos durante

0 exercicio.

Além das alterages centrais demonstradas no presente trabalho, é possivel que
alteracdes periféricas também estejam relacionadas ao atraso na vasodilatacdo da cauda
encontrada em ratos hipertensos durante o exercicio. A resisténcia vascular periférica nos
animais hipertensos pode ser até 50% maior do que em ratos normotensos, dependendo
do leito vascular estudado (Lais et al., 1974). A maior resisténcia periférica em animais
hipertensos pode ser explicada por diversos fatores, dentre eles, hiperresponsividade da
musculatura lisa dos vasos a agentes vasoconstritores (Lais et al., 1974), prejuizos na
vasodilatacdo mediada pelo fluxo sanguineo (Koller e Huang, 1994) e menor
biodisponibilidade de éxido nitrico periférico (Kerr et al., 1999; Touyz e Schiffrin, 2004).
Além disso, j& foi demonstrado que SHRs apresentam espessamento da musculatura lisa

da artéria caudal e concomitante diminuicao da luz do vaso (Sandow et al., 2003).

Além da dissipacdo de calor prejudicada, uma producdo de calor exacerbada
também poderia ser um dos fatores que causam o maior aumento da Tad durante o
exercicio em animais hipertensos. Porém até o momento, ndo foram encontradas
diferencas na taxa metabdlica e, portanto, na producéo de calor entre animais hipertensos
e normotensos durante o exercicio em ambiente temperado (Campos et al., 2014;
Campos, 2017).

Escolha da dose de nitroprussiato de sédio utilizada

No presente trabalho foram testadas 3 diferentes doses de NPS (2,1 mmol, 4,2
mmol e 8,4 mmol) nas respostas termorregulatorias e de desempenho fisico durante o
exercicio em animais normotensos. A dose de 2,1 mmol ndo causou efeito
termorregulatério nos animais avaliados. As doses de 4,2 mmol e 8,4 mmol causaram
maior dissipacéo de calor e menor aumento na Tang durante o exercicio, com 0s maiores

efeitos sendo observados com a utilizagdo da maior dose. Nenhuma das doses avaliada
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alterou o desempenho fisico dos animais avaliados. Portanto, a dose escolhida para os

experimentos subsequentes foi a de 8,4 mmol.

O mecanismo de liberagdo de NO pelo NPS ( Naz[Fe"'(CN)s(NO)] ) nos tecidos
bioldgicos é mais complexo do que geralmente é assumido e ainda ndo foi completamente
elucidado (Miller e Megson, 2007). Para alguns autores, o simples contato com o tecido
biolégico provoca a liberacdo de NO a partir do NPS (Grossi et al., 2001; Grossi e
Montevecchi, 2002). De toda forma, varias rotas podem estar envolvidas na liberacéo de
NO e até 0 momento ja foi demonstrado um papel fundamental da glutationa e da cisteina,

presentes na maioria dos tipos celulares, na liberacdo do NO (Grossi e D'angelo, 2005).

No presente estudo, os niveis de NO no sistema nervoso central apds injecdo de
NPS ndo foram avaliados. Mas as respostas termorregulatdrias apresentadas apds a
injecdo de NPS vao de encontro as esperadas com o aumento das concentracdes de NO
central (Wanner, Leite, et al.,, 2015). Portanto, as respostas termorregulatorias
apresentadas apos a injecdo de NPS podem, a0 menos em parte, serem atribuidas ao

aumento da disponibilidade de NO central.

Efeitos da injecdo central de NPS nas respostas termorrequlatérias de animais

normotensos e hipertensos durante o exercicio

Os resultados encontrados no delineamento 3 indicam que o aumento da
disponibilidade de NO central aumenta a dissipagdo de calor durante o exercicio tanto em
animais normotensos quanto em animais hipertensos, provocando menor aumento da Tand
em ambos os grupos. O aumento da dissipacdo de calor provocado pela injecéo central de
NPS se deve, a0 menos em parte, a redugdo do Hr. Quando se observa a curva da relagdo
entre as Tand € Tpele, pode-se perceber que a injecdo central de NPS deslocou essa curva
para direita, portanto foi necessario um menor aumento da temperatura interna para que

0s mecanismos de dissipacédo de calor fossem acionados.

A vasodilatacdo da cauda € a principal via utilizada por ratos para dissipar o calor
acumulado durante o exercicio (Wilson et al., 1978; Gisolfi e Wenger, 1984; Wanner,
Primola-Gomes, et al., 2015). Porém outros mecanismos como a vasodilatacdo da pele

das patas (Gordon e Watkinson, 1988; Gordon, 1990), a evaporacgdo da saliva dispersa
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sobre a superficie corporal (Hainsworth, 1967; Hainsworth e Stricker, 1969), a
evaporacgdo de agua a partir do trato respiratorio (Tanaka et al., 1988) e até mesmo a
mic¢do voluntaria e posterior dispersao dessa urina pela superficie corporal (Hubbard et
al., 1982) contribuem para a dissipacdo de calor em roedores (Wanner, Primola-Gomes,
et al., 2015). O fluxo sanguineo para a pele da cauda é modulado por uma atividade
vasoconstritora noradrenérgica (O'leary et al., 1985; Owens et al., 2002). A realizagdo de
uma simpatectomia na regido do tronco eleva o fluxo sanguineo da cauda para niveis
similares aos observados em ratos sob situacdo de hipertermia (O'leary et al., 1985).
Portanto, é razoavel propor que a vasodilatacédo da pele da cauda induzida pelo exercicio
resulta de uma retirada da atividade simpética para a cauda (Wanner, Primola-Gomes, et
al., 2015).

Vaérios estudos ja demonstraram o papel do 6xido nitrico central na reducdo da
atividade simpatica (Monda et al., 1995; Nishimura et al., 1997; Nurminen et al., 1997,
Zhang et al., 1997; Li, Wang, et al., 2006). A injecdo i.c.v. de L-arginina diminui a
atividade simpatica no nervo abdominal (Nishimura et al., 1997). A administracao i.c.v.
de L-NAME em ratos anestesiados induz um aumento da frequéncia cardiaca, da pressdo
arterial, que pode ser prevenido por um pré-tratamento com agente betabloqueador
adrenérgico (Nurminen et al., 1997). A injecdo i.c.v do inibidor das NOS (NC-
monomethyl-L-arginine) no PVN aumenta a frequéncia cardiaca, a pressdo arterial, e a
atividade nervosa simpatica renal. Esses efeitos sdo atenuados pela administracdo

subsequente de L-arginina (Zhang et al., 1997).

A hiperatividade simpética € uma caracteristica de animais SHRs (Judy et al.,
1976; Takeda et al., 1987). Portanto, a dificuldade na vasodilatacdo da cauda demonstrada
pelos animais hipertensos durante o exercicio pode ser uma consequéncia dessa
hiperatividade. Ja 0 aumento da concentracdo central de NO poderia reduzir a atividade
simpatica, aumentar a vasodilatacdo da cauda e consequentemente aumentar a dissipacédo

de calor durante o exercicio em animais SHRs.

Os resultados encontrados no presente trabalho séo semelhantes aos de Wanner et
al. (2015), que também avaliaram os efeitos da injecdo central de um doador de NO (L-
arginina) na termorregulacdo de ratos normotensos durante o exercicio. A diferenga entre
os estudos esta no doador de NO utilizado. O NPS utilizado no presente estudo, & um
doador de NO que néo depende das NOS para a producdo de NO (Miller e Megson, 2007),
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diferente da L-arginina que depende das NOS para a producdo de NO (Miller e Megson,
2007).

Os efeitos da inibicdo das NOS na termorregulacdo durante o exercicio também
ja foram avaliados (Lacerda et al., 2005; Lacerda et al., 2006; Lima et al., 2014). A
injecdo central de L-NAME, um inibidor ndo especifico das NOS diminuiu a dissipacado
de calor (Lacerda et al., 2005), aumentou a producao de calor (Lacerda et al., 2006) com
consequente maior acumulo de calor durante o exercicio (Lacerda et al., 2005). Também
ja foi demonstrado, que a injecdo central de L-NAME diminui a ativacdo neuronal no
PVN, um importante ndcleo hipotalamico para o controle termorregulatério durante o

exercicio (Lima et al., 2014).

Efeitos do treinamento fisico nas respostas termorrequlatdrias de animais normotensos e

hipertensos durante o exercicio

Os resultados do delineamento 4 demonstram que entre 0s animais ndo treinados,
0s animais hipertensos apresentam menor dissipacdo de calor e consequente maior
aumento da Tang durante o exercicio quando comparados a animais normotensos. Ja entre
0s grupos treinados, animais hipertensos e normotensos apresentaram aumento
semelhante da Tang durante o exercicio. A Tpele fOi menor em animais hipertensos
treinados quando comparados aos normotensos treinados entre os minutos 10 e 18 da
sessdo de exercicio. Esses resultados sugerem que a reducdo da dissipacéo de calor nos
animais hipertensos ndo foi suficiente para afetar o controle da Tand durante o exercicio

nos animais treinados.

O treinamento fisico foi capaz de tornar o controle termorregulatorio mais
eficiente durante o exercicio tanto em animais normotensos quanto em hipertensos. Em
animais normotensos e hipertensos néo houve diferenga na Tand €ntre animais treinados e
ndo treinados. Esses resultados indicam um aumento da eficiéncia termorregulatoria
nesses animais, ja que os animais dos grupos treinados e ndo treinados realizaram o
exercicio a uma mesma intensidade relativa (60% Vmax) mas em diferentes intensidades
absolutas (NWR NT: 13,9 + 0,3 m/min; NWR T: 16,9 + 0,3 m/min; SHR NT: 13,7 £ 0,3

m/min; SHR T: 16,3 + 0,6 m/min;). Nessas condi¢es o calor metabolico gerado nos

88



animais treinados seria maior devido a maior intensidade do exercicio. Para manter a

temperatura interna semelhante seria necesséaria uma maior dissipacdo de calor.

De fato, o treinamento fisico aumentou a dissipacdo de calor durante o exercicio
em animais normotensos e hipertensos. Animais normotensos e hipertensos treinados
apresentaram maior Tpele € capacidade de dissipacdo de calor durante o exercicio quando
comparados a animais ndo treinados. O treinamento fisico parece aumentar a capacidade
de vasodilatacdo da cauda e consequentemente aumentar a dissipacdo de calor. Esse
aumento da capacidade de dissipacdo de calor pode ser explicado por alteracGes
vasculares. O treinamento fisico é capaz de melhorar a fungéo vascular atraves da reducao
da atividade simpéatica (Bertagnolli et al., 2008) e da resisténcia vascular periférica (Melo
et al., 2003; Amaral e Michelini, 2011) e melhora da funcéo endotelial (Laughlin et al.,
2001; Roque et al., 2013) em hipertensos.

A participacao do NO na termorregulacdo durante o exercicio foi demonstrada no
presente trabalho e em diversos outros estudos (Lacerda et al., 2005; Lacerda et al., 2006;
Limaetal., 2014; Wanner, Leite, et al., 2015). O presente estudo também demonstrou 0s
efeitos do treinamento fisico na modulacdo da atividade da nNOS. O treinamento
normalizou a atividade da nNOS na APO, que se encontrava diminuida nos animais
hipertensos. O treinamento fisico também aumentou a atividade da nNOS no PVN de
ratos normotensos e hipertensos. Santiago et al. (2016) ja demonstraram que ratos
normotensos treinados apresentam uma maior ativagdo neuronal nos mesmos ndcleos

investigados (APO e PVN) quando submetidos a uma sesséo de exercicio.

Portanto, o aumento da eficiéncia termorregulatdria provocado pelo treinamento
fisico pode, ao menos em parte, ser explicados pelo aumento da atividade da nNOS na
APO e PVN. O aumento da atividade da nNOS pode resultar em uma maior
disponibilidade de NO no PVN, reducdo da atividade simpética, aumento do fluxo
sanguineo para a pele da cauda, aumento da dissipacdo de calor e finalmente em menor

hipertermia durante o exercicio.
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Efeitos do treinamento fisico na pressao arterial de repouso

Segundo Kobuko et al. (2005), SHRs apresentam elevacdo na PA a partir das
primeiras semanas de vida e, por volta da 62 semana, ja sdo considerados hipertensos.
Aproximadamente na 162 semana de vida a elevacdo PA atinge um platd de elevacéo
nesses animais. No presente estudo, todos os animais SHRs avaliados ja eram
considerados hipertensos, pois possuiam a PAS maior do que 150 mmHg (Okamoto e
Aoki, 1963) e se encontravam em uma fase de estabilizacdo da elevacdo da PA (Kokubo
et al., 2005).

Os animais avaliados no delineamento 4 iniciaram o treinamento fisico (ou o
periodo sem treinamento fisico) com 8 semanas de idade. Todos os animais SHRs ja
apresentavam a PAS maior do que 150 mmHg. Dessa forma o treinamento fisico foi
realizado em animais ja considerados hipertensos, mas durante a fase de desenvolvimento
da doenca (Kokubo et al., 2005). Portanto, o treinamento fisico utilizado no presente
trabalho possui caracteristicas de uma ferramenta para o tratamento da hipertensao

arterial.

O treinamento fisico foi capaz de reduzir a PAS dos animais hipertensos. Os
animais do grupo SHR T apresentaram valores menores de PAS quando comparados aos
animais do grupo SHR NT. Assim o treinamento de intensidade moderada e duragdo entre
30 e 60 minutos, se mostrou efetivo em reduzir os valores de PAS em ratos hipertensos.
Treinamentos fisicos com caracteristicas semelhantes também j& se mostraram eficientes

em reduzir os valores presséricos em humanos hipertensos (Cornelissen e Smart, 2013).

Os mecanismos responsaveis pela atenuacdo da elevacdo ou reducdo dos niveis
pressoricos em hipertensos apds o treinamento aerébio incluem vérias adaptacdes, tais
como: reducdo da atividade vasomotora simpatica (Ceroni et al., 2009; Mueller, 2010),
aumento da sensibilidade barorreflexa (Brum et al., 2000), menor reatividade vascular
(Pasqualini et al., 2010), reducdo da resisténcia vascular periférica (Amaral et al., 2000;
Melo et al., 2003; Amaral e Michelini, 2011) e reducdo do estresse oxidativo (Chaar et
al., 2015).

O treinamento fisico ndo alterou a PAS em ratos normotensos. Esses resultados

eram esperados e também ja foram demonstrados, visto que em humanos hormotensos o
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treinamento fisico aerobico ndo é capaz de diminuir os valores de pressao arterial de

forma crénica (Cardoso et al., 2010).

Efeitos da massa corporal nas respostas termorrequlatérias durante o exercicio

A diferenga na massa corporal observada entre animais normotensos e hipertensos
poderia afetar as alteracfes na Tang induzidas pelo exercicio, j& que o custo energetico da
corrida e a dissipacao de calor cutanea (razao entre a massa corporal e a area de superficie
corporal) sdo dependentes da massa corporal (Cramer e Jay, 2014). Porém, Drummond
et al. (2016) demonstraram que as diferencas termorregulatérias encontradas entre
animais hipertensos e normotensos durante o exercicio ndo sdo dependentes da diferenca
na massa corporal entre 0s grupos. Para eliminar esse fator de confundimento, os autores
selecionaram SHRs mais pesados e NWRs mais leves e, dessa forma, ndo houve diferenga
na massa corporal entre os grupos. Mesmo com a auséncia de diferenga na massa corporal
dos animais, as alteragfes nas Tand, Tpele € temperatura cerebral foram mantidas entre

animais hipertensos e hormotensos.

Dessa forma, as diferencas termorregulatérias encontradas entre animais
hipertensos e normotensos no presente estudo séo atribuidas a alteracdes causadas pela
hipertensdo arterial e ndo por diferencas na massa corporal. Os demais grupos que foram
comparados (NPS vs. SAL e treinado vs. ndo treinado) possuiam massa corporal

semelhante.

Desempenho fisico: efeitos da hipertensdo arterial, da injecdo central de NPS e do

treinamento fisico

No presente estudo, ndo houve diferenca no tempo de exercicio entre animais
hipertensos e normotensos. Em estudos anteriores também n&o foram encontradas
diferencas no desempenho fisico, avaliadoss pelo tempo de exercicio, entre animais
normotensos e hipertensos (Carneiro-Junior et al., 2010; Carneiro-Junior et al., 2013;

Campos et al., 2014; Drummond et al., 2016). No entanto, além do tempo de exercicio,
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também foi utilizado o célculo do trabalho. O trabalho é uma medida de desempenho
fisico que leva a massa corporal dos animais em consideracdo. O célculo do trabalho foi
necessario devido a menor massa corporal observada nos animais hipertensos em relagdo

a0s hormotensos.

O trabalho foi menor nos animais hipertensos quando comparados aos
normotensos. Tais resultados podem indicar que os SHRs apresentam menor desempenho
fisico do que ratos NWRs no mesmo protocolo de exercicio e no mesmo ambiente, se a
massa corporal € levada em consideracdo. O trabalho realizado ¢ uma variavel mais
adequada do que o tempo de exercicio para medida do desempenho em estudos que

comparam grupos de ratos com diferentes valores de massa corporal.

No presente trabalho, a temperatura interna ndo parece ter sido o fator
determinante para a interrupcao do exercicio. Durante a realizagdo do exercicio constante
em ambiente temperado, mesmo nos ratos hipertensos, em que a temperatura interna
aumentou mais do que em ratos normotensos, 0s valores de temperatura interna atingidos
na fadiga foram semelhantes ao de outros momentos do exercicio, sugerindo que valores
criticos de temperatura interna ndo foram determinantes para a interrupgdo do exercicio,
como proposto por Fuller et al. (1998). Porém, a manutencdo da temperatura interna
elevada, somadas ao estresse cardiovascular causado pela manutencdo de um débito
cardiaco elevado durante um longo periodo, além de vérias outras sobrecargas
fisiologicas causadas pela longa duracdo do esforgo, podem ter contribuido para

interrupgdo do exercicio.

A injecdo central de NPS ndo alterou o desempenho fisico em animais
normotensos e hipertensos. Nas situa¢Oes avaliadas, os valores de temperatura interna ndo
parecem ter sido determinantes para a interrupcao do exercicio e, dessa forma, a reducéo
hipertermia durante o exercicio ndo promoveu nenhum efeito ergogénico no desempenho
fisico. A injecdo central de L-arginina, um outro doador de NO, também ndo alterou o
desempenho fisico de ratos (Wanner, Leite, et al., 2015). Ja a inibi¢do central das NOS
reduziu o desempenho fisico (Lacerda et al., 2006), porém nessa situacdo a temperatura
interna se eleva mais do que em animais controle (Lacerda et al., 2005), portanto é
possivel que nessa situacdo a fadiga seja determinada pelo alcance de temperatura criticas.
Niveis elevados de temperatura interna e altas taxas de acimulo de calor séo associadas

a interrupcdo do exercicio (Rodrigues et al., 2003; Kunstetter et al., 2014).
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No presente estudo, o treinamento fisico foi capaz de aumentar o desempenho
fisico como esperado. O treinamento aumentou o tempo de exercicio e 0 VOzpico €M
animais normotensos e hipertensos. O aumento do desempenho fisico pode ser explicado,
por outros fatores além do aumento da capacidade cardiorrespiratoria, como 0 aumento
da biogénese mitocondrial e atividade de enzimas oxidativas (Baar, 2004; Holloszy,
2008), aumento da eficiéncia mecéanica (Campos, 2017), da economia de corrida
(Teixeira-Coelho et al., 2017) e do limiar de lactato (Pate e Kriska, 1984).

93



6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que as alteracGes
termorregulatdrias encontradas entre animais hipertensos e normotensos durante o
exercicio podem, ao menos em parte, ser explicadas por uma menor ativagdo de nucleos
cerebrais envolvidos no controle termorregulatorio. Além disso, o treinamento fisico
aumenta a eficiéncia do controle termorregulatério durante o exercicio em animais
normotensos e hipertensos e 0 aumento dessa eficiéncia pode ser explicado por um

aumento da atividade da sintase de 6xido nitrico neuronal nos animais treinados.
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