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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da ativagdo de vias
angiotensinérgicas sobre o desempenho e a relagdo entre o balanco térmico e a
determinacdo da fadiga em ratos ndo treinados submetidos ao exercicio fisico.
Foram utilizados ratos Wistar com peso entre 250 e 350g. Os animais foram
implantados com canula guia no ventriculo cerebral lateral direito para administracao
de solugéo de angiotensina Il (ANG Il) através da injecéo intracerebroventricular (icv)
nas doses de 0,25 ug, 1 ug, 2 ug e 4 ug ou de Salina (n = 8). Os animais passaram
por pelo menos 3 situacdes experimentais. A temperatura corporal interna (T;) foi
determinada por telemetria através de um sensor de temperatura implantado na
cavidade intraperitoneal do animal e a temperatura da cauda (T¢auda) fOi determinada
através de um sensor de temperatura fixado a cauda do animal. Ambas as
temperaturas foram medidas continuamente enquanto o0s animais realizaram
exercicio fisico submaximo em esteira metabdlica para roedores, a uma velocidade
de 18m/min e 5% de inclinagdo, até a fadiga. Os resultados mostraram que a
disponibilidade central de ANG Il apresenta a caracteristica de uma curva dose-
resposta com formato de U invertido. Houve uma relagédo positiva e crescente entre
a dose de ANG Il e o desempenho fisico observada até a dose de 2 pg. Entretanto
uma relacdo negativa foi observada entre a dose de 4 ug e o desempenho fisico. A
partir dos dados obtidos foram calculados: taxa de aquecimento corporal (BHR), taxa
de acumulo de calor (HSR), limiar de temperatura corporal interna para
vasodilatacao cutdnea (TT.V) e o trabalho realizado (W). A administracdo icv de
ANG Il 2 pg induziu aumento do tempo de exercicio (TE) (Salina: 16,95 + 1,9 min vs
ANG Il 2 pg: 27,32 £ 0,28 min, p < 0,05) e W (Salina: 5,22 + 0,47 Kgm vs ANG Il 2
ug: 8,18 + 0,47 Kgm, p < 0,05) comparado ao grupo controle. Em contrapartida, a
administracédo icv de ANG Il 4 ug provocou redugédo no TE (Salina: 16,95 = 1,9 min
vs ANG Il 4 pg: 10,24 + 1,49 min, p < 0,05) e W (Salina: 5,22 £ 0,47 Kgm vs ANG I
4 ug: 2,26 £ 0,38 Kgm, p < 0,05) comparado ao grupo controle. Esta reducédo se
mostrou relacionada a elevacao significativa da BHR (Salina: 0,03 £ 0,01 °C/min vs
ANG Il 4ug: 0,07 £ 0,01 °C/min, p < 0,05), da HSR (Salina: 8,67 + 0,93 cal/min vs
ANG Il 4ug: 21,16 £ 1,06 cal/min, p < 0,05) e do TT.V (Salina: 37,85 £ 0,03 °C vs



ANG Il 4ug: 38,28 + 0,04 °C, p < 0,05) e maior elevacao na T, comparado ao grupo
controle. Estes resultados sugerem que a maior disponibilidade central de ANG I
provoca efeitos distintos durante o exercicio fisico conforme a dose administrada,
assumindo um comportamento de curva em U invertido. Apesar da administracao de
doses intermediarias de ANG Il resultar em melhora do desempenho fisico a mais
alta dose administrada provocou reducdo do desempenho fisico relacionada ao
aumento acentuado da T;, da BHR e da HSR, todos decorrentes da menor
capacidade de dissipar calor.

Palavras chave: Angiontensina Il, termorregulagao, exercicio fisico, fadiga.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of increased central nervous
system availability of angiotensin Il (ANG IlI) over exercise performance and the
relationship between the thermal balance and determination of fatigue in untrained
rats subjected to physical exercise. Wistar rats weighing between 250 and 350g. The
animals were implanted with a guide cannula in the right lateral ventricle for
administration of ANGII by intracerebroventricular injection (icv) at doses of 0,25 ug,
1 ug, 2 ug e 4 ug or Saline (n = 8). The animals spent at least 3 experimental
situations. The internal body temperature (T,) was determined by telemetry via
temperature sensor implanted in the animal's intraperitoneal cavity. The tail
temperature (Tiw) was measured using a temperature sensor attached to the
animal's tail. Both temperatures were measured continuously while the animals
performed a submaximal exercise in a rodent metabolic treadmill, at a speed of
18m/min and 5% inclination, until failure. The results showed that the central
availability of ANG Il induced a dose-response curve with an inverted U shape. There
was a positive relationship between the increasing dose of ANG Il and physical
performance observed up to a dose of 2 pug. However a negative relationship was
observed between the dose of 4 pg and physical performance. From the data
obtained were calculated: body heat storage (BHR), heat storage rate (HSR), body
temperature threshold for vasodilation (TT,V), exercise time (ET) and work (W). The
icv administration of ANG Il 2 pg induced an increase in ET (Salina: 16.95 + 1.9 min
vs. ANG Il 2 pg: 27.32 £ 0.28 min, p <0.05) and W (Salina: 5,22 + 0.47 vs. ANG Il
2ug Kgm: 8.18 £ 0.47 Kgm, p <0.05) compared to the control group. The icv
administration of ANG Il 4 ug caused significant reductions in ET (Salina: 16.95 + 1.9
min vs. ANG Il 4ug: 10.24 £ 1.49 min, p <0.05) and W (Salina: 5, 22 + 0.47 vs. ANG
Il 4pg Kgm: 2.26 + 0.38 Kgm, p <0.05) compared to the control group. This reduction
is related to the significant increase shown in the BHR (Saline: 0.03 + 0.01 °C / min
vs. Ang Il 4pg: 0.07 £ 0.01 °C / min, p <0.05), HSR ( Salina: 8.67 = 0.93 cal / min vs
ANG Il 4ug: 21.16 £ 1.06 cal / min, p <0.05), TTpV (Salina: 37.85 £ 0.03 ° C vs ANG
4ug Il: 38.28 + 0.04 ° C, p <0.05) and higher elevation in T, compared to the control
group. These results suggest that the availability central ANG |l causes distinct



effects during exercise depending on the administered dose, assuming a behavior of
inverted U-shaped curve. In intermediate doses causes an increase in performance
demonstrated by increased time to fatigue, possibly related to other factors besides
the central thermoregulation. At high doses, the central ANG Il causes a reduction in
performance related to the sharp increase in T,, BHR, HSR and TT,V, but without
changes in Ty, indicating that these changes are related to the increase in heat
produced during exercise.

Keywords: angiotensin Il, thermoregulation, exercise, fatigue.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - REGULAGAO DA TEMPERATURA CORPORAL INTERNA

A temperatura corporal interna (T;) € um sinal vital que se refere a
temperatura dos 6rgaos internos, principalmente visceras e encéfalo. Em
animais homeotérmicos este valor apresenta pouca variacao (x1°C) devido aos
ajustes circulatérios e alteragcdes na dissipacdo de calor. De fato, a
termodinamica corporal é assimétrica, ou seja, a temperatura média corporal
esta posicionada proxima ao limite superior de tolerancia para a sobrevivéncia,
o0 que pode ser determinado pela desnaturacdo de proteinas regulatérias.
Desse modo, o aquecimento corporal ameaca mais a sobrevivéncia do que o
resfriamento. Principalmente considerando o caso dos animais endotérmicos,
que produzem calor a partir do préprio metabolismo corporal (ROMANOVSKY,
2007).

Em ratos o valor basal da T varia entre 37°C e 38°C e sofre influéncia
do ciclo circadiano sendo que no periodo noturno, que corresponde ao periodo
de maior atividade dos animais, quando os maiores valores sdo atingidos. Além
disso, a T, responde rapidamente quando os animais sdo confrontados com
situacdes de estresse, como por exemplo 0 manuseio, que pode elevar a Tc
por tempo prolongado (BRIESE, 1998).

Tanto em ambientes frios como em ambientes quentes, a T, em animais
homeotérmicos € regulada através da integracdo entre mecanismos
autonémicos e comportamentais. Embora os mecanismos auton6micos sejam
vitais e eficazes, os mecanismos de termorregulacdo comportamentais sao
essenciais para a adequacao da T. e permitem, por exemplo, que humanos
sejam expostos a temperaturas extremamente baixas como a superficie da lua
ou extremamente altas como o ar ao redor de uma capsula espacial quando
entra em contato com a atmosfera terrestre, cerca de 2000°C (NAGASHIMA,
2006; ROMANOVSKY, 2007).
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Os mecanismos de termorregulagdo autonémicos podem ser divididos
entre aqueles responsaveis pela produgdo de calor e aqueles responsaveis
pela sua dissipacdo. A producdo de calor ocorre principalmente em decorréncia
do metabolismo celular (RICQUIER, 2006). Frente a exposi¢cdao ao frio, o
mecanismo de termogénese por tremor eleva a atividade muscular esquelética
e assim, a producdao de calor. Além deste mecanismo, a mobilizacdo e
utilizacdo de substratos calorigénicos intensifica a producdo de calor,
caracterizando o mecanismo de termogénese sem tremor, sendo que nos
roedores este Ultimo ocorre em tecidos especializados como o tecido adiposo
marrom (NAGASHIMA, 2000). A perda de calor é determinada principalmente
por dois fatores: através da perda evaporativa, por exemplo, pela sudorese em
humanos e pela salivacdo nos roedores, e pela perda ndo evaporativa que
possibilita a dissipacao de calor dos tecidos centrais para a periferia através da
vasodilatacao cutdnea (STOCKS et al., 2004). Estas respostas variam de
acordo com a temperatura do ambiente (T,) no qual o animal se encontra e
mantém uma relagao de equilibrio dindmico entre a producéo e a dissipacao de
calor. Em outras palavras, alteracbes na T, induzem alteragdes como a
ativacao ou inibicao de mecanismos de producéo e dissipacao de calor. Além
dos mecanismos acima citados, tanto a dissipagdo quanto a conservagao do
calor podem acontecer de maneira passiva com o0 ambiente através da
condugao, conveccgao e radiacao (NAGASHIMA, 2000).

Em ratos, além dos mecanismos de regulacdo autonémica, o controle da
temperatura depende de mecanismos comportamentais. Nestes animais o0s
primeiros tragos destes mecanismos ocorrem logo na primeira semana de
nascimento. Ratos recém-nascidos tratados com noradrenalina, que estimula a
termogénese a partir do tecido adiposo marrom, buscam locais do ambiente
onde a temperatura é mais baixa e assumem uma posicao corporal onde a
superficie corporal fica mais exposta, permitindo maior conforto térmico
(FARRELL; ALBERTS, 2007). A perda de calor ndo evaporativo através de
mecanismos autondmicos em ratos se da principalmente através da cauda,
onde o aumento do fluxo sanguineo provocado pela vasodilatacdo periférica
facilita a dissipacao do calor. Esta resposta é induzida por neurénios sensiveis
ao calor e ao frio, presentes no sistema nervoso central (NAGASHIMA, 2006).
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Nos mamiferos, as areas do sistema nervoso central que sao ativadas
por alteracdes na T, e que mediam as respostas termorregulatérias a estas
alteracoes estao localizadas principalmente no hipotalamo. A area pré-éptica e
o hipotalamo anterior (POA/AH) tém sido apontados como os sitios primarios
de integracdo de sinais térmicos originados em diferentes locais do corpo
(GORDON,1990). Nestes centros controladores estdo presentes os neurbnios
sensiveis ao calor e ao frio que atuam como sensores térmicos e respondem
as oscilagbes de temperatura, sendo os neurdnios sensiveis ao calor os
principais efetores tanto da perda quanto da producdo de calor. Estes
neurdnios geram sinais excitatorios para a dissipacao de calor e inibitérios para
a producao de calor através do bloqueio dos neurbnios sensiveis ao frio
(BOULAND, 2000; NAGASHIMA, 2006; ROMANOVSKY, 2007).

Além de processar informacdes provenientes dos sensores térmicos
centrais, a POA/AH também recebe informacdes a partir de termorreceptores,
ou neurdnios termosensiveis periféricos, que detectam a temperatura na pele e
mucosas oral e urogenital. A maior parte destes receptores é sensivel ao frio, o
que seria esperado diante da especializacdo dos receptores centrais nas
respostas ao aquecimento. Frente a reducao da T, estes receptores aumentam
sua frequéncia de disparo enviando seus sinais através de fibras mielinizadas
(McCLESKEY, 1997). Em camadas mais profundas da derme estdo localizados
em menor quantidade sensores sensiveis ao calor, que enviam seus sinais
através de fibras ndo mielinizadas. A informacdo gerada nos receptores
periféricos ascende para sistema nervos central através do sistema
somatosensorial, via trato espinotalamico que converge a informagao para o
cértex passando pelo corno dorsal da medula espinhal e para a POA/AH
através da formagdo reticular. As respostas termorregulatorias sao
desencadeadas quando a exposicao a alteracoes térmicas € suficiente para
afetar a troca de calor entre o corpo e o ambiente. A regulacdo da T, através
destes sensores térmicos apresenta um perfil politérmico, constituido de
diferentes mecanismos tanto para a perda quanto para a producédo de calor,
apresentando limiares de pontos de referéncia distintos e independentes. Desta
forma, dentro de uma ampla zona de balango da temperatura, a T, representa
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o resultado de uma transferéncia ativa e passiva de calor entre o animal e o
ambiente (ROMANOVSKY, 2004; 2007).

1.2 - REGULAGCAO DA TEMPERATURA CORPORAL INTERNA DURANTE O
EXERCICIO FiSICO ATE A FADIGA

Durante o exercicio fisico a T, aumenta proporcionalmente a intensidade
e duracdo da atividade, este aumento acontece devido ao aumento do
metabolismo corporal para suprir as demandas energéticas dos musculos em
atividade. A eficiéncia de conversao da energia quimica em energia mecanica
durante o processo de contragcdo muscular € de aproximadamente 25%, ou
seja, 75% da energia utilizada neste processo sdo convertidos em calor.
Durante os primeiros minutos de exercicio a produgao de calor acontece mais
rapidamente do que sua dissipacdo, resultando em aumento abrupto da T.. A
vasoconstricao periférica mediada pelo sistema nervoso simpatico impossibilita
a perda de calor durante este estagio do exercicio, denominado fase dinamica
do balanco térmico (HARTLEY et al., 1972). A producdo de calor tem sido
apontada como o principal fator que desencadeia a resposta de dissipacao de
calor. Desse modo, a fase estavel do balanco térmico do exercicio tem inicio
quando o limiar térmico para vasodilatagdo (TT.V) é atingido. Nesse momento
a perda de calor por dissipacao é facilitada e se aproxima da taxa de producgéo
de calor, atenuando o aumento da T; que por sua vez permanece assim até
atingir um limite critico, contribuindo para o desencadeamento do processo de
fadiga como mecanismo de prote¢cdo que ocorre independente dos estoques
energéticos musculares (WALTERS et al., 2000).

Em ratos, o principal mecanismo de dissipagdo de calor durante o
exercicio é caracterizado pela vasodilatacdo da cauda, uma vez que a perda de
calor através de mecanismos comportamentais como o espalhamento de saliva
pelo corpo ndo pode ser realizado durante a atividade. A vasodilatacdo da
cauda é responsavel pela dissipacdo de cerca de 25% da producdo de calor

em repouso e cerca de 40% durante o exercicio. Dessa forma, qualquer
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alteracao neste mecanismo dificultara os ajustes da Tc, podendo acelerar o
processo de fadiga (WILSON et al., 1978).

A fadiga é um fendbmeno relatado desde a antiguidade. O termo é usado
na Biblia relacionando-o a sofrimento por causas fisicas ou mentais. E um
termo derivado do latim ‘fatigdre’ e o seu uso na lingua portuguesa data de
1844 (CUNHA, 1999). A fadiga provocada pelo exercicio fisico € um fenémeno
multifatorial que envolve interacdo entre fatores fisiolégicos e psicolégicos.
Pode ser definida como inabilidade de manter a taxa de trabalho
(FERNSTROM; FERNSTROM, 2006; FOLEY; FLESHNER, 2008; MEEUSEN
et al.,, 2007; NIELSEN; NYBO, 2003). A fadiga é considerada como mecanismo
de defesa por prevenir ameacas a homeostase através da reducao forcada da
intensidade da atividade fisica ou a interrupcdo da mesma (GANDEVIA, 2001;
KAY; MARINO, 2000; NOAKES, 1998). Os fatores que desencadeiam a fadiga
tém origem periférica e/ou central, sendo que sua origem central é
consequéncia de uma falha no SNC em proporcionar motivagdo adequada para
a manutencdo do exercicio (GANDEVIA, 2001; KAY; MARINO, 2000;
NOAKES, 1998) Os mecanismos fisioldgicos propostos como precipitadores da
fadiga incluem perturbacées metabdlicas, cardiovasculares e do SNC, que
podem ser associados a elevacao da T, (FERNSTROM; FERNSTROM, 2006;
FOLEY; FLESHNER, 2008; MEEUSEN et al., 2007; NIELSEN; NYBO, 2003).

O rapido aumento da T que ocorre devido ao exercicio fisico dindmico é
um fator critico para a manutencédo do desempenho por periodos prolongados
e parece ser uma das causas da inducdo a fadiga. Estudos anteriores
mostraram que uma T, elevada limita o desempenho, sendo o tempo de
exercicio até a fadiga inversamente relacionado com a T, no momento do inicio
da atividade fisica e diretamente relacionado com a taxa de acumulo de calor
(LACERDA et al., 2005; NIELSON et al., 1993; SOARES et al., 2004).
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1.3 - O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A TERMORREGULACAO
DURANTE O EXERCICIO FiSICO

O sistema renina-angiotensina (SRA) é bem conhecido pelo seu
envolvimento na regulagcdo da pressdo arterial sanguinea e no balanco
hidroeletrolitico. Classicamente, o SRA ¢é conhecido como um sistema
endocrino, sendo a angiotensina Il (ANG 1) seu peptideo ativo mais estudado.
Este octapeptideo é um importante fator humoral cujo precursor
angiotensinogénio € produzido principalmente pelo figado. Na corrente
sanguinea, o angiotensinogénio € convertido no decapeptideo angiotensina |
(ANG 1) sob acédo da enzima renina, que é produzida e liberada nos rins. Ao
nivel dos capilares pulmonares a ANG | é convertida em ANG Il pela agao da
enzima conversora de angiotensina (ECA). A ANG Il, através da corrente
sanguinea, age sistemicamente sobre varios 6rgaos alvo, como o0s prdprios
vasos sanguineos, cértex-adrenal, rins, coracdo e cérebro (McKINLEY et al.,
2003).

O peptideo ANG Il atua principalmente através dos receptores
transmembrana de angiotensina tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2). Os receptores AT1
estdo presentes em maior volume nos vasos sanguineos, cértex-adrenal, rins,
figado e cérebro enquanto que os receptores AT2 sado encontrados
principalmente em tecido mesenquimal, medula adrenal, Utero e foliculos
ovarianos e, em menor quantidade, no cérebro. A capacidade dos receptores
AT1 em manter a pressdo arterial sanguinea e regular o balanco
hidroeletrolitico € bem estabelecida e confirmada por modelos onde estes
receptores sado bloqueados ou estimulados em tecidos especificos.
Periféricamente, estes receptores estdo associados a acdo vasoconstritora
direta, a estimulacéo da sintese e liberagdo de aldosterona pelo cértex-adrenal,
que induz a reabsorcdo de sédio e consequentemente de agua pelos tubulos
renais, e também a hipertrofia da musculatura lisa vascular e cardiaca
(THOMAS; MENDELSOHN, 2003). No cérebro, os receptores AT1 e AT2 séo
encontrados em abundancia em varias regides, como o hipotalamo, a area pré-

optica, a lamina terminalis, medula ventrolateral e o nucleo do trato solitario.
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Essas regidbes sao conhecidas pelas funcbes de regulagcdo do sistema
cardiovascular, balanco hidroeletrolitico e termorregulacdo. Além destes
receptores, os peptideos que compdéem o SRA como a ANG Il e sua molécula
precursora angiotensinogénio, bem como as enzimas renina e ECA também
sdo sintetizadas no cérebro (McKINLEY et al., 2003).

O papel da ANG Il como um horménio regulador da temperatura corporal
vem sendo amplamente investigado. Em ratos, existem evidéncias de que a
ANG Il pode ser um neurotransmissor central envolvido em mecanismos de
dissipacao de calor. Em repouso, a administracao sistémica de ANG Il induz
uma resposta hipotérmica de natureza dose-dependente manifestada através
da diminuicdo da taxa metabdlica e da vasodilatacdo da cauda que eleva a
dissipacdo de calor em ratos (FREGLY; ROWLAND, 1996). Respostas
similares foram obtidas apds a injecao intracerebroventricular (icv) de ANG I
em ratos sugerindo participacdo do SRA centralmente no controle da Tc
(WILSON; FREGLY, 1985). Esta resposta hipotérmica induzida pela ANG Il é
abolida pelo tratamento com inibidores do SRA, através da inibigdo da ECA e
antagonistas do receptor AT1, sugerindo que tais efeitos sdo mediados
centralmente pela ANG |l principalmente via receptor AT1 (FREGLY;
ROWLAND, 1992).

As concentracdes plasmaticas de ANG Il durante o exercicio fisico estao
elevadas, principalmente em decorréncia do aumento da concentragédo de
renina circulante, que se eleva em funcdo da atividade simpatica renal
aumentada. A elevacdo da intensidade do exercicio fisico dinAmico provoca
aumento progressivo da concentracao periférica de ANG Il (TIDGREN et al.,
1991). Tem sido demonstrado que durante o exercicio fisico a ANG |l contribui
para o controle da pressao arterial e redistribuicdo do débito cardiaco através
da acdo vasoconstritora direta e/ou pelo aumento da atividade simpatica
(STEBBINS; SYMONS, 1995).

Durante o exercicio fisico inibicio da ECA nao parece prejudicar
significativamente respostas termorregulatérias, cardiovasculares ou renais
(MITTLEMAN, 1996). Porém, através da inibicdo dos receptores AT1 centrais,

varias respostas foram identificadas. Em ratos, a administracdo icv de um
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antagonista dos receptores AT1 (losartan), diminui a dissipacdo de calor e
prejudica o desempenho durante o exercicio fisico. Esta diminuicdo esta
relacionada a elevacao do limiar de temperatura corporal para vasodilatacdo
(LEITE et al., 2006). Além disso, o bloqueio destes receptores aumenta a taxa
metabdlica durante exercicio, reduzindo a eficiéncia mecéanica dos animais.
Estes resultados indicam que o SRA central modula a producdo de calor,
aumentando a eficiéncia mecéanica durante a fase estavel do exercicio (LEITE
et, 2007). Esta reducdo de eficiéncia também esta relacionada a ajustes
metabdlicos, pois o bloqueio central de receptores AT1 durante o exercicio
progressivo induz hiperglicemia e maior mobilizacdo de acidos graxos livres a
partir do tecido adiposo, sugerindo participacdo central do SRA no balancgo
energético no decorrer da atividade (LEITE et al., 2009). Além disso, foi
demonstrado que a reducdao do desempenho durante o exercicio fisico
provocada pela administracao icv de losartan estava relacionada ao aumento
da concentracdo de serotonina na area pré-optica. Estudos anteriores
evidenciaram que a elevagdo do contelddo de serotonina na area pré-optica
apresenta efeitos semelhantes aos produzidos pela administracdo de losartan
(SOARES et al., 2003). Esta elevacao contribui para a hipertermia e leva a
fadiga central prematura (LEITE et al., 2010).
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1.4 - OBJETIVO

Investigar a importdncia da ANG Il central sobre respostas
termorregulatérias e seu papel no desempenho durante o exercicio fisico em

ratos.

1.5 - OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar os efeitos da injecao intracerebroventricular de ANG Il sobre:

- As respostas termorregulatoérias: T¢, Tcauda, BHR, HSR e o TT;V em

ratos submetidos ao exercicio submaximo em esteira;

- O TE, o W e a relacao entre o balanco de calor e a determinacao da
fadiga em ratos submetidos ao exercicio submaximo em esteira até a fadiga.



21

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com peso corporal entre 250-350
g provenientes do Centro de Bioterismo do instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Ap6s os procedimentos
cirdrgicos, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com fotoperiodo
de 14h luz/ 10h escuro, sob uma temperatura ambiente de 22+2°C, e livre

acesso a ragao para ratos (Nuvilab) e agua.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) e foram executados de acordo com o
regulamento do Comité.

2.2 - PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

2.2.1 - Canulacao Central

Os animais foram anestesiados com uma associacao de Ketamina (115
mg/Kg peso corporal, intraperitonial) e Xilazina (5.75 mg/Kg peso corporal, via
intraperitonial), para canulacdo do ventriculo cerebral lateral direito (VLD). Em
seguida, eles foram submetidos a tricotomia e assepsia da regidao da cabeca.
Foi realizada incisdo longitudinal da pele e do tecido subcutaneo na porcao
superior da cabeca. Foi aplicada localmente dose de xilocaina (1% 0,1mL;
Anestésico L, Pearson) para analgesia e afastamento do periosteo.

A seguir, o animal foi adaptado ao estereotaxico para animais de
pequeno porte (David Kopf Instruments, M-900, Tujunga, CA, USA). Foi feita

craneotomia com o auxilio de broca odontolégica (7 a 8 mm) para a
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implantacao de canula guia de aco inoxidavel (16 mm de comprimento x 0,7mm
de diametro interno) no ventriculo lateral direito. A fixagdo da canula foi feita
através de dois parafusos ancorados no cranio. A canula foi implantada
obedecendo as coordenadas estereotaxicas estabelecidas pelo Atlas de De
Groot (1959) cujos parametros foram: -1,5mm posterior ao bregma (antero-
posterior), -2,5mm a partir da linha mediana (latero-lateral) e -3,0mm a partir da
dura mater (vertical). A canula guia foi conectada a um tubo de polietileno (PE
50) adaptado a um mandmetro contendo solucdo salina. O posicionamento
correto da canula na area desejada foi observado pelo deslocamento da coluna
de liquido do manémetro (ANTUNES-RODRIGUES; McCANN, 1970). A céanula
icv foi ancorada aos parafusos e fixada a calota craniada com cimento
odontolégico autopolimerizante. A céanula foi protegida com um capuz de
polietileno PE 50 e com um mandril de nylon de modo a impedir sua obstrugao.

2.2.2 - Implante do sensor de temperatura

Durante o0 mesmo ato cirdrgico de canulacdo central, o sensor de
temperatura TR4000 VM-FH (Mini Mitter, Sun River, OR) foi implantado na
cavidade intraperitonial. Apds assepsia e tricotomia da regido abdominal, o
sensor de temperatura foi inserido na cavidade intraperitonial, através das
camadas musculares, por meio de pequena incisao na linha Alba de
aproximadamente 2 cm. O peritbnio e a pele da regido foram adequadamente

suturados ap6s o implante fixando o sensor a musculatura adjacente a incisao.

Ao término das cirurgias os animais receberam dose Unica de antibiotico
(48.000 U — Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge) no volume de
0,2mL via intramuscular (0,imL em cada pata traseira) e analgésico/anti-
inflamatério subcutdneo (Banamine injetavel, 1,1 mg/kg de peso corporal,
Schering-Plogh) no volume de 0,02mL em uma das patas traseiras, via
subcutanea. Foi permitido aos animais um periodo de recuperacdo de no

minimo 5 dias antes de serem submetidos aos experimentos.
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2.3 - TEMPERATURA AMBIENTE, CORPORAL E DA CAUDA

A temperatura corporal interna (T;) foi registrada por telemetria utilizando
o sensor de temperatura intraperitonial previamente calibrado. Para
determinacao da temperatura da cauda (Tcauda) UM termissor de cauda (Yellow
Springs Instruments, 409-B) foi fixado sobre a pele com esparadrapo, cerca de
10mm de distancia da base da cauda. Este termissor foi conectado a um leitor
digital (Yellow Springs Instruments, 4600 Precision Thermometer). A
temperatura ambiente (T,) dentro da esteira metabdlica foi registrada por meio
de um termémetro digital fixado dentro do local (Minipa, ET-1400).

2.4 - EXERCICIO FiSICO

A adaptacao ao exercicio fisico constou de uma corrida diaria em esteira
metabdlica para roedores (Columbus Instruments, OH, USA, Modular treadmill,
série 96006-2) a velocidade de 15m/min, 5% de inclinagéo da esteira, durante 5
minutos, por 4 dias consecutivos. Este procedimento foi realizado visando

familiarizar o animal ao local do experimento e a direcdo do exercicio.

Durante os experimentos, os animais foram submetidos ao exercicio em
esteira a velocidade constante de 18m/min e 5% de inclinacdo. Esses
parametros correspondem a um consumo de oxigénio de aproximadamente
66% do VOomax (BROOKS; WHITE, 1978; HUSSAIN et al., 2001). O ponto de
fadiga foi definido como o ponto no qual o animal ndo mais conseguia manter o
ritmo da esteira por mais de 10 segundos (LACERDA et al, 2005). A
estimulacao elétrica utilizada foi estabelecida de acordo com a tolerancia de
cada animal, a ponto de causar desconforto, porém sem causar dor, que 0
fazia preferir permanecer na esteira ao invés da grade de estimulacdo elétrica
(AMERICAN PHYSIOLOGICAL SOCIETY, 2006). A temperatura ambiente foi
mantida dentro de uma faixa constante, entre 22+2°C, a fim de evitar qualquer

alteracao na T.. Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 12:00 horas.
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2.5 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

No dia do experimento, apds pesagem do animal, uma agulha (22G) foi
introduzida na canula guia e conectada a uma seringa Hamilton para infusdo da
droga por meio de um tubo de polietileno PE 10. Simultaneamente, o termissor
para registro da temperatura da cauda foi fixado ao animal. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente para receber SAL ou ANG Il. Todos os experimentos
foram realizados utilizando método duplo-cego. O animal foi, entdo, colocado
no local do experimento onde permaneceu por 60 minutos para adaptacao.
Para a colheita dos dados iniciais em repouso, 0S animais permaneceram em

repouso por pelo menos mais 60 minutos na esteira metabdlica.

Imediatamente antes do inicio da atividade fisica, 2,0uL de 0,15M NacCl
(Salina, n = 8) ou 2,0uL de solugdo de ANG Il nas seguintes doses: 0,25ug
(ANG 11 0,25 pg, n = 3); 1ug (ANG Il 1pg n = 3); 2ug (ANG 1l 2ug, n = 5) e 4ug
(ANG Il 4pg, n = 5) foram administrados no ventriculo lateral direito. As doses
de ANG Il utilizadas foram estabelecidas utilizando curva dose-resposta para a
droga a partir de dados da literatura (n=5) (WILSON; FREGLY, 1985). As
doses examinadas foram de 0,25ug, 1ug, 2ug e 4ug. Foram selecionadas as
doses que apresentaram diferencas significativas no tempo total de exercicio,

trabalho realizado e/ou parametros termorregulatorios.

As temperaturas foram registradas durante o repouso e a cada minuto
continuamente durante o exercicio fisico. A T¢ e a Tcauga foram utilizadas para
determinar o limiar de vasodilatacdo da cauda, isto é, a temperatura corporal
interna que corresponde ao momento no qual a Tcauga Claramente comecga a se

elevar (vasodilatacao).
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2.6 - CALCULOS

A partir dos dados colhidos foram determinados:

Tempo de exercicio (TE, min) = tempo total de exercicio até a fadiga.

Trabalho (W, Kgm) = m.TE.v.sena, onde m = massa corporal em kg; v =
velocidade da esteira (m/min); sena = inclinacao da esteira (Brooks e White,
1978; Brooks et al., 1984; Lima et al., 2001).

Taxa de aquecimento Corporal (BHR, <C/min) = ATc/(tempo de
exercicio), onde AT¢ = variacao da temperatura interna (T+T;); Ts = T¢ no ponto
de fadiga; e T; = T inicial medida antes do exercicio.

Taxa de acumulo de calor (HSR, cal/min) = (ATg).m.c/ (tempo de
exercicio), onde m = massa corporal em gramas; e ¢ = calor especifico dos
tecidos do animal (0.826 cal.g™'.°c™") (Gordon, 1993).

Relacao entre calor acumulado e trabalho realizado = HS (cal) / W
(Kgm/min). Considerou-se 1Kgm = 473Kcal para conversdo da razdo em
cal/cal.



26

2.7 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao apresentados como média + EPM. Diferencas entre os
grupos e o efeito do tempo foram avaliados através de analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls. Os dados também foram
comparados utilizando o Student’s t-test pareado e ndao pareado, conforme
aplicabilidade. As correlagdes entre as variaveis termorregulatérias e do
exercicio foram definidas usando o coeficiente de correlacdo de Pearson. O
nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Efeito da injecao icv de ANG Il (0,25ug; 1pg; 2ug; 4ug) sobre o
desempenho durante o exercicio fisico até a fadiga.

O GRAFICO 1 representa o tempo de exercicio até a fadiga apds a
injecdo icv de Salina e/ou diferentes concentragdes de ANG Il (0,25ug, n = 3;
1ug, n = 3; 2ug, n = 5; 4ug, n = 5). O efeito da injecédo icv de ANG Il observado
sobre o tempo de exercicio até a fadiga foi dose dependente com formato em U
invertido (GRAFICO 1A). Até a dose de 2ug a relagdo dose-resposta foi linear e
positiva (r = 0,952; p < 0,01) (GRAFICO 1B). Entretanto, a dose de 4pug, ao
contrario outras doses testadas, apresentou um efeito inibitério sobre o
desempenho fisico. Como pode ser observado no GRAFICO, o perfil
apresenta-se dose dependente até a dose de 2ug demonstrando um efeito
ergogénico nesta faixa quando visto pelo tempo de exercicio. Por outro lado, a
dose de ANG Il 4ug se apresentou claramente inibitoria, isto é, reduzindo em
60% o TE (Salina: 16,95 £ 1,9 min; ANG Il 0,25ug: 18,7 + 0,89 min; ANG Il 1ug:
25,36 + 3,04 min; ANG Il 2ug: 27,32 £ 0,28 min; ANG Il 4ug: 10,24 £ 1,49 min).

Levando em consideragao estes resultados, as doses de ANG Il 2ug e
ANG Il 4ug foram destacadas e uma vez que apresentaram respostas bem
definidas em relacdo ao desempenho e parametros termorregulatérias serao
analisadas separadamente para melhor visualizacdo dos efeitos das doses e

discussao dos resultados.
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GRAFICO 1. Efeito da injecdo icv de 2uL de ANG Il [0,25ug, n = 3 (Circulo preto vazado); 1ug,
n = 3 (Circulo cinza); 2ug, n = 5 (Circulo cinza escuro); 4ug, n = 5(Circulo Preto)] ou de 0,15 M
NaCl [Salina, n = 8 (Circulo vazado)] sobre o desempenho durante um exercicio fisico até a
fadiga em esteira a uma velocidade de 18m/min e 5% de inclinagdo. A — Curva em formato de
U invertido. B — Correlagdo dose/efeito entre as doses crescentes até 2ug. Dados expressos
em média + EPM. r = 0,952, p < 0,01. * p < 0,05 comparado ao grupo Salina; + p < 0,05
comparado ao grupo ANG Il 0,25ug; # p < 0,05 comparado ao grupo de ANG Il 1ug; $ p < 0,05
comparado ao grupo de ANG Il 2ug.

Fonte: Criagao do préprio autor.
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3.2 - Efeito da injecao icv de ANG Il (2ug; 4ug) sobre o tempo de exercicio
(TE) e sobre o trabalho (W) realizado durante o exercicio fisico até a
fadiga.

O GRAFICO 2 representa as diferencas entre o TE e W entre os animais
tratados com Salina, ANG Il 2ug e ANG Il 4ug (n = 5). A administracdo de ANG
I 2 pg promoveu aumento de 61% no TE quando comparado com o grupo
controle, enquanto que a dose de 4ug promoveu redugdo de 60% no TE
comparado ao grupo controle. Estes efeitos foram: ANGII 2ug: 27,32 + 0,28
min; ANG Il 4pg: 10,24 + 1,49 min e Salina: 16,95 = 1,9 min; p < 0,05)
(GRAFICO 2A). Ao comparar os valores de W, pode-se perceber também um
aumento de 56% para a dose de ANG Il 2ug e reducao de 43% para a dose de
ANG Il 4ug em relagao ao grupo controle, conforme os dados que se seguem:
ANG Il 2pg: 8,18 £ 0,47 Kgm; ANG Il 4ug: 2,26 + 0,38 Kgm e Salina: 5,22 +
0,47 Kgm; p < 0,05)(GRAFICO 2B).
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GRAFICO 2. Efeito da injegao intracerebroventricular de 2uL de ANG Il (2ug; 4ug) ou de Salina
no tempo total de exercicio até a fadiga e sobre o trabalho realizado (n = 5). Dados expressos
em média + EPM. * p < 0,05 comparado ao grupo Salina; + p < 0,05 comparado ao grupo ANG
Il 2ug.
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3.3 - Efeito da injecao icv de ANG Il (2ug; 4ug) sobre a temperatura
corporal interna (T;) e sobre a temperatura da cauda (Tcauda) durante o
exercicio fisico até a fadiga.

O GRAFICO 3A representa a curva de evolugdo da variacdo (delta) da
T, durante o exercicio fisico até a fadiga em animais tratados com Salina e
ANG II. Tanto nos animais tratados com Salina, quanto nos tratados com as
doses de 2ug e 4ug de ANG Il foi observado aumento rapido e progressivo da
T.. A T apresentou elevagdo significativamente diferente do valor basal nos
minutos 6, 5 e 1, respectivamente, para os grupos Salina, ANG Il 2ug e ANG |l
4ug (p <0,05). No grupo tratado com ANG Il 4ug a partir do 2° minuto de
exercicio ja verificou-se aumento superior da T. 0 qual permaneceu superior
até a fadiga em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05). Observou-se
elevacao da T, no grupo tratado com ANG Il 2ug em relagdo ao grupo Salina a

partir do 13° minuto mantendo-se até a fadiga (p <0,05).

Em relacdo a Tcauda, cOMparando as curvas de evolucao do delta no
GRAFICO 3B é possivel notar a vasoconstricdo provocada inicialmente pelo
exercicio fisico, visualizada através da queda da T¢auda, que atingiu o nadir aos
2, 5 e, novamente, 2 minutos de exercicio para os grupos Salina, ANG Il 2ug e
ANG Il 4ug, respectivamente. Esta vasoconstricdo foi seguida de elevagao
gradativa do fluxo sanguineo para a cauda constatada pela elevacao da Tcauda.
Isto indica que mecanismos de perda de calor foram ativados. A Tcauda
apresentou elevacao significativamente diferente do valor basal no minuto 9
para os trés grupos (p <0,05).Contudo, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos em qualquer periodo do exercicio.
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GRAFICO 3. Efeito da injecéo icv de 2 uL de ANG Il (2pg; 4ug) ou Salina na variagao (delta) da
temperatura corporal interna (T.) (GRAFICO 3A) e da temperatura da cauda (Tquda) (GRAFICO
3B) durante o exercicio até a fadiga (n = 5). As barras horizontais abaixo dos GRAFICOS
indicam o tempo total de exercicio até a fadiga. Dados expressos em média + EPM. * p < 0,05
comparado ao grupo Salina; + p < 0,05 comparado ao grupo ANG Il 2ug. # p < 0,05 comparado
ao valor basal correspondente.
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3.4 - Efeito da injecao icv de ANG Il (2ug; 4ug) sobre a taxa de
aquecimento corporal (BHR) e a taxa de acumulo de calor (HSR) durante o
exercicio fisico até a fadiga.

Com o objetivo de comparar os efeitos térmicos em todos os
tratamentos, foram calculadas a BHR e a HSR durante o exercicio fisico até a
fadiga (n= 5). Os valores estdo ilustrados nos GRAFICOS 4A e 4B.

Nao foram observadas diferengas significativas sobre a BHR e a HSR
guando comparados os grupos salina e ANG Il 2ug. Porém o grupo ANG Il 4ug
apresentou valores significativamente maiores quando comparado com os dois
grupos anteriores (p < 0,05). Os valores foram: BHR: 0,03 + 0,01 °C/min,
Salina; 0,03 + 0,01 °C/min, ANG Il 2ug; 0,07 £ 0,01 °C/min, ANG Il 4pg; HSR:
8,67 = 0,93 cal/min, Salina; 9,43 * 1,19 cal/min, ANG Il 2ug; 21,16 + 1,06
cal/min, ANG Il 4ug.

Para ilustrar a relacdo linear de resposta as doses administradas de
ANG Il foram calculadas as correlacdes entre BHR, HSR e as concentragdes
testadas. Foram observadas correlagcdes significativas onde maiores
concentracdes de ANG Il estdo associadas a maiores valores de BHR e HSR,
inclusive para a maior concentragéo testada, de 4 pg (GRAFICOS 4C e 4D).
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GRAFICO 4. Efeito da injecao icv de 2 uL de ANG Il (2ug; 4pg) ou de Salina sobre a taxa de
aquecimento corporal (BHR) (GRAFICO 4A) e a taxa de acimulo de calor (HSR) (GRAFICO
4B) durante o exercicio até a fadiga (n = 5). Correlacdo entre BHR (GRAFICO 4C), HSR
(GRAFICO 4D) e a concentragdo de ANG Il (salina: circulo vazado; ANG Il 0,25 Mg: circulo
cinza claro; ANG Il 1 ug: circulo cinza; ANG Il 2 ug: circulo cinza escuro; ANG Il 4 ug: circulo
preto). Dados expressos em média + EPM. * p < 0,05 comparado ao grupo Salina; + p < 0,05

comparado ao grupo ANG Il 2ug.
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3.5 - Correlacao entre taxa de aquecimento corporal (BHR), taxa de
acumulo de calor (HSR) e desempenho durante o exercicio fisico até a
fadiga.

Foram observadas correlagdes entre BHR e TE (GRAFICO 5A, r =
0,711, p < 0,01) e HSR e TE (GRAFICO 5B, r = 0,684, p < 0,01). Pode-se
observar no GRAFICO uma relagéo negativa entre BHR, HSR e o desempenho
durante o exercicio fisico onde a maior concentracdo de ANG Il (4ug) esta
associada a reducao do tempo de exercicio em relacao ao grupo controle. Por
outro lado, pode-se observar um deslocamento para a direita e para baixo do
grupo tratado com 2 pug de ANG Il quando comparado ao tratamento com 4 ug
de ANG Il (p < 0,05), indicando uma alteragdo na sensibilidade destes animais

ao acumulo de calor.



36

0,10 - 30
= r=0%,1711 _ r = 0,684
E po 25 - p 0,01
0 008 £ .
~ [\
T S »—&—4
S 5 20 - * o
5 0,06 - 3
(&]
o 3
= o 15 -
q) —
E >
S 0,04 E °© ° o
(0]
2 & 10 -
© (] o [e)
o © [e] o o
© (0]
Q 0,02 ~ é 5 o >
pa o
|_

0,00 T T T T T 1 0 T T T T T 1

5 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35

Tempo de exercicio (min)

Tempo de exercicio (min)

GRAFICO 5. Correlagdes entre BHR e TTE (GRAFICO 5A) e HSR e TTE (GRAFICO 5B).
Salina: circulo vazado; ANG |l 2ug: circulo cinza; ANG Il 4ug: circulo preto; Média ANG Il 2ug:

quadrado cinza; Média ANG Il 4ug: quadrado preto (n = 5).
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3.6 - Efeito da injecao icv de ANG Il (2ug; 4pg) sobre o limiar de
vasodilatacao da cauda (TT.V) durante o exercicio fisico até a fadiga.

Para verificar se o tratamento com ANG Il afetaria os mecanismos de
dissipacdo de calor durante o exercicio através da vasodilatacdo da cauda, o
TT.V foi calculado. O resultado esta ilustrado no GRAFICO 6. Nao foram
observadas diferengas entre os grupos Salina e ANG Il 2ug, porém o grupo
ANG Il 4ug apresentou TT.V significativamente maior quando comparado aos
dois grupos anteriores (p < 0,05). Os dados sao: 37,85 + 0,03 °C, Salina; 37,92
+ 0,13 °C, ANG Il 2ug; 38,28 + 0,04 °C, ANG Il 4pug.
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GRAFICO 6. Efeito da injecdo icv de 2 uL de ANG Il (2ug; 4pg) ou de Salina sobre o limiar de
vasodilatagdo da cauda (TT.V) durante o exercicio até a fadiga (n = 5). Dados expressos em

média £ EPM. * p < 0,05 comparado ao grupo Salina; + p < 0,05 comparado ao grupo ANG Il
2ug.
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3.7 - Correlacoes entre taxa de aquecimento corporal (BHR), a taxa de
acumulo de calor (HSR) e o limiar de vasodilatacao da cauda (TT.V)
durante o exercicio fisico até a fadiga.

Foram observadas correlagdes entre BHR e TT.V (GRAFICO 7A, r =
0,811, p < 0,01) e HSR e TT.V (GRAFICO 7B, r = 0,711, p < 0,01). Pode-se
visualizar através do GRAFICO que a elevacdo do TT.V esta diretamente
relacionada ao aumento da BHR e HSR, inclusive em relacdo a maior dose de
ANG Il administrada (4pg) onde pode-se perceber um deslocamento do grupo

para a direita e para cima com relagdao aos demais tratamentos.
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GRAFICO 7. Correlagdes entre BHR e TT.V (GRAFICO 7A) e HSR e TT.V (GRAFICO 7B).

Salina: circulo vazado; ANG Il 2ug: circulo cinza; ANG 1l 4ug: circulo preto (n = 5).
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3.8 - Efeito da injecao icv de ANG Il (2ug; 4pg) sobre a relacao entre o
calor acumulado e o trabalho realizado (HS/W) durante o exercicio fisico

até a fadiga.

Visando comparar os efeitos dos tratamentos na eficiéncia dos
mecanismos termorregulatérios foi calculada a relagéo entre calor acumulado e
o trabalho realizado (HS/W) (GRAFICO 8A). A partir deste calculo foi testada a
ocorréncia de uma possivel correlacao entre HS/W e TE (r = 0,877, p < 0,01)
(GRAFICO 8B). No GRAFICO pode-se observar claramente que a melhora de
desempenho durante o exercicio fisico provocada pela dose de ANG Il 2 ug
esta estreitamente relacionada a menor quantidade de calor acumulado por
trabalho realizado. Da mesma forma, é possivel observar que a reducdo do
desempenho provocada pela administracao da dose mais alta de ANG Il (4 ug)
esta relacionada a maior quantidade calor acumulado por trabalho realizado.
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GRAFICO 8. Razao entre o calor acumulado (HS) e o trabalho realizado (W) (GRAFICO 8A) e
correlagdo entre HS/W e TE (GRAFICO 8B). Salina: circulo vazado; ANG Il 2ug: circulo cinza;

ANG Il 4pug: circulo preto (n = 5).
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4 - DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste estudo mostraram claramente que a
maior disponibilidade central de ANG Il interfere no desempenho durante o
exercicio fisico. Através destes resultados pode ser constatada a importancia
fisiologica central deste peptideo na modulagdo do desempenho durante o
exercicio fisico. Foi observada uma curva dose-resposta com a caracteristica
de U invertido, onde uma correlagao linear e positiva foi observada até a dose
de 2 ug. Para doses mais elevadas foi observada uma diminuigdo no efeito
ergogénico do peptideo. Além de alteracdes no desempenho a ANG Il também
mostrou uma influéncia sobre o balanco térmico durante o exercicio fisico.
Principalmente para as doses mais elevadas, onde a HSR e BHR tiveram uma
relacado dose-dependente direta com a concentracédo administrada. De maneira
interessante, foram observadas duas curvas distintas dose-dependentes para
os efeitos da administracao central de ANG Il. Em relacdo ao desempenho e o
trabalho realizado foi observada uma curva em formato de U invertido,
enquanto que sobre o balango térmico foi observada uma correlagcéao positiva,
dose-dependente e crescente quando avaliada através da HSR e BHR.
Quando analisados em conjunto os dois efeitos da ANG Il sobre 0 desempenho
e o0 balanco térmico, estes estdo coerentes com os dados presentes na
literatura e com resultados anteriores do laboratério, onde foi constatado que
para HSR e BHR elevadas ocorre uma reducdo no desempenho durante o
exercicio fisico (SOARES et al., 2003; LACERDA et al., 2005; LEITE et al.,
2006). Seria importante assinalar que na dose onde a ANG Il apresentou seu
efeito ergogénico mais pronunciado nao foram verificadas alteragbes
importantes na HSR e BHR, embora o animal tenha atingido maior valor de T,
no plateau da fase estavel do exercicio, inclusive no ponto de fadiga. Estes
resultados reforcam a hipotese de que ndo seria o valor absoluto da
temperatura ou do calor acumulado que contribuiriam para a diminuicdo do
desempenho, mas sim a velocidade com que variam, como um sinalizador
dindmico, tendo em vista que a T final, assim como o calor acumulado total
durante o exercicio foram mais elevados no animal com maior desempenho

(ROMANOVSKY, 2007). Esta hipétese € reforcada pelas correlagdes entre
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HSR, BHR e desempenho ilustradas no GRAFICO 5. Levando em
consideracao que a demanda metabdlica do exercicio leva a um aumento na
producdo de calor a dissipagcdo de calor é um fator importante para a
manutencdo do exercicio evitando uma hipertermia excessiva (WEBB, 1995).
Em ratos, a vasodilatagdo da cauda é o principal mecanismo de dissipacao de
calor durante o exercicio (WILSON et al., 1978). Dessa forma uma alteracao no
TT.V poderia levar a uma alteragéo no balango térmico. E importante assinalar
que na dose mais elevada de ANG Il utilizada neste experimento foi verificada
uma elevacao no TT.V, que provavelmente teria sido responsavel pela maior
HSR e BHR durante o exercicio e consequente reducao do desempenho, como
visualizado no GRAFICO 7. E interessante observar que nos animais com
menor desempenho houve um maior acumulo de calor por trabalho realizado,
indicando uma menor eficiéncia mecéanica ou nos mecanismos de dissipacao
de calor. Por outro lado, ao contrario dos animais tratados com as doses mais
elevadas foi observado um menor acumulo de calor por trabalho realizado dos
tratados com doses abaixo de 2 ug. Estes resultados estdo coerentes com os
trabalhos que indicam um possivel efeito ergogénico da ANG Il (LEITE et al.,
2006; 2007; 2009).

Estudos prévios evidenciaram que o SRA central poderia ter um possivel
papel na termorregulacdo durante o exercicio fisico. Estes estudos mostraram
que a administragdo central e periférica de ANG Il em repouso induz uma
resposta hipotérmica caracterizada pelo aumento da dissipagcdo de calor
através da vasodilatacdo da cauda, da queda da taxa metabdlica e da T.
(FREGLY; ROWLAND, 1992; WILSON; FREGLY, 1985). Levando em
consideracao que o aumento da dissipacao de calor durante o exercicio fisico
poderia atenuar a hipertermia durante a atividade o aumento da atividade de
ANG Il no SNC poderia acarretar o aumento do desempenho fisico. Esta
hipétese de que a ANG Il poderia exercer um efeito ergogénico esta, pelo
menos em parte, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo.
Estes resultados mostraram claramente que a maior disponibilidade de ANG Il
central leva a um maior desempenho durante o exercicio fisico. Entretanto,
apesar de nao ter sido observada uma atenuacao na hipertermia induzida pelo
exercicio 0 aumento do desempenho induzido pelo tratamento com ANG I
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abaixo de 2 ug poderia ter sido ocasionado por uma melhoria na eficiéncia
mecanica, uma vez que ndo foi observada uma influéncia sobre os
mecanismos de dissipacdo de calor. Outra possibilidade seria que este
tratamento teria influenciado a relacdo dopamina/serotonina centralmente.
Essa relacdo tem sido mostrada em alguns estudos estar relacionada com o
desencadeamento da fadiga central, isto €, uma maior relacdo aumentaria o
desempenho enquanto a diminuicdo nessa relacao produziria o efeito contrario
(LEITE, et al., 2010). Essas evidéncias foram também mostradas em estudos
anteriores em que o blogueio dos receptores de ANG Il centrais ATI1,
provocava a reducdo do desempenho durante o exercicio fisico por
mecanismos muito semelhantes aos encontrados no presente estudo. Isto é,
por alterar mecanismos termorregulatérios reduzindo a dissipacdo de calor
(LEITE, et al., 2006), por influenciar a disponibilidade de substratos energéticos
(LEITE, et al., 2009), reduzir a eficiéncia mecénica e aumentar o custo
energético durante a atividade (LEITE, et al., 2007).

Outra evidéncia que corrobora com a hip6tese de que o tratamento com
ANG Il poderia influenciar o metabolismo de dopamina centralmente sao
estudos em que foi verificado que a administracdo icv deste neurotransmissor
provocou melhora no desempenho durante o exercicio fisico em ratos. Esta
melhora foi mediada pelo aumento na tolerdncia ao acumulo de calor e
aumento na taxa metabdlica durante o exercicio progressivo (BALTHAZAR et
al., 2008). Este efeito foi muito semelhante ao observado durante o tratamento
com a dose de ANG Il 2 ug em que foi evidenciado que o animal, apesar de
nao apresentar um aumento da taxa de aquecimento, mostrou um desempenho
61% maior e uma maior tolerancia a hipertermia durante o exercicio fisico.
Possivelmente a interacdo entre a ANG Il e a dopamina possa ter contribuido
para a melhoria do desempenho observada no presente estudo, principalmente
considerando o fato de que a ANG Il seria um fator que desencadearia
respostas periféricas a partir do sistema nervoso central (McKINLEY et al.,
2003), por exemplo alteracdo do TT.V. Dessa forma, seria possivel assumir
que o aumento do desempenho durante o exercicio fisico devido a estimulacao
central com ANG Il poderia ter relacdo ndo somente com o controle

termorregulatério, mas também com outras funcdes exercidas por este
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peptideo, como aumento na disponibilidade de substratos, da eficiéncia
mecanica e do aporte sanguineo para a musculatura, causado pela
vasodilatacao (JONES; WOODS, 20083).

Por outro lado, foi observado que em doses altas de ANG Il teve um
efeito ergolitico e hipertérmico. Esta caracteristica de drogas que apresentam
curvas dose-resposta em formato de U invertido esta presente também nos
efeitos centrais da dopamina, onde numa concentragdo central intermediaria
sado observados efeitos positivos enquanto que em altas concentracées deste
neurotransmissor ocorre uma inversdo deste efeito. Estes resultados sugerem
que poderia haver uma faixa étima para determinados efeitos também para
dopamina (MONTE-SILVA et al., 2009).

Ao analisar a correlagdo entre BHR e HSR (GRAFICO 5) pode-se
observar um deslocamento do tratamento com ANG Il 2 ug para a direita e para
baixo, onde o tempo de exercicio esta aumentado para uma menor BHR e HSR
quando se compara ao grupo tratado com ANG Il 4 ug. Este resultado aponta
possivel alteracao na percepcao ou sensibilidade ao calor produzido durante o
exercicio, permitindo maior tempo em atividade para quantidades semelhantes
de BHR e HSR. Esta relacdo negativa entre o desempenho e o aumento da
HSR e BHR tem sido relatada ocorrer quando o conteudo de serotonina esta
aumentado na POA/AH. Semelhante aos resultados encontrados neste estudo
para as doses mais elevadas, a administracdo icv do aminoacido triptofano,
precursor do neurotransmissor serotonina, provocou reducdo do desempenho,
reduzindo o tempo de fadiga durante o exercicio fisico. Esta reducao se
correlacionou ao aumento na BHR e HSR provocada pela disponibilidade
aumentada de triptofano (SOARES et al., 2003; 2004). O mesmo poderia ter
ocorrido em funcao do tratamento com as doses elevadas de ANG Il.

Em resumo, os resultados apresentados neste estudo sugerem que a
maior disponibilidade central de ANG Il provoca efeitos distintos durante o
exercicio fisico conforme a dose administrada, assumindo um comportamento
de curva em U invertido, comum em outras drogas. Em doses intermediarias
provoca aumento no desempenho demonstrado pelo aumento do tempo de
fadiga ndo acompanhado por alteracées na T, Tcauga, BHR, HSR e TT.V. Estes
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dados indicam que este aumento no desempenho pode estar relacionado a
outros fatores centrais além da termorregulagcdo. Em doses altas, a ANG I
central provoca redugéo no desempenho acompanhada de aumento acentuado
na Tc, BHR, HSR e TT.V, porém sem alteragdes na Tcauqa, indicando que esta
alteracdo no desempenho poderia se dar em funcdo do aumento no calor
produzido durante o exercicio bem como em alteracbes nos mecanismos de

dissipacao de calor.
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5 - CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a ativagcdo de vias angiotensinérgicas
centrais através da injegéo icv de ANG Il provoca efeitos distintos durante o
exercicio fisico conforme a dose administrada. Em doses intermediarias resulta
em aumento no desempenho fisico demonstrado pelo aumento do tempo de
fadiga ndo acompanhado por alteragdes na T, Tcausa, BHR, HSR e TT;V. Em
doses altas, a ANG Il central provoca reducdo no desempenho fisico
acompanhada de aumento acentuado na T, BHR, HSR e TT.V indicando que
a alteracdo no desempenho se da em funcao do agravamento da hipertermia

do exercicio decorrente da menor capacidade de dissipar calor.
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APENDICE

APENDICE A

TABELA 1 - Média (+ EPM) da variacao da temperatura corporal interna
(Tc) em °C durante o exercicio fisico até a fadiga.

Tempo Salina (n = 8) ANGII 0,25ug (n = 3) | ANGII 1pg (n=3) | ANGII 2ug (n =5) | ANGII 4ug (n =5)
(i) Méd | £ EPM Méd +tEPM | Méd | +tEPM | Méd | +tEPM | Méd | + EPM
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0,044 | 0,019 0,173 0,032 | 0,067 | 0,047 | 0,021 | 0,004 | 0,214 | 0,016
2 0,067 | 0,021 0,253 0,009 |0,210| 0,072 | 0,031 | 0,015 | 0,299 | 0,012
3 0,085 | 0,028 0,340 0,012 |0,140| 0,081 | 0,092 | 0,021 | 0,372 | 0,027
4 0,124 | 0,035 0,343 0,009 |0,200| 0,086 | 0,137 | 0,009 | 0,432 | 0,047
5 0,180 | 0,041 0,380 0,012 |0,257| 0,092 | 0,173 | 0,002 | 0,463 | 0,038
6 0,223 | 0,039 0,430 0,035 | 0,293 | 0,093 | 0,220 | 0,014 | 0,534 | 0,033
7 0,273 | 0,042 0,473 0,061 |0,357| 0,087 |0,292 | 0,023 | 0,607 | 0,035
8 0,292 | 0,047 0,500 0,075 | 0,443 | 0,202 | 0,360 | 0,031 | 0,639 | 0,033
9 0,365 | 0,043 0,560 0,069 |0,540| 0,137 | 0,432 | 0,048 | 0,664 | 0,027
10 0,440 | 0,044 0,660 0,029 |0,617| 0,275 | 0,495 | 0,068 | 0,678 | 0,022
11 0,494 | 0,046 0,703 0,009 |0,683| 0,191 | 0,541 | 0,078 | 0,686 | 0,021
12 0,519 | 0,050 0,720 0,000 |0,770| 0,216 | 0,592 | 0,091

13 0,520 | 0,048 0,730 0,006 |0,813| 0,231 | 0,723 | 0,061

14 0,529 | 0,047 0,733 0,003 | 0,880 | 0,261 | 0,745 | 0,076

15 0,540 | 0,045 0,790 0,029 | 0,917 | 0,283 | 0,848 | 0,079

16 0,548 | 0,045 0,993 | 0,324 | 0,891 | 0,097

17 0,554 | 0,044 1,057 | 0,344 | 0,894 | 0,105

18 1,083 | 0,358 | 0,921 | 0,108

19 1,107 | 0,369 | 0,940 | 0,102

20 1,113 | 0,372 | 0,954 | 0,114

21 1,110 0,379 | 0,976 | 0,119

22 1,137 | 0,392 | 0,977 | 0,123

23 1,163 | 0,408 | 0,995 | 0,127

24 1,163 | 0,408 | 1,019 | 0,122

25 1,160 | 0,406 | 1,019 | 0,123

26 1,022 | 0,126

27 1,022 | 0,131

28 1,022 | 0,132

29

30
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APENDICE B

TABELA 2 - Média (+ EPM) da variacao da temperatura da cauda (tcauda)
em °C durante o exercicio fisico até a fadiga.

Salina (n = 8) | ANGII 0,25ug (n =3) | ANGII 1ug (n =3) | ANGII 2ug (n = 5) | ANGII 4ug (n =5)

Tempo
(min) +
Méd |Epy | Med | gpy | Med |, gpy | Méd |, gpy | Med |, Eppy
0 | 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000
1 |-0,523| 0,154 | -0,680 | 0,214 | -0,067 | 0,024 | -0,092 | 0,189 |-0,752| 0,081
2 |-0,694] 0,163 | -1,103 | 0,199 | -0,257 | 0,139 | -0,568 | 0,059 |-1,104| 0,058
3 |-0676|0,174 | -1,293 | 0,228 | -0,337 | 0,189 | -0,699 | 0,118 |-0,727| 0,357
4 |-0486| 0,309 | -1,493 | 0,228 | -0,353 | 0,214 | 0,960 | 0,354 |-0,569| 0,594
5 |-0,156| 0,372 | -1,633 | 0,165 | -0,367 | 0,231 | -1,004 | 0,454 |-0,460| 0,730
6 |0,301]0,417 | -0,640 | 0,069 | -0,003 | 0,419 | -0,883 | 0,593 |-0,078 | 0,778
7 |0,882]0,274| 0190 | 0,087 | 0,483 | 0,851 |-0,448 | 0,870 | 0,972 | 0,479
8 1,357 0186 1,007 | 0,263 | 0,887 | 1,152 |-0,021| 1,120 | 1,766 | 0,260
9 1,715 0,181 | 1,360 | 0,398 | 1,170 | 1,384 | 0,288 | 1,033 | 2,190 | 0,137

10 1,997 | 0,185 | 1,687 0,378 1,370 | 1,463 | 0,864 | 1,023 | 2,224 | 0,123
11 2,314 | 0,126 | 1,800 0,358 1,350 | 1,400 | 1,226 | 0,930 | 2,246 | 0,116
12 2,727 | 0,153 | 2,100 0,358 1,393 | 1,342 | 1,596 | 0,855

13 3,133 | 0,288 | 2,277 0,430 1,630 | 1,241 | 1,739 | 0,814

14 3,373 10,396 | 2,087 0,263 1,920 | 1,213 | 1,855 | 0,765

15 3,434 | 0,466 | 2,167 0,274 2,063 | 1,224 | 1,931 | 0,751

16 3,391 | 0,473 2,460 | 1,158 | 2,174 | 0,849

17 3,410 | 0,475 2,767 | 1,002 | 2,247 | 0,858

18 3,170 | 0,819 | 2,564 | 0,706

19 3,633 | 0,789 | 2,938 | 0,505

20 4,130 | 0,647 | 3,246 | 0,378

21 4,540 | 0,575 | 3,439 | 0,345

22 4,730 | 0,583 | 3,485 | 0,339

23 4,837 | 0,569 | 3,490 | 0,358

24 4,953 | 0,672 | 3,625 | 0,373

25 5,030 | 0,742 | 3,813 | 0,403

26 3,882 | 0,410

27 3,824 | 0,451

28 3,816 | 0,458

29

w
o
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APENDICE C

TABELA 3 - Média (+ EPM) da Taxa de aquecimento corporal (BHR) e Taxa
de acumulo de calor (HSR) durante o exercicio fisico até a fadiga.

Salina (n=8) | ANGII 0,25pug (n=3) | ANGII 1ug (n =3) | ANGII 2ug (n=5) | ANGII 4pg (n=5)

+EPM | Méd | tEPM | Méd | +tEPM | Méd | +EPM

0,037 | 0,005 | 0,074 | 0,006

Méd |£tEPM| Méd

0,004 | 0,046 0,003 | 0,045 | 0,014

BHR | 0,034
9,533 | 3,763 | 9,437 | 1,199 | 21,163 | 1,060

HSR | 8,514 | 0,678 | 8,371 0,944




