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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi medir a temperatura talamica durante o exercicio
fisico e verificar se a estimulacdo colinérgica central modifica de maneira diferente
as temperaturas talamica e abdominal. Foram utilizados ratos Wistar pesando entre
250-350 g. No experimento 1, os animais foram submetidos ao implante crénico de
canula guia no talamo para a medida da temperatura cerebral em duas velocidades
de corrida (21 e 24 m/min, que corresponde a 70 e 80% VOzmax., respectivamente)
na esteira até a interrupcéo voluntéria do esforco (IVE). No experimento 2, os ratos
foram submetidos ao implante crénico de canulas guias no ventriculo cerebral lateral
(ICV) e no talamo e também ao implante de um sensor de temperatura na cavidade
abdominal. Em ambos os experimentos, imediatamente antes do inicio exercicio, um
sensor de temperatura foi posicionado no tdlamo. No experimento 1, o exercicio
fisico induziu um aumento na temperatura talamica nas duas intensidades testadas
(37,97 £ 0,05°C, min 4 vs 37,46 + 0,04°C, min 0, 21 m/min; 38,04 £ 0,04°C, min 4 vs
37,55 = 0,04°C, min 0, 24 m/min; p < 0,05). No segundo experimento, 0s animais
foram submetidos a injecdo ICV de fisostigmina (102 M) ou veiculo (&lcool 10%;
VEIC). A injecédo de fisostigmina atenuou a elevagdo de ambas as temperaturas,
talamica (37,78 + 0,14°C FIS vs 39,02 £ 0,10°C VEIC, min 15; p < 0,05) e abdominal
(37,50 + 0,12°C FIS vs 38,69 = 0,11°C VEIC, min 20; p < 0,05), em
aproximadamente 43%. Nossos achados mostram que o aumento da temperatura
talamica induzido pelo exercicio fisico ndo foi diferente entre as intensidades
testadas e que o aumento da dissipacéo cutanea de calor induzido pela estimulagao
colinérgica central atenua proporcionalmente a elevacdo da temperatura talamica e

abdominal durante o exercicio fisico.

Palavras-chave : Exercicio. Fisostigmina. Termorregulacgéo.



ABSTRACT

The present study was aimed at investigating physical exercise-induced alterations in
the thalamic temperature and whether the central cholinergic stimulation differently
modifies the thalamic and abdominal temperatures. Wistar rats (250-350 g) were
used in the experiments. In the experiment 1, a guide cannula was implanted in the
thalamus to measure the temperature in two treadmill running speeds (21 and 24
m/min, corresponding to 70 e 80% VO2max, respectively) until voluntary effort
interruption (VEI). In the experiment 2, two guides cannulae were implanted into the
lateral ventricle and thalamus. Immediately after, a temperature sensor was
implanted in the abdominal cavity to measure the core temperature during treadmill
running at 21 m/min until VEI. In both experiments, before the start of exercise, a
temperature sensor was positioned in the thalamus. In the first experiment, the
exercise induced an increase in the thalamus temperature in the two running speeds
evaluated (37.97 = 0.05°C, min 4 vs 37.46 = 0.04°C, min 0, 21 m/min; 38.04 +
0.04°C, min 4 vs 37.55 + 0.04°C, min 0, 24 m/min; p < 0.05). In the second
experiment, the rats were subjected to 2 pL of physostigmine (102 M) or vehicle
(alcohol 10%; VEH) injection into the cerebral ventricle. The physostigmine injection
attenuated the exercise-induced increase in the thalamic (37.78 £ 0.14°C PHY vs
39.02 £ 0.10°C VEH, min 15, p < 0.05) and abdominal (37.50 + 0.12°C PHY vs 38.69
+ 0.11°C VEH, min 20; p < 0.05) temperatures by approximately 43%. We conclude
that the thalamic temperature increase induced by exercise was not different
between the intensities tested and that cutaneous heat dissipation induced by central
cholinergic stimulation during exercise attenuates proportionally the increase in the

thalamic and abdominal temperatures.

Keywords : Exercise. Physostigmine. Thermoregulation.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 - Esquema das conexfes talamicCas. ...........ccuuuuiiiiiieeeeeieiiiiiiis e e eeeeeennnnns 18
FIGURA 2 - Representacdo esquematica das conexdes dos nuacleos de
retranSMISSA0 tAlAMICA .......ooiiiiiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e eeeeeeenes 19
FIGURA 3 - CAICUIO @MOSIIaAl........uvviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeseeeneeees 25
FIGURA 4 - Delineamento experimental referente aos experimentos 1 e 2.............. 26
FIGURA 5 - Linha do tempo referente ao experimento L..........ccccevvvvviviiinieeeeeeeennnns 27
FIGURA 6 - Linha do tempo referente ao experimento 2 ...........ccoevvvevvviiinneeeeeeeeennnns 28
FIGURA 7 - Fotomicrografia de secgdes transversas Cerebrais...............uveveeveeeeennee. 40

FIGURA 8 - Tempo total de exercicio de ratos que correram a 21 ou 24 m/min....... 42

FIGURA 9 - Temperatura talamica durante o repouso na caixa e durante o exercicio

NA ESLEITA & 21 OU 24 IMNIIMNIN oot a e 44

FIGURA 10 - Efeito da inje¢do de veiculo ou fisostigmina no ventriculo lateral sobre

0 tempo total de eXerciCio €M A0S ..........uuiiiiie e e e e e 45

FIGURA 11 - Efeito da injecdo de veiculo ou fisostigmina no ventriculo lateral sobre

a temperatura talamica e abdominal de ratos durante o exercicio a 21 m/min ......... 47

FIGURA 12 - Diferenga absoluta e relativa entre as temperaturas do talamo e
abdbémen apods a injecdo ICV de veiculo ou fisostigmina em ratos durante o exercicio
A 2L MMM 49

FIGURA 13 - Area sob a curva da varia¢éo das temperaturas talamica e abdominal

de ratos durante 0 exerciCio & 21 M/MIN ... 50

FIGURA 14 - Efeitos da injecdo de ICV veiculo ou fisostigmina sobre a variacdo da

pressao arterial média (PAM) de ratos durante 0 repouSO Na CaIXa...........cceeereerrnnns 51



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Valores da massa corporal pré-exercicio e temperatura no interior da

esteira, NOS eXPEriMENTOS 1 € 2 ....cic it e e e e e e e e e e e s 41



LISTA DE ABREVIATURAS

pL: microlitro

pHm: micrometro

°C: grau celsius

ABD: abdominal

ANOVA: andlise de variacéo

AP: antero posterior

ASC: area sob a curva

CbTC: circuito cerebelo-talamico-cortical

CETEA: Comité de Etica em Experimentacéo Animal
cm: centimetro

CV: coeficiente de variagao

DV: dorso ventral

EEFFTO: Escola de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional
EPM: erro padrdo médio

FIS: fisostigmina

g: grama

GTC: circuito ganglio-talamico-cortical

ICV: intracerebroventricular

IVE: interrupgéo voluntaria do esforco

kg: quilo



KQ: quilo-ohm

m: metro

M: molar

mA: miliampere

mg: miligrama

min: minuto

ML: médio lateral

ml: mililitro

mm: milimetro

mmHg: milimetro de mercurio

mV: milivolts

n: nUmero amostral

NaCl: cloreto de sodio

OS: nucleo de retransmissao talamica de ordem superior
PA: pressao arterial

PaCO,: pressao parcial de dioxido de carbono no sangue arterial
PAM: pressao arterial média

PE: polietileno

PO: nacleo de retransmisséo talamica de primeira ordem
RCS: resfriamento cerebral seletivo

TAL: talamica



TE: temperatura no interior da esteira

TTE: tempo total de exercicio

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais
Ul: unidades internacionais

VEIC: veiculo

VL: nucleo talamico ventro-lateral

VM: nucleo talamico ventro-medial

VO2max: capacidade aerébica maxima



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ... et 13
1.1 Temperatura cerebral e exercicio fiSiCO ........... i 13
1.2 Termorregulacao, sistema colinérgico e exercicio..  ....ccccccceeevieeeeeeennnnnnn. 19
1.3 (0] 0] 1= 1AV o PRSPPI 23
2 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 24
2.1 (@1 T F=To [0 1= 1o o 1 24
2.2 Y 110 = U PPRUPPPPRRPRRN 24
2.3 CAICUIO @MOSIIAL......coiiiiiiiiiiiiiees s 25
24 Delineamento experimental .........cccoovviiiiis i 26
2.5 Procedimentos CIFUMQICOS .......uuuuuuiiiiiiiiiiis eevvreeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 29
2.5.1 Implante do sensor de temperatura na cavidade abdominal e das céanulas
talamica € VENTICUIAT .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee ettt 29
2.5.2 Implante do cateter na artéria aorta...............uueeiieeeeeeeeeeiiiiie e 30
2.6 Familiarizacdo ao exercicio na esteira rolante....  .....cccccceeeveiieerriveeiininnn. 31
2.7 Injecdo no ventriculo cerebral lateral ............  .ooooiiiiiiir 31
2.8 Protocolo experimental.........ccccovviiiiiiiiiiis e 32
2.9 VariQveiS MEAIAS .......uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis eeeiieiee et e e e e e e e e eeeeeeeeeeeees 32
2.9.1 Temperatura abdominal............oouuiiiiiiiii i 32
2.9.2  Temperatura Cerebral ... 33
2.9.3  Tempo total de XEIrCICIO ..ooiieeeeeeeeee e e 34
2.10  Variaveis de CONMIOIE.........ooooiiiiiiii et s 35
2.10.1 MaSS@A COMPOTAl ...ceieiiiiiiiiie ettt e e e e e e aaraa s 35

2.10.2 Temperatura ambIENTE .........cooiiiiiiiiiii et e e eeareeas 35



2.10.3 Temperatura No INterior da eSeINaA.........couviiiiiiiiiie e 35

2.11 Teste da preSSao arterial .........ccceeiiiiiiiiiis i 35
2.12  EULBNASIB . .eeeieiiiiiiiiieeii e e ees eee e e e e e et e e e aas 36
2.13  Verificagdo do posicionamento das canulas .........  .cooeiiiiiiiieeieeeiin 36
2.14  ANAIISE ESTALISHICA ..vvvvveeeii ittt ies e 37
3 RESULTADOS ...t e e e e e e e e e eeees 39
3.1 Posicionamento das CANUIAS...........ooccciiiiiis e 39
3.2 Parametros de CONtrole...........cuvvviiiiiiiiiis e 41
3.3 Tempo total de exercicio — EXperimento 1..........  cooooeeviiviiiiiiiiiiee e eeeeeeennnns 41

3.4 Temperatura talamica durante o repouso e o exercici 0 — Experimento 1
43

3.5 Tempo total de exercicio — EXperimento 2..........  coooeeeevvveiiiiiiiiieeeeeeeeeeennnns 45

3.6 Temperatura talamica e abdominal dos animais injeta dos com

fisostigmina no ventriculo lateral .........cccccee eoeiiiiiiiiiiiieeeeeee e 46

3.7 Area sob a curva da variagdo da temperatura talamic  a e abdominal ....50

3.8 Confirmacgéo da efetividade das injecdes ICV (Teste  da presséo arterial)

51
4 DISCUSSAD ...oceiiiiieieteieieiei et eses e ettt ettt ettt ettt ee st neneeenes 52
4.1 Temperatura talamica e desempenho fiSICO .......... oo, 52

4.2 Estimulacdo colinérgica central, temperatura talami ca e desempenho
fisico 57
5 CONCLUSAO. ...ttt ettt ettt ae e enan e, 61

REFERENCIAS ... oo e e e ettt et 62



13

1 INTRODUCAO

1.1 Temperatura cerebral e exercicio fisico

Os mamiferos sdo animais homeotérmicos, cuja temperatura interna € mantida em
aproximadamente 37° C, independente das variacdes na temperatura ambiente. A
endotermia foi uma novidade evolutiva que permitiu que esse grupo de animais
desenvolvesse agilidade para fuga e predacdo, maior aprendizado social e
desenvolvimento do cérebro quando comparados aos demais vertebrados. Por outro
lado, a manutencé@o da temperatura interna estavel requer alta taxa metabdlica e,
portanto, os mamiferos necessitam buscar constantemente seus alimentos. Visto
que as crias ndo conseguem obter alimento, se tornam dependentes dos pais por
longos periodos. O aumento do tempo de convivio entre crias e pais favoreceu a
selecdo de cérebros cada vez maiores e mais complexos (GORE, 2003). Como o
cérebro grande consume muita energia, além da necessidade de uma ingestéo
calérica mais continua, desenvolveram-se nos mamiferos mecanismos mais
complexos para dissipar o0 calor proveniente de seu metabolismo
(DALGALARRONDO, 2011).

Durante as atividades fisicas diarias (cacadas ou fuga de predadores) a producéo de
calor aumenta e altera tanto a temperatura do cérebro quanto a temperatura
sistémica. A elevacdo da temperatura interna estimula os termorreceptores e
desencadeia a ativagcdo de mecanismos de dissipacdo de calor. Estes ajustes
atenuam a elevacdo da temperatura interna e protege os o6rgdos dos danos
induzidos pela hipertermia. Existem evidéncias de que o cérebro é mais sensivel as
oscilacbes da temperatura interna quando comparado a outros 6rgdos. De fato, a
elevacédo da temperatura cerebral representa um risco para a integridade do tecido
neural e pode aumentar a permeabilidade da barreira hemato-encefalica, causar
edema celular e outras anormalidades na estrutura da célula (KIYATKIN, SHARMA,
2011).

Em funcdo do metabolismo cerebral, a temperatura do cérebro € mantida acima da

temperatura do sangue arterial, que por sua vez representa a temperatura média
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dos tecidos corporais. Entretanto, em algumas circunstancias a temperatura cerebral
pode ser mantida abaixo da temperatura arterial. Tal inversdo é denominada
resfriamento cerebral seletivo (RCS). O RCS permite que a temperatura cerebral
seja mantida abaixo da temperatura do resto do corpo durante varias condicoes,
incluindo a exposicao ao calor, exercicio de resisténcia, vigilia relaxada e durante o
sono, sendo inibido durante o frio e em situaces de estresse emocional. Além de
proteger o cérebro do dano térmico, 0 RCS pode prolongar o desempenho fisico de
animais e também contribuir para a conservacdo de agua em mamiferos
desidratados (CAPUTA, 2004).

Em ratos, a temperatura cerebral aumenta mais rapidamente e em maior magnitude
quando comparada a temperatura sistémica diante de estimulos que representam
novidade (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002). Em humanos foi demonstrado que a
temperatura do sangue venoso que drena o cérebro é maior que a temperatura do
sangue arterial que perfunde este tecido durante o repouso e 0 exercicio em
ambiente termoneutro e quente (NYBO, SECHER, NIELSEN, 2002). Estes dados
sugerem que a temperatura cerebral € determinada em maior parte pela ativacédo
neural intrinseca quando comparada a contribuicdo da temperatura do sangue
arterial que perfunde o cérebro. Portanto, a temperatura cerebral € indice da
atividade metabdlica local (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002).

A temperatura no cérebro pode variar entre as diferentes estruturas em funcdo de
sua localizacdo. Regibes mais dorsais, como o0 cortex cerebral, mantém a
temperatura basal em valores menores que regides cerebrais mais ventrais, como o
talamo. Isto é atribuido, pelo menos em parte, a maior distancia das estruturas mais
ventrais da superficie irradiante da cabeca (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002). Além
da diferenca de temperatura basal entre as estruturas cerebrais, atribuida a sua
localizagéo, a temperatura cerebral pode se alterar de maneira diferente entre as
diferentes regides em funcdo das areas ativadas por um determinado estimulo
(KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002). Durante o exercicio, por exemplo, € observado
que a ativacdo de regibes motoras, como 0 coOrtex motor primario, aumenta em
funcdo da intensidade do exercicio. Em contrapartida, ndo s&o observadas

alteracGes em outras regides corticais que ndo estdo diretamente relacionadas ao
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controle motor, como o cortex sensorial primario e o cortex pré-frontal (BRUMMER et
al, 2011).

O sangue arterial que perfunde o cérebro contribui com a remocéo de calor de todo
o tecido cerebral, e consequentemente, o fluxo sanguineo cerebral € considerado o
principal mecanismo de remocdo de calor do cérebro, principalmente em regides
subcorticais como o talamo (SUKSTANSKII, YABLONSKIY, 2006). E importante
ressaltar que a remoc¢ao do calor via fluxo sanguineo ocorre mediante a existéncia
de gradiente de temperatura entre as estruturas cerebrais e o sangue. Nessa
condigdo, quanto menor a temperatura do sangue arterial, maior a remoc¢éao de calor
do cérebro (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002; SUKSTANSKII, YABLONSKIY, 2006).

Os modelos que associam hipertermia e desempenho fisico sugerem que o aumento
da temperatura do cérebro € o fator preponderante na reducdo da motivacdo para o
exercicio. Nesse sentido, Caputa, Feistkorn, Jessen (1986) realizaram um
experimento com o0 objetivo de distinguir a influéncia das temperaturas cerebral e
sistémica sobre o desempenho fisico. Para tanto, estes autores manipularam de
forma independente estas temperaturas em cabras. Quando a temperatura do
cérebro foi fixada, foram observadas temperaturas de tronco acima de 43,5°C e
nenhuma alteracdo do desempenho. Por outro lado, quando a temperatura do tronco
foi fixada e a temperatura cerebral mantida entre 42-43°C, foi observado reducao do
desempenho, podendo ser inferido que a elevacdo da temperatura no SNC inibe a
atividade motora e protege o cérebro do dano térmico. Resultados semelhantes
foram encontrados no estudo de Caputa, Kamari, Wachulec (1991), no qual a
temperatura cerebral de ratos foi menor que a temperatura sistémica ao final de 30
minutos de exercicio fisico. Contrapondo os trabalhos mencionados acima, outros
estudos que utilizaram ratos ndo encontraram um papel determinante da
temperatura cerebral sobre o desempenho (Fuller, Carter, Mitchell, 1998; Walters et
al, 2000). Walters et al (2000) pré-aqueceram o0s animais antes do exercicio fisico e
registraram variacfes de 39 a 42,8°C para temperatura cerebral e de 39 a 42,1°C
para temperatura sistémica. O desempenho fisico dos ratos foi inversamente
correlacionado com estas temperaturas no inicio do exercicio. N&ao foram
observadas diferencas entre estas correlacdes (r = 0,73 e 0,74; temperatura cerebral

e sistémica, respectivamente) que sugerisse maior importancia de alguma regido na
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determinacado da interrupcdo do esfor¢o. Portanto, ndo ha consenso na literatura em
relacdo a um possivel efeito de neuroprotecédo que determine o desempenho fisico.

Nos estudos de termorregulacdo e exercicio fisico, a medida da temperatura
cerebral geralmente € realizada no hipotalamo (CAPUTA, FEISTKORN, JESSEN,
1986; CAPUTA, KAMARI, WACHULEC, 1991; FULLER, CARTER, MITCHELL,
1998; WALTERS et al, 1998; 2000; HASEGAWA et al, 2008), regido considerada
como o0 centro termorregulatério. Entretanto, em poucos trabalhos foi realizada a
medida de temperatura em nucleos envolvidos no controle motor. Walters et al
(1998), além da temperatura hipotalamica, mediram também a temperatura do cortex
cerebral, regido relacionada com a atividade motora, durante o exercicio, e
verificaram que o gradiente de temperatura pré-exercicio (de aproximadamente 1°C)
foi mantido durante toda a corrida na esteira em ambiente quente, sendo a
temperatura cortical menor que a temperatura hipotalamica. A manutencao do
gradiente térmico entre estas estruturas foi atribuido a maior perda de calor cortical
por radiacdo, uma vez que o cortex esta proximo da superficie irradiante da cabeca.
Portanto, entendemos ser importante para os estudos de termorregulacdo e
exercicio fisico, a medida da temperatura cerebral em regibes motoras mais
profundas, cuja dissipacdo de calor é predominantemente dependente do fluxo
sanguineo cerebral. Tendo em vista a relacdo existente entre a elevacdo da
temperatura e a interrupcdo do esforgo, é possivel que a elevagdo da temperatura

nessas regiées motoras profundas se correlacione mais com o desempenho fisico.

Dentre as areas envolvidas no controle motor, o tAlamo, uma das estruturas que
compdem o diencéfalo (HERRERO, BARCIA, NAVARRO, 2002), € uma das regides
mais ativadas com o exercicio fisico. Logo ap06s o0 exercicio na esteira,
HOLSCHNEIDER et al, (2003) injetaram o marcador radioativo relacionado ao fluxo
sanguineo cerebral [**C]-iodoantipirina em ratos e verificaram aumento na atividade
neural de regides relacionadas com circuitos motores, como o cortex motor primario,
o talamo ventro-lateral e a linha média do cerebelo. Por ser uma das regiées mais
ativadas pelo exercicio fisico e uma das maiores estruturas subcorticais envolvidas
no controle motor, o talamo foi a regido escolhida para a medida da temperatura

cerebral no presente estudo.
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A principal funcdo do talamo esta relacionada ao controle motor. A ativacdo talamica
induzida pelo exercicio fisico € atribuida ao aumento da atividade de circuitos
motores. O complexo nuclear VL-VM, formado pelos nucleos ventral-lateral e ventral-
medial, pode ser considerado o principal ndacleo talamico motor. Existem projeces
do corpo estriado e do cerebelo para o complexo nuclear VL-VM, que por sua vez,
as retransmitem ao cortex, formando os circuitos motores ganglio-talamico-cortical
(GTC) e cerebelo-talamico-cortical (CbTC) (HOLSCHNEIDER et al, 2007).

O tadlamo é considerado um centro de retransmissdo das vias sensoriais e motoras
para o cortex (HERRERO, BARCIA, NAVARRO, 2002). Por meio das proje¢des do
talamo para o cortex, as informacdes de 6rgdos sensoriais como a pele e os olhos e
as informacdes motoras provenientes de regibes cerebrais como o cerebelo e o
ganglio basal sado percebidas (GUILLERY, 1995). Além disso, existem projecdes
corticais para nuacleos talamicos, indicando a existéncia de influéncia mutua entre
essas duas estruturas (GUILLERY, 1995; GUILLERY, SHERMAN, 2002). Existem
dois tipos distintos de nucleos de retransmissao talamica. Baseado na inervacéo
aferente estes nucleos séo classificados como: nucleo de primeira ordem e nucleo
de ordem superior. O ndcleo de primeira ordem recebe fibras aferentes subcorticais
de drgdos sensoriais periféricos e de areas centrais motoras como cerebelo e
ganglio basal. Os nucleos talamicos geniculado lateral, geniculado medial, ventro-
lateral e complexo ventro-basal sdo conhecidos por receberem estas aferéncias
subcorticais. O nucleo de ordem superior recebe aferéncias corticais das células
piramidais da quinta camada. Ndcleos talamicos como o médio-dorsal, posterior-
lateral e pulvinar sdo conhecidos por receberem estas aferéncias corticais. Ambos
0S nucleos de retransmissédo talamica recebem aferéncias modulatérias de células
corticais da sexta camada (ver FIGURAS 1 e 2). Essa modulacao esta relacionada
com a via inibitéria que passa pelo ndcleo reticular talamico. Nesta via, as fibras
corticais inervam as células reticulares por meio de neurbnios glutamatérgicos
excitatérios. Das células reticulares, por sua vez, partem projecfes gabaérgicas

inibitorias para as regides corticais correspondentes (GUILLERY, 1995).

As aferéncias para 0s nucleos de primeira ordem e de ordem superior possuem
ramificacbes diretas para centros motores (GUILLERY, SHERMAN, 2002). Ambos

0s nucleos de retransmissao talamica enviam eferéncias para o cortex. As células
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piramidais corticais que projetam para o nucleo de ordem superior também

contribuem para a formagédo de duas vias importantes para o controle motor, via

motora cortico-espinhal e via motora coértico-nuclear (CONSENZA, 2005) (ver

FIGURAS 1 e 2).

Sensorial
Primario

A 4

Cortex

Talamo | PO

(0N

Entrada
Sensorial

Sensorial Areas Corticais
Secundario Superiores
> 0S |¢
Saida
Motora

FIGURA 1 - Esquema das conexdes talamicas. O nicleo de retransmissao talamica de primeira
ordem (PO) recebe fibras sensoriais periféricas e as retransmite ao coértex, enquanto o nucleo de
retransmissao talamica de ordem superior (OS) recebe e envia fibras para o cértex. As aferéncias
para os nucleos de primeira ordem e de ordem superior possuem ramificagcdes diretas para centros

motores.

Fonte: ADAPTADO GUILLERY, SHERMAN, 2002, p. 1810.
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PO 7/ Nugkeo
e Reticular

FIGURA 2 - Representagdo esquematica das conexdes dos nlcleos de retransmisséo talamica de
primeira ordem (PO) e de ordem superior (OS). As fibras aferentes estdo demonstradas na cor azul;
as fibras piramidais da sexta camada na cor verde e as fibras tadlamo-corticais na cor laranja.

Fonte: ADAPTADO GUILLERY, 1995, p. 589.

1.2 Termorregulacao, sistema colinérgico e exercici 0

A temperatura interna é regulada por mecanismos comportamentais e respostas
efetoras autonbmicas. As alteragbes na temperatura interna estimulam
termorreceptores, 0s quais projetam para o SNC, que integra estes estimulos e
desencadeia respostas termorregulatérias de ajustes. A area pré-oética do hipotalamo
é considerada o principal centro de termorregulacdo. Essa &rea integra os estimulos
térmicos aferentes e desencadeia respostas efetoras autonémicas como a secre¢ao
da saliva, alteracbes do tbnus vasomotor cutaneo, tremor, e termogénese sem
tremor (NAGASHIMA et al, 2000; ROMANOVSKY, 2007).

Em ratos, a vasodilatacdo da pele das patas, espalhamento de saliva e micgao

voluntaria contribuem para a dissipacdo de calor. Durante o exercicio fisico, o
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principal mecanismo pelo qual estes animais regulam sua temperatura interna é por
meio da dissipacdo de calor pela cauda (SHELLOCK, RUBIN, 1984). Durante o
repouso, a cauda dissipa cerca de 25% do calor produzido, enquanto durante o
exercicio esses valores podem aumentar para 40% (YOUNG, DAWSON, 1982;
SHELLOCK, RUBIN, 1984).

A dissipacao de calor pela pele resulta das alteragdes no fluxo sanguineo, o qual é
modulado predominantemente pela atividade vasoconstritora adrenérgica. O tbnus
vasomotor € o resultado do balanco entre os fatores endoteliais vasodilatadores, 0s
fatores locais vasoconstritores e a atividade simpatica nas células musculares lisas
dos vasos. O aumento do tbnus vasomotor cutaneo, induzido pelo aumento da
atividade simpatica, aumenta a resisténcia do vaso, reduzindo o fluxo sanguineo. Ja
a diminuicdo da atividade simpatica reduz o tbnus vasomotor, aumentando a
condutancia vascular e consequentemente o fluxo sanguineo (O'LEARY,
JOHNSON, TAYLOR, 1985; ROWEL, SHEPHERD, 1996).

E demonstrado que a estimulacdo dos neurdnios colinérgicos centrais modula a
dissipacéo de calor e consequentemente a temperatura interna durante o exercicio
fisico. Tal afirmacdo é baseada em estudos demonstrando que a injecao central de
agonistas colinérgicos, como a fisostigmina, atenua o aumento da temperatura
interna induzido pelo exercicio fisico. Os ligantes dos receptores de acetilcolina e 0s
inibidores da acetil-colinesterase formam um grupo de farmacos conhecidos como
colinomiméticos, uma vez que potencializam os efeitos da acetilcolina. Os
colinomiméticos sao classificados de acordo com o tipo de receptor ativado
(muscarinico ou nicotinico) e conforme o mecanismo de acéo (direto: ativacdo dos
receptores colinérgicos; indireto: inibicdo da hidrdlise da acetilcolina). A fisostigmina,
farmaco usado no presente estudo para estimular os neurénios colinérgicos centrais,
exerce seus efeitos por mecanismo indireto, ao inibir a hidrolise de acetilcolina por
meio da inibicAo da acetilcolinesterase. A fisostigmina € uma amina terciaria
lipossoluvel que se liga a acetilcolinesterase e forma uma enzima carbamilada, mais
estavel e resistente a hidrolise que a acetilcolina. Deste modo, a concentracdo de
acetilcolina nas sinapses aumenta e, consequentemente, potencializa seu efeito
metabdlico (KATZUNG, MASTERS, TREVER, 2009).
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A administracdo de agonistas colinérgicos diminui a temperatura interna de ratos
durante o repouso, por meio da reducdo da taxa metabdlica e aumento do fluxo
sanguineo cutaneo. Estes efeitos termorregulatorios sdo dose-dependentes e
mediados pela estimulacdo dos receptores muscarinicos (LIN et al, 1979; LIN,
WANG, CHANDRA, 1980).

Em estudos do nosso laboratério, a injecdo intracerebroventricular de fisostigmina (5
2 M) em ratos atenuou a elevacgéo da temperatura interna durante o exercicio fisico
sem alterar o desempenho (RODRIGUES et al, 2004, 2008; PIRES et al, 2007).
Durante o exercicio fisico, a producdo de calor ndo € alterada pela inje¢do ICV de
fisostigmina (RODRIGUES et al, 2004), portanto, a atenuacdo da elevacdo da
temperatura interna € atribuida a mecanismos que facilitam a dissipacédo de calor
(RODRIGUES et al, 2004; PIRES et al, 2007). Como a localizacdo dos receptores
muscarinicos no SNC é difusa, é dificil predizer a distancia que um farmaco alcanca
em uma concentragcdo efetiva apdés sua inje¢cdo ICV (LIMA, COIMBRA,
MARUBAYASHI, 1998). Contudo, existem dados mostrando que 0s receptores
muscarinicos localizados no nucleo hipotalamico ventro-medial participam do circuito
neural envolvido na ativacdo dos mecanismos de dissipagcdo de calor durante o
exercicio fisico (WANNER et al, 2007).

A injecao ICV de fisostigmina também induz respostas cardiovasculares durante o
repouso e o exercicio fisico em ratos. Este farmaco aumenta a resisténcia vascular
nos leitos viscerais, o que resulta em aumento da pressao arterial sistémica (PIRES
et al, 2007; 2010). Além disso, ja foi demonstrado que a injecao central de agonistas
colinérgicos aumenta a atividade simpatica em varios érgaos, incluindo o coracao,
figado e pancreas (GOTOH, SMYTHE, 1991). Durante o exercicio, a injecdo ICV de
fisostigmina aumenta simultaneamente a temperatura da pele da cauda e a pressao
arterial diastdlica, indicando que a estimulacdo dos neurénios colinérgicos aumenta
o fluxo sanguineo cutaneo, apesar de também induzir aumento na resisténcia dos
grandes leitos vasculares (PIRES et al, 2007). O aumento da dissipacao de calor
induzido pela estimulac&o colinérgica central durante o exercicio fisico € precedido
por aumento da pressdo arterial média e abolido pela desnervacdo sino-adrtica.

Portanto, é possivel concluir que os efeitos da estimulacédo colinérgica central sobre
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a termorregulacdo durante o exercicio sdo modulados pelos barorreceptores
arteriais (PIRES et al, 2010).

A temperatura abdominal representa a temperatura média dos tecidos corporais
(SHELLOCK, RUBIN, 1984) e, em ratos, é determinada principalmente pelo calor
produzido pelos tecidos periféricos e o calor dissipado / conservado por meio de
alteracdes no fluxo sanguineo cutaneo. Por outro lado, a temperatura cerebral
fornece um indice da atividade metabdlica local e é determinada principalmente pelo
balanco entre o calor produzido pelo metabolismo cerebral e o calor removido via
fluxo sanguineo cerebral (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002; NYBO, SECHER,
NIELSEN, 2002; SUKSTANSKII, YABLONSKIY, 2006). O fluxo sanguineo, que pode
contribuir com a remocéo de calor no cérebro e no abdémen durante o exercicio
fisico, esta sob o controle de dois mecanismos: neural e fatores metabolicos locais.
A importancia relativa destes mecanismos varia entre os diferentes tecidos. Na
vasculatura da pele e de regifes esplancnicas, por exemplo, predomina a regulacéo
neural, enquanto na vasculatura do cérebro e do musculo esquelético, os fatores
metabalicos locais (LEVY, 2004).

Até o0 momento a resposta da temperatura cerebral durante o exercicio fisico sob
estimulacdo colinérgica central ndo € conhecida. Visto que a regulacdo do fluxo
sanguineo cutaneo e cerebral estdo sob o predominio de mecanismos diferentes
(leito cutdaneo — mecanismo neural; leito cerebral — fatores metabdlicos locais) e que
a estimulacdo colinérgica central parece alterar mais os fatores que regulam a
vasculatura cutanea em relacdo aos fatores que regulam a vasculatura cerebral, é
possivel que as temperaturas abdominal e cerebral sejam alteradas de maneira
diferente durante o exercicio fisico apés a injecdo ICV de fisostigmina. Assim,
formulamos a seguinte hipdtese no presente estudo: durante o exercicio fisico, a
estimulagdo dos receptores colinérgicos centrais ird modular de forma diferente as

temperaturas cerebral e abdominal.
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1.3 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi verificar se a estimulacdo colinérgica central
modifica de maneira diferente as temperaturas talamica e abdominal durante o
exercicio fisico. Como a medida da temperatura talamica nao foi realizada durante o
exercicio fisico até 0 momento, realizamos um experimento prévio com o objetivo de
verificar se a temperatura talamica responde ao exercicio em diferentes

intensidades.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cuidados éticos

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de
Minas Gerais (Protocolo 133/11).

2.2 Animais

Foram utilizados 97 ratos Wistar pesando entre 250 e 350 g, provenientes do Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG. Destes animais, 21
foram aproveitados nos experimentos (21,65%). A perda de animais decorreu
principalmente de dificuldades na padronizacdo das cirurgias. Em alguns animais a
canula talamica posicionou-se fora dos limites do tdlamo, em outros a canula ICV
posicionou-se fora do ventriculo lateral, mesmo com a confirmacdo do
posicionamento da canula pela decida da coluna de salina durante a cirurgia. Além
disso, alguns ratos apresentaram problemas motores ap0s a cirurgia, sugerindo
lesdo de algum ndcleo motor com o posicionamento da céanula guia. Diante disto,
foram feitos ajustes nas coordenadas, que foram mantidos mediante a observagao
do posicionamento correto das canulas e auséncia de problemas motores nos
animais. Outros animais nao aproveitados no estudo foram perdidos durante a
cirurgia; adoeceram durante 0os experimentos; ndo se habituaram a corrida na

esteira; ou nao correram durante as situagdes experimentais.

Antes das cirurgias, os animais foram mantidos coletivamente em caixas de
polietileno (até 5 ratos por caixa) e apds as cirurgias foram transferidos para caixas
individuais. As caixas foram forradas com maravalha e limpas a cada 2 dias. Os
ratos foram mantidos no biotério de experimentacdo do Laboratorio de Fisiologia do
Exercicio da Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional da

UFMG (EEFFTO/UFMG) com temperatura seca controlada em aproximadamente
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24°C, sob um ciclo claro-escuro de 14-10h (com as luzes acessas as 05:00 A.M.).

Os animais tiveram livre acesso a racao granulada (Nuvilab — CR1) e 4gua.

2.3 Calculo amostral

O numero de animais por grupo foi definido a partir do coeficiente de variacao (CV)

do tempo total de exercicio (TTE), variavel de maior instabilidade do estudo.

Em um protocolo de exercicio semelhante ao realizado no presente estudo (corrida
na esteira a 24 m/min com 5% de inclinacdo em ambiente termoneutro) a média (?()
do TTE foi de 33,1 min e o desvio padrdo (S) de 10,8 min (WANNER, 2006). A partir
desses valores foi calculado o CV (CV = S / X = 33%) para o calculo da
amostragem. Considerando o CV de 33%, utilizamos média de 100 e desvio padréo
de 33. Apds determinar que o intervalo de confiangca da média (A) de 30% seria

suficiente para um numero amostral viavel, a amostragem por grupo foi calculada

S
com base na equacéo: A= ta,gl X_\/ﬁ (ver calculos abaixo).

Cdlculo amostral Cnde

g A = oscilacao do intervalo de confianca da media;

. gl
vy ) S
oo/ = distribuicdo de t segundo os graus de

4= 30 (intervaln de confianca da média oscilandn liherdade do erro e a3 probabilidade do erro tipo |
ern 30%) [t tabelado);

33 5 = desvio padrao
a0 =2.267 x —=
N n = numero amostral por grupo

n =& (animais por grupo)

FIGURA 3 - Calculo amostral

A partir do CV da variavel de maior instabilidade, permitindo uma oscilagdo de 30%
no intervalo de confianca da meédia, foram necessarios 6 ratos por grupo para a

caracterizacao das respostas analisadas.
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2.4 Delineamento experimental

O estudo foi dividido em dois experimentos. Dezoito animais, separados em trés
grupos, seriam necessarios para a caracterizacao das respostas analisadas. Devido
a inviabilidade de se trabalhar com um animal por vez até que fosse confirmado o
posicionamento da canula guia, teste utilizado como critério para inclusdo dos
animais no estudo, os experimentos foram conduzidos com seis a oito animais
sendo testados simultaneamente. Desta forma, trés animais além do necessario
para a caracterizagdo das respostas analisadas, foram incluidos no estudo conforme
demonstrado na FIGURA 4:

Experimento 1 Experimento 2
I
Medida da temperatura
talamica e abdominal
durante o exercicio a 21 m/min

Medida da
temperatura talamica

O~

Repouso (n=7) | | Exercicio (n=8) Injecéo ICV (n=6)
21 m/min| | 24 m/min Veiculo | | Fisostigmina

FIGURA 4 - Delineamento experimental referente aos experimentos 1 e 2.

No primeiro experimento (FIGURA 5), foi implantada uma cénula guia no talamo
para a medida da temperatura cerebral dos ratos. ApGs retornarem ao peso pré-
cirdrgico (aproximadamente 5 dias), um grupo de ratos foi submetido a situacdo
experimental de repouso, enquanto outro grupo foi submetido ao exercicio em duas

intensidades diferentes apos serem familiarizados ao ambiente experimental.

NoO grupo repouso, a temperatura talamica foi registrada durante aproximadamente
4h em um caixa que permitiu livre movimentacdo do rato. A menor temperatura
talamica registrada continuamente durante o periodo de 60 minutos foi considerada

a temperatura talamica de repouso do animal.
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No grupo exercicio, a temperatura talamica foi medida durante o exercicio na esteira
com velocidade mantida em 21 ou 24m/min, com 5% de inclinag&o, até a interrupcao
voluntaria do esforco (IVE). Estas intensidades de exercicio foram escolhidas a partir
do estudo de Rodrigues et al, 2003 e corresponderam a aproximadamente 70 e 80%
do VOzmax., respectivamente (SONNE; GALBO, 1980).

Apés a ultima situagdo experimental, os animais foram anestesiados, eutanasiados
por perfusédo transcardiaca e, em seguida, foram iniciados os procedimentos para a
analise histologica do tecido cerebral e subsequente verificagdo do posicionamento
da canula guia. O experimento 1 teve como objetivo padronizar a medida da
temperatura talamica durante o exercicio fisico e verificar se esta responde a

alteracdes na intensidade do esforco.

! 5 dias ! 2diasI
l U

«  Ambiente experimental + Corrida na esteira a 21 ou 24 m/min até o IVE

« Corrida na esteira

FIGURA 5 - Linha do tempo referente ao experimento 1.

No segundo experimento (FIGURA 6), foram implantadas uma céanula guia no
talamo e um sensor no abdémen dos ratos para medida da temperatura, e ainda,
uma canula guia no ventriculo lateral para a estimulacéo colinérgica central. Apos a
recuperacdo das cirurgias, os animais foram familiarizados a corrida na esteira e ao

ambiente experimental.

Nas situacbes experimentais, foi realizada uma injecéo ICV de 2 pL de fisostigmina
(10 M) ou veiculo (&lcool 10% em salina) imediatamente antes do exercicio na
esteira a 21m/min, com 5% de inclinacdo até o IVE. Nesse experimento, foram

medidas as temperaturas do tdlamo e do abdémen. O exercicio foi realizado a 21
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m/min para que o efeito da fisostigmina sobre a temperatura abdominal, com
duracdo aproximada de 40 minutos (PIRES, 2008), pudesse ser observado e

comparado com o efeito da fisostigmina sobre a temperatura talamica.

Apos a ultima situacdo experimental, foi implantado um cateter na artéria aorta para
a medida da presséo arterial. Logo apés a ultima situagdo experimental, os animais
foram eutanasiados, sob anestesia, por perfusdo transcardiaca e, em seguida, foram
iniciados o0s procedimentos para a analise histologica do tecido cerebral e
subsequente verificacdo do posicionamento da canula guia. Os animais nos quais a
canula ICV ndo estava corretamente posicionada no ventriculo lateral ndo foram

utilizados no estudo.

O objetivo do experimento 2 foi verificar se a estimulacao colinérgica central modula
de forma independente as temperaturas talamica e abdominal. Este delineamento
permitiu a observacédo do efeito da fisostigmina, bem como a discriminacdo de um
possivel efeito da solucdo utilizada para diluir o farmaco (veiculo), sobre as

temperaturas do tadlamo e do abdémen.
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«  Ambiente experimental || = Corrida na esteira & 21 m/min, apds a injecao
«  Corrida na esteira de 2uL de Veiculo (alcool 10%) ou
Fisostigmina (102 M), até o IVE

FIGURA 6 - Linha do tempo referente ao experimento 2.
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2.5 Procedimentos cirargicos

2.5.1 Implante do sensor de temperatura na cavidade abdominal e das cénulas

talamica e ventricular

Os ratos foram anestesiados com a mistura de Ketamina (90 mg/kg de massa
corporal, via intraperitoneal) e Xilazina (10,5 mg/kg de massa corporal, via
intraperitoneal). Em seguida, receberam 0,1 mL de antibiético (24.000 UI,
Pentabidtico Veterinario para animais de pequeno porte, via intramuscular) em cada
pata traseira e 0,1 mL de analgésico (Banamine injetavel, 1,1 mg/kg de peso

corporal, via subcutanea) em uma das patas traseiras.

Para o implante do sensor na cavidade abdominal, foi realizada a incisdo de
aproximadamente 2 cm na pele da regido ventral, seguida de outra incisdo na linha
alba do musculo reto abdominal, que possibilitou o acesso a cavidade abdominal.
ApoOs a insercdo do sensor, o musculo abdominal e a pele foram suturados
separadamente (WANNER, 2006; PIRES, 2008).

Para o implante das céanulas intratalamica (18 mm de comprimento; 0,7 mm de
diametro interno; 0,8 mm de diametro externo) e intracerebroventricular (16 mm de
comprimento; 0,6 mm de diametro interno; 0,7 de diametro externo), a porcéo
superior da cabeca foi depilada e apOs assepsia local foi realizada uma inciséo
longitudinal na pele e no tecido subcutaneo. Em seguida, foi injetado 0,5 mL de
anestésico local e vasoconstritor (cloridrato de lidocaina 2% e adrenalina 1:200.000)
no periésteo, permitindo seu afastamento e remocdo da superficie do cranio. Os
ratos foram fixados no estereotaxico para pequenos animais (Insight Equipamentos
— modelo ETX/99, SP, Brasil) e submetidos a craneotomia, na qual foram feitos 4
furos. Em dois furos foram fixados parafusos de relojoeiro. Nos outros dois, as
canulas foram posicionadas no talamo (AP: - 2,3 mm; ML: 1,5 mm; DV: - 5,5 mm) e
no ventriculo lateral direito (AP: - 0,7 mm; ML: - 1,5 mm; DV: - 4,0 mm) de acordo
com as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (2007). As canulas foram fixadas
aos parafusos e a superficie do cranio com resina acrilica auto-polimerizante (Dental

Vip, SP, Brasil). Para evitar o entupimento, na extremidade externa das canulas
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cerebrais foram colocados mandris de polietileno com fios de nylon de tamanho

correspondente ao comprimento de cada canula.

No experimento 1 foi feito somente o implante da céanula talamica. Os implantes do
sensor de temperatura na cavidade abdominal e das canulas talamica e ventricular

foram realizados somente no experimento 2.

2.5.2 Implante do cateter na artéria aorta

Apos a Ultima situacao experimental, os animais do experimento 2 foram submetidos
ao implante de cateter na artéria aorta esquerda para o registro da pressao arterial.
O cateter utilizado foi confeccionado com tubos de polietileno de diametros internos
e comprimentos diferentes (PE 50: 0,58 mm e 7 cm; PE 10: 0,28 mm e 3,5 cm),
soldados por aquecimento. O cateter foi preenchido com salina heparinizada (0,1mL
de heparina — Liquemine®, 25000 Ul, Roche, RJ, Brasil — diluida em 20 mL de

salina), para evitar sua obstrucéo, e ocluido com pino de aco.

Para o implante do cateter, os animais foram anestesiados e receberam antibiético e
analgésico de forma semelhante ao procedimento cirirgico descrito anteriormente.
ApoOs assepsia e depilacdo da pele da regido ventral do pescoco, foi feita uma
incisdo de aproximadamente 1 cm no local. O tecido adiposo subcutaneo foi
afastado e o musculo esternocleidomastoideo rebatido de forma a possibilitar o
acesso a carétida. Esta foi exposta e isolada dos tecidos adjacentes. O cateter de
polietileno foi inserido na aorta (3,5 cm a partir da incisdo), amarrado imediatamente
abaixo do local de incisdo e novamente amarrado na parte superior da artéria aorta
com linha de sutura. Apés a depilagédo da regido cervical dorsal do rato, foi realizada
uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm. Utilizando-se trocater, o cateter foi
inserido subcutaneamente, exteriorizado na regido dorsal e fixado a pele com linha
de sutura (PIRES, 2008; WANNER, 2006).

Embora a andlise histoldgica do tecido cerebral confirme a posi¢cdo da canula no
ventriculo lateral, a fisostigmina ou veiculo podem néo ser injetados, em funcéo de

uma possivel obstrucdo na cénula guia. Portanto, o objetivo deste procedimento
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cirurgico foi possibilitar a realizacdo de um teste que demonstre o efeito conhecido
da fisostigmina sobre o sistema cardiovascular e desta forma, confirmar os

procedimentos de injecao.

2.6 Familiarizag&o ao exercicio na esteira rolante

Apés a recuperagdo da cirurgia, os animais foram familiarizados a correr em uma
esteira rolante para pequenos animais (Columbus Instruments, OH, EUA) com
velocidade constante de 18 m/min e 5% de inclinacéo, por 5 minutos, durante 5 dias
consecutivos. Essa intensidade de exercicio corresponde a aproximadamente 65%
do VO2max (SONNE; GALBO, 1980). A familiarizacao foi realizada em uma sala com
temperatura ambiente mantida em aproximadamente 24°C. Antes da familiarizacéao
a esteira rolante, os animais foram pesados e em seguida, submetidos a contenséo

manual por aproximadamente 2 minutos para manuseio dos mandris.

O objetivo da familiarizac&o foi permitir aos animais saber em qual direcao correr e

adapta-los ao ambiente experimental.

2.7 Injecdo no ventriculo cerebral lateral

A estimulacéo dos receptores colinérgicos foi realizada por meio da injecdo de 2 uL
de solucdo de fisostigmina a (10? M — Sigma, St. Louis, EUA) e o controle foi
realizado por meio da injecao de veiculo (&lcool 10% em salina). As injec6es foram
realizadas utilizando-se uma seringa (Hamilton Company, Nevada, EUA) de 5 uL
conectada com um tubo de polietileno (PE 10) a uma agulha injetora. A injecéo foi
realizada durante 1 minuto e a agulha injetora foi mantida conectada a canula guia
por mais 1 minuto para evitar variacbes na pressdo hidrostatica. Em todos os

experimentos as inje¢des foram realizadas 2 minutos antes do inicio do exercicio.

A escolha da concentracdo do farmaco foi baseada no estudo de Pires (2008) que
injetou 3 concentracdes de fisostigmina (52, 102 e 40 M) e verificou que a injecdo

ICV de fisostigmina a 10 M induziu maior efeito termorregulatério sem modificacdo
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no tempo de exercicio. Como durante a diluicdo da fisostigmina foi adicionado 10%
de alcool, nos animais do grupo controle foi injetada solu¢cdo de alcool 10% em
salina (NaCl 0,9 M).

2.8 Protocolo experimental

Para minimizar a variagao circadiana, os experimentos foram realizados entre 07:00
— 11:00 AM. No dia do experimento, os animais foram retirados do biotério,

conduzidos até a sala experimental e pesados.

No experimento 1, ap0s a pesagem, o sensor de temperatura cerebral foi inserido no
talamo, via canula intratalamica, e o rato foi colocado na esteira, onde correu a 21 ou
24 m/min até o IVE. Durante o exercicio a temperatura talamica foi registrada a cada

30 segundos.

No experimento 2, ap6s a pesagem, foi injetado 2 pL de veiculo ou fisostigmina (107
M), via canula ICV, e o sensor de temperatura cerebral foi inserido no talamo através
da canula intralamica. Em seguida o rato foi colocado na esteira, onde correu a 21
m/min até o IVE. Durante o exercicio, além da temperatura talamica, a temperatura

abdominal foi registrada a cada 30 segundos.

Ambos o0s experimentos foram randomizados; a temperatura do ambiente foi
monitorada continuamente; a temperatura no interior da esteira foi registrada a cada

5 minutos; e o tempo total de exercicio foi registrado.

2.9 Variadveis medidas

2.9.1 Temperatura abdominal

Sensores de temperatura (Mini-Mitter, OR, EUA, modelo G2 E-Mitter, série 4000)
com 1,5 cm de comprimento x 0,6 cm de largura, pesando 1,1 g foram utilizados

para a medicdo da temperatura abdominal. Este sensor é energizado por meio de
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impulsos magnéticos gerados pela placa receptora (ER-4000 Energizer/Receiver,
Mini-Mitter Co.).

O sensor de temperatura € um capacitor oscilatério de resisténcia simples, cujo valor
da resisténcia € dependente da temperatura. A placa receptora (56 cm x 29 cm x 7
cm) foi posicionada ao lado da esteira rolante. Além de energizar os sensores, a
placa receptora capta sua frequéncia de pulso e as envia para um decodificador, que
por sua vez repassa as informacdes para um software (Vital View, Mini-Mitter) o qual

armazena os dados.

A temperatura abdominal foi utilizada como um indice da temperatura interna.

2.9.2 Temperatura cerebral

A temperatura cerebral foi medida utilizando-se um termistor (NTC Catheter Sensor
— Beta ThermCorp., MA, EUA) encapado com tubo de polietiieno (PE50) em toda
sua extensdo, com excecdo da extremidade sensivel a temperatura, a qual foi
posicionada no talamo antes do inicio das situacfes experimentais. O tubo de
polietileno garantiu o posicionamento adequado do sensor de temperatura na regiao
pretendida em funcdo de sua fixacdo a canula guia e ainda maior vida util do

instrumento de medicdo ao longo dos experimentos.

O sensor de temperatura cerebral utilizado é formado por dois fios de niquel
(aproximadamente 1 m de comprimento e 0,1 mm de didmetro cada) isolados com
poliéster em toda sua extensdo. Estes fios isolados sdo mantidos paralelos e
envoltos por micro tubos de poliamida por meio de resina epoxi. Em uma
extremidade, os fios se unem e séo re-isolados com poliéster e revestidos com vidro
(1 mm de comprimento e 0,5 mm de diametro), esta extremidade é denominada
juncdo de medicdo e corresponde a parte do sensor sensivel as alteracbes de
temperatura. Na extremidade oposta a juncédo de medicao, o isolamento dos fios de
niquel foi removido e estes foram soldados a um conector P4, o qual possibilitou a
ligacdo do sensor de temperatura ao multimetro (Fluke 289, FVF, WA, EUA),

aparelho utilizado para a aquisicdo e armazenamento dos dados.
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O termistor, ou resistor termo-sensivel, € um tipo de resistor que varia sua
resisténcia elétrica em funcéo de variagbes na temperatura. O termistor utilizado no
estudo é de coeficiente negativo de temperatura, tipo NTC (Negative Temperature
Coeficient), no qual o valor da resisténcia, conduzido pelos fios de niquel, diminui a

medida que a temperatura aumenta.

Os dados foram medidos e armazenados pelo multimetro em quilo-ohm (kQ). Para
transformar os dados de resisténcia elétrica (kQ) para temperatura (°C) foi utilizada a

equacao linear:
AR = Lk.AT
Onde:

AR = Variacdo da resisténcia

k = Coeficiente de temperatura (valor de referéncia da calibracdo do sensor

fornecido pelo fabricante)
AT = Variacdo da temperatura

A temperatura talamica foi utilizada como outro indice da temperatura corporal

interna.

2.9.3 Tempo total de exercicio

O tempo total de exercicio foi medido em minutos e correspondeu ao intervalo de
tempo entre o inicio do exercicio e 0 momento em que este foi interrompido. A
medida foi realizada utilizando-se um cronémetro com precisao de 0,01 segundos. O
critério para determinar a interrupcdo do esforgo foi a permanéncia do animal sobre
a grade de estimulo elétrico (0,5 mV e 0,5 mA) por mais de 10 segundos, o qual
demonstra a incapacidade de manutencao da intensidade do exercicio (LIMA, 2000;
LIMA et al., 1998; 2001).
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2.10 Variaveis de controle

2.10.1 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi registrada a cada 2 dias e também antes da
realizacdo de cada experimento utilizando-se uma balanca eletronica (Filizola®) com
precisdo de 0,5 g. A variacdo da massa corporal foi utilizada como indice do estado

de saude do animal.

2.10.2 Temperatura ambiente

A temperatura seca da sala, onde foram realizados os experimentos, foi mantida em
aproximadamente 24 °C. Para o monitoramento desta temperatura foi utilizado uma

sonda (YSI, modelo 401) posicionada proxima a esteira.

2.10.3 Temperatura no interior da esteira

A temperatura seca no interior da esteira foi medida a cada 30 segundos de
exercicio, utilizando-se uma sonda (YSI, modelo 401) posicionada na parte superior
da esteira e acoplada a um teletermdémetro. Durante o repouso na caixa, a sonda foi

posicionada o mais proximo do interior da caixa.

2.11 Teste da presséo arterial

AplOs a recuperacdo da cirurgia de implante do cateter na aorta, o animal foi
submetido ao teste de aumento da pressao arterial induzido pela injecdo central de
fisostigmina. No dia dessa situacdo experimental, o rato foi conduzido até a sala

experimental, seu cateter foi conectado ao transdutor de pressao e entdo, o animal
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permaneceu em repouso por 40 minutos em sua caixa. Ainda em repouso, recebeu
a injecdo de veiculo (alcool 10%) e ap6s 40 minutos, de fisostigmina (102 M). Apés
as injecOes, a pressao arterial pulsatil foi medida continuamente e armazenada pelo

sistema de aquisicao de dados (Biopac System Inc., modelo MP100 ACE, CA, EUA).

Para a medida da pressao pulsatil, o cateter implantado no rato foi conectado ao
transdutor de pressao, que por sua vez, foi conectado ao sistema de aquisicdo de
dados. O transdutor de pressao foi posicionado ao lado da caixa, na altura do
coracao do rato. As variaveis cardiovasculares, frequéncia cardiaca, pressao arterial
média, sistdlica e diastdlica foram automaticamente -calculadas via software

(Acknowledge 37.0), a partir da pressao arterial pulsatil.

2.12 Eutanéasia

ApOs a Ultima situagdo experimental, os animais foram anestesiados, da mesma
maneira descrita nos procedimentos cirirgicos e em seguida eutanasiados por
perfusdo transcardiaca. Posteriormente, foi realizada uma incisdo na regiao ventral

abdominal para a retirada do sensor de temperatura.

A incisdo abdominal foi ampliada até a regido toracica e o diafragma foi seccionado,
permitindo acesso ao coragdo. ApOs a canulacdo da artéria aorta, foi realizada uma
pequena incisdo no atrio direito para sangria. Em seguida o animal foi perfundido
com 200 mL de salina 0,9%, seguido por 200 mL de solucdo de formaldeido 4%.
ApoOs perfusdo o cérebro foi extraido e armazenado em solucédo de formaldeido 4%
por pelo menos 8 horas e mantido em solucdo de formaldeido 4% e sacarose 30%
por 4 dias antes da seccao do tecido (WANNER, 2006).

2.13 Verificagao do posicionamento das canulas

O cérebro dos animais foi seccionado em fatias de 60 um a —20°C, por meio de um
microtomo de congelamento (Microm HM 505 N). As fatias foram dispostas em

laminas gelatinizadas e, em seguida, coradas em solucéo de cresil violeta 0,13%. O
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cresil violeta é um corante sintético utilizado para marcar principalmente os nucleos
cerebrais. Por ser um corante basico, liga-se aos componentes acidicos do
citoplasma neuronal, tais como ribossomos ricos em RNA, os nucleos e nucléolos de
células nervosas. Antes de serem mergulhadas em solucédo de cresil violeta, as
laminas foram hidratadas em agua destilada. Apés o procedimento de coloracao, as
laminas foram seguidamente mergulhadas em agua destilada e em solugbes
graduadas de etanol para retirar 0 excesso de corante. Por fim, as laminas foram
mantidas em uma solucdo reveladora de xilol para facilitar sua visualizagdo no
microscépio (WANNER, 2006).

A localizagao das céanulas foi verificada por comparagcdo com o atlas de Paxinos e
Watson (2007).

2.14 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). O tempo
total de exercicio entre os testes foi comparado pelo teste t de Studant. A analise da
temperatura talamica ao longo do tempo, entre as intensidades e a comparacao da
area sob a curva das temperaturas (talamica e abdominal) entre as injecdes (veiculo
e fisostigmina) foi realizada por meio da ANOVA com medidas repetidas e dois
fatores de variacdo. Quando foi verificada a diferenca na variancia entre os testes,

os dados foram submetidos ao teste post-hoc de Tukey.

A andlise das temperaturas (talamica e abdominal) ao longo do tempo e entre as
injecdes (veiculo e fisostigmina) foi realizada por meio da ANOVA com parcelas
subdivididas. Os ratos e as injecdes representaram as parcelas, enquanto o tempo
de exercicio representou as subparcelas. Quando foi verificada a diferenca na
variancia entre os testes, os dados foram submetidos ao teste post-hoc das

diferencas minimas significativas.

A correlacdo da area sob a curva das temperaturas (talamica e abdominal) entre as
injecdes (veiculo e fisostigmina) foi calculada por meio do coeficiente de correlacao

de Pearson.
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Nos dois experimentos, os dados foram analisados até o0 momento em que o rato
com menor desempenho fisico interrompeu o exercicio. O nivel de significancia
adotado foi p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Posicionamento das canulas

A FIGURA 7 mostra a fotomicrografia de seccdes transversas do cérebro que foram
coradas com cresil violeta, demonstrando o posicionamento da canula no talamo (A),

ventriculo (B) e fora do ventriculo (C).

No painel A é possivel visualizar a ponta da canula guia, ventral ao hipocampo e
lateral ao terceiro ventriculo, sugerindo seu posicionamento no talamo. Nos
experimentos 1 e 2 foram utilizados somente os animais com a ponta da canula

intratalamica e a ponta do sensor posicionados na regido do talamo.

O painel B mostra a leséo feita pela canula guia no cértex cerebral e no corpo
caloso, antes de alcancar o ventriculo lateral, sugerindo o posicionamento correto da
canula ICV. Entretanto em alguns ratos a canula ndo alcancou o ventriculo lateral. O
painel C mostra a localizacdo da canula em um destes animais, posicionada

dorsalmente ao ventriculo lateral, no corpo caloso.



FIGURA 7 - Fotomicrografia de seccfes
transversas cerebrais coradas com violeta
cresil demonstrando o0 posicionamento da
canula no talamo (A), ventriculo lateral (B) e
fora do ventriculo lateral (C). O comprimento
da barra horizontal corresponde a 500um.

40
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3.2 Parametros de controle

A TABELA 1 apresenta as variaveis de controle medidas nas situacdes
experimentais em que 0s animais correram a 21 ou 24 m/min até o IVE (Experimento
1) e quando foram submetidos & injec&o de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina (10
M) antes de correrem a 21 m/min até o IVE (Experimento 2). A massa corporal preé-
exercicio e a temperatura medida no interior da esteira ndo foram diferentes entre as

situacdes testadas em nenhum dos dois experimentos.

TABELA 1

Valores da massa corporal pré-exercicio e temperatura no interior da esteira, nos experimentos em
que 0s animais correram a 21 e 24 m/min com 5% de inclinacdo até o IVE Experimento 1; e que
foram submetidos & injecdo ICV de veiculo (alcool a 10%) ou fisostigmina (102 M) antes do exercicio
a 21 m/min com 5% de inclinagdo até o IVE — Experimento 2.

Parametros de Controle

Experimento 1 (n = 8)

Variaveis . - Significancia
21 m/min 24 m/min
Massa corporal (g) 293,0+7,3 284,0+7,8 p >0,05
Temperatura na esteira 24,4+0,1 242401 p >0,05
inicial (°C)
Temperatura na esteira
final (°C) 24,4 +0,1 243+0,1 p >0,05
o Experimento 2 (n = 6) A
Variaveis . , . . B Significancia
Veiculo (alcool 10%)  Fisostigmina (10 M)
Massa corporal (g) 310,3+4,7 314,7+5,9 p> 0,05
Temperatura na esteira 241+0,1 24,4402 p >0,05
inicial (°C)
Temperatura na esteira
>
final (°C) 249+0,1 25,0+0,2 p> 0,05

As variaveis expressam média + EPM. Temperatura da esteira (TE).

3.3 Tempo total de exercicio — Experimento 1

A FIGURA 8 apresenta os valores médios do tempo total de exercicio dos animais

qgue correram a 21 e 24 m/min na esteira. O aumento na intensidade do exercicio
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antecipou o IVE em 41,2% (p < 0,001). A 21 m/min os ratos correram 75,3 £ 8,4 min

e a 24 m/min correram 44,2 + 4,9 min.

—3 21 m/min (n = 8)
N 24 m/min (n = 8)
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H (o))
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Tempo total de exercicio (min)

FIGURA 8 - Tempo total de exercicio de ratos que correram a 21 ou 24 m/min na esteira com 5% de
inclinacdo. Os valores expressam média £ EPM. * = p < 0,05 entre as intensidades
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3.4 Temperatura talamica durante o repouso e o exer  cicio — Experimento 1

A FIGURA 9 apresenta os valores médios da temperatura talamica durante o

repouso na caixa e durante o exercicio na esteira a 21 e 24 m/min.

A temperatura talamica nao variou ao longo dos 60 minutos de repouso na caixa (p =

0,68). Durante este periodo a média da temperatura do talamo foi 37,33°C.

O exercicio aumentou a temperatura talamica que permaneceu elevada até o IVE. A
21 m/min, a temperatura talamica aumentou a partir do 4° minuto de exercicio (37,97
+ 0,05°C, min 4 vs 37,46 £ 0,04°C, min 0; p < 0,05), assim como a 24 m/min (38,04 £
0,04°C, min 4 vs 37,55 £ 0,04°C, min 0; p < 0,05). A temperatura talamica nao foi
diferente entre as intensidades até o minuto 32, assim como no IVE (39,59 + 0,33°C,
21 m/min vs 39,61 £ 0,33°C, 24 m/min; p = 0,89).
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FIGURA 9 - Temperatura talamica durante 60 min de repouso na caixa e durante o exercicio na
esteira a 21 ou 24 m/min com 5% de inclinagao até o IVE. Os valores expressam média + EPM. + = p
< 0,05 em relagdo ao minuto zero; * = p < 0,05 entre as intensidades.
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3.5 Tempo total de exercicio — Experimento 2

A FIGURA 10 apresenta os valores médios do tempo total de exercicio apés a
injecdo de veiculo (alcool 10%) ou de fisostigmina (102 M) no ventriculo lateral. A
injecdo de fisostigmina no ventriculo lateral ndo alterou o desempenho dos ratos
(113,3 £ 24,9 min VEIC vs. 103,4 + 26,9 min FIS; n = 6; p = 0,475).

160 1 1 Veiculo (n = 6)
HEll Fisostigmina (n = 6)

— —
N B
o o
1 1
-

100 A

80 -

60 -

40 -

20 -

Tempo total de exercicio (min)

0

FIGURA 10 - Efeito da injecdo de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina (10'2 M) no ventriculo lateral
sobre o tempo total de exercicio em ratos. Os valores expressam média + EPM.
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3.6 Temperatura talamica e abdominal dos animais in jetados com
fisostigmina no ventriculo lateral

A FIGURA 11 apresenta os valores médios da temperatura talamica (painel A) e
abdominal (painel B) durante o exercicio na esteira a 21m/min com 5% de inclinagcéo
até o IVE, ap6és a injecdo de veiculo (4lcool 10%) ou fisostigmina (102M) no
ventriculo lateral. No inicio do exercicio, imediatamente ap0s as injecdes, a
temperatura talamica nao foi diferente entre os testes (37,48 + 0,08°C FIS vs 37,60 *
0,12°C VEIC; p > 0,05), assim como a temperatura abdominal (36,84 = 0,09°C FIS
vs 36,90 £ 0,12°C VEIC; p > 0,05).

O exercicio aumentou a temperatura talamica que permaneceu aumentada até o
IVE. Quando os ratos foram injetados com veiculo, a temperatura talamica
aumentou a partir do 3° minuto de exercicio (37,94 £ 0,12°C, min 3 vs 37,60 %
0,12°C, min 0; p < 0,05), contudo, com a injecdo de fisostigmina, o aumento foi
observado apés o 16° minuto de exercicio (37,81 + 0,15°C, min 16 vs 37,48 +
0,08°C, min 0; p < 0,05). O aumento da temperatura talamica foi menor com a
injecdo de fisostigmina do minuto 5,5 até o 29° minuto de exercicio (37,78 + 0,14°C
FIS vs 39,02 £ 0,10°C VEIC, min 15; p < 0,05). No IVE néo foi verificado diferenca na
temperatura talamica entre os testes (39,79 £ 0,18°C FIS vs 39,67 + 0,21°C VEIC; p
> 0,05).

O exercicio também aumentou a temperatura abdominal que permaneceu elevada
até o IVE. Posteriormente a injecdo de veiculo, a temperatura abdominal aumentou
a partir do 6° minuto de exercicio (37,24 + 0,16°C, min 6 vs 36,90 £ 0,12°C, min O; p
< 0,05) e apoés a injecao de fisostigmina, o aumento foi observado a partir do 12°
minuto de exercicio (37,18 + 0,07°C, min 12 vs 36,84 + 0,09°C, min 0; p < 0,05). A
elevacdo da temperatura abdominal foi menor com a injecdo de fisostigmina do
minuto 9 até o minuto 37,5 de exercicio (37,50 + 0,12°C FIS vs 38,69 + 0,11°C VEIC,
min 20; p < 0,05). No IVE, a temperatura abdominal ndo foi diferente entre os testes
(39,56 +0,17°C FIS vs 39,50 + 0,23°C VEIC; p > 0,05).
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FIGURA 11 - Efeito da injecdo de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina (10 M) no ventriculo lateral
sobre a temperatura talamica (painel A) e abdominal (painel B) de ratos durante o exercicio a 21
m/min com 5% de inclinagdo. Os valores expressam média £+ EPM. + = p < 0,05 em relacdo ao minuto
zero; * = p < 0,05 em relagdo ao controle.
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Os valores absolutos da temperatura do tdlamo e do abdémen (FIGURA 12, coluna
esquerda) demonstram que no inicio do exercicio, a temperatura talamica é maior
que a temperatura abdominal tanto no teste controle (37,60 + 0,12°C TAL vs 36,90 £
0,12°C ABD, min 0; p < 0,05; FIGURA 12 A), quanto no teste com fisostigmina
(37,48 £ 0,08°C TAL vs 36,84 + 0,09°C ABD, min 0; p < 0,05; FIGURA 12 C). Apés a
injecdo de veiculo, a temperatura talamica foi maior que a abdominal até o minuto
21,5 de exercicio (39,05 + 0,16°C TAL vs 38,75 + 0,14°C ABD; p < 0,05), em
seguida, nao foi observada diferenca entre as temperaturas do tdlamo e abdémen
até o 46° minuto de exercicio, bem como no IVE (39,67 + 0,21°C TAL vs 39,50 +
0,23°C ABD; p > 0,05). Apos a injecao de fisostigmina, a temperatura talamica foi
maior que a abdominal até o minuto 26,5 de exercicio (38,35 * 0,23°C TAL vs 37,89
+ 0,16°C ABD; p < 0,05), em seguida, ndo foi observada diferenca entre as
temperaturas do talamo e abdémen até o 46° minuto de exercicio, bem como no IVE
(39,79 £0,18°C TAL vs 39,56 +0,17°C ABD; p > 0,05).

Conforme os valores relativos da temperatura do talamo e do abdémen (FIGURA 12,
coluna direita), apds a injecdo de veiculo, a temperatura talamica aumenta mais que
a abdominal do minuto 3,5 ao 9° minuto de exercicio (0,84 + 0,07°C TAL vs 0,42 +
0,09°C ABD, min 6,5; p < 0,05). Posteriormente ndo sdo observadas diferencas
entre estas temperaturas até o 19° minuto de exercicio. A elevacdo da temperatura
talamica se torna menor que da temperatura abdominal a partir do minuto 19,5 e
essa diferenca se mantém até o 46° minuto de exercicio (1,42 + 0,19°C TAL vs 2,11
+ 0,20°C ABD, min 35; p < 0,05), bem como no IVE (2,07 + 0,20°C TAL vs 2,60 +
0,23°C ABD; p < 0,05). Por outro lado, ap0s a injecdo de fisostigmina, nao foi
verificado diferenca entre a variagdo da temperatura do tdlamo e do abdomen até o
46° minuto exercicio, bem como no IVE (2,31 + 0,16°C TAL vs 2,72 £ 0,15°C ABD; p
> 0,05).
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FIGURA 12 - Diferenca entre as temperaturas do tdlamo e abdémen apoés a injecdo de veiculo (alcool
10%; painel A) ou fisostigmina (10 M; painel C) no ventriculo lateral — coluna esquerda; e diferenca
entre as variacbes da temperatura do tdlamo e abdémen apés a injecdo de veiculo (painel B) ou
fisostigmina (painel D) no ventriculo lateral- coluna direita; de ratos durante o exercicio a 21 m/min
com 5% de inclinacdo. Os valores expressam média + EPM. + = p < 0,05 em relacdo ao minuto zero;
* = p < 0,05 entre as regies medidas.
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3.7 Area sob a curva da variagdo da temperatura tal  amica e abdominal

A FIGURA 13 (painel direito) apresenta a area sob a curva da variagdo da
temperatura talamica e abdominal até o 46° minuto de exercicio dos animais que
foram injetados com veiculo (Alcool 10%) ou fisostigmina (102 M) no ventriculo
lateral. O tratamento com fisostigmina reduziu a area sob a curva da temperatura
talamica em 43,29% (32,68 + 10,62°C FIS vs 57,63 = 5,66°C VEIC; °C - 46 min; p <
0,05) e da temperatura abdominal em 43,53% (39,65 + 7,05°C FIS vs 70,21 + 6,80°C
VEIC; °C - 46 min; p < 0,05). A menor area sob a curva da temperatura talamica em
relacdo a temperatura abdominal no controle (57,63 + 5,66°C TAL vs 70,21 + 6,80°C
ABD; p < 0,05), ndo foi observada com o tratamento de fisostigmina (32,68 +
10,62°C TAL vs 39,65 * 7,05°C ABD; p > 0,05).
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FIGURA 13 - Efeitos da injecao de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina (10'2M) no ventriculo lateral
sobre a variacdo das temperaturas talamica e abdominal (painel esquerdo) de ratos durante o
exercicio a 21 m/min com 5% de inclinacao. No grafico a direita esta representado a area sob a curva
das variaveis até o 46° minuto de exercicio. Os valores expressam media + EPM. + p < 0,05 em
relagdo ao controle. # p< 0,05 em relacdo a temperatura abdominal.



51

3.8 Confirmacao da efetividade das injecdes ICV (Te ste da presséo arterial)

A FIGURA 14 apresenta a variacdo da pressao arterial média (PAM), durante 40
minutos de repouso na caixa apos a injecado de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina

(102 M) no ventriculo lateral.

A PAM néo se modificou apds a inje¢do de veiculo. Por outro lado, a injecao ICV de
fisostigmina aumentou a variagdo da PAM dos ratos durante o repouso quando
comparados com o grupo controle. Esse aumento na variacdo da PAM ocorreu do 7°
ao 18° minuto, sendo que o pico de acdo do farmaco ocorreu no 9° minuto (21,5 *
9,67 mmHg FIS vs 0 £ 4,04 mmHg VEIC, min 9; p < 0,05). Este efeito cardiovascular
induzido pela estimulacéo colinérgica central confirma que a diluicdo do farmaco e o

procedimento de inje¢&o intracerebroventricular foram realizados adequadamente.
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FIGURA 14 - Efeitos da injecéo de veiculo (alcool 10%) ou fisostigmina (10 M) no ventriculo lateral
sobre a variacdo da presséao arterial média (PAM) de ratos durante 40 minutos de repouso na caixa.
Os valores expressam media + EPM. + p< 0,05 em relagdo ao minuto zero. * p< 0,05 em relagcéo ao
controle.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo foi padronizado um método para a medida da temperatura
talamica durante o exercicio fisico. A medida foi realizada através da inser¢do aguda
de um termistor imediatamente antes do inicio do exercicio por meio de uma canula
guia previamente implantada no talamo. Este método permitiu demonstrar que a
temperatura talamica aumenta durante o exercicio em ambiente temperado. Em um
segundo experimento, os ratos foram submetidos a estimulagé@o colinérgica central
por meio da injecdo ICV de fisostigmina (um inibidor da acetilcolinesterase; a injecao
ICV aumenta a dissipacdo cutadnea de calor). A injecdo central do agonista
colinérgico atenuou em aproximadamente 43% o aumento da temperatura talamica
induzido pelo exercicio, bem como o aumento da temperatura abdominal. Este
resultado sugere que a estimulacéo colinérgica central modula proporcionalmente as

temperaturas talamica e abdominal.

4.1 Temperatura talamica e desempenho fisico

No presente estudo o exercicio fisico induziu aumento na temperatura talamica
(FIGURA 3). Como a medida direta da temperatura cerebral é considerada indice da
atividade metabdlica local (KIYATKIN et al, 2002), nossos dados sugerem que 0O
exercicio fisico induz aumento da atividade de neurdnios na regido talamica. Estes
resultados corroboram com os achados de Holschneider et al (2003) que
encontraram aumento da ativacdo neural em regides relacionadas com o controle
motor como o cortex, tAlamo e cerebelo de ratos apGs o exercicio na esteira. Esses
autores sugerem que o exercicio na esteira requer a integracao de circuitos neurais
relacionados com fun¢des motoras e sensoriais. De fato, em ratos injetados com o
marcador de radioatividade [**C]-iodoantipirina, um indicador da atividade neural,
foram encontrados aumentos na atividade neural em circuitos motores (cortex motor
primério, corpo estriado dorso-lateral, talamo ventro-lateral, linha média do
cerebelo), bem como no cortex somatossensorial apos o exercicio. Desta forma, a

elevacdo da temperatura talamica no presente estudo pode ser atribuida, pelo
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menos em parte, a0 aumento na atividade talamica da retransmissdo motora

somada a retransmissao sensorial.

Em relacdo a retransmissao talamica sensorial, sabe-se que as vias sensitivas, com
excecdo da olfatéria, sdo integradas no tdlamo antes de atingir o coértex cerebral
(CONSENZA, 2005). Existem também evidéncias funcionais que demonstram a
relevancia do talamo na integracéo multissensorial (TYLL, BUDINGER, NOESSELT,
2011). No presente estudo, € possivel que, imediatamente apds o rato ter sido
colocado na esteira, tenha ocorrido retransmisséo talamica sensorial em funcdo do
aumento da atencdo focada em estimulos de novidade, sua associagdo com o
comportamento exploratorio e estresse emocional. Por outro lado, a retransmissao
talamica motora pode ter induzido aumento da temperatura talamica durante todo o
exercicio, como sugere o estudo de Holschneider, Maarek (2008). Estes mapearam
circuitos neurais de ratos durante o exercicio na esteira e demonstraram que a
atividade neural em circuitos motores se mantém elevada durante todo o exercicio,
enquanto em regides relacionadas com circuitos sensoriais, a atividade neural

diminui em resposta ao exercicio.

O complexo nuclear VL-VM do tadlamo é considerado a principal regido de
retransmissdo talamica motora, constituindo um ponto de convergéncia das vias
eferentes do corpo estriado e do cerebelo para o cortex cerebral (HOLSCHNEIDER
et al, 2007). O tipo, duragdo, intensidade e frequéncia do exercicio sdo parametros
que modulam a atividade neural. E proposto que os circuitos motores ganglio-
talamico-cortical (GTC) e cerebelo-talamico-cortical (CbTC) estdo em equilibrio
durante a realizacdo de tarefas motoras. O circuito GTC predomina durante tarefas
motoras guiadas internamente (que requerem atencao), enquanto o circuito CbTC
predomina sobre tarefas motoras guiadas externamente (tarefas automatizadas, ou
que envolvam movimentos continuos). A medida que a aprendizagem progride e a
tarefa motora se torna mais automatica ou guiada externamente, a influéncia do
circuito GTC diminui e a do CbTC predomina (LEWIS et al, 2007; HOLSCHNEIDER
et al, 2007). Visto que a corrida na esteira pode ser considerada uma habilidade
continua e automatizada apdés o rato ser familiarizado ao exercicio fisico
(HOLSCHNEIDER et al, 2007), a atividade do circuito motor CbTC pode ter
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contribuido com a elevacdo da temperatura talamica durante o exercicio fisico no

presente estudo.

Quando submetemos os animais ao exercicio fisico continuo em duas intensidades
de esfor¢co, o aumento da velocidade de corrida (21 para 24 m/min) reduziu o
desempenho fisico em 41% (FIGURA 8). Embora o desempenho tenha diminuido
com o aumento da intensidade do esfor¢o, a temperatura talamica ao longo do
exercicio, bem como no momento de sua interrupcdo, ndo foi diferente entre as
intensidades testadas. Além disso, 0s ratos interromperam o0 exercicio com
temperatura talamica abaixo de 40°C nas duas intensidades testadas, sendo que a
partir do vigésimo oitavo minuto de exercicio a temperatura talamica nao foi diferente
da observada na IVE. Portanto, é possivel afirmar que o aumento da temperatura
cerebral ndo foi a causa da reducdo do desempenho na maior intensidade de
exercicio. A diminuicdo do tempo de exercicio em fun¢do do aumento da velocidade
da esteira encontrada em nosso trabalho corrobora os dados de Rodrigues et al
(2003), que mediram o desempenho fisico de ratos submetidos a 2 intensidades de
exercicio (21 e 24 m/min) em 3 temperaturas ambientais (22; 28 e 35°C). Estes
autores mostraram que a taxa de acumulo de calor, uma variavel dinamica que
considera a producédo de calor metabdlico em funcdo do tempo de exercicio, € a
variavel que melhor explica a redu¢édo do desempenho fisico como consequéncia do
aumento da temperatura interna. Por outro lado, Fuller, Carter, Mitchell (1998)
sugerem a existéncia de uma temperatura interna critica proxima a 40°C, que
quando alcancada, o exercicio € interrompido. Tal sugestdo foi baseada em
experimentos nos quais ratos submetidos ao exercicio continuo alcancam valores de
temperatura hipotalamica e abdominal proximos a 40°C no momento da interrupgéo
do esforco, independente dos valores pré-exercicio. Contrapondo essas idéias, no
presente estudo, a taxa de elevacdo da temperatura talamica ou uma temperatura
talamica critica ndo determinaram o desempenho, uma vez que, 0 aumento da
temperatura taldmica induzida pelo exercicio a 24 m/min ndo foi diferente do
exercicio a 21 m/min. Embora durante o exercicio no calor a taxa de acumulo de
calor seja um fator preponderante na determinacéo da interrupcédo do esforco, uma
vez que o aumento da temperatura cerebral é um risco para a integridade do
organismo, em ambiente termoneutro a integracdo de outros fatores como 0s ajustes

cardiovasculares, ventilatorios e o equilibrio acido-basico podem determinar o
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desempenho. Guimaraes (2007) demonstrou que a temperatura interna de ratos néao
se alterou durante o exercicio realizado na esteira (20 m/min e 5% de inclinacéo,
aproximadamente 67% do VOzmax) até a IVE em temperatura ambiente de 12°C.
Entretanto, mesmo na auséncia da hipertermia induzida pelo exercicio, a injecao de
metilatropina no ndcleo ventromedial hipotalamico reduziu o tempo de exercicio
gquando comparado a injecado de salina. Portanto, é provavel que fatores além da
taxa de acumulo de calor e o alcance de uma temperatura cerebral critica
contribuiram para a interrup¢cdo do esfor¢o nas duas intensidades de exercicio que

foram estudadas em nosso experimento.

Um resultado inesperado no presente estudo foi a alteracdo semelhante da
temperatura talamica com o aumento da velocidade de corrida de 21 para 24 m/min
(FIGURA 9), uma vez que a temperatura interna aumenta em funcdo da intensidade
do exercicio. Os estudos que demonstraram essa correlagdo, mediram a
temperatura retal (TANAKA, YANASE, NAKAYAMA, 1988) e a temperatura
abdominal (RODRIGUES et al, 2003) como indice de temperatura interna, enquanto
no presente estudo foi realizada a medida da temperatura talamica. A medida das
temperaturas retal, coldénica e abdominal é utilizada como indice de temperatura
interna e de fato, foi observada correlacdo entre a temperatura a colonica e a
temperatura do sangue arterial (SHELLOCK, RUBIN, 1984), que representa a
temperatura média dos tecidos corporais (BLIGH, 1979). A temperatura abdominal é
determinada pelo metabolismo dos tecidos corporais, enquanto a temperatura
cerebral é determinada principalmente pela atividade metabdlica local (KIYATKIN,
BROWN, WISE, 2002; NYBO, SECHER, NIELSEN, 2002; SUKSTANSKII,
YABLONSKIY, 2006). O metabolismo cerebral € elevado em relagdo ao resto do
corpo e a temperatura cerebral é regulada em maiores valores que a temperatura do
sangue arterial. (KIYATKIN, BROWN, WISE, 2002; CAPUTA, 2004). Embora até o
momento nenhum estudo tenha medido temperatura talamica durante o exercicio
em diferentes intensidades, Brummer et al (2011) demonstraram que a ativacdo do
cortex motor primario, regido essencialmente motora, aumenta com o aumento na
intensidade do exercicio enquanto ndo foram observadas alteragcbes em outras
regides corticais que nao estao diretamente relacionadas ao controle motor. Embora
a principal funcédo talamo esteja relacionada com o controle motor, € importante

ressaltar que este nudcleo integra aferéncias motoras e sensoriais, sendo provavel
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que no inicio do exercicio tanto circuitos motores quanto circuitos sensoriais tenham
contribuido para a elevagdo da temperatura talamica no presente estudo, como
sugere o0 estudo de Holschneider, Maarek (2008). Portanto, é possivel que o
aumento na atividade de circuitos motores e sensoriais talamicos induzidos pelo

exercicio fisico nao foi diferente entre as intensidades testadas no estudo.

Nossos resultados mostram que a temperatura talamica aumenta em paralelo com a
temperatura abdominal durante o exercicio e que estas ndo sao diferentes na IVE
(FIGURA 12 A). A menor variacao da temperatura talamica em relacdo a abdominal
durante o exercicio fisico (FIGURA 12 B) ndo sugere maior sensibilidade do tecido
neural em relacdo ao resto do corpo e pode ser atribuida a diferenga entre estas
temperaturas no inicio do exercicio (FIGURA 12 A), visto que, em condi¢cbes basais,
a temperatura cerebral € maior que a temperatura do sangue arterial em ratos
acordados (KIYATKIN et al, 2002).

Caputa, Feistkorn, Jessen (1986) manipularam separadamente as temperaturas do
cérebro e do tronco e observaram reducdo do desempenho de cabras com a
elevacdo da temperatura cerebral, independente da temperatura em outra regiao do
corpo. Isto sugere maior sensibilidade do tecido neural a eleva¢do da temperatura
interna e consequentemente maior importancia da temperatura cerebral na
determinacdo do desempenho. Posteriormente, Caputa, Kamari, Wachulec (1991) e
Hasegawa et al (2008) também encontraram efeito neuroprotetor em ratos ao
observar menor aumento da temperatura cerebral quando comparada a temperatura
retal, durante exercicio no calor. Por outro lado, Fuller, Carter, Mitchell (1998) e
WALTERS et al (2000) ndo observaram diferenca entre as temperaturas cerebral e
do tronco de ratos no final do exercicio realizado em ambiente quente. Em um
estudo no qual foram medidas as temperaturas em duas regides cerebrais (cortex e
hipotalamo), juntamente com a temperatura retal de ratos durante o exercicio fisico
no calor, ndo foi observada diferenca entre a temperatura retal e hipolamica. Por
outro lado, a temperatura cortical permaneceu aproximadamente 1°C abaixo da
temperatura de outras regides, durante todo o exercicio, resultado atribuido a maior
dissipacédo de calor da regido cortical por radiacdo (WALTERS et al, 2000). Estes
dados demonstram que ndo ha um consenso na literatura em relacdo a um efeito

neuroprotetor em ratos determinar o desempenho fisico e que em funcdo da
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localizagdo de uma estrutura cerebral, ela pode se manter mais fria que a
temperatura do tronco durante o exercicio. Embora nossos resultados néo
demonstrem uma maior sensibilidade do tecido neural em funcdo do aumento de
temperatura induzido pelo exercicio fisico, ndo descartamos a existéncia do
resfriamento cerebral seletivo (RCS) atuar durante o exercicio fisico e proteger o
cérebro do dano térmico, diante de evidéncias que demonstram a maior
sensibilidade do tecido neural em relacdo a outras partes do corpo (CAPUTA,
FEISTKORN, JESSEN, 1986; CAPUTA, KAMARI, WACHULEC, 1991) e os danos
cerebrais causados pela elevacdo da temperatura interna (KIYATKIN, SHARMA,
2011). E importante ressaltar que ja foram demonstrados varios mecanismos de
resfriamento cerebral seletivo em passaros e em uma variedade de mamiferos
indicando ser esta uma capacidade comum em homeotérmicos e que a eficacia do
resfriamento cerebral seletivo parece ser ajustada a necessidade biolégica de cada
espécie, mas de maneira geral, é regulada pelo nivel de hipertermia (CAPUTA,
2004).

4.2 Estimulacdo colinérgica central, temperatura ta |amica e desempenho
fisico

Nossos dados mostraram que a injecdo ICV de fisostigmina atenua tanto a elevacgao
da temperatura talamica como o aumento da temperatura abdominal durante o
exercicio fisico (FIGURA 5A). A participacdo do sistema colinérgico central na
termorregulacdo foi inicialmente demonstrada por Lin et al (1979) que injetaram
metacolina (agonista colinérgico) em ratos acordados e observaram hipotermia,
atribuida a reducédo da taxa metabdlica e ao aumento da dissipacdo cutanea de
calor. Lin, Wang, Chandra (1980) verificaram que os efeitos hipotérmicos de
agonistas colinérgicos (acetilcolina, pilocarpina e fisostigmina) em ratos sob
condicbes metabodlicas basais, foram bloqueados pela atropina (antagonista
competitivo que se liga aos receptores muscarinicos), sugerindo que os efeitos
termorregulatorios da estimulacdo colinérgica central sdo mediados pela ativagédo
dos receptores muscarinicos. Em seguida, foi demonstrado por nosso grupo de
pesquisa que a injecdo ICV de atropina reduz a capacidade maxima de realizar
exercicio (LIMA, COIMBRA, MARUBAYASHI, 1998; LIMA et al, 2001). A partir
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destes dados, surgiu a hipétese que a injecdo ICV de fisostigmina poderia aumentar
o desempenho, por meio do aumento na dissipacdo de calor e consequente
atenuacdo do aumento da temperatura interna induzida pelo exercicio. Entretanto,
Rodrigues et al (2004) ndo observaram alteracdo no desempenho, embora a injecao
central de fisostigmina tenha atenuado o aumento da temperatura colonica induzido
pelo exercicio. Visto que a literatura demonstrava a participacdo do sistema
colinérgico no controle neural da funcdo cardiovascular, Pires et al (2007)
investigaram o0s ajustes termorregulatorios e cardiovasculares induzidos pela
estilmulacéo colinérgica central durante o exercicio fisico. Estes autores mostraram
que a injecao central de fisostigmina aumenta a dissipacdo de calor durante o
exercicio. Este efeito foi precedido por meio do aumento da presséao arterial média,
sugerindo que o aumento da dissipacdo de calor € decorrente da estimulacdo dos
barorreceptores arteriais, os quais induzem bradicardia reflexa e vasodilatacao
periférica. Para confirmar essa hipotese, Pires et al (2010) mediram a pressao
arterial e a temperatura da cauda em ratos submetidos a remocao cirargica dos
barorreceptores aorticos e carotideos (desnervacdo sino-adrtica) durante o
exercicio. Como esperado, a injecdo central de fisostigmina ndo aumentou a
dissipacdo de calor nos ratos desnervados, embora tenha induzido aumento
exagerado da pressdao arterial. A partir desses dados foi concluido que o aumento da
dissipacéo de calor induzido pela estimulacéo colinérgica central € consequéncia de
aumento da pressdo arterial média, o qual estimula os barorreceptores arteriais.
Portanto, a dissipacao cutanea de calor € mediada por reflexo ndo termorregulatério.
Estes autores mostraram também que a atenuagdo da elevacdo da temperatura
interna (que poderia aumentar o tempo de exercicio) € contraposta pelo aumento
exacerbado da pressédo arterial (que aumenta a percepcdo do esfor¢co), como

consequéncia, o desempenho néo é alterado com a inje¢do ICV de fisostigmina.

Inicialmente esperavamos que o efeito da injecdo central de fisostigmina sobre a
temperatura talamica fosse diferente quando comparado ao efeito sobre a
temperatura abdominal, visto que os mecanismos que modulam o leito vascular
cerebral séo diferentes de outros leitos vasculares, como o cutaneo (LEVY, 2004;
OGOH, AINSLIE, 2009). Entretanto, a injecdo ICV de fisostigmina reduziu a area sob
a curva (ASC) da temperatura abdominal e da temperatura talamica na mesma

proporcao (43%, FIGURA 13). O leito vascular periférico € regulado por mecanismos
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locais e neurais. Dentre 0s mecanismos neurais, 0 sistema nervoso autondmico
modula a frequéncia cardiaca, a forgca de contragdo do miocardio e o grau de
constricdo das artérias. Ja o leito vascular cerebral, embora seja inervado por fibras
simpaticas, € modulado predominantemente por auto-regulacdo e pela presséo
parcial de diéxido de carbono (PaCO,) (OGOH, AINSLIE, 2009). Em humanos,
durante o exercicio o fluxo sanguineo cerebral aumenta linearmente em funcdo da
intensidade do exercicio até 60% do VOzmax, a partir desta intensidade o fluxo
sanguineo cerebral reduz. Estes achados séo atribuidos, pelo menos em parte, a
reducdo da PaCO,; induzida por hiperventilagdo (SATO et al, 2011). Portanto, nés
formulamos a hipétese de que a regulacdo do fluxo sanguineo cerebral durante o
exercicio ocorreria por meio de mecanismos distintos da circulacdo periférica, e
consequentemente, a injecdo central de fisostigmina provocaria alteracoes

diferentes na temperatura cerebral quando comparada a temperatura abdominal.

Como mencionado anteriormente, Pires et al (2010) mostraram que o maior fluxo
sanguineo na cauda é consequéncia de vasodilatacdo mediada pela estimulacéo
dos barorreceptores, visto que, o aumento da temperatura da pele da cauda é
precedido por aumento da pressao arterial e atenuacdo do aumento da frequéncia
cardiaca. Como € provavel que a atividade talamica estivesse aumentada durante o
exercicio, principalmente pelo aumento na atividade dos circuitos motores GTC e
CbTC (HOLSCHNEIDER et al, 2007), a atenuagdo da elevagcdo da temperatura
talamica pode refletir o aumento do fluxo sanguineo nesta regido, induzido pela
estimulacdo colinérgica central. Nessa condi¢cdo € possivel que o calor do tecido
cerebral seja removido & medida que o sangue é resfriado pela vasodilatacdo da
cauda, como sugerido pela variacdo simultanea das temperaturas ap0s a injecéo
ICV de fisostigmina (FIGURA 12D).

E possivel que os efeitos da estimulacdo colinérgica central sobre a temperatura
cerebral também sejam mediados pelo barorreflexo arterial, assim como na
temperatura abdominal (PIRES et al, 2007; PIRES, 2008). Existem evidéncias
anatdbmicas que mostram que o sistema nervoso autonémico (SNA) simpatico inerva
0S vasos cerebrais e que a estimulacdo barorreflexa modula a atividade desses
nervos (NAKAI, 1985; ISHITSUKA et al, 1986). Estes estudos demonstraram que

regides proximas do centro cardiovascular atuam como sitios de controle da
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circulagdo sistémica e cerebral. E bem descrito que fibras aferentes provenientes
dos barorreceptores arteriais e cardiopulmonares ascendem através dos nervos
vago, sinusal e depressor adrtico até a porcao intermédia do nucleo do trato solitario
(NTS). Para verificar a participagcdo dos barorreceptores na regulacdo do fluxo
sanguineo cerebral, foi realizado um experimento no qual a por¢cédo intermédia do
NTS de ratos foi eletricamente estimulada. Os animais foram previamente
submetidos a cordotomia e vagotomia para eliminar qualquer contribuicdo do SNA
periférico sobre respostas observadas. A estimulacdo elétrica do NTS aumentou o
fluxo sanguineo cerebral (NAKAI, 1985). Em outro modelo experimental no qual
foram realizadas les6es no NTS, também foi demonstrado que esta regido participa
do controle do leito vascular cerebral (ISHITSUKA et al, 1986). Neste ultimo estudo
também foram analisados os efeitos das lesbes no NTS sobre o fluxo sanguineo
cerebral na extensédo do intervalo de autorregulacdo da pressao arterial sistémica
(90 — 140 mmHg), bem como sob presséo arterial elevada (170 mmHg) em ratos. O
fluxo sanguineo cerebral foi menor quando a pressao arterial sistémica foi mantida
em 90 mmHg e maior com pressao arterial mantida em 140 e 170 mmHg nos
animais apos a lesdo do NTS. Estes resultados demonstram que vias neurais que se
originam ou passam pelo NTS podem regular o fluxo sanguineo cerebral no rato e
que estes efeitos envolvem a autorregulacdo cérebro-vascular (ISHITSUKA et al,
1986). Além disso, Talman, Dragon, Ohta (1994) demonstraram que a interrupcao
das aferéncias barorreflexas, por meio da desnervacdo sino-adrtica, atenua o
aumento do fluxo sanguineo cerebral que ocorre quando a pressao arterial
ultrapassa o limite superior da autorregulacdo cérebro-vascular. Estes autores
especulam que a atividade barorreflexa pode contribuir para a dilatacdo vascular
cerebral e consequente aumento do fluxo sanguineo cerebral quando um nivel
critico de pressao arterial é alcancado. Portanto, de acordo com achados de estudos
prévios e com nossos dados mostrando que a injecdo central de fisostigmina atenua
de forma proporcional as temperaturas abdominal e cerebral, é possivel que o
barorreflexo regule tanto o fluxo sanguineo sistémico quanto o fluxo sanguineo

cerebral.



61

5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o aumento da temperatura talamica induzido pelo
exercicio fisico néo foi diferente entre as intensidades testadas e que o aumento da
dissipacdo cutanea de calor induzido pela estimulacdo colinérgica central atenua
proporcionalmente a elevacdo da temperatura talamica e abdominal durante o

exercicio fisico.
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