O exercicio fisico induz ajustes termorregulatorios e
cardiovasculares que sao mediados pela neurotransmissao

colinérgica dos nucleos ventromediais hipotalamicos

Samuel Penna Wanner

25 de setembro de 2006



Samuel Penna Wanner

O exercicio fisico induz ajustes
termorregulatorios e cardiovasculares que sao
mediados pela neurotransmissao colinérgica

dos nucleos ventromediais hipotalamicos

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em Educacgao Fisica da Escola de
Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial para a obtencao do titulo de Mestre em Educacao Fisica / Area de

concentragao: Treinamento Esportivo

Orientador: Prof. Dr. Nilo Resende Viana Lima
Co-orientador: Prof. Dr. Candido Celso Coimbra

Belo Horizonte
Escola de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional - UFMG
28 de Abril de 2006



SAMUEL PENNA WANNER

O EXERCICIO FISICO INDUZ AJUSTES TERMORREGULATORIOS E
CARDIOVASCULARES QUE SAO MEDIADOS PELA NEUROTRANSMISSAO
COLINERCICA DOS NUCLEOS VENTROMEDIAS HIPOTALAMICOS

Dissertacao de mestrado defendida e aprovada, no dia 28 de Abril de 2006, pela banca exami-

nadora constituida pelos seguintes professores:

Prof. Dr. Antoénio José Natali - EEF / UFV

Profa. Dra. Andréa Siqueira Haibara - ICB / UFMG

Prof. Dr. Nilo Resende Viana Lima - EEFFTO / UFMG

(Orientador)

Programa de Pds-Graduacao em Educacao Fisica
Escola de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional / UFMG
Belo Horizonte, 28 de Abril de 2006



Este trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia do Exercicio (LAFISE), da Escola
de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional e no Laboratério de Endocrinologia
e Metabolismo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Foram concedidos auxilios financeiros pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq), da Coordenagao de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), da
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), da Pré-Reitoria de
Pesquisa da UFMG (PRPq) e do Ministério da Educacao (MEC).



AGRADECIMENTOS

A populacao brasileira por financiar mais um periodo da minha formacao profissional e
cientifica. Em especial, agradego aquelas pessoas que dedicam seus esforcos pela qualidade do
ensino e da pesquisa realizados nas instituicoes federais. Sinto me feliz por ter concluido mais

um periodo da minha formacao em uma instituicao publica.

Aos meus pais, Pedro e Célia, a minha irma, Ana Luiza, e aos meus falimiares por pro-
porcionarem um lar seguro, confortavel e com muito carinho e amor. Agradeco ainda pelo

incentivo para que eu continuasse desenvolvendo os meus experimentos.

Ao Prof. Dr. Nilo Resende Viana Lima que comecou a me orientar em marco de 2001 e
que foi determinante durante a minha formacao cientifica. Agradeco pela oportunidade de
desenvolver pesquisa com animais e pela presenca nos momentos em que surgiram dividas ou
problemas referentes aos experimentos. Obrigado também por ter instigado sempre a duvida

e por ter mostrado que o conhecimento cientifico ndo é uma certeza.

Ao Prof. Dr. Candido Celso Coimbra pela orientacao nas andlises e discussoes dos resultados.
Agradeco também o acesso irrestrito a infra-estrutura do Laboratério de Endocrinologia e
Metabolismo do ICB, a disponibilidade para esclarecer as minhas duvidas e o estimulo para

buscar objetivos mais altos.

A Profa. Dra. Umeko Marubayshi pela contribuicao no gosto pela fisiologia, pelos ensi-

namentos (paciéncia e perseveranga) e pela convivéncia sempre agradével e leve.

A Profa. Dra. Danusa Dias Soares pela energia e renovagao que a sua volta trouxe ao

nosso laboratoério. Agradeco também pelo exemplo de dedicacao e pela amizade.
Ao Prof. Dr. Emerson Silami Garcia que foi fundamental para a montagem da estrutura
fisica do nosso laboratério e que me ensinou a perceber alguns aspectos que estao envolvidos

no processo de construgao do conhecimento.

Ao Prof. Dr. Luiz Oswaldo Carneiro Rodrigues que nos auxiliou na analise e discussao



dos dados. Agradeco também pela oportunidade da iniciacao cientifica e pelos ensinamentos

que foram marcados com ceticismo e admiracao.

Ao André Pimenta de Faria, do Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo do ICB, pela

amizade, pela assisténcia técnica e pela disponibilidade para resolver as minhas dividas.

A técnica Solange, do Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo do ICB, por ter me

ensinado a fazer os cortes dos tecidos cerebrais no criostato.

A Maria Aparecida Vasconcelos Faria (Cida), técnica do Laboratério de Fisiologia do Ex-

ercicio, pela preocupagao com a qualidade e a organizacao dos nossos experimentos.

A Profa. Dra. Maria das Gragas Carvalho, do Departamento de Analises Clinicas, pelo

incentivo e pelo empréstimo do microscopio 6tico.

Aos funcionédrios do CEBIO / ICB pelo cuidado com os animais e pela disponibilidade para

solucionar as nossas necessidades.

Aos colegas do mestrado Alessandro Bruzzi, Cynthia Fantini, Leopoldo Paolucci e Mariana

Calabria Lopes pela convivéncia durante as disciplinas e pela amizade.

Aos companheiros do Laboratorio de Endocrinologia e Metabolismo: Ana Cristina Rodrigues
Lacerda, Ana Luiza Turchetti Maia, Claudio Heitor Balthazar, Gregério Elias Nunes Viana,
Laura Hora Rios Leite, Simonton de Andrade Silveira, Virginia Mara Pereira pelo auxilio no

desenvolvimento do trabalho e pela amizade.

Aos companheiros do Laboratério de Fisiologia do Exercicio: Aline Regina Gomes, Alison
Eduardo Pereira Silva, Clayton Mércio Santos, Cristiano Lino Monteiro de Barros, Flavio de
Castro Magalhaes, Francisco Teixeira Coelho, Michele Macedo Moraes, Kenya Paula Moreira
Oliveira, Lucas de Avila Mortimer, Mariella Guimaraes Lacerda, Milene Rodrigues Malheiros
Lima, Reinaldo Telles Paulinelli Jr., Roberta Maria Miranda, Sandra Carvalho Machado.

Obrigado pela convivéncia diaria e por amenizarem os meus momentos de frustagao. Agradeco



ainda pela amizade e companhia nos encontros e festas fora do ambiente de trabalho.

A minha tia e madrinha Junia Maria da Fonseca Penna pelo carinho e motivagao. Agradeco

também pelo trabalho que deu origem a arte grafica da capa da dissertagao.

Ao amigos Christiano Antonio Machado Moreira e Thales Nicolau Primola Gomes pela amizade

e pelo auxilio em questoes pessoais e relacionadas ao mestrado.

A Leticia Maria de Souza Cordeiro pelo auxilio nas atividades do laboratorio, pelo carinho e

pela amizade.

Ao Washington Pires que me ensinou os procedimentos referentes as colheitas das variaveis
cardiovasculares (cirurgia, manuseio dos equipamentos e do software de aquisigao dos dados)
e pela paciéncia para me ajudar até que eu pudesse superar as minhas dificuldades. Obrigado

também pela amizade.

A Roberta Borges La Guardia (Bebé), pela longa amizade compartilhada em diferentes ambi-
entes (diretério académico, laboratério, forrd, botecos, festas e movimento balango). Agradego
ainda pelo auxilio no dia-a-dia do laboratorio e nos experimentos referentes as variaveis car-

diovasculares.

A Juliana Bohnen Guimardes que compartilhou muitos momentos importantes, felizes e di-
vertidos nesses tltimos cinco anos. Obrigado por ter realizado esse projeto junto comigo,
pela motivacao para enfrentar os desafios e por nao ter faltado nos momentos de dificuldade.

Obrigado também pelo amor e sonhos que compartilhamos.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacao dessa dissertacao.



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a participagao dos receptores colinérgicos mus-
carinicos dos nicleos ventromediais hipotalamicos (VMH) na dissipagao de calor, nos ajustes
cardiovasculares e na fadiga durante o exercicio em esteira rolante (24 m.min!, 5% inclinagao).
Os ratos foram submetidos a duas condigoes experimentais separadas por um intervalo de pelo
menos dois dias. A temperatura da pele da cauda, a temperatura interna e a pressao arterial
foram medidas apds a injegao de 200 nL de solucao de metilatropina 2,5 x 1072 M (Atr) ou
NaCl 0,15 M (Sal) nos VMH. A injegao de Atr nos VMH amplificou os aumentos da tempe-
ratura interna induzidos pelo exercicio e causou um atraso do aumento da temperatura da
cauda. O maior acimulo de calor necessario para desencadear os mecanismos de dissipacao de
calor observado nos ratos injetados com Atr nos VMH pode ter sido responsavel pela reducao
de 37% no desempenho dos animais (21,0 £ 2,9 min Atr vs. 33,5+ 3,4 min Sal; n = 8; p
< 0,001). O bloqueio colinérgico dos VMH também antecipou os ajustes da pressao arterial
(valor méximo da pressao arterial média: 132,6 £+ 3,9 mmHg aos 3 min Atr vs. 125,2+4,1
mmHg aos 9 min Sal; n = 7), os quais foram relacionados ao percentual do tempo total de
exercicio. Nos concluimos que os receptores colinérgicos muscarinicos nos VMH modulam a
atividade simpatica e a dissipacao de calor durante o exercicio fisico. Além disso, os ajustes
induzidos pela neurotransmissao colinérgica intra-ventromedial podem determinar o tempo de

exercicio até a fadiga.

Palavras-chaves: exercicio, metilatropina, ratos, termorregulagao



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the participation of cholinergic muscarinic receptors in
the ventromedial hypothalamic nuclei (VMH) on heat balance, cardiovascular adjustments and
central fatigue during treadmill exercise (24 m.min~!, 5% inclination). Rats were submitted
to two experimental situations separated by an interval of at least two days. Tail skin
temperature, core body temperature (T}) and arterial pressure were measured after the
injection of 200 nL of 2,5 x 102 M methylatropine (Atr) or 0.15 M NaCl solution (Sal)
into the VMH. Atr injection into the VMH amplified the exercise-induced increase in T} and
resulted in a delay in the rise of skin temperature. The increased heat storage needed to
trigger the heat loss mechanisms observed in VMH Atr-treated rats may be responsible for
the 37% decrease in the performance of these animals (21.0 + 2.9 min Atr vs. 33.5 + 3.4 min
Sal; n = 8; p < 0.001). Cholinergic blockade of VMH has also acelerated the blood pressure
adjustments (mean arterial pressure maximal value: 132.6 + 3.9 mmHg at 3 min Atr vs.
125.2+ 4.1 mmHg at 9 min Sal; n = 7), which were related to the percentage of total exercise
time. We conclude that cholinergic muscarinic receptors in the VMH modulate sympathetic
activation and facilitate heat loss during exercise. Furthermore, these adjustments induced

by intra-ventromedial cholinergic neurotransmission determine exercise time until fatigue.

Keywords: exercise, methylatropine, rats, thermoregulation
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Exercicio Fisico e Fadiga Aguda

O sistema nervoso central (SNC) é responsédvel pela decisao de iniciar e de interromper o
exercicio fisico voluntdrio [30]. Assim que o individuo decide iniciar o exercicio, os centros
cerebrais de integragao estimulam o sistema motor que transforma a informagao neural em
contragao muscular. O sistema motor possui uma organizacao hierdrquica, que envolve as areas
cerebrais superiores (drea pré-motora, cértex motor e regioes corticais motoras suplementares),
o hipotalamo, o tronco encefédlico e a medula espinhal. Esta ocupa a posicao mais inferior
e ¢é responsavel pela organizacao das respostas mais automatizadas e estereotipadas a um
determinado estimulo. O sistema motor também é organizado em paralelo, uma vez que cada
area pode atuar independentemente na via final comum, a qual consiste nos motoneurénios
que deixam a raiz ventral da medula espinhal e s@o direcionados para os musculos [29].

Quando o exercicio ¢ iniciado, simultaneamente e em paralelo a estimulagao dos mo-
toneuronios, o cortex motor aumenta a atividade simpatica para diversos érgaos como figado,
coragao e vasos sangiiineos da pele [87]. Essa estimulagao auténomica associada a estimulagao
do sistema motor representam o comando central (pré-alimentagao) e este mecanismo é ajus-
tado conforme a necessidade de adaptacao dos diversos sistemas organicos a intensidade do
exercicio.

Em funcao do aumento da taxa metabdlica induzido pelo exercicio, ocorrem alteracoes
no meio interno as quais sao informadas ao SNC por retro-alimentacao. O SNC compara os
valores fornecidos com referéncias e desencadeia respostas para a manutencao da homeostase.

Dessa forma, por meio de ajustes de pré- e retro-alimentagao o organismo se adapta a uma
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condicao com gasto energético acima dos valores basais.

Por muito tempo, aceitou-se que os ajustes ao exercicio fossem influenciados exclusiva-
mente por retro-alimentacao. No entanto, esse mecanismo nao é suficiente para explicar as
respostas dos sistemas organicos a atividade fisica. Os ajustes cardiovasculares, por exemplo,
ocorrem muito rapidamente com o inicio do exercicio para serem consideradas resultado ex-
clusivamente de alteragdes no meio interno [36]. Assim que o exercicio é iniciado, o aumento
da atividade simpatica eleva as concentragoes plasmaticas de noradrenalina e adrenalina e,
essas catecolaminas, quando ligadas a receptores a-adrenérgicos, causam a constriccao dos
vasos [66, 110]. A vasoconstric¢ao cutanea é um dos mecanismos que possibilita o organismo
manter um retorno venoso adequado para o coragao, possibilitando o aumento da pressao
arterial média no inicio do exercicio [36].

Estudos sobre a mobilizacao de substratos em ratos durante o exercicio também forneceram
evidéncias indiretas para a existéncia de um mecanismo neural de pré-alimentacao. Vissing et
al. [104] e Lima et al. [41] verificaram que o aumento da produgao de glicose foi maior do que o
aumento da sua utilizagao no inicio do exercicio, resultando em um aumento da concentragao
plasmatica desse substrato. Portanto, durante o exercicio, o SNC controla a homeostase por
meio de mecanismos de pré- e retro-alimentacao e é possivel que esses mecanismos também
estejam envolvidos na decisao de interromper a atividade fisica. O SNC recebe estimulos
provenientes de fontes diversas (coragao, sistema respiratério, tenddes, sangue que perfunde
o cérebro), integra todos esses estimulos e determina o limite de duracao e de intensidade do
esfor¢co modulando o comando motor, a fim de proteger a integridade do organismo [30].

A literatura apresenta cinco abordagens diferentes que tém sido utilizadas para explicar a
fadiga [63]. S@o elas: 1- o modelo cardiovascular / anaerébico; 2- o modelo do fornecimento /
deplecao de energia; 3- modelo de recrutamento muscular; 4- modelo biomecanico; 5- modelo
psicolégico / motivacional.

No entanto, alguns achados sao incompativeis com as predicoes de um ou mais desses
modelos e isso sugere que os diferentes sistemas fisiolégicos podem determinar o desempenho
sob diferentes condi¢oes de exercicio [63].

Rodrigues e Silami-Garcia [79] propuseram o modelo de limites integrados para explicar
a fadiga aguda, a qual é entendida como um mecanismo de defesa, que integra multiplos
estimulos sensoriais, no qual diferentes fatores (disponibilidade de substratos, temperatura

corporal, equilibrio acido-basico e hidroeletrolitico, fluxo sangiiineo, ventilacao pulmonar,
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atividade neural e outros) estdo associados permanentemente a determinagao da intensidade
e duracgao suportaveis do exercicio, em funcao do ambiente, para evitar qualquer falha na
homeostase. Embora estejam integrados, os diferentes sistemas fisiolégicos envolvidos podem
preponderar de forma diferente de acordo com a intensidade relativa do exercicio (%VOamaz)-

Esse modelo supera a compreensao de fadiga como uma falha, entendo-a como um mecanis-
mo de defesa que interrompe o esforco antes que seja atingido o limite fisiologico de qualquer
um dos sistemas envolvidos com a atividade fisica, sem colocar em risco a homeostase do
organismo [63, 79]. O modelo de limites integrados ainda necessita de estudos que o comprove.

A fadiga foi tradicionalmente definida como a incapacidade de manter uma determinada
forga ou poténcia, devido a uma falha ocorrida em qualquer momento da seqiiéncia de eventos
que desencadeiam a atividade muscular voluntaria, desde o surgimento do estimulo nervoso no
cérebro até a contra¢ao do musculo [13]. O modelo de falha parece satisfatério para explicar
os casos de lesdes ou patologias especificas, entretanto, em condigoes fisioldogicas, existem
evidéncias de que a fadiga ocorre antes que qualquer sistema fisiolégico atinja o seu limite
em uma determinada intensidade do exercicio [63, 79]. Estudos realizados em condigoes de
hipdéxia hipobdrica mostraram que quanto maior a altitude, menor a concentracao de lactato
medida durante o exercicio maximo até a fadiga. Essa situacao foi descrita como o paradoxo
do lactato, uma vez que maiores concentragoes de lactato seriam esperadas durante o exercicio
realizado em condigoes de hipoxia, uma situacao que induz maior anaerobiose nos musculos
esqueléticos e cardiaco [63]. O fato de os individuos interromperem o exercicio com os seus
musculos contraindo em condigoes aerdbicas pode refletir uma decisao do SNC para proteger
o organismo, por exemplo, de uma isquemia miocardica [30, 63].

Rodrigues et al. [77] e Pires et al. [70] obtiveram dados que caracterizam a fadiga como um
mecanismo multifatorial. Os ratos injetados com fisostigmina no ventriculo cerebral lateral,
mesmo com uma temperatura corporal inferior no momento da fadiga, realizaram o mesmo
tempo total de exercicio que os animais controles. Isso sugere que a menor temperatura interna
nao representou uma possibilidade para prolongar o exercicio e, em func¢ao da poténcia imposta
aos outros sistemas fisioldgicos, a atividade fisica foi interrompida.

Existem abordagens centrais e periféricas para o estudo da fadiga. Os experimentos com
animais vem sendo utilizados para verificar a participagao de neurotransmissores e de areas
cerebrais nos ajustes induzidos pelo exercicio e nos mecanismos que levam a interrupcao do

mesmo. Newsholme et al. [60] sugeriram a hipdtese da fadiga central, a qual estd fundamen-
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tada em evidéncias de que o aumento da concentragao cerebral da serotonina esta relacionado
a diminuicao do desempenho durante o exercicio prolongado. Corroborando com essa hipotese,
Soares et al. [89, 90] verificaram a redugao do tempo total de exercicio dos ratos injetados
com triptofano, precursos da serotonina, no ventriculo cerebral lateral. Essa redugao do de-
sempenho foi acompanhada de um aumento no consumo de oxigénio e conseqiiente reducao
da eficiéncia mecanica [89]. Foi observado também que a inje¢ao de triptofano aumentou a
taxa de acumulo de calor, embora no momento da fadiga, as temperaturas internas dos ratos
tratados com triptofano nao tenham sido diferentes dos animais controles [90]. E possivel que
o maior acumulo de calor corporal tenha sido causado, além de um maior gasto energético
durante o exercicio, por uma reducgao do calor dissipado pelo animal.

A participacao de outros neurotransmissores, além da serotonina, nos ajustes induzidos
pelo exercicio e que possibilitam a manutengao da atividade fisica tem sido demonstrada.
Estudos anteriores mostraram que o bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos centrais
reduziu o tempo total de exercicio em ratos [40, 41, 42]. Além disso, ja foi descrito que o
bloqueio da neurotransmissao 6xido nitrérgica antencipa a fadiga em exercicio prolongado.
[35, 34].

E importante ressaltar que os mecanismos envolvidos na fadiga sao diferentes daqueles
relacionados a exaustao. Esta representa uma condicao em que o individuo é incapaz de
interromper o exercicio voluntariamente e, no caso de experimentos com roedores, é obtida
por meio de protocolos de exercicio mais intensos [10, 21, 48]. Isso pode induzir os animais a
aumentarem o tempo de exercicio e a atingirem um estado de hipertermia grave, o que pode
resultar em morte. Hubbard et al. [21] observaram que quanto maior foi a temperatura retal
no momento da exaustao, maior a mortalidade dos ratos, sendo que 66,7% dos ratos morreram
quando interromperam o exercicio com a temperatura corporal variando entre 41,1-42,5° C.
A exaustao tem sido verificada pela auséncia do reflexo de endireitamento, quando o animal
¢ colocado em dectbito dorsal apés o término do exercicio [21].

Outra contribuicao do modelo de limites integrados da fadiga proposto por Rodrigues e
Silami-Garcia [79] é o reconhecimento que diferentes condigbes ambientais alteram as respostas
fisiolégicas a uma mesma intensidade de exercicio. O estresse térmico pode antecipar a fadiga
aguda durante o exercicio em uma determinada intensidade (%VOsgq: ). Estudos tém demons-

trado a reducao do tempo total de exercicio realizado em ambiente quente em seres humanos

[12] e em roedores [11, 48, 78, 86].
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Dentre os possiveis mecanismos envolvidos na interrupcao voluntaria do exercicio, as
questoes que relacionam a fadiga aos ajustes termorregulatorias tém recebido maior atencao
dos pesquisadores do Laboratério de Fisiologia do Exercicio da UFMG. O trabalho pioneiro foi
realizado em 1986, quando verificou-se que o aumento da temperatura corporal, obtido passiva
ou ativamente, nao alterou as respostas neuro-motoras (tempo de reacado éculo-manual) de
seres humanos [80].

A temperatura corporal é resultado do balanco entre a dissipagao e a producao de calor
[108]. Os animais homeotermos geram seu préprio calor e tendem a possuir baixa condutivi-
dade térmica, devido a sua alta insulacao tecidual [81]. A temperatura corporal é regulada
em uma faixa estreita, independentemente de variacoes extremas da temperatura ambiente
[15, 75]. As fungdes celulares ocorrem de forma ideal dentro de determinados limites de tem-
peratura e por isso a vida s6 é possivel quando a temperatura corporal se encontra entre o
limite inferior, que provocaria o congelamento dos liquidos corporais, e o limite superior, que
resultaria na desnaturagdo das enzimas [81].

Gordon [15] destaca que a termorregulagdo nos homeotermos é controlada por um sis-
tema que possui quatro componentes principais: receptores térmicos (retro-alimentagao),
neuroénios integrativos e de controle do SNC (comparador), mecanismos efetores responséveis
pela produgao, conservagao e dissipagao de calor (controlador) e temperaturas interna e da
pele (sistema passivamente controlado).

O hipotédlamo funciona como um termostato, mantendo a temperatura central préxima ao
ponto de ajuste de 37° C para os seres humanos, em condi¢oes normais de repouso. O ter-
mostato é sensivel a variagoes na temperatura corporal, estando permanentemente comparando-
as com a sua referéncia e, quando necessario, desencadeando respostas para a corre¢ao do erro
[15, 75, 81]. O hipotélamo recebe informagoes aferentes sobre a temperatura corporal a par-
tir de termorreceptores localizados na pele, nas visceras e na medula espinhal, e também a
partir de neuronios sensiveis a temperatura do sangue que perfunde a sua regiao anterior
[75, 81]. Um dos primeiros estudos a relatar a participagao do hipotdlamo na regulacao da
temperatura corporal foi realizado por Magoun et al. [46]. O aquecimento local do cérebro de
gatos demonstrou a existéncia de uma regiao reativa, incluindo a parte dorsal do hipotalamo,
a qual responde ao aumento da temperatura cerebral por meio da aceleracao da freqiiéncia
respiratoria e, em alguns experimentos, pelo aparecimento de suor nas patas.

Um dos mecanismos de dissipacao de calor utilizados pelos roedores é a saliva espalhada
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sobre o pélo e outras superficies corporais. A saliva é aplicada para expor superficies vascu-
larizadas como as patas, o escroto e a base da cauda [15] e é também espalhada sobre a pele
para aumentar a dissipagao de calor por meio da evaporacao [18]. E importante destacar que
a sudorese em roedores, ao contrario dos seres humanos, nao ¢ um efetor termorregulatorio.

Durante o exercicio, ocorre o aumento da producao de calor como conseqiiéncia do meta-
bolismo aumentado. A fim de impedir a elevacao da temperatura corporal para valores que
ameagam a sobrevivéncia, o hipotdlamo desencadeia respostas para aumentar a dissipagao de
calor. O principal mecanismo utilizado pelos roedores é a dilatagao dos vasos presentes na
pele da cauda e das patas [66, 73, 86]. Assim como a orelha dos coelhos e a mao dos seres
humanos, a cauda dos ratos é uma estrutura especializada para a troca de energia com o
meio ambiente, caracterizada por uma elevada razao entre superficie e volume, auséncia de
pélos, uma densa rede de vasos sangiiineos e a presenga de anastomoses arteriovenosas [82]. O
aumento do fluxo sangiiineo na pele, possibilitando uma maior dissipacao de calor pelo corpo,
¢é possivelmente resultado da diminuicao da atividade simpética para a cauda. Essa hipotese
é reforcada pela observacao que a denervacao simpatica lombar aumenta o fluxo sangiiineo na
cauda para valores semelhantes aos verificados quando os ratos estdao em hipertermia [66, 110].
Fatores locais também estao envolvidos nos ajustes do fluxo sangiiineo para a cauda durante
o exercicio. O éxido nitrico é uma substancia vasodilatadora produzida localmente que parece
estar envolvida nesse processo [110].

A temperatura interna elevada é um fator limitante do desempenho durante o exercicio
prolongado em roedores [11, 35, 78, 86, 90, 106] e em seres humanos [12, 14, 17, 61]. O
mecanismo responsavel pela interrupcao do exercicio devido a um aumento na temperatura
interna em roedores nao esta claro, existindo controvérsias na literatura se essa antecipagao da
fadiga é causada por uma temperatura interna absoluta (° C) [11, 106], pela taxa de actimulo
de calor (A cal.min™!) [78] ou por ambos mecanismos.

Durante o exercicio realizado em ambiente quente, os ratos sao incapazes de espalhar a
saliva sobre a pele e portanto a evaporacao tem menor participacao na dissipagao de calor [86].
Os animais foram incapazes de atingir um equilibrio térmico durante o exercicio em um am-
biente quente com temperatura seca de 34,0° C, embora a temperatura da pele da cauda tenha
aumentado até 39,4° C. Shellock e Rubin [86] sugeriram que a temperatura ambiente escolhida
pode ter superestimado a capacidade termorregulatéria e / ou os ratos nao sao capazes de

regular a temperatura corporal com a mesma eficacia que outras espécies, durante o exercicio.
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Provavelmente o exercicio por periodos prolongados na esteira representa uma condi¢ao expe-
rimental artificial, na qual os ratos regulam com dificuldade suas temperaturas internas. Fuller
et al. [11] acrescentam que os ratos s@o animais noturnos que realizam exercicio e procuram
alimentos a noite, quando a dissipacao de calor por conveccao e irradiacao estd aumentada.
Dessa forma, é improvavel que existam circunstancias em que a temperatura corporal exceda
o limite térmico superior para a continuidade do exercicio, no habitat natural dos ratos.

Alguns estudos indicam que o exercicio é interrompido quando uma temperatuta in-
terna critica é atingida, independentemente da temperatura interna inicial e do ambiente
[11, 14, 106]. E importante destacar que o aquecimento corporal dos animais pré-exercicio e
o aumento da temperatura ambiente reduziram o tempo gasto até atingir a temperatura in-
terna limitante do desempenho, antecipando a fadiga. Nielsen et al. [61] também verificaram
que a temperatura esofagiana aumentou durante o exercicio até um valor critico de 39,9° C,
quando os sujeitos foram incapazes de continuar a atividade, independentemente do estado
de aclimatagao ao ambiente quente.

Embora os ratos apresentassem uma temperatura interna critica que limitou o desem-
penho, Walters et al. [106] encontraram valores 2 a 3° C superiores aos verificados por Fuller
et al. [11] e Lacerda et al. [35]. Isso pode ser atribuido aos critérios diferentes utilizados para
a determinac¢ao do momento da fadiga. A coer¢ao causada pelo estimulo elétrico, utilizada em
Walters et al. [106], pode ter induzido os animais a correrem em uma intensidade que ultra-
passou o limite para o exercicio voluntario, com maior probabilidade de choque hipertérmico
e morte.

Diferente dos estudos anteriores, Matthew [48] ndo observou a existéncia de uma tempe-
ratura corporal que limitasse o desempenho fisico. Quanto maior a temperatura ambiente,
menor o tempo total de exercicio, maior a taxa de acimulo de calor e maior a temperatura
colonica dos ratos no momento da exaustdo. Da mesma forma, Rodrigues et al. [78] nao
observaram uma temperatura interna limite relacionada a interrupgao do exercicio em ratos.
A taxa de acumulo de calor foi a varidavel de maior correlagao com o tempo total de exercicio,
principalmente em ambientes quentes, quando a dificuldade de dissipacao de calor é maior.
Foi verificado também que quanto mais intenso o exercicio ou quanto maior a temperatura
ambiente, menor o tempo total de exercicio [78].

Além disso, o aumento da dissipacao de calor durante o exercicio é fundamental para deter-

minar o desempenho dos ratos. Recentemente, Lacerda et al. [35] observaram que a injegao
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intracerebroventricular (icv) de L-NAME, inibidor da sintese de éxido nitrico, aumentou a
temperatura corporal interna em que a vasodilatacao da cauda foi desencadeada, amplifi-
cando o aumento da temperatura corporal induzido pelo exercicio. A injecao de L-NAME
reduziu o trabalho realizado, que se correlacionou com a taxa de aquecimento corporal nos

minutos iniciais de exercicio.

1.2 Participacao dos receptores colinérgicos centrais na
manutencao da homeostase

Os neuronios que contém acetilcolina e as enzimas responsaveis pela sintese e degradagao do
neurotransmissor estao amplamente distribuidos pelo SNC. Os principais sistemas colinérgicos
que foram identificados por técnicas de imuno-histoquimica sao: o prosencefalico médio-basal,
o extra-piramidal, o parabraquial, o reticular e os neuronios colinérgicos dos nervos craniais
motores [5, 74]. Estudos histoquimicos da década de 80 ampliaram o conhecimento do sistema
colinérgico no hipotalamo, revelando a existéncia de um sistema tubero-infundibular e a pre-
senca de colina acetiltransferase nos neuronios da area pré-ética e das regioes hipotalamicas
medial e lateral [74, 94].

Existem evidéncias da participacao dos receptores colinérgicos centrais no controle do me-
tabolismo de animais em repouso e durante situacoes estressantes tais como a imobilizacao
e a neurocitoglicopenia [7, 22, 25, 76, 96]. Os estudos sugerem que a estimulagao colinérgica
central produz um aumento da sintese hepatica de glicose por meio da glicogendlise e da
gliconeogénese, além de aumentar as concentracoes plasmaticas de lactato. Esta resposta
foi relacionada a ativagdo da glicogendlise muscular [7] e provavelmente foi causada pelo au-
mento da atividade motora, conforme indicado pela elevacao do consumo de oxigénio apds a
estimulagao colinérgica central [76].

O aumento da concentracao plasméatica de glicose é inibido pela adrenodemedulagao bi-
lateral [7, 22, 25, 76], sugerindo a participagdo das catecolaminas adrenais na estimulagao
da producao hepatica de glicose. Além disso, esse mecanismo colinérgico central é mediado
por receptores muscarinicos, uma vez que a administragao icv de atropina prévia a de ago-
nistas colinérgicos impede o aumento das concentracoes plasmaticas de glicose e de glucagon
[22, 25, 96].

A estimulacao dos receptores colinérgicos também induz ajustes termorregulatorios, sendo
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que a injegao central de agonistas colinérgicos reduz a temperatura corporal em ratos [2, 43,
100]. Esse efeito ¢ mediado por receptores colinérgicos muscarinicos, em especial, os subtipos
M1 e M3 [2, 43, 100]. E importante destacar que a administragao intra-peritoneal dos agentes
colinérgicos, na mesma concentracao utilizada para as injecoes no SNC, nao altera a tempe-
ratura corporal dos ratos, mostrando que o efeito é especifico a estimulacao dos receptores
centrais [100].

Lin et al. [43] avaliaram os efeitos produzidos pela injecao de agonistas e antagonistas
colinérgicos no ventriculo lateral cerebral na termorregulagao de ratos em repouso. As injecoes
icv de aceticolina, pilocarpina, fisostigmina, atropina e hemicolina produziram hipotermia
dependente da dose, nas duas temperaturas ambientes estudadas (8 e 22° C). A hipotermia
induzida pelos agonistas colinérgicos (acetilcolina, pilocarpina e fisostigmina) foi causada pela
reducao da producao metabdlica de calor e pela vasodilatacao cutanea da cauda e da pata
dos ratos. Enquanto a hipotermia induzida pelos antagonistas colinérgicos foi causada apenas
pela reducao da producao metabdlica de calor.

Por outro lado, Kirkpatrick e Lomax [32] observaram que a atropina possui um efeito dual
sobre a temperatura corporal do rato, dependendo se o local da agao é predominantemente
periférico ou central. As injegoes de sulfato de atropina ou metilatropina, via intra-peritoneal,
causaram uma reducao da temperatura retal. Enquanto a injecao de sulfato de atropina na
regiao da area pré-otica e hipotalamo anterior aumentou a temperatura retal. O aumento da
temperatura foi atribuido ao bloqueio dos receptores colinérgicos, o que pode ter aumentado
o ponto de ajuste hipotalamico e, conseqiientemente, ativado mecanismos de producao e de
conservagao de calor [32]. Entretanto, os resultados de Baird e Lang [2] e de Takahashi et al.
[95] ndo confirmam o achado que injegao central do antagonista colinérgico causa hipertermia.
A injecao de sulfato de atropina no ventriculo lateral esquerdo diminuiu a temperatura retal em
gatos e em ratos [2], enquanto a perfusao de atropina nos nicleos paraventriculares, nos nicleos
supra-oticos, na area hipotalamica anterior e no ventriculo lateral nao modificou a temperatura
corporal dos ratos [95]. Lin et al. [43] também observaram que uma determinada dose de
sulfato de atropina, embora nao produzisse alteracao na temperatura retal dos ratos, atenuou a
hipotermia causada pelos agonistas colinérgicos. As diferencas entre os estudos podem ter sido
causadas pelos diferentes locais centrais em que o bloqueador dos receptores muscarinicos foi
injetado, pelas diferentes concentragoes da substancia ou ainda pelas diferentes temperaturas

do ambiente onde os experimentos foram realizados.
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Além das alteracoes do metabolismo e da termorregulacao, a estimulacao colinérgica cen-
tral leva a um aumento da pressao arterial [1, 38, 69], sendo que essa resposta é bloqueada pela
administracao prévia icv de atropina [1, 38]. Apés a injegao icv de neostigmina a expressao de
c-fos, marcador de atividade neuronal, foi observada no ntcleo posterior do hipotalamo, nos
nicleos paraventriculares, nos nucleos supra-oticos, no nicleo pré-mamilar ventral, na area
predtica medial, no septo lateral e na amigdala central [38]. Os resultados sugerem que os
receptores colinérgicos muscarinicos dessas areas estejam envolvidos diretamente nas respos-
tas pressoricas observadas e nao em respostas relacionadas ao barorreflexo, uma vez que a
administracao intravenosa de fenoxibenzamina, antagonista adrenérgico, impediu o aumento
da pressao arterial sem alterar a expressao de c-fos nessas areas cerebrais.

A maioria dos estudos sobre a regulacao hipotalamica do metabolismo energético periférico
e da termorregulacao foi realizada em animais anestesiados [1, 22, 25] ou acordados em repouso
[1, 2,8, 32, 38, 43, 70, 76, 100]. O exercicio representa um modelo experimental para o estudo
da participacao do SNC nos ajustes dos sistemas fisiologicos em uma situacao diferente das
condigoes basais normais [40, 41, 77].

Durante o exercicio, a injecao icv de fisostigmina atenuou o aumento da temperatura
interna, sem modificar o consumo de oxigénio e o desempenho em comparagao aos ratos con-
troles [70, 77|, sugerindo a facilitagdo dos mecanismos de dissipagao de calor. A estimulagao
colinérgica central também aumentou a pressao arterial e, na seqiiéncia, a temperatura da
cauda. Como o aumento da temperatura corporal ocorreu apés o aumento da temperatura da
cauda, acredita-se que a dissipacao de calor tenha sido modulada principalmente por estimulos
nao termorregulatorios. De fato, o aumento da temperatura da cauda induzido pela fisostig-
mina correlacionou-se com o aumento da pressao arterial sistolica em repouso e durante o
exercicio. Além disso, é provavel que os vasos da cauda do rato nao estivessem dilatados em
funcao da pressao diastdlica aumentada. Portanto, o aumento da temperatura da cauda pos-
sivelmente foi uma conseqiiéncia de um aumento do fluxo sangiiineo devido a pressao arterial
média aumentada e a maior dissipacao de calor ocorreu em funcao do ajuste cardiovascular
[70].

O aumento da dissipacao de calor induzido pela estimulagao colinérgica central também foi
observada no periodo pés-exercicio [72]. A injecao icv de fisostigmina aumentou a temperatura
da pele dos ratos, embora a temperatura intraperitoneal nao tenha sido diferente dos animais

controles. Esses dados reforcam a hipdtese que o aumento da temperatura da pele, apds a
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estimulacao dos receptores colinérgicos centrais, representa um aumento do fluxo sangiiineo
local causado pela pressao arterial elevada.

Lima et al. [41] verificaram a redugao do tempo total de exercicio apds a injegao sulfato de
atropina no ventriculo cerebral lateral direito de ratos. A atropina icv modificou o ajuste do
sistema nervoso autonomo na disponibilizacao de substratos energéticos por retro-alimentacao,
uma vez que a glicemia permaneceu elevada durante o exercicio em comparagao com os animais
controles. Como as concentracoes plasméticas de glicose estavam aumentadas, sugeriu-se que a
reducao do tempo total de exercicio causado pela atropina nao esteve relacionada a disponibili-
dade de substratos energéticos. Além disso, o efeito da atropina icv na reducao do desempenho
foi amplificado nos ratos adrenodemedulados [41]. Nao foram realizados experimentos para
verificar se a redugao do desempenho estava associada a termorregulacao.

E dificil determinar os nicleos envolvidos nas respostas desencadeadas pela injecao de
drogas nos ventriculos cerebrais. Segundo Lima et al. [41], os neurdnios colinérgicos que
controlam a atividade motora podem estar localizados dentro da linha ependimal do ventriculo
ou em tecidos nervosos adjacentes ao sistema ventricular, embora seja dificil prever a qual
distancia a atropina se difunfe a partir do ventriculo em uma concentracao efetiva. Com o
objetivo de se responder esta questao, estudos buscaram identificar as areas hipotalamicas
que possam estar envolvidas nos ajustes dos sistemas fisiolégicos durante o exercicio.

Dentre essas areas cerebrais especificas encontram-se os nucleos ventromediais hipotala-
micos (VMH), os quais estao relacionados ao controle do metabolismo [7, 57, 84, 85, 96], da
alimentagao [103], da termorregulagao [27, 54, 57, 98] e do sistema cardiovascular [20, 98].
Esse nucleo ainda esta relacionado a alguns comportamentos, dentre eles a motivacao para
a corrida [111, 112], as respostas agressivas [56] e as respostas de medo inato verificadas na

presenca de um predador [9].

1.3 Niicleos ventromediais hipotalamicos (VMH)

Os VMH do rato sao divididos em duas massas celulares compactas, as subdivisoes dorsome-
dial e ventrolateral, separadas por uma zona central escassa de neurdnios [83]. Os nicleos estao
localizados préximos ao terceiro ventriculo e sao relacionados rostralmente ao hipotalamo an-
terior, dorsalmente aos nicleos dorsomediais hipotalamicos, lateralmente a area hipotalamica

lateral e ventromedialmente ao nucleo arqueado (Arc). Estudos anatomicos descreveram as
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conexoes dos VMH com outras dreas hipotalamicas e cerebrais. As injecoes de isdtopos que
marcaram diferencialmente as porcoes ventrolateral e dorsomedial dos VMH demonstraram
que a maioria das conexoes longas (para o septo, amidala, dreas tegmentais centrais e locus
coeruleus) se originam da porgao ventrolateral dos VMH. Além disso, Saper et al. [83] obser-
varam que as fibras descendentes a partir dos VMH possuem trés vias principais: (I) através
da regiao periventricular; (II) através do hipotdlamo medial e do feixe prosencefilico medial;
(IIT) bilateralmente através da comissura supra-Gtica ventral.

Luiten e Room [45] observaram que os VMH possuem conexoes intra-hipotalamicas com
a area predtica medial, com o ntcleo hipotalamico anterior, nicleo supraquiasmético, niicleo
paraventricular, nicleo dorsomedial hipotalamico e com o tecido ependimal da parede do 3°
ventriculo. No entanto, nao foram demonstradas conexoes entre o VMH e a area hipotalamica
lateral, embora ambas dreas apresentem interconexodes com células em comum [45].

Os VMH foram historicamente reconhecidos como o centro da saciedade e a sua lesao,
por meio de correntes elétricas, tem sido utilizada como modelo experimental para o estudo
da obesidade [6]. Ratos submetidos a les@o eletrolitica do VMH apresentam maior ganho de
peso corporal [19, 103], causado pela aumento da ingestao de alimentos, reducao da atividade
fisica comportamental e pela auséncia de respostas termogénicas do tecido adiposo marrom
[99, 103]. Mesmo quando os animais lesionados sd@o submetidos a uma restri¢do alimentar,
impedindo a hiperfagia e o consequente ganho de peso, verificou-se alteragao da composicao
corporal (menor ganho de massa muscular e menor aumento do comprimento dos 0ssos),
reducao da atividade comportamental e do consumo de oxigénio basal em comparacao com os
ratos submetidos a cirurgia ficticia (sham) [103]. Além disso, Hansen et al. [19] mostraram que
a lesao do VMH aumentou a concentracao plasmaética de insulina com conseqiiente elevagao
da sintese de acidos graxos, da atividade da lipase lipoproteica presente no tecido adiposo
e reducao da concentragao de triglicerideos no plasma. Essas alteragoes metabdlicas foram
semelhantes as observadas em ratos hiperinsulinéemicos que receberam a administracao diaria
de insulina. Quando os ratos lesionados nos VMH ficaram diabéticos devido a injecao de
estreptozotocina, o aumento da sintese de triglicerideos e da atividade da lipase lipoproteica
foram bloqueados, mostrando a participagao da insulina nessas respostas [19].

Existem evidéncias de que os receptores colinérgicos presentes nos VMH participam da
regulagao da atividade do sistema nervoso autondémico simpatico, avaliada pela mobilizacao

de glicose [7, 96]. Brito et al. [7] observaram que as injegoes intra-ventromediais de carbacol
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ou de neostigmina aumentaram as concentracoes plasmaticas de glicose e lactato. A injecao
de neostigmina aumentou a taxa de incorporacao de *C pela glicose circulante, sugerindo um
maior fluxo gliconeogénico. Além disso, os aumentos da glicemia plasmética e das concen-
tragoes de acetilcolina e de colina no dialisato induzidos pela perfusao de cloreto de potassio
nos VMH foram atenuados pela perfusao simultanea de sulfato de atropina [96]. A perfusao
isolada de neostigmina reproduziu o aumento da concentragao plasmatica de glicose induzido
pelo cloreto de potdssio, um estimulador da atividade neuronal [96].

O bloqueio funcional dos VMH de ratos em repouso aumentou o metabolismo e promoveu
respostas neuroenddcrinas semelhantes as induzidas pelo exercicio, embora os animais nao
tenham aumentado a sua atividade fisica [104]. Foram observados aumentos das concentragoes
plasmaticas de catecolaminas, glucagon, corticosterona, glicose e lactato. Vissing et al. [104]
sugeriram que a injecao de anestésico local nos VMH pode ter inibido a atividade de neurdnios
com agoes inibitérias sobre o sistema nervoso autonomo simpatico e sobre os corticotrofos da
hipéfise anterior. Existem dados que descrevem a existéncia do neutransmissor inibitério acido
v-aminobutirico (GABA) nos VMH [58, 59, 112].

O hipotdlamo ventromedial modula a atividade do sistema nervoso autonomo para as
visceras. A estimulagao elétrica dos VMH reduziu a freqiiéncia de estimulagdo do ramo
hepatico do nervo vago e aumentou a atividade simpdtica do nervo esplancnico [113], me-
canismo que pode explicar o aumento da concentragao de glicose verificado com a estimulagao
colinérgica dos VMH [7, 96]. Quando o hipotdlamo lateral foi estimulado, respostas opostas
foram observadas, indicando uma oposicao na regulacao da funcao autondémica entre essas
duas dreas hipotalamicas [113].

Outra via moduladora da atividade simpatica na qual os VMH participam é o eixo hipo-
talamo - medula das adrenais. Yoshimatsu et al. [114] observaram que as lesoes eletroliticas
dos VMH aumentaram gradualmente a freqiiéncia de disparo do nervo simpatico adrenal, a
qual nao foi modificada pela estimulacao elétrica do mesmo ntcleo. No entanto, a estimula-
¢ao elétrica dos VMH atenuou o aumento da atividade do nervo simpéatico adrenal induzido
pela injecao icv de 2-deoxiglicose (2-DG). Outra evidéncia do envolvimento dos VMH no
eixo simpato-adrenal foi fornecida por Brito et al. [7]. A adrenodemedulacdo bilateral dos
ratos impediu o aumento da glicemia e reduziu o aumento do lactato plasmatico induzidos
pela injegao intra-ventromedial de agonistas colinérgicos. E ainda, Lima [40] verificou que

o aumento da concentracao plasmatica de adrenalina induzido pelo exercicio foi amplificado
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pelo bloqueio dos receptores muscarinicos presentes nos VMH. Esses resultados indicam que o
envolvimento dos VMH depende da intensidade e da maneira que o sistema simpato-adrenal
é ativado, uma vez que existem vias neurais especificas que respondem a cada estimulo.

A participagao dos VMH nos ajustes neuro-endécrinos e na mobilizagao de substrato ocorre
também durante o exercicio. O bloqueio dos VMH com anestésico local Marcain atenuou
o aumento das concentragoes plasmaéaticas de glicose durante o exercicio. Essa reducao da
glicemia foi acompanhada pela redugao das concentragoes de noradrenalina e adrenalina [104].
Além disso, os dados sugerem que houve uma inibicao relativa da secrecao de corticosterona
e de glucagon, simultaneamente a estimulacao da secrecao de insulina. Os VMH parecem nao
estar envolvidos na moblizagao dos lipidios e na regulacao do glicogénio muscular durante
o exercicio. Como durante o repouso o bloqueio funcional dos VMH aumentou a atividade
simpatica, resposta contraria aquela observada quando o mesmo procedimento foi realizado
durante o exercicio, Vissing et al [104] hipotetizaram que a modulagao da sistema nervoso
autonomo pelos VMH depende da condigao experimental estudada.

Os VMH possuem uma concentracao de glicose que é aproximadamente 20% da plasmética,
em condigoes euglicémicas, e sdo capazes de detectar a hipoglicemia local [105]. Os neurénios
sensiveis a glicose presentes nos VMH cerebrais sao andlogos aos glicosensores existentes no
figado [37]. A perfusao de D-glicose unilateralmente no VMH atenuou o aumento das concen-
tragoes plasmaticas de catecolaminas e de noradrenalina induzido pela administracao intra-
venosa de insulina, embora a hipoglicemia plasmatica nao tenha sido alterada. Esses dados
sugerem que os ajustes contra-regulatorios a hipoglicemia sao desencadeados pela reducao
da concentracao de glicose nos VMH. A participacao da neurotransmissao noradrenérgica
do hipotdlamo medial basal nos ajustes da atividade simpato-adrenal e da mobilizacao de
substratos induzidos pelo exercicio também ja foi descrita [16, 84, 85].

De maneira geral, os neuronios glicosensores estao localizados em areas cerebrais envolvi-
das no controle da funcao neuro-endocrina, do metabolismo de nutrientes e da homeostase
energética [37, 92]. O hipotdlamo medial basal é uma regiao reconhecidamente envolvida na
regulagao da ingestao de alimentos e, como esperado, experimentos demonstraram também a
sua participagao no controle da temperatura corporal.

Nakayama e Imai-Matsumura [57] verificaram que os neurénios do VMH sensiveis a gli-
cose sao aqueles que recebem com maior freqiiéncia os sinais térmicos da pele do escroto em

comparagao com os neuronios que nao sao sensiveis a estimulagao com glicose. Além disso,
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foi observado que os neuréonios do VMH responderam de maneira semelhante ao aquecimento
periférico e da area pré-otica. Todos os 16 neuronios inibidos pelo aquecimento da pele do es-
croto, também foram inibidos pelo aquecimento central [57]. Outra evidéncia do envolvimento
dos VMH na termorregulagao foi fornecida por Murakami e Morimoto [54]. O resfriamento
da area pré-otica e hipotdlamo anterior aumentou a atividade metabdlica dos VMH, assim
como de outras areas cerebrais tais como: o tdlamo antero-ventral, o talamo dorsomedial, a
substancia negra e o nicleo rubro. No entanto, o aquecimento local da area pré-otica nao
alterou a atividade metabdlica dos VMH [54].

Imai-Matsumura et al. [27] relataram que a sensibilidade dos neurénios dos VMH ao
estimulo térmico depende da condicao em que os experimentos foram realizados: in vivo
ou in vitro. Nos experimentos in vivo, dos 44 neuronios que receberam eletrodos, 7 foram
sensiveis ao calor, 11 foram sensiveis ao frio e 26 nao apresentaram resposta ao estimulo
térmico aplicado na area pré-otica. Por outro lado, durante os experimentos in wvitro, dos
47 neuronios que receberam eletrodos, 27 foram sensiveis ao calor, 1 foi sensivel ao frio e 19
nao apresentaram resposta ao estimulo térmico. Como o resfriamento local estimulou menos
neuronios in vitro, os neuronios dos VMH sensiveis ao frio estimulados pelo resfriamento da
drea pré-Gtica / hipotdlamo anterior podem ter recebido estimulos neuronais, provavelmente
provenientes desse centro termorregulador. Conexoes anatomicas e funcionais entre o VMH e
a area pré-Otica ja foram descritas [45, 98].

Os estudos demonstram a participacao dos VMH na produgao de calor em ratos, especial-
mente na termogénese nao induzida pelo tremor [49, 50, 52, 62, 98]. Nagashima et al. [55]
propuseram que os VMH, em conjunto com os niicleos dorsomediais e paraventriculares, par-
ticipam de um mecanismo hipotalamico excitatério da atividade do tecido adiposo marrom.
O bloqueio dos VMH com anestésico local aboliu o aumento da temperatura do tecido adiposo
marrom interescapular causado pela estimulagao elétrica da area pré-6tica medial [98]. Além
disso, animais com os VMH lesionados foram incapazes de responder ao resfriamento da pele,
enquanto os ratos controles aumentaram a freqiiéncia de estimulacao eferente para o tecido
adiposo marrom interescapular quando submetidos ao mesmo estimulo térmico [62].

Os experimentos realizados por Monda et al. [49, 50, 52] confirmam que os VMH estao
envolvidos nas respostas termogénicas induzidas por diferentes estimulos. As lesoes dos VMH
atenuaram o aumento da atividade dos neuronios eferentes que inervam o tecido adiposo

marrom inter-escapular, da temperatura do tecido e da temperatura colonica induzidos pela
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injecao icv de prostaglandina E1 [50] ou de orexina A [52]. E ainda, o mesmo procedimento
experimental atenuou o aumento do consumo de oxigenio e da estimulagao do tecido adiposo
marrom induzidos pela ingestao de alimentos [49].

No entanto, Bamshad et al. [3] injetaram virus da raiva atenuado no tecido adiposo
marrom inter-escapular e verificaram que o ntcleo paraventricular, a area predtica medial,
o hipotalamo lateral e o nicleo supra-quiasmatico apresentaram mais neuronios infectados
que os VMH. Os autores questionaram que os resultados de estudos envolvendo estimulagao
elétrica ou lesoes podem ser de dificil interpretacao pois é dificil confinar os procedimentos
as regioes cerebrais de interesse. E, no caso do VMH, esses procedimentos experimentais
podem afetar neurdnios que se projetam a partir do nicleo paraventricular e que cursam
préoximo e ao redor do VMH. Contudo, Monda et al. [50, 52] utilizaram o dcido iboténico
para lesionar especificamente os corpos neuronais presentes nos VMH e confirmaram a relagao
funcional entre essa area hipotalamica e a atividade dos neuronios eferentes que inervam o
tecido adiposo marrom.

Morimoto et al. [53] verificaram a participacdo do VMH nas respostas de defesa contra o
frio, incluindo o aumento da producao de calor, diminuicao da dissipagao de calor e inducao
de formas comportamentais de conservacao de calor em coelhos. A estimulacao elétrica uni-
lateral do VMH reduziu a temperatura da pele da orelha e aumentou o consumo de oxigénio,
levando a um aumento progressivo da temperatura retal. Além disso, apds a estimulacao,
a frequiéncia respiratoria diminuiu, os animais encolheram-se e houve tremor nos membros
inferiores. Quando os eletrodos foram posicionados em outras regioes (hipotalamo lateral, por
exemplo), a estimulacao elétrica nao alterou as respostas termorregulatérias autonoémicas ou
comportamentais[53].

O pré-tratamento intravenoso com fentolamina, um bloqueador a-adrenérgico, atenuou a
reducao da temperatura da pele induzida pela estimulacao elétrica do VMH. Morimoto et al.
[53] também verificaram que as respostas & estimulagdo do VMH sao alteradas em fungao da
temperatura ambiente. A redugdo da temperatura ambiente de 22° C (resultados descritos
acima) para 17° C modificou os ajustes do fluxo sangiiineo na pele. Como no ambiente mais
frio os vasos da orelha ja se encontravam constrictos, a estimulagao elétrica do VMH nao
causou ajustes ainda maiores.

Simth et al. [88] forneceram evidéncia adicional sobre o envolvimento dos VMH nos ajustes

do fluxo sangiiineo na cauda. Utilizando uma técnica anti-dromica, foi demonstrado que cinco
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de seis ratos apresentaram neuronios infectados nos VMH, 7 dias apds a injecao do virus da
raiva atenuado nas fibras que inervam a artéria ventral da cauda.

As alteragoes do fluxo sangiiineo na cauda apdés a manipulacao dos VMH podem estar
relacionadas ao envolvimento desses niucleos nos ajustes do sistema cardiovascular. Tem sido
aceito que as vias descendentes a partir da regidao antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V)
atravessam a drea dos VMH para ativar os neurénios simpéticos [33]. Thornhill et al. [9§]
observaram que as alteragoes hemodinamicas (pressao arterial média e freqiiéncia cardiaca)
induzidas pela estimulagao da area pré-otica medial provavelmente sao mediadas por vias
eferentes que atravessam os VMH. Resultados semelhantes foram encontrados por Bastos et
al. [4] que observaram a reducao da resposta pressora causada pela injegdo de angiotensina
IT e de agonistas adrenégicos na area pré-otica medial, em ratos com os VMH lesionados.
Por outro lado, Valladao et al. [102] mostraram que as lesoes eletroliticas da regiao AV3V
reduzem as repostas pressoricas, dipsogénicas e natriuréticas induzidas pela ativagao quimica
do hipotalamo ventromedial. E possivel, portanto, que as vias eferentes a partir dos VMH
estimulem a regiao AV3V antes da ativacao simpdtica final. Esses resultados sao explicados
pela existéncia de projecoes reciprocas entre os VMH e a area pré-otica medial conforme
demonstrado no estudo realizado por Saper et al. [83]. Aumentos da pressao arterial média
e da atividade do nervo simpatico renal também foram observados apds a injecao de leptina
nos VMH [47].

Os receptores colinergicos dos VMH participam dos ajustes cardiovasculares, uma vez que
a injecao de carbacol aumentou a pressao arterial média, a freqiiéncia cardiaca, a ingesta
de 4gua, a excregdo de sédio e reduziu o volume urindrio dos ratos [101, 102]. A injegao
de nicotina também aumentou a pressao arterial e a freqiiéncia cardiaca, indicando que os
receptores colinérgicos nicotinicos também modulam os ajustes cardiovasculares [101]. As
respostas hemodinamicas induzidas pelo carbacol foram atenuadas pelo pré-tratamento com
propranolol e prazosin, sugerindo a interacao entre as vias colinérgicas e adrenérgicas na
regulagao cardiovascular [101].

Alguns neurénios dos VMH estao envolvidos na motivacao para corrida. Yokawa et al.
[111] estudaram os efeitos da estimulagao de diferentes areas hipotalamicas no comportamento
voluntério para a realizacao de exercicio na roda de corrida. A injecao de um polimero ab-
sorvente de dgua nas regioes hipotalamicas anterior, dorsomedial, posterior e lateral, aumentou

a corrida espontanea em ratos. A estimulagao dos VMH também induziu o comportamento de
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corrida, sendo que o nimero de rotagoes na roda de corrida foi superior ao desencadeado pela
estimulacao das outras areas hipotalamicas. Dos 19 ratos induzidos a correr pela estimulacao
do VMH, 6 realizaram exercicio até a morte e os demais retornaram ao estado de repouso
dentro de 3 horas [111]. Sugeriu-se que a pressao produzida pelo inchago, apés a inje¢ao do
hidrogel, deforme severamente a arquitetura celular dos VMH, interrompendo as redes neu-
rais com as aferéncias responsaveis pela retro-alimentagao dos érgaos periféricos e impedindo
a inibicao do estimulo para a realizagao da corrida.

Em um trabalho subseqiiente, Yokawa et al. [112] mostraram que a injegao do hidrogel re-
duziu a concentracao do neurotransmissor GABA no VMH e, conseqlientemente, os neuronios
relacionados a corrida foram libertados da inibicao GABAérgica. E importante destacar que o
GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitério do SNC. O bloqueio dos receptores GABA-A
induziu a realizacao de atividade fisica na roda de corrida, sendo que o nimero de rotacoes
foi dependente da concentragao de bicuculina injetada. Outra evidéncia do envolvimento das
vias GABAérgicas surgiu a partir da co-administracao de hidrogel e de GABA que reduziu
a atividade dos ratos nas rodas de corrida em comparacao com a administracao apenas do
hidrogel [112]. Foi demonstrado também que aminodcidos excitatdrios atuando nos receptores
kainato participam na indugao da corrida e que a liberagao desses aminoacidos é bloqueada
parcialmente pela atividade GABAérgica nos neurénios pré-sindpticos [59]. Narita et al. [58]
ainda acrescentam que o aumento da corrida é acompanhada por alteragoes neuro-endécrinas
relacionadas a mobilizagao de substratos energéticos, sugerindo uma funcao integrativa dos
VMH durante o exercicio. A injecao de kainato aumentou as concentragoes plasmaticas de
glicose, noradrenalina, adrenalina e corticosterona [58].

Lima [40] verificou que o bloqueio dos receptores muscarinicos dos VMH reduziu o tempo
total de exercicio a 80%VOs,,q €m ratos nao treinados. Entretanto, a injecao de metilatro-
pina nao alterou a transformacao maxima de energia pela via oxidativa, uma vez que os
ratos injetados com metilatropina e com salina nao apresentaram diferencas no VOs,,,, € na
velocidade maxima de corrida durante um exercicio progressivo até a exaustao. Durante o
exercicio a 80% VOagnaz, 0 bloqueio colinérgico antecipou em cerca de 50% do tempo total de
exercicio o aumento das concentragoes plasmaéticas de lactato e de glicose, além dos aumentos
da pressao arterial média e a freqiiéncia cardiaca [40]. Essas varidveis fisiolégicas nao foram
diferentes no momento da fadiga, embora o exercicio tenha sido interrompido em tempos

diferentes nas duas situacoes experimentais. Isso significa que as variaveis apresentaram um
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maior aumento em funcao do tempo, em minutos, na situacao metilatropina em comparacao
com a situacao controle. Os resultados sugerem que os receptores muscarinicos presentes nos
VMH estao envolvidos na integracao central da retro-alimentacao proveniente dos diferentes
sistemas durante o exercicio e / ou nos ajustes de pré-alimentagdo provenientes dos centros
cerebrais superiores [40]. O bloqueio dos receptores muscarinicos aumentou a intensidade do
exercicio percebida centralmente, o que foi indicado pela antecipacao das respostas simpaticas,
e portanto a decisao para a interrupcao do exercicio foi antecipada nos animais que foram
injetados com metilatropina.

Diante da importancia da regulacao da temperatura corporal durante o exercicio fisico e
dos dados que mostram a participacao da acetilcolina cerebral nesse ajuste, ¢ importante com-
preender se a reducao do desempenho causada pelo bloqueio da neurotransmissao colinérgica
esta relacionada a termorregulacao. Além disso, os VMH sao ntcleos hipotalamicos que estao
envolvidos na modulacao do fluxo sangiiineo cutaneo, o principal mecanismo de dissipacao
de calor dos ratos durante a atividade fisica. No entanto, nao existem dados referentes a
modulagao do fluxo sangiiineo cutaneo pelos VMH em ratos se exercitando e, portanto, a
temperatura da cauda foi medida apds a injecao de metilatropina no hipotalamo. E por fim,
a medida das variaveis cardiovasculares representa um indice da atividade do sistema ner-
voso autonomo simpatico e pode auxiliar no entendimento das alteragoes no fluxo sanguineo
nos vasos da cauda, uma vez que o fluxo estd diretamente relacionado a pressao arterial e

inversamente a resisténcia periférica.
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Capitulo 2

Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram verificar se os receptores colinérgicos muscarinicos pre-

sentes nos nucleos ventromediais hipotalamicos participam:
1- na determinacao do tempo para a fadiga em exercicio realizado a 80% VOa,4z-

2- nos ajustes termorregulatérios e cardiovasculares em exercicio realizado a 80% VOag,4s

até a fadiga.
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Capitulo 3

Material e métodos

3.1 Cuidados éticos

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacao Ani-

mal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 17/05; Anexo 1).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 250 e 350g, provenientes do
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Antes das cirurgias, os animais foram mantidos coletivamente em caixas de polietileno
(40 x 33 x 17 cm), com até 5 ratos por caixa. Apés a cirurgia para o implante de canulas
cerebrais cronicas, os animais foram transferidos para gaiolas individuais. As caixas de poli-
etileno e as gaiolas foram limpas a cada dois dias. Os ratos foram mantidos em uma sala
com temperatura seca controlada em 24,1+ 1,5° C, sob um ciclo claro-escuro de 14:10h, com

acesso a ragao granulada (Nuvilab - CR1) e dgua ad libitum.

3.3 Delineamento experimental

Dois grupos distintos de animais foram utilizados para a medida das varidaveis. No primeiro
grupo experimental, foram medidas a temperatura interna e a temperatura da pele da cauda.
Enquanto no segundo grupo, foram realizadas as medidas das variaveis cardiovasculares. Em

ambos os grupos, o tempo total de exercicio, a temperatura no interior da esteira e as tem-
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peraturas ambientes seca e imida foram registrados.

Antes de iniciar o exercicio, os ratos foram transportados em uma gaiola individual e
pesados em uma balanga eletronica (Filizola) com precisao de 0,5 g. Apés esse procedimento,
os animais foram levados a sala de experimentos e colocados dentro de uma caixa de polietileno
para o registro das variaveis durante 60 minutos em repouso, tempo necessario para a obtencao
dos valores basais. No primeiro grupo, o registro da temperatura interna foi realizado a cada
minuto, sendo que a placa receptora dos sinais provenientes do sensor de temperatura foi
colocada sob a caixa de plastico. Para que os animais ficassem quietos, a temperatura da
cauda nao foi medida durante o repouso.

No segundo grupo, antes dos animais serem colocados na sala de experimentos, uma
conexao de polietileno (PE50) preenchida com salina heparinizada foi conectada ao cateter
arterial. A outra extremidade da conexao foi posteriormente conectada ao transdutor de
pressao, possibilitando a aquisicao dos dados. O registro da pressao arterial foi realizado
continuamente durante os 20 minutos finais de repouso.

Terminado o periodo de repouso, os animais foram retirados da caixa de polietileno e colo-
cados sobre uma mesa onde receberam as injecoes de 200 L de 2,5x1072 M de metilatropina
ou de NaCl 0,15 M. Em seguida, os ratos foram transferidos para a esteira e, dez minutos apds
o inicio das injecoes, os ratos foram submetidos ao exercicio até a fadiga. O exercicio consistiu
de uma corrida na esteira rolante a 24 m/min com 5% de inclinagao. Essa intensidade de
exercicio corresponde a aproximadamente 80% do VOagy,., de ratos nao treinados [40, 91].

A temperatura da pele da cauda foi registrada a cada 30 segundos de exercicio, enquanto as
temperaturas ambientes seca e imida e a temperatura no interior da esteira foram registradas
a cada minuto. No primeiro grupo, a temperatura interna dos ratos foi medida a cada 15
segundos. A placa receptora dos sinais provenientes do sensor de temperatura foi posicionada
ao lado da esteira. No segundo grupo, a pressao arterial foi medida continuamente durante
o exercicio. O transdutor de pressao foi posicionado ao lado da esteira, aproximadamente na
mesma altura do coragao do rato.

Os experimentos foram realizados em ambiente com 23° C de temperatura seca e 60% de
umidade relativa do ar.

As duas situagoes experimentais (salina ou metilatropina) foram realizadas com intervalo
minimo de 48 horas, sempre no mesmo horéario do dia. A definicdo da primeira situacao

experimental foi aleatdria, por meio de sorteio. Os experimentos foram realizados de maneira
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duplo-velado, nao possibilitando que o responsavel pela determinacao do momento da fadiga
conhecesse qual a droga foi injetada. Para garantir isso, uma segunda pessoa foi responsavel
por codificar as injegoes e por aliquotar as duas solugoes em tubos de 500 ul. semelhantes.
Além disso, o segundo individuo ficou responsavel pelo registro dos valores das temperaturas
ambientes, da pele da cauda e do interior da esteira, evitando que a pessoa responsavel pela

interrupgao do exercicio tivesse conhecimento do tempo transcorrido.

3.4 Tratamento dos animais

3.4.1 Selecao dos animais

Os animais capazes de correr em uma esteira rolante (Treadmill Simplex II, Columbus Instru-
ments, EUA), a uma velocidade de 20 m/min, com 5% de inclinagao, durante 5 minutos [40]
foram selecionados para os experimentos. Dos 122 ratos utilizados nos experimentos, 9 (7,4%)

nao conseguiram correr.

3.4.2 Implante de sensor de temperatura na cavidade peritoneal e

de canulas cronicas nos niicleos ventromediais hipotalamicos

Os ratos foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg de peso corporal, via intra-
peritoneal). Para a inser¢ao do sensor de temperatura, uma incisdo ventral de aproxima-
damente 2 cm foi realizada na pele, seguida de outra incisao na linha alba do musculo reto
abdominal, possibilitando o acesso a cavidade peritoneal. Apds a insercao do sensor, o musculo
abdominal e a pele do animal foram suturados.

Os animais foram adaptados ao estereotéxico para pequenos animais (Insight Equipa-
mentos - modelo ETX3/99, SP, Brasil) e, ap6s depilacao e assepsia da porgao superior da
cabeca, foi realizada uma incisao longitudinal na pele e no tecido subcutaneo. Uma injecao de
xilocaina com vasoconstritor (solucao de cloridrato de lidocaina 2% e de adrenalina 1:200000)
foi aplicada no local e o tecido peridsteo foi afastado. Céanulas de aco inoxiddvel (20 mm de
comprimento, 0,3 mm de didmetro externo, 0,1 mm de didmetro interno) foram implantadas
bilateralmente de maneira que a ponta das canulas foram direcionadas para a porgao dorso-
medial do hipotdlamo ventromedial (VMH) de acordo com o atlas de Paxinos and Watson

[68]. As coordenadas utilizadas para o implante das canulas foram: VMH, 2,5 mm posterior
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ao bregma, 0,6 mm a partir da linha mediana e 9,0 mm de profundidade a partir da dura
mater. A craniotomia para implantacao das canulas cronicas foi realizada utilizando-se uma
broca odontoldgica. As canulas foram apoiadas a parafusos e fixadas na calota craniana com
cimento odontoldégico auto-polimerizavel (Dental Vip, Sao Paulo, Brasil). O cimento odon-
tolégico foi moldado ao redor das canulas em forma de um cone. Para evitar o entupimento,
as canulas cerebrais foram protegidas com um mandril de ago inoxidével (0,1 mm de didmetro
externo e 19 mm de comprimento).

Apés os procedimentos cirturgicos, os ratos receberam 0,1 mL de antibidtico (48.000U -
Pentabiético Veterindrio Pequeno Porte, via intramuscular) em cada pata traseira, além de
analgésico (Banamine injetavel, 1,1 mg/kg de peso corporal, via subcutanea) no volume de
0,01 mL em uma das patas traseiras. Os animais tiveram um periodo de recuperacao até que

retornassem ao peso pré-cirurgico.

3.4.3 Familiarizacao ao exercicio na esteira rolante

Apos a recuperacao da cirurgia para o implante de canulas cronicas cerebrais, os animais
foram familiarizados a correr em uma esteira rolante para pequenos animais a uma velocidade
constante de 18 m/min e 5% de inclinagdo, 5 minutos por dia, durante 5 dias consecuti-
vos. Essa intensidade de exercicio corresponde a aproximadamente 60% VOgq, [40]. A
familiarizacao foi realizada em um ambiente com temperatura seca de 23° C e umidade relativa
do ar de 60%. Nos trés dias finais do periodo de familiarizacdo, os ratos corriam com o
termossensor (Yellow Spring Instruments - YSI) afixado na cauda.

O objetivo do exercicio preliminar foi mostrar aos animais em qual dire¢ao deveriam correr

sem ficarem emaranhados com o termossensor de pele.

3.4.4 Implante de cateter na aorta para registro da pressao arterial

Ap6s o periodo de familiarizacao ao exercicio na esteira rolante, os ratos pertencentes ao
segundo grupo foram submetidos ao implante de cateter na aorta esquerda para o registro da
pressao arterial. O cateter utilizado foi confeccionado com tubos de polietileno de diametros
internos e comprimentos diferentes (PE50: 0,58 mm e 7 ¢cm; PE10: 0,28 mm e 3,5 cm),
soldados por aquecimento. O cateter foi preenchido com solu¢ao de heparina sédica (0,1 mL

com 500 U de heparina diluida em 20 mL de salina) para evitar a coagulagao do sangue e a
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extremidade de PE50 foi ocluida com um pino de ago.

Os animais foram pesados e anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso
corporal, via intra-peritoneal). Apds a assepsia e depilagdo da pele do pesco¢o, uma incisao
de aproximadamente 1 cm foi realizada no local. O tecido adiposo subcutaneo foi afastado e
o musculo esternocleidomastéideo rebatido, possibilitando o acesso a cardtida. A artéria foi
exposta e isolada dos tecidos adjacentes. O cateter de polietileno foi inserido na aorta (3,5
cm a partir da incisao) e, utilizando-se uma linha de sutura, foi amarrado a arteria acima e
imediatamente abaixo do local da incisao. Ap6s a depilacao da regiao cervical dorsal do rato,
uma incisao de aproximadamente 0,5 cm foi realizada no local. Utilizando-se um trocater,
o cateter foi passado subcutaneamente, exteriorizado na regiao cervical e, na seqiiéncia, foi
afixado a pele do animal com uma linha de sutura. Esse procedimento permitiu o registro da
pressao arterial, mesmo estando o animal se movimentando livremente ou realizando exercicio.

O cateter foi lavado e preenchido diariamente com solugao de heparina.

Os animais novamente receberam injecoes de analgésico e antibiético e tiveram 48 horas
de recuperacao até o inicio dos experimentos. Os ratos também tiveram acesso ad libitum a
uma dieta pastosa feita a partir de dgua e farelos de ragao, facilitando a ingestao de alimentos

no periodo pos-cirurgico. A dieta pastosa foi ofertada simultaneamente a dieta convencional.

3.5 Injecoes nos nicleos ventromediais hipotalamicos

As injecoes de 200 nL de solugao de metilatropina (2,5 x 1072 M) (Sigma, St. Louis, EUA) ou
de salina (NaCl 0,15 M) foram realizadas usando-se uma microseringa (Hamilton Company,
Nevada, EUA) de 1,0 uLi conectada com PE10 as canulas cerebrais. As injegoes foram reali-
zadas durante 1 min em cada canula para evitar variagoes na pressao hidrostatica dos ntucleos
hipotalamicos. Em todos os experimentos, as injecoes foram realizadas 10 min antes do inicio
do exercicio [40].

A dose do antagonista colinégico injetada foi a mesma utilizada por Iguchi et al. [23], os
quais demonstraram que a injecao de sulfato de atropina 5 x 10~ mol, bilateralmente nos
VMH, bloqueou o aumento da concentragao plasmética de glicose induzido pela estimulacao
colinérgica do hipocampo dorsal. A injecao de atropina 5 x 10~® mol nao produziu efeitos

adicionais, enquanto 5 x 107!° mol bloqueou parcialmente a resposta hiperglicémica.
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3.6 Variaveis medidas

3.6.1 Temperatura da pele da cauda

A temperatura da pele da cauda do rato foi medida utilizando-se um termossensor (Yellow
Spring Instruments - YSI, Dayton, EUA, modelo 409B) acoplado a um teletermémetro de
temperatura (YSI, modelo 400A). O sensor foi posicionado na porgao lateral a 2 em da base
da cauda utilizando-se um esparadrapo impermeével.

A posicao do termossensor foi escolhida a partir dos resultados descritos por Young e
Dawson [115]. Quanto mais préximo da base da cauda o sensor for posicionado, maior é a
sensibilidade da medida da temperatura da pele as alteragoes do fluxo sangiiineo no local.
Além disso, por meio da técnica de angiografia, foi demonstrado que o retorno venoso a partir

da cauda, quando os vasos estao dilatados, é realizado principalmente pelas veias laterais [115].

3.6.2 Temperatura intra-peritoneal

Sensores de temperatura (Mini-Mitter, Sunriver, EUA, modelo TR3000 VM-FM), pesando
2,2 g e contendo uma bateria de litio (3-V lithium), foram utilizados para a medi¢ao da
temperatura intra-peritoneal. As baterias foram trocadas e, na seqiiéncia, os sensores foram
vedados com parafina inerte. Para a calibracao dos sensores, estes foram colocados em um
Becker preenchido com 50 mL de dgua a 45° C e, a medida que a temperatura da agua diminuia,
as freqiiencias emitidas pelo sensor foram registradas. Quando a diferenca da freqiiéncia
emitida pelo sensor e os valores fornecidos pelo fabricante era superior a 5%, a calibragem
armazenada no software foi alterada.

O sensor de temperatura é um capacitor oscilatério de resisténcia simples, cujo valor da re-
sisténcia é dependente da temperatura. A freqiiéncia de saida dos pulsos digitais provenientes
dos sensores esta entre 297 - 713 KHz. Os pulsos foram captados por uma placa receptora
AM (modelo RA 1000 TH, Mini Mitter Co.) posicionada préxima ao rato, sendo enviados
na seqiiéncia para um decodificador. Este repassou as informagoes para um software (Vital
View, Mini-Mitter) que armazenou os dados.

A temperatura intra-peritoneal foi considerada um indice da temperatura corporal interna.
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3.6.3 Pressao arterial pulsatil

A pressao arterial pulsatil foi medida continuamente durante o exercicio por meio de um
cateter implantado na aorta e conectado a um transdutor de pressao que, por sua vez, foi
conectado a um sistema de aquisi¢ao de dados (Biopac System Inc., modelo MP100ACE, Santa
Barbara, EUA). O transdutor de pressao foi calibrado previamente a todos os experimentos e
foi posicionado ao lado da esteira.

As variaveis cardiovasculares - freqiiéncia cardiaca e pressao arterial média, sistdlica e
diastélica - foram calculadas a partir do registro da pressao arterial pulsatil via software

(Acknowledge 37.0).

3.6.4 Tempo total de exercicio

O tempo total de exercicio (TTE), em minutos, correspondeu ao intervalo entre o inicio do
exercicio e 0 momento em que os ratos entraram em fadiga. A medida utilizando-se realizada
por um cronometro com precisao de 0,01 segundos. O critério para determinar a fadiga foi
a permanéncia do animal sobre a grade de estimulo elétrico (0,5 mV e 0,5 mA) durante
10 segundos, o que demonstrou a incapacidade de manter a intensidade de exercicio pré-
estabelecida [40, 41, 42]. A pessoa responsével pela determinagao do momento da fadiga nao
teve acesso, em momento algum do experimento, ao tempo de exercicio realizado pelo animal

e também nao tinha consciéncia de qual substancia fora injetada.

3.7 Variaveis de controle

3.7.1 Peso dos animais

Os animais foram pesados diariamente e a variacao do peso corporal representou um indice

do estado de satde e de hidratacao dos ratos durante os experimentos.

3.7.2 Temperatura ambiente

A temperatura seca da sala onde foram realizados os experimentos foi medida por meio de
um termometro de mercirio. Para a medida da temperatura imida, uma gaze embebida com

agua destilada foi colocada ao redor do bulbo de mercirio de um outro termometro.
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3.7.3 Temperatura no interior da esteira

A temperatura seca no interior da esteira foi medida a cada minuto de exercicio, utilizando-
se uma sonda (YSI, modelo 401) posicionada na parte superior da esteira e acoplada a um
teletermometro de temperatura. Nos experimentos com o registro das variaveis cardiovas-
culares, a sonda foi posicionada sobre a grade de choque, no final da esteira, para evitar o

contato entre o fio da sonda e a conexao de PE50 utilizada para o registro da pressao arterial.

3.8 Variaveis calculadas

3.8.1 Indice de dissipacio de calor (IDC)

O indice de dissipagao de calor, proposto por Székely [93], varia de 0 (vasoconstricgdo maxima;
temperatura da pele = temperatura ambiente) a 1 (vasodilatacdo méxima; temperatura da
pele = temperatura interna). O indice tem sido utilizado para estimar a dissipagao de calor

pela cauda dos ratos [82].

T — T
1pC — Lcavpa = Tsnca (3.1)
TintErNA — Tseca

3.8.2 Calor acumulado e Taxa de acumulo de calor

O actimulo de calor nos ratos foi calculado por meio da férmula proposta por Gordon [15]:

AC =P -CE - ATINTERNA (32)

sendo:
AC = actmulo de calor (cal);
CE = calor especifico dos tecidos (0,82586 cal.g=1.cC~1);
ATinTERNA = Variacao da temperatura interna entre o fim e o inicio do intervalo de tempo
pré-estabelecido (° C);

P = peso dos animais (g);

A taxa de acumulo de calor foi calculada dividindo-se o aciimulo de calor pelo intervalo de

tempo analisado.
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P.-CE-ATiNrERNA

TAC =
Tempo

(3.3)

sendo:

T = intervalo da medida (min);

3.9 Sacrificio e perfusao dos animais

Apés o dltimo dia de experimentos, os animais foram submetidos a anestesia profunda com
pentobarbital sédico (75 mg/kg de peso corporal, via intra-peritoneal). Em seguida, foi realiza-
da uma incisao na regiao ventral para a retirada do sensor de temperatura e o local do implante
foi avaliado. Nao foram verificados sinais de infeccao, de inflamacao e nem a existéncia de
aderéncia entre as visceras e o sensor.

Na seqiiéncia, a area da incisao foi ampliada, os érgaos abdominais foram rebatidos e o
diafragma foi seccionado, permitindo o acesso ao coracao. Uma agulha foi inserida na aorta
via ventriculo esquerdo e o animal foi perfundido com aproximadamente 15 mL de salina.
Assim que o rato assumiu uma aparéncia clara, a perfusao de salina foi interrompida e foi
perfundida solugao de formolaldeido 4%. O cérebro foi retirado e mantido em formolaldeido

até o momento da verificagao da posicao das canulas.

3.10 Verificacao da posicao das canulas

O cérebro dos animais foi seccionado, em fatias de 30 um, a -13° C, por meio de um micrétomo
de congelamento (Microm HM 505N) e, na seqiiéncia, as fatias foram fixadas a lamilas gela-
tinizadas. As laminas foram coradas em solucao de cresil violeta 0,13%. O cresil violeta é
um corante sintético utilizado para marcar principalmente os nicleos cerebrais. Por ser um
corante basico, liga-se aos componentes acidicos do citoplasma neuronal tais como ribossomos
ricos em RNA, os nticleos e nucléolos de células nervosas.

Antes de serem mergulhadas em solucao de violeta cresil, as laminas foram hidratas em
agua destilada. Apds o procedimento de coloracao, as laminas foram seguidamente mergulha-
das em agua destilada, em solucao de etanol a 70% e em etanol 100% para retirar o excesso

de corante e desidratar os tecidos. E, por fim, as laminas foram mantidas em xilol para tornar
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o corte translucido, facilitando a visualizacao no microscépio. A localizacao da canula foi

determinada por comparagao com o atlas de Paxinos e Watson [68].

Tabela 3.1: Protocolo para a coloracao dos tecidos cerebrais com cresil violeta

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

Os experimentos nos quais as canulas estavam posicionadas fora dos nicleos ventromediais
hipotalamicos foram utilizados como controles que possibilitaram verificar a participagao dos
receptores colinérgicos muscarinicos, presentes em outras areas cerebrais, nos ajustes termor-

regulatérios e cardiovasculares durante o exercicio.

3.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ erro padrao da média. A andlise estatistica das
varidveis termorregulatérias (temperatura interna, da cauda e indice de dissipagao de calor)
e das cardiovasculares (pressao arterial média, diastdlica, sistélica e freqiiéncia cardiaca) foi
realizada por meio de ANOVA com parcelas subdividas. Os ratos e as inje¢oes representaram
as parcelas, enquanto o tempo de exercicio representou as subparcelas. Quando foi verificada
a diferenca na variancia entre as duas situacoes experimentais, os dados foram submetidos ao
teste post-hoc das diferengas minimas significativas.

Os dados foram analisados até o 12° minuto, momento em que o rato com o menor de-
sempenho interrompeu o exercicio. Para a andlise dos dados referentes as variaveis cardio-
vasculares foram utilizados os animais cujas medidas foram realizadas nas duas situacoes
experimentais. Os dados referentes a todos experimentos estao mostrados no Anexo II e o
comportamento dos ajustes é semelhante quando comparado com o dos dados apresentados.

O tempo total de exercicio e a taxa de acimulo de calor foram comparados entre as
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duas situacoes experimentais por teste t de Student para amostras dependentes. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Localizacao das canulas cronicas - Primeiro grupo

O painel superior da figura 4.1 representa um esquema com a localizacao das canulas na
regiao do hipotdlamo. Nos experimentos referentes aos VMH (circulos pretos), as canulas
estavam bilateralmente posicionadas nas regioes dorsomedial e central dos nticleos. De maneira
inesperada, os experimentos em que as canulas foram posicionadas ventralmente aos VMH, na
regiao do Arc (circulos cinzas), sugeriram a existéncia de uma outra populacao de neurénios
colinérgicos nessa regiao do hipotalamo e foram analisados como um grupo especifico.

Nos experimentos representados pelos circulos brancos, as canulas nao foram bilateral-
mente posicionadas nos VMH ou na regiao do Arc. Em alguns desses experimentos, canulas
atravessaram a base do hipotalamo ou atingiram o terceiro ventriculo, o que impede a iden-
tificacao dos ntcleos para onde as injegoes difundiram. Os resultados dos experimentos em
que as canulas estavam entupidas serao apresentados em conjunto com os dados em que as
canulas nao estavam localizadas nos VMH ou na regiao do Arc.

O painel inferior da figura 4.1 mostra as fotos das laminas com os cortes dos tecidos cere-
brais. A foto da esquerda mostra as canulas posicionadas bilateralmente nos VMH. Enquanto
na foto da direita, estd demonstrada uma canula que atravessou o VMH e estd posicionada

imediatamente acima do Arc. E importante ressaltar que a outra canula nao aparece na foto.
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Bregma -2.56 mm

Figura 4.1: Localizagao das canulas cronicas na regiao do hipotdlamo (painel superior). Os
circulos representam a localizacao da extremidade inferior das canulas. Circulos pretos -
injecoes nos VMH; Circulos cinzas - inje¢oes na regiao do arqueado; Circulos brancos - injegoes
em outras areas hipotalamicas; Circulos vermelhos - canulas que entupiram durante os exper-
imentos. AH: hipotdlamo anterior; DMH: ntcleo dorsomedial hipotalamico; LH: hipotalamo
lateral; ME: eminéncia mediana. O painel inferior mostra as fotos das laminas com os cortes

dos tecidos cerebrais, apds a coloragao com cresil violeta.
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4.2 Tempo total de exercicio

A figura 4.2 apresenta os valores médios do tempo total de exercicio apds as injecoes de
salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2 M nos VMH. A injecao de metilatropina realizada
bilateralmente nos VMH antecipou o momento da fadiga em 37,3% (n=9; p<0,001). Os ratos
controles correram 33, 46 + 3, 39 min, enquanto os ratos injetados com metilatropina correram
21,00 = 2, 87 min.

Nos animais em que as canulas guias foram colocadas fora dos VMH, a injecao de metilatro-
pina nao alterou o desempenho dos ratos (22,67 + 2,25 min ATR vs. 23,97 4+ 2,25 min SAL;
n=14; p=0,566). Dentre esses animais, 7 foram injetados bilateralmente com metilatropina na
regiao do Arc e verificou-se que o bloqueio dos receptores muscarinicos presentes nesse nicleo
nao modificou o tempo total de exercicio (21,78 4,15 min ATR vs. 24,22 + 3,54 min SAL;
p=0,490). Nos ratos em que as canulas cronicas nao foram bilateralmente posicionadas nos
VMH ou nos Arc, a injecao de metilatropina também nao alterou o desempenho dos ratos

(23,56 £ 2,13 min ATR vs. 23,71 £ 2,46 min SAL; n=7; p=0,962; figura 4.3).

40 1 — SAL (nh=9)
m ATR (n=9)
35 - T

30 1

25 1

20 1

15 4

10 1

Tempo total de exercicio (min)

Figura 4.2: Efeito da injecao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M nos ntcleos ventromediais hipotalamicos sobre o tempo total de exercicio em ratos. Os

dados expressam média += EPM. * = p<0,05 em comparagao a situacao salina.

44



40 4
C—1 SAL (n=7)

mEmm ATR (n=7)
35 4

30 4

25 - |

20 1

15 4

10 1

Tempo total de exercicio (min)

40 1
C—1 SAL (n=7)

. ATR (n=
a5 | (n=7)

30 -

25 1 T

20 1

15 1

10 1

Tempo total de exercicio (min)

Figura 4.3: Efeito da injecao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina
2,5x1072 M na regiao do ntcleo arqueado (painel superior) e fora dos nicleos ventromedias
hipotalamicos e do nicleo arqueado (painel inferior) sobre o tempo total de exercicio em ratos.

Os dados expressam média = EPM.
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A tabela 4.1 apresenta o tempo total de exercicio dos ratos durante o primeiro experimento
apos as injecoes de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072 M.

Os ratos injetados com salina nos VMH apresentaram maior tempo total de exercicio em
comparacao aos ratos que foram injetados com salina em &reas cerebrais fora dos VMH e da
regiao do Arc (33,46 £+ 3,39 min SAL VMH vs. 23,97 £2,25 min SAL Outras; p=0,044). Nao
foram verificadas diferencas no desempenho dos ratos apds as injecoes de salina nos VMH e
na regiao do Arc (33,46 £ 3,39 min SAL VMH vs. 24,22 + 3,54 min SAL Arc; p=0,081).

No entanto, quando foram selecionados os 4 ratos que receberam as canulas nos VMH
e que apresentaram o menor desempenho, nao foram verificadas diferencas no tempo total
de exercicio entre as injegoes de salina nas diferentes dreas hipotalamicas (24,73 4+ 1,69 min
SAL VMH vs. 24,22 + 3,54 min SAL Arc vs. 23,97 + 2,25 SAL Outras). Contudo, a
reducao do tempo total de exercicio causada pela metilatropina foi observada somente apds
a injecao nos VMH, indicando um efeito especifico do antagonista colinérgico nesses ntcleos.
Além disso, a reducao percentual do desempenho nos 4 ratos que correram menos nao foi
diferente dos valores obtidos nos 5 ratos com maior tempo de exercicio (34,1 4+ 6, 7% menor
desempenho vs. 39, 5+8, 3% maior desempenho), sugerindo que o efeito do bloqueio colinérgico

foi independente da capacidade aerdbica dos ratos.

Tabela 4.1: Tempo total de exercicio no primeiro experimento

VMH (n=5) | VMH (n=4) | Arc (n=7) | Outras (n=7)

Maior TTE | Menor TTE

Salina (min) 40,5+3,5 | 24,7+1,7 | 24,2+3,5| 23,7+2,5

Metilatropina (min) || 24,6 +4,4% | 16,5+2,3% | 21,8 44,2 | 23,6+2,1

Redugao (%) 39,5 34,1 10,7 0,7

Os dados expressam média + EPM. * p<0,05 em comparacao a situagao salina.
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4.3 Temperaturas interna e da pele da cauda dos ani-
mais injetados com metilatropina nos VMH

A figura 4.4 apresenta os valores médios das variagoes das temperaturas interna e da cauda,
durante o exercicio até a fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072
M nos VMH. Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes das injecoes nos VMH,
a temperatura interna nao foi diferente nas duas situagoes experimentais (36,64 + 0,29° C
metilatropina vs. 36,68 +0,37° C salina; p=0,728).

O exercicio aumentou a temperatura interna que permaneceu elevada até o momento da
fadiga. Nos ratos controles, a temperatura interna aumentou a partir do 4° minuto de exercicio
(36,96 £ 0,38° C aos 4 min. vs. 36,81 £+ 0,40° C aos 0 min.; p<0,05), enquanto nos animais
injetados com metilatropina, o aumento foi observado apés o 3° minuto de exercicio (36,78 £+
0,32° C aos 3 min. vs. 36,61 £ 0,33° C aos 0 min.; p<0,05). A variacdo da temperatura
interna foi maior a partir do 6° até o 12° minuto de exercicio na situagao metilatropina
(1,074+0,13° C ATR vs. 0,71 £0,13° C SAL; aos 12 min.; p<0,05). No momento da fadiga,
nao foram verificadas diferencas na variacao da temperatura interna entre as duas situacoes
experimentais (1,24 +0,28° C ATR vs. 1,16 £ 0,46° C SAL).

O exercicio também aumentou a temperatura da cauda que permaneceu elevada até o
momento da fadiga. Apds a injecao de salina, a temperatura da pele da cauda aumentou a
partir do 6° minuto de exercicio (25,18 £ 0,76° C aos 6 min. vs. 23,90 4+ 0,44° C aos 0
min.; p<0,05), enquanto nos animais injetados com metilatropina o aumento foi observado
apds o 8° minuto de exercicio (25,30 4+ 0,76° C aos 8 min. vs. 23,85 4+ 0,55° C aos 0 min.;
p<0,05). A variagdo da temperatura da pele da cauda foi menor nos 6° e 7° minutos de
exercicio na situagao metilatropina (—0,06 £ 0,21° C ATR. vs. 1,29 £0,70° C SAL; aos 6
min.; p<0,05). Entretanto, no momento da fadiga, nao foram verificadas diferengas entre as

situagdes experimentais (5,89 £ 0,55° C ATR vs. 6,54 +0,38° C SAL; aos 6 min.).
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Figura 4.4: Efeito da injecao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M nos nitcleos ventromediais hipotalamicos sobre a variacao da temperatura interna (painel
superior) e da cauda (painel inferior) em ratos. Os dados expressam média + EPM. * =

p<0,05 em comparacao ao 0 min.; # = p<0,05 em comparacao a situacao salina.
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Quando os dados foram avaliados em funcao do percentual do tempo total de exercicio
(figura 4.5), a temperatura interna aumentou a partir de 40% do tempo total de exercicio nos
ratos controles (37,52 4+ 0,32° C aos 40% TTE min. vs. 36,81 %+ 0,37°C inicio do exercicio;
p<0,05), assim como nos animais injetados com metilatropina (37,27 +0, 33°C aos 40% TTE.
vs. 36,61 +0,31° C inicio do exercicio; p<0,05). Nao foram verificadas diferengas, durante o
exercicio, entre as duas situagoes experimentais (37,72 + 0,31° C ATR vs. 37,86 £ 0,33° C
SAL; aos 80% TTE).

38,5 1
38,0 1
37,5 1

37,0 1

36,5 1

Temperatura interna (°C)

36,0 1

35,5 T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (% TTE)

Figura 4.5: Efeito da injegao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072
M realizada nos ntcleos ventromediais hipotalamicos sobre a temperatura interna dos ratos
em funcao do percentual do tempo total de exercicio. Os dados expressam média = EPM. *

= p<0,05 em comparacao ao 0%.
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4.4 Temperaturas interna e da pele da cauda dos ani-
mais injetados com metilatropina na regiao do Arc

A figura 4.6 apresenta os valores médios das variagoes das temperaturas interna e da cauda dos
ratos, durante o exercicio até a fadiga, apds a injegao de salina 0,15 M ou de metilatropina
2,5x1072 M na regiao do Arc. Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes
das inje¢oes na regiao do Arc, a temperatura interna nao foi diferente nas duas situacoes
experimentais (37,20 £ 0,16° C ATR vs. 37,10 + 0,23° C SAL; p=0,639).

O exercicio aumentou a temperatura interna que permaneceu elevada até o momento
da fadiga. Nos ratos controles, a temperatura interna aumentou a partir do 5° minuto de
exercicio (37,47 +0,22° C aos 5 min. vs. 37,30+ 0,21° C aos Omin.; p<0,05), enquanto nos
animais injetados com metilatropina, o aumento foi observado apds o 7° minuto de exercicio
(37,39 £ 0,29° C aos 7 min. vs. 37,22 £ 0,34° C aos Omin.; p<0,05). A variacdo da
temperatura interna foi menor do 7° ao 12° minuto de exercicio e no momento da fadiga na
situacao metilatropina (0,78 +0,12° C ATR vs. 1,26 £ 0,25° C SAL; p<0,05).

O exercicio também aumentou a temperatura da cauda que permaneceu elevada até o
momento da fadiga. Nos ratos controles, a temperatura da pele da cauda aumentou a partir
do 6° minuto de exercicio (27,25+1,79° C aos 6 min. vs. 24,83+0,47° C aos 0 min.; p<0,05),
enquanto nos animais injetados com metilatropina, o aumento foi observado apds o 4° minuto
de exercicio (26,34 +1,73° C aos 4 min. vs. 24,37+0,51° aos 0 min. C; p<0,05). A variagao
da temperatura da pele da cauda nao foi diferente entre as situacoes experimentais durante
os 12 minutos iniciais de exercicio, assim como no momento da fadiga (6,32 £ 0,38° C ATR

vs. 6,98 £ 0,58° C SAL; p=0,102).
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Figura 4.6: Efeito da injegao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M na regidao do nicleo arqueado sobre a variacdo da temperatura interna (painel superior)
e da cauda (painel inferior) em ratos. Os dados expressam média £ EPM. * = p<0,05 em

comparacao ao 0 min.; # = p<0,05 em comparacao ao controle.
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4.5 Temperaturas interna e da pele da cauda dos ani-

mais injetados com metilatropina fora dos VMH e

do Arc

A figura 4.7 apresenta os valores médios das variagoes das temperaturas interna e da pele
da cauda dos ratos, durante o exercicio até a fadiga, apds a injecao de salina 0,15M ou de
metilatropina 2,5x1072 M fora dos VMH e do Arc. Ao final dos 60 minutos de repouso,
imediatamente antes das inje¢oes, a temperatura interna nao foi diferente nas duas situacoes
experimentais (36,51 £ 0,28° C ATR vs. 36,57 +0,22° C SAL; p=0,618).

O exercicio aumentou a temperatura interna que permaneceu elevada até a fadiga. Nos
ratos controles, a temperatura interna aumentou a partir do 3° minuto de exercicio (37,12 +
0,20° C aos 3 min. vs. 36,95 £ 0,23° C aos 0 min.; p<0,05), enquanto nos animais injetados
com metilatropina, o aumento foi observado apds o 2° minuto de exercicio (37,25 + 0,25° C
aos 2 min. vs. 36,99 £ 0,23° C aos 0 min.; p<0,05). A variagao da temperatura interna nao
foi diferente nas duas situagoes experimentais durante os 12 minutos iniciais de exercicio e no
momento da fadiga (0,90 £+ 0,35° C ATR vs. 0,98 +0,16° C SAL).

O exercicio também aumentou a temperatura da cauda que permaneceu elevada até o
momento da fadiga. Nos ratos controles, a temperatura da pele da cauda aumentou a partir
do 6° minuto de exercicio (25,87+0,89° C aos 6 min. vs. 24,124+0,42° C aos 0 min.; p<0,05),
enquanto nos animais injetados com metilatropina, o aumento foi observado apds o 4° minuto
de exercicio (25,2540,61° C aos 4 min. vs. 24,22 +0,40° C aos 0 min.; p<0,05). A variagao
da temperatura da pele da cauda nao foi diferente entre as situacoes experimentais durante
os 12 minutos iniciais de exercicio, assim como no momento da fadiga (6,12 + 0,26° C ATR

vs. 5,59 £0,57° C SAL; p=0,398).
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Figura 4.7: Efeito da injecao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M fora dos nticleos ventromediais hipotalamicos e do niicleo arqueado sobre a variacao da tem-
peratura interna (painel superior) e da cauda (painel inferior) em ratos. Os dados expressam

média + EPM. * = p<0,05 em comparacao ao 0 min.
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4.6 Indice de dissipacao de calor

A figura 4.8 apresenta os valores médios dos indices de dissipacao de calor, durante o exercicio
até a fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2 M nos VMH ou na
regiao do Arc.

O exercicio aumentou o indice de dissipacao de calor em todas as situacoes experimentais,
independemente da substancia injetada e do local onde foi realizada a injecao. O aumento da
dissipagao de calor, em relagao ao pré-exercicio, foi mantido até o momento da fadiga.

Nos ratos controles, em que as injegoes foram realizadas nos VMH, o indice de dissipagao
de calor aumentou a partir do 6° minuto de exercicio (0,15 £ 0,06 aos 6 min. vs. 0,07 &0, 02
aos 0 min.; p<0,05). No entanto, nos animais injetados com metilatropina, o aumento foi
observado apds o 8° minuto de exercicio (0,18 £ 0,05 aos 8 min. vs. 0,07 0,02 aos 0 min.;
p<0,05). O indice de dissipagao de calor foi menor nos 6° e 7° minutos de exercicio nos ratos
injetados com metilatropina quando comparados com os controles. No momento da fadiga,
nao houve diferengas entre as situagoes experimentais (0,43 +0,03 ATR vs. 0,50+0,03 SAL;
p=0,102).

Quando as injegoes de salina foram realizadas na regiao do Arc, o indice de dissipacao de
calor aumentou a partir do 6° minuto de exercicio (0,23 40,09 aos 6 min. vs. 0,10+0, 02 aos
0 min.; p<0,05), enquanto nos animais injetados com metilatropina, o aumento foi observado
ap6s o 5° minuto de exercicio (0,204 0, 10 aos 5 min. vs. 0,07+ 0,01 aos 0 min.; p<0,05). O
indice de dissipagao de calor nao foi diferente entre as situagoes experimentais nos 12 minutos
iniciais de exercicio e no momento da fadiga (0,48+0,02 ATR vs. 0,5240,02 SAL; p=0,205).

Nos ratos controles, em que as inje¢oes foram realizadas fora dos VMH e do Arc, o indice
de dissipacao de calor aumentou aumentou a partir do 6° minuto de exercicio (0,16 4 0,08
aos 6 min. vs. 0,06 £ 0,02 aos 0 min.; p<0,05), assim como nos animais injetados com
metilatropina (0,21 £+ 0,172 aos 6 min. vs. 0,06 + 0,02 aos 0 min.; p<0,05). O indice de
dissipacao de calor nao foi diferente entre as situagoes experimentais nos 12 minutos iniciais

de exercicio e no momento da fadiga (0,47 + 0,02 ATR vs. 0,50 £ 0,03 SAL; p=0,348).

o4



0,63 1

0,50 1

0,38 1

0,25 1

0,13 1

indice de dissipacao de calor

0,00 4

-0,13 -

0,63 1

0,50 4

0,38 1

0,25 1

0,13 4

indice de dissipacao de calor

0,00 1

'O‘ 1 3 T T T T T T Ll T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 4.8: Efeito da injegao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M nos niicleos ventromediais hipotalamicos (painel superior) e na regiao do ntcleo arqueado
(painel inferior) sobre o indice de dissipacao de calor em ratos. Os dados expressam média +

EPM. * = p<0,05 em comparacao ao 0 min; # = p<0,05 em comparacao a situacao salina.
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4.7 Taxa de acumulo de calor

A figura 4.9 apresenta os valores médios da taxa de actimulo de calor calculada no intervalo
entre o inicio do exercicio e o momento da fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de
metilatropina 2,5x1072 M.

A injecao de metilatropina realizada bilateralmente nos VMH aumentou a taxa de acimulo
de calor em 103,5% (n=8; p<0,05). Os ratos controles acumularam 9,71 + 3,30 cal/min,
enquanto os ratos microinjetados com metilatropina 19, 75+4, 64 cal/min. Além disso, a taxa
de actiimulo de calor correlacionou-se negativamente com o tempo total de exercicio (r=-0,612;
p<0,05).

Nos ratos que foram injetados bilateralmente com metilatropina na regiao do Arc verificou-
se que o bloqueio das sinapses colinérgicas presentes nesse nucleo diminuiu a taxa de acimulo
de calor durante o exercicio (7,08+1, 71 cal/min ATR vs. 15,51+3,44 cal/min SAL; p<0,05).
Conforme apresentado na figura 4.10, a taxa de actimulo de calor nao se correlacionou com o
tempo total de exercicio (r=-0,315; p=0,273).

Nos ratos em que as canulas guias nao foram bilateralmente posicionadas nos VMH ou

na regiao do Arc, a microinjecao de metilatropina nao alterou a taxa de actimulo de calor

(8,53 + 3,84 cal/min ATR vs. 9,56 4 1,47 cal/min SAL; n=4; p=0,721).
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Figura 4.9: Efeito da injegao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M realizada nos nicleos ventromediais hipotalamicos sobre a taxa de acimulo de calor (painel
superior). Os dados expressam média + EPM. * = p<0,05 em comparagao a situagao salina.
O painel inferior mostra a correlacao negativa entre a taxa de acimulo de calor e o tempo

total de exercicio.
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Figura 4.10: Efeito da injecao bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M realizada na regiao do nicleo arqueado sobre a taxa de actimulo de calor (painel superior).
Os dados expressam média &= EPM. * = p<0,05 em comparacao a situacao salina. O painel
inferior mostra a auséncia de correlacao entre a taxa de acimulo de calor e o tempo total de

exercicio.
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4.8 Calor acumulado nos ratos até o momento da va-
sodilatacao da pele da cauda durante o exercicio

A figura 4.11 apresenta o calor acumulado nos ratos até o momento em que ocorreu a va-
sodilatagao da pele da cauda, durante o exercicio, apdés a injecao de salina 0,15 M ou de
metilatropina 2,5x1072 M.

A injecao de salina nas diferentes areas cerebrais nao modificou o actiimulo de calor induzido
pelo exercicio necesséario para desencadear a vasodilatagao cutanea (73,24 + 15,65 cal VMH
vs. 88,46 + 12,74 cal Arc vs. 95,62 + 18,42 cal Outras).

Nos animais injetados com metilatropina nos VMH, o calor acumulado até o inicio da
vasodilatagao foi maior que nos ratos controles (186,40 + 26,28 cal ATR vs. 73,24 4+ 15,65
cal SAL; p<0,01). Por outro lado, quando a injecao de metilatropina foi realizada na regiao
do Arc, o acumulo de calor até o inicio da vasodilatacao foi menor que nos ratos controles
(14,42 + 16,81 cal ATR vs. 88,46 4+ 12,74 cal SAL; p<0,01). Nos ratos em que as canulas
guias foram posicionadas fora dos VMH ou dos Arc, a inje¢cao de metilatropina nao modificou
a quantidade de calor acumulado até o inicio da vasodilatagao (86,16 + 12,94 cal ATR vs.
95,62 £ 18,42 cal SAL; p=0,727).

Quando os efeitos do antagonista colinérgico nas diferentes areas cerebrais foram com-
parados, a injecao de metilatropina nos VMH aumentou o acimulo de calor necessario para
desencadear a vasodilatagdo em comparacao com as injecoes realizadas nos Arc ou fora dos
VMH e do Arc (186,40 + 26,28 cal VMH vs. 14,42 + 16,81 cal Arc vs. 86,16 4+ 12,94 cal
Fora). Enquanto a injecao de metilatropina na regiao do Arc diminuiu o calor acumulado
até o momento da vasodilatacao cutanea em comparacao com as injecoes realizadas fora dos
VMH e do Arec.

Conforme mostrado no painel inferior da figura 4.11, nos ratos em que as injecoes foram rea-
lizadas bilateralmente nos VMH, o calor acumulado até o momento da vasodilatacao cutanea

da cauda correlacionou-se negativamente com o tempo total de exercicio (r=-0,641, p<0,01).
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Figura 4.11: Efeito da injegao bilateral (200 nL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072
M realizada em diferentes dreas cerebrais sobre o acimulo de calor nos ratos até o momento
da vasodilatagao da pele da cauda (painel superior). Os dados expressam média + EPM.*
= p<0,05 em comparacao a situacao controle; # = p<0,05 em comparacao a injecao de
metilatropina nos VMH; 4+ = p<0,05 em comparacao a injecao de metilatropina na regiao do
Arc. O painel inferior mostra a correlagao negativa entre o acimulo de calor até a vasodilatacao

e o tempo total de exercicio nos ratos que foram injetados nos VMH.

60



4.9 Variaveis de controle

A tabela 4.2 apresenta as varidveis de controle medidas apds as injegoes de salina 0,15M
(n=33) ou de metilatropina 2,5x1072 M (n=37) nos ratos utilizados no primeiro experimento.
A temperatura da esteira aumentou durante o exercicio em ambas as situacoes experimentais,
enquanto a temperatura seca aumentou apenas apés a injecao de metilatropina. A tempera-
tura ambiente imida nao modificou durante o exercicio. Além disso, nao foram verificadas

diferencas nas varidaveis de controle entre as duas situacoes experimentais.

Tabela 4.2: Variaveis de controle no primeiro experimento

SAL ATR

Variavel 0 min Fadiga 0 min Fadiga

Peso dos animais (g) || 293,9 4+ 27,4 XXX 294,0 + 28,8 XXX

Temp. esteira (° C) | 23,18 +0,85 | 23,74 +0,91 * | 23,21 +0,77 | 23,62+ 0,77 *

Temp. seca (° C) 23,5+1,0 23,5%+0,9 23,3+0,9 23,6+0,9 *

Temp. tmida (° C) | 18,4+1,2 18,34 1,3 18,24 1,2 18,141,2

Os dados expressam média + DP. * p<0,05 em comparacao com o inicio do exercicio

61



4.10 Localizacao das canulas cronicas - Segundo grupo
de ratos

A figura 4.12 representa um esquema com a localizacao das canulas na regiao do hipotalamo.
Nos experimentos referentes aos VMH (circulos pretos), as canulas estavam bilateralmente
posicionadas imediatamente acima e nas regioes dorsomedial e central dos nicleos. Diferente-
mente do primeiro grupo de ratos, as canulas apresentaram uma distribuicao mais ampla na
coordenada antero-posterior (de 2,30 mm a 3,30 mm posterior ao bregma).

Nos experimentos representados pelos circulos brancos, as canulas nao foram posicionadas
bilateralmente nos VMH. Nesses experimentos, as canulas estavam posicionadas ventralmente
aos VMH, atravessaram a base do hipotalamo ou atingiram o terceiro ventriculo. Houve
também experimentos em que as canulas estavam localizadas em uma coordenada posterior

(3,80 mm posterior ao bregma), onde nao é possivel observar a presenga dos VMH.
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Figura 4.12: Localizacao das canulas cronicas na regiao do hipotalamo. Os circulos repre-
sentam a localizacao da extremidade inferior das canulas. Circulos pretos - injecoes nos
VMH; Circulos brancos - injecoes em outras areas hipotalamicas. 3V: terceiro ventriculo;
DM: hipotalamo dorsomedial; DMH: niicleo dorsomedial hipotalamico; f: férnix; InfS: tronco
infundibular; LH: hipotalamo lateral; ME: eminéncia mediana; PMV: nicleo pré-mamilar

ventral.
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4.11 Tempo total de exercicio

A figura 4.13 apresenta os valores médios do tempo total de exercicio apds as injegoes de
salina ou de metilatropina 2,5x1072M nos VMH ou em outras 4reas hipotalamicas. A injecao
de metilatropina realizada bilateralmente nos VMH antecipou o momento da fadiga em 30,1%
(n=7; p<0,01), reproduzindo os resultados obtidos no primeiro grupo de ratos. Os ratos
injetados com salina correram 22,64 4+ 1,50 min, enquanto os injetados com metilatropina
correram 15,72 4+ 1,11 min.

Nos animais em que as canulas foram posicionadas fora dos VMH, o bloqueio dos receptores
muscarinicos nao alterou o desempenho dos ratos (17,54 4+ 1,54 min ATR - n=14 vs. 16,46 +
1,21 min SAL - n=8; p=0,670).
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Figura 4.13: Efeito da injecdo bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M nos nicleos ventromediais hipotalamicos (painel superior) e em outras areas hipotalamicas
(painel inferior) sobre o tempo total de exercicio em ratos. Os dados expressam média +

EPM. * p<0,05 em comparacao & situacao salina.
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4.12 Pressao arterial média

A figura 4.14 apresenta os valores médios da pressao arterial média, durante o exercicio até a
fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072 M nos VMH.

Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes das injecoes nos VMH, a pressao
arterial média nao foi diferente entre as duas situagoes experimentais (109,4+3,8 mmHg ATR
vs. 100,6 £ 5,0 mmHg SAL; p=0,728). O manuseio, as injegoes nos VMH e a transferéncia
para a esteira aumentaram a pressao arterial sistélica dos ratos (106,345, 7 mmHg aos 0 min.
vs. 100,6 + 5,0 mmHg aos -10 min. - SAL; 119,0 + 3,7 mmHg aos 0 min. vs. 109,4 4+ 3,8
mmHg aos -10 min. - ATR; p<0,05).

O exercicio aumentou a pressao arterial média que permaneceu elevada até o momento
da fadiga. Nos ratos controles, a pressao arterial média aumentou a partir do 1° minuto de
exercicio (115,3 + 4,5 mmHg aos 1 min. vs. 106,3 £+ 5,7 mmHg aos 0 min.; p<0,05), assim
como nos animais injetados com metilatropina (127, 1+ 3,3 mmHg aos 1 min. vs. 119,0+3,7
mmHg aos 0 min.; p<0,05). O valor maximo da pressao arterial média foi observado no 9°
min de exercicio quando os ratos foram injetados com salina (125,2+4,1 mmHg) e, no 3° min
de exercicio, nos injetados com metilatropina (132,6+3,9) mmHg. O bloqueio dos receptores
muscarinicos dos VMH nao modificou o aumento da pressao arterial média induzido pelo
exercicio (129,14 3,5 mmHg ATR vs. 118,6 + 5,4 mmHg - SAL; fadiga).

A area sob a curva da pressao arterial média, durante o exercicio, também nao foi diferente
entre as situagdes experimentais (1548 + 47 mmHg.min ATR vs. 1462 + 48 mmHg.min SAL;
p=0,173).

Quando os dados foram avaliados em funcao do percentual do tempo total de exercicio,
a pressao arterial média aumentou a partir de 20% do tempo total de exercicio nos ratos
controles (123,4 + 4,2 mmHg aos 20% TTE vs. 106,3 4+ 5,7 mmHg inicio do exercicio;
p<0,05) e nos animais injetados com metilatropina (131,8 £+ 3,6 mmHg aos 20% TTE vs.
119,0 + 3,7 mmHg inicio do exercicio; p<0,05). Nao foram verificadas diferencas na pressao
arterial média em funcao do percentual do tempo total de exercicio entre as duas situacoes

experimentais (127,5 4+ 4,6 mmHg ATR vs. 118,0 £ 6,0 mmHg SAL; aos 80% TTE).
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Figura 4.14: Efeito da injegao bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072
M realizada nos nicleos ventromediais hipotalamicos sobre a pressao arterial média dos ratos
em funcao do tempo de exercicio (painel superior) e em func¢ao do percentual do tempo total
de exercicio (painel inferior). Os dados expressam média + EPM. * = p<0,05 em comparacao
ao 0 min.; + = p<0,05 em comparacao ao -10 min.; # = p<0,05 em comparacao a situacao

salina.
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4.13 Pressao arterial sistolica

A figura 4.15 apresenta os valores médios da pressao arterial sistolica, durante o exercicio até
a fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072 M nos VMH.

Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes das injecoes nos VMH, a pressao
arterial sistélica nao foi diferente entre as duas situagoes experimentais (121,2 4+ 3,5 mmHg
ATR vs. 114,5 £+ 6,2 mmHg SAL; p=0,728). O manuseio, as inje¢oes nos VMH e a trans-
feréncia para a esteira aumentaram a pressao arterial sistélica dos ratos (120,0 £+ 5,8 mmHg
aos 0 min. vs. 114,5 + 6,2 mmHg aos -10 min. - SAL; 131,0 + 3,6 mmHg aos 0 min. vs.
121,2 + 3,5 mmHg aos -10 min. - ATR; p<0,05).

O exercicio aumentou a pressao arterial sistélica que permaneceu elevada até o momento
da fadiga. Nos ratos controles, a pressao arterial sistélica aumentou a partir do 1° minuto de
exercicio (131,8 + 3,6 mmHg aos 1 min. vs. 120,0 + 5,8 mmHg aos 0 min.; p<0,05), assim
como nos animais injetados com metilatropina (142,2+4,2 mmHg aos 1 min. vs. 131,0+£3,6
mmHg aos 0 min.; p<0,05). O valor maximo da pressao arterial sistélica foi observado no 9°
min de exercicio quando os ratos foram injetados com salina (139,7+4,8 mmHg) e, no 2° min
de exercicio, nos injetados com metilatropina (148,5+4, 8) mmHg. O bloqueio dos receptores
muscarinicos dos VMH nao modificou o aumento da pressao arterial sistélica induzido pelo
exercicio (144,3 + 4,0 mmHg ATR vs. 132,1 + 6,5 mmHg SAL; fadiga).

A area sob a curva da pressao arterial sistélica, durante o exercicio, também nao foi
diferente entre as situagoes experimentais (1737455 mmHg.min ATR vs. 1648+54 mmHg.min
SAL; p=0,221).

Quando os dados foram avaliados em funcao do percentual do tempo total de exercicio,
a pressao arterial sistélica aumentou a partir de 20% do tempo total de exercicio nos ratos
controles (139,445,2 mmHg aos 20% TTE vs. 120,0+5,8 mmHg inicio do exercicio; p<0,05)
e nos animais injetados com metilatropina (147,9 +4,6 mmHg aos 20% TTE vs. 131,04+ 3,6
mmHg inicio do exercicio; p<0,05). Nao foram verificadas diferengas na pressao arterial média

em funcao do percentual do tempo total de exercicio entre as duas situacoes experimentais

(143,3 £ 5,4 mmHg ATR vs. 133,2 + 6,5 mmHg SAL; aos 80% TTE).
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Figura 4.15: Efeito da injecdo bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M realizada nos nicleos ventromediais hipotalamicos sobre a pressao arterial sistolica dos ratos
em fungao do tempo de exercicio (painel superior) e em fungao do percentual do tempo total
de exercicio (painel inferior). Os dados expressam média + EPM. * = p<0,05 em comparagao

ao 0 min.; + = p<0,05 em comparacao ao -10 min.
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4.14 Pressao arterial diastolica

A figura 4.16 apresenta os valores médios da pressao arterial diastélica, durante o exercicio
até a fadiga, apds a injecao de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x1072 M nos VMH.

Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes das injecoes nos VMH, a pressao
arterial diastdlica nao foi diferente entre as duas situagdes experimentais (96,5 + 4,0 mmHg
ATR vs. 94,7 £+ 2,4 mmHg SAL; p=0,728). A injecao de metilatropina nos VMH aumentou
a pressao arterial diastélica dos ratos (103,1 4+ 4,4 mmHg aos 0 min. vs. 96,5+ 4,0 mmHg
aos -10 min.; p<0,05).

O exercicio aumentou a pressao arterial diastélica que permaneceu elevada até o momento
da fadiga. Nos ratos controles, a pressao arterial diastélica aumentou a partir do 2° minuto
de exercicio (103,6 £+ 4,8 mmHg aos 2 min. vs. 94,3 + 6,8 mmHg aos 0 min.; p<0,05),
enquanto nos animais injetados com metilatropina, o aumento ocorreu a partir do 1° minuto.
(109,8+3,6 mmHg aos 1 min. vs. 103,144, 4 mmHg aos 0 min.; p<0,05). O valor méaximo da
pressao arterial diastolica foi observado no 4° min de exercicio quando os ratos foram injetados
com salina (106,0 4+ 5,3 mmHg) e, no 3° min de exercicio, nos injetados com metilatropina
(115,1 £ 4,0) mmHg. O bloqueio dos receptores muscarinicos dos VMH nao modificou o
aumento da pressao arterial diastélica induzido pelo exercicio (112,3 4+ 3,7 mmHg ATR vs.
100,5 + 4,5 mmHg SAL; fadiga).

A 4area sob a curva da pressao arterial diastdlica, durante o exercicio, também nao foi
diferente entre as situagoes experimentais (1345+44 mmHg.min ATR vs. 1243+53 mmHg.min
SAL; p=0,183).

Quando os dados foram avaliados em funcao do percentual do tempo total de exercicio,
a pressao arterial diastélica aumentou a partir de 20% do tempo total de exercicio nos ratos
controles (105,8 44,7 mmHg aos 20% TTE vs. 94,3+ 6,8 mmHg inicio do exercicio; p<0,05)
e nos animais injetados com metilatropina (115,7 +4,3 mmHg aos 20% TTE vs. 103,1+4,4
mmHg inicio do exercicio; p<0,05). Nao foram verificadas diferengas na pressao arterial média
em funcao do percentual do tempo total de exercicio entre as duas situacoes experimentais

(110,6 = 4,2 mmHg ATR vs. 99,9 + 4,9 mmHg SAL; aos 80% TTE).
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Figura 4.16: Efeito da injecdo bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M realizada nos nicleos ventromediais hipotalamicos sobre a pressao arterial diastélica dos
ratos em funcdo do tempo de exercicio (painel superior) e em fungao do percentual do tempo
total de exercicio (painel inferior). Os dados expressam média + EPM. * = p<0,05 em

comparagao ao 0 min.; + = p<0,05 em comparacao ao -10 min.
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4.15 Freqiiéncia cardiaca

A figura 4.17 apresenta os valores médios da freqiiéncia cardiaca, durante o exercicio até a
fadiga, apds a injecao de 0,15 M salina ou de metilatropina 2,5x1072 M nos VMH.

Ao final dos 60 minutos de repouso, imediatamente antes das injecdes nos VMH, a freqiiéncia
cardiaca nao foi diferente entre as duas situagoes experimentais (362,6 + 12,1 bpm ATR vs.
341,8 £ 11,1 bpm SAL; p=0,728). O manuseio, as inje¢oes nos VMH e a transferéncia para
a esteira aumentaram a freqiiéncia cardiaca dos ratos (419,7 £+ 14,1 bpm aos 0 min. vs.
341,8+ 11,1 bpm aos -10 min. - SAL; 428,4+ 8,5 bpm aos 0 min. vs. 362,6+ 12,1 bpm aos
-10 min. - ATR; p<0,05).

O exercicio aumentou a freqiiéncia cardiaca que permaneceu elevada até o momento da
fadiga. Nos ratos controles, a freqiiéncia cardiaca aumentou a partir do 1° minuto de exercicio
(482,8 + 10,1 bpm aos 1 min. vs. 419,7 &+ 14,1 bpm aos 0 min.; p<0,05), assim como nos
animais injetados com metilatropina (491,6 + 7,7 bpm aos 1 min. vs. 428,4 + 8 5 bpm aos
0 min.; p<0,05). O bloqueio dos receptores muscarinicos dos VMH nao modificou o aumento
da freqiiéncia cardiaca induzido pelo exercicio (534,0 £ 8,7 bpm ATR vs. 537,5 £+ 10,9 bpm
SAL; fadiga).

A drea sob a curva da freqiiéncia cardiaca, durante o exercicio, também nao foi diferente
entre as situagdes experimentais (6357 £ 76 bpm.min ATR vs. 6263 + 115 bpm.min SAL;
p=0,258).

Quando os dados foram avaliados em funcao do percentual do tempo total de exercicio, a
freqliéncia cardiaca aumentou a partir de 20% do tempo total de exercicio nos ratos controles
(530,949, 9 bpm aos 20% TTE vs. 419, 7+14, 1 bpm inicio do exercicio; p<0,05) e nos animais
injetados com metilatropina (534,5 + 6,2 bpm aos 20% TTE vs. 428 4 £+ 8,5 bpm inicio do
exercicio; p<0,05). Nao foram verificadas diferencas na freqiiéncia cardiaca em func¢ao do
percentual do tempo total de exercicio entre as duas situagoes experimentais (541,9 + 7,7

bpm ATR vs. 538,4 + 10,3 bpm SAL; aos 80%).
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Figura 4.17: Efeito da injecdo bilateral (200 L) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x10~2
M realizada nos nicleos ventromediais hipotalamicos sobre a freqiiéncia cardiaca dos ratos em
funcao do tempo de exercicio (painel superior) e em func¢ao do percentual do tempo total de
exercicio (painel inferior). Os dados expressam média £ EPM. * = p<0,05 em comparagao

ao 0 min.; + = p<0,05 em comparac¢ao ao -10 min.; # = p<0,05 em comparagao ao controle.
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4.16 Variaveis de controle

A tabela 4.3 apresenta as variaveis de controle medidas apods as injecoes de salina 0,15 M
(n=33) ou de metilatropina 2,5x1072 M (n=29) nos ratos utilizados no segundo experimento.
A temperatura da esteira e as temperaturas ambientes seca e imida aumentaram durante o

exercicio. Nao foram verificadas diferencas nas varidveis de controle entre as duas situacoes

experimentais.
Tabela 4.3: Variaveis de controle no segundo experimento
SAL ATR
Variavel 0 min Fadiga 0 min Fadiga
Peso dos animais (g) || 263,24+ 17,4 XXX 263,2 + 17,4 XXX

Temp. esteira (° C) | 23,41 +0,67 | 23,99 £0,67 * | 23,40+ 0,68 | 23,84 £ 0,68 *

Temp. seca (° C) 23,440,7 | 23,74£0,8* | 23,3+0,8 | 23,64+0,7*

Temp. tmida (° C) 19,241,1 | 19,6+1,3* | 18,8+1,1 | 19,2+0,9 *

Os dados expressam média £ DP. * p<0,01 em comparacao com o inicio do exercicio
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4.17 Efeitos da injecao de metilatropina no hipotalamo

A tabela 4.4 apresenta os efeitos da injecao de metilatropina, em diferentes areas hipotalamicas,

nos ajustes termorregulatorios e cardiovasculares induzidos pelo exercicio.

Tabela 4.4: Efeitos da injecao de metilatropina no hipotalamo

Variavel Nicleos ventromedias | Regiao do nicleo | Outras dreas
hipotalamicos (VMH) arquedo (Arc) hipotalamicas

TTE (min) ! — -

Tinrerva (° C) 7 | —

Teavpa (° C) ! 7 —

TAC (cal/min) 1 ! —

Ajustes cardiovasculares Antecipou os Nao foram realiza- —

ajustes dos experimentos

T amplificou; | reduziu; «— nao modificou
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Capitulo 5

Discussao

5.1 Nicleos ventromediais hipotalamicos (VMH)

Como esperado, o presente estudo mostrou que o bloqueio dos receptores muscarinicos colinérgicos
presentes nos VMH reduziu a duracao do exercicio realizado a 80% VOgnez- A injecao de
metilatropina aumentou a taxa de acimulo de calor corporal, amplificando o aumento da
temperatura interna induzido pelo exercicio. Esses resultados sugerem a inibicao dos mecan-
ismos de dissipacao de calor durante o exercicio (figura 4.8). Isso foi confirmado pelo atraso de

2 minutos no aumento do fluxo sangiiineo na cauda apds a injecao do antagonista colinérgico,
sendo necessario um maior acimulo de calor para ativar o mecanismo de dissipacao de calor.

O calor acumulado até a vasodilatacao correlacionou-se negativamente com o tempo total de
exercicio e pode ser um dos fatores relacionados com a reducao de 37% no desempenho dos
animais injetados com metilatropina (figura 4.11).

O bloqueio dos receptores muscarinicos dos VMH antecipou os ajustes cardiovasculares
induzidos pelo exercicio. Os valores maximos da pressao arterial média, sistélica e diastdlica
ocorreram antes nos ratos injetados com metilatropina em comparacao com os animais con-
troles. Isso sugere uma resposta simpatica ao exercicio mais rapida, o que pode explicar o
retardo de 2 minutos no aumento do fluxo sangiiineo da cauda.

A temperatura interna e as variaveis cardiovasculares foram ajustadas conforme o per-
centual do tempo total de exercicio. Nao houve diferenga nos valores medidos no momento
da fadiga, embora o bloqueio muscarinico tenha antencipado a interrup¢ao do exercicio em
30 a 37%. A antecipacao dos ajustes induzidos pelo exercicio sugere que um efeito central da

metilatropina, como se a percepcao da intensidade do exercicio estivesse aumentada, causando
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uma resposta simpatica aumentada.

Uma outra possivel hipétese para explicar a reducao do desempenho induzido pela me-
tilatropina é a diminuicao da motivagao causada por fatores independentes dos ajustes da
temperatura corporal. O envolvimento do hipotdlamo no controle de alguns comportamen-
tos ja foi descrito. Os VMH estao envolvidos nas respostas de medo inato, como aquelas
verificadas na presenca de um predador [9] e, além disso, foi verificado que a estimulagao
elétrica da regido ventral do hipotdlamo medial induz respostas agressivas em gatos [56]. No
entanto, é improvavel que a metilatropina tenha interferido na motivacao dos ratos, pois as
respostas nao foram diferentes nas duas situagoes experimentais, no momento da fadiga. Caso
a motivagao estivesse diminuida, seria esperado que os ratos realizassem um menor trabalho
e interrompessem o exercicio com respostas simpaticas reduzidas, o que nao foi observado.

A reducao do desempenho causada pelas injecoes bilaterais de metilatropina nos VMH
confirma os resultados obtidos em outros trabalhos desenvolvidos no nosso laboratério. Lima
[40] verificou uma redugao de 44% no tempo total de exercicio realizado com intensidade e em
ambiente semelhantes ao do presente estudo. E ainda Lima et al. [39] observaram reducao de
32% na duracao da corrida a 20 m/min e em ambiente frio (temperatura seca de 5° C).

Além disso, a reducao do desempenho induzida pela metilatropina foi especifica aos nicleos
ventromediais hipotalamicos, uma vez que as injecoes realizadas em outras areas do hipotalamo,
incluindo a regiao do nucleo arqueado, nao alteraram o tempo total de exercicio dos ratos
(figura 4.3). E provavel que os VMH sejam um dos nucleos cerebrais envolvidos na reducao
do desempenho causada pela inje¢ao icv de atropina [41, 42].

O tempo total de exercicio dos ratos injetados com salina nos VMH foi maior em com-
paragao com os animais injetados com salina em outras areas hipotalamicas. Essa diferenca
deve-se provavelmente a maior capacidade aerébica dos ratos cujas canulas foram colocadas
nos VMH, uma vez que os ratos foram escolhidos aleatoriamente e o 1nico critério para a
inclusdo dos animais no presente experimento foi a capacidade de correr a 20 m/min e 5% de
inclinagao, durante 5 minutos. No entanto, o efeito da metilatropina nos VMH se mostrou
independente da capacidade aerdbia inata, pois quando comparamos os 4 ratos com o menor
desempenho, a reducao do tempo total de exercicio continuou evidente e com proporcao semel-
hante aos valores obtidos nos 5 ratos com o maior desempenho (34,1% menor desempenho vs.
39,5% maior desempenho; tabela 4.1).

Os ratos interromperam o exercicio com temperaturas internas variando entre 37, 860, 32°
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C e 38,6540, 24° C, que sao valores menores que aqueles previamente descritos na literatura,
nos quais a fadiga foi atingida com temperaturas internas de 39,2° C [35], 39,8° C [11] e 42°
C [106]. A inexisténcia de uma temperatura absoluta critica que limite o desempenho pode
refletir a escolha da temperatura ambiente, da intensidade do exercicio e dos diferentes pro-
tocolos para a interrupcao do exercicio [11, 35, 106]. Temperaturas internas variando entre
38,0° e 38,5° C nao representam risco para a manutencao da homeostase e, nas condigoes ex-
perimentais do presente estudo, a fadiga provavelmente esteve relacionada com outros fatores
tais como a taxa de actimulo de calor, o tempo para aumentar o fluxo sangiiineo na cauda
ou ainda uma alteracao na percepcao da intensidade do exercicio. Em trabalho anterior do
nosso laboratério, Rodrigues et al. [78] demonstraram que a taxa de acimulo de calor foi a
variavel que melhor explicou a duracao diferente do exercicio realizado em 2 velocidades (20
e 24 m/min) e em 3 temperaturas ambientes (22, 28 e 35° C). Portanto, é possivel que a
maior taxa de acimulo de calor, na situacao em que a metilatropina foi injetada nos VMH,
tenha antecipado a fadiga, impedido que a temperatura corporal atingisse valores elevados
que comprometessem a integridade do organismo. O aumento da temperatura corporal esta
associado a interrupgao do exercicio em roedores [11, 35, 78, 86, 90, 106] e em seres humanos
[12, 14, 17, 61]. Sugere-se que o aumento da temperatura interna diminua a estimulagao prove-
niente do sistema nervoso central para a manutengao do exercicio [61, 64| e assim precipite a
sensacao de fadiga, protegendo o cérebro de lesoes térmicas.

Esta bem descrito na literatura que os receptores colinérgicos cerebrais participam do
controle da termorregulacao e estudos histoquimicos comprovaram a existéncia desse neuro-
transmissor no hipotdlamo [74, 94]. De maneira geral, a injegdo de agonistas colinérgicos
nos ventriculos cerebrais ou em areas hipotalamicos facilita a dissipagao de calor, diminuindo
a temperatura interna [2, 43, 69, 77, 97, 100]. Portanto, era esperado que a antecipacao da
fadiga causada pela injegao de metilatropina nos ventriculos cerebrais [41, 42] ou nos VMH [40]
estivesse relacionada a termorregulacao, hipétese confirmada pelos dados do presente estudo.

O aumento da temperatura interna foi dependente do percentual do tempo total de exer-
cicio nas duas situagoes experimentais (figura 4.5), embora os animais injetados com salina
tenham realizado um maior trabalho em cada intervalo percentual. O bloqueio das sinapses
colinérgicas dos VMH resultou em um maior aciimulo de calor corporal para o mesmo trabalho
e isso pode ter ocorrido devido a uma maior producao de calor, a uma redugao da dissipagao

de calor ou por ambos os mecanismos.
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O aumento da temperatura corporal, durante o exercicio continuo, é resultado de um
desequilibrio temporario entre as taxas de produgao e de dissipagao de calor [108]. Assim que
se inicia o exercicio, ha um aumento da atividade simpatica que causa vasoconstri¢ao na pele,
diminuindo a dissipacao de calor [109]. A vasoconstric¢ao periférica possibilita a manutengao
de uma pressao de perfusao adequada, uma vez que os ajustes cardiovasculares ocorrem mais
rapidamente que os termorregulatérios [36]. Em conseqiiéncia disso, a temperatura corporal
aumenta até que o hipotalamo desencadeie a resposta para a vasodilatagao, aumentando
portanto a dissipacao de calor. A partir de entdao, a producao e a dissipacao de calor se
equilibram, a temperatura interna atinge um platd e permanece elevada até a fadiga.

Lacerda et al. [35] observaram que a inje¢do icv de L-NAME, inibidor da sintese de
oxido nitrico, aumentou a taxa de aquecimento corporal nos minutos iniciais de exercicio
devido ao aumento na temperatura corporal interna em que ocorreu a vasodilatacao da cauda.
Além disso, a injecao de L-NAME reduziu o trabalho realizado, que esteve correlacionado
com a taxa de aquecimento corporal nos 11 minutos iniciais de exercicio, tempo transcorrido
até a estabilizacao da temperatura interna. Nao foi possivel submeter os dados do presente
estudo a mesma andlise, uma vez que os ratos injetados com metilatropina nao apresentaram
um equilibrio térmico durante o exercicio. A temperatura interna aumentou durante todo o
exercicio, sem atingir um plato, pois provavelmente a producao superou a dissipagao de calor
devido aos efeitos da metilatropina na termorregulacao e/ou a maior intensidade de exercicio
utilizada em comparacao com Lacerda et al. [35].

O hipotalamo regula a transferéncia de calor do interior para a superficie do corpo por meio
da modulacgao simpéatica do fluxo sangiiineo na pele da cauda. O aumento do fluxo sangiiineo
para a vasculatura da cauda pode ocorrer pelo aumento do débito cardiaco, diminuicao da
resisténcia periférica ou ambos mecanismos. O’Leary et al. [66] demonstraram que a agao
das catecolaminas sobre os receptores adrenérgicos presentes na cauda causa vasoconstricgao,
com o consequente aumento da resisténcia periférica. E provavel que a vasodilatacao cutanea
induzida pelo exercicio dependa da reducao da atividade simpética para a cauda do rato.

Como os VMH participam da modulagao da atividade simpéatica em ratos anestesiados, em
repouso [53] e durante o exercicio [40, 104], é possivel que esses nicleos hipotalamicos estejam
envolvidos nos ajustes do fluxo sangiiineo na cauda. Smith et al. [88] demonstraram, por meio
de técnica anti-dromica, a ligacao anatomica entre os ntcleos ventromediais hipotalamicos e

a inervagao dos vasos da cauda. Cinco de seis ratos sacrificados 7 dias apds a injegao do virus
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atenuado da raiva na parede da artéria ventral da cauda apresentaram neuronios infectados
nos VMH. E importante destacar que neurdnios presentes em outros nucleos hipotalamicos
também estavam infectados com o virus [88]. Isso sugere que a regulagao do fluxo sangiiineo
para a cauda envolve a participacao conjunta de diversas areas hipotalamicas, dentre as quais
estao os nucleos paraventriculares, os dorsomediais, o Arc e o hipotalamo posterior.

Os nossos dados mostraram que a vasodilatacao da pele da cauda induzida pelo exercicio
foi atrasada e atenuada pela injecao de metilatropina nos VMH, o que contribuiu para um
maior acimulo de calor corporal. Como durante o exercicio os ratos sao incapazes de es-
palhar salina pelo corpo [86, 109], a vasodilagdo cuténea é a principal forma de dissipar o
calor produzido. Lima [40] mostrou que a inje¢ao de metilatropina nos VMH aumentou as
concentragoes plasmaticas de adrenalina e noradrenalina no momento da fadiga e é provavel
que uma maior atividade simpéatica para a cauda tenha atrasado e atenuado a vasodilatacao
induzida pelo exercicio.

Existem evidéncias que os receptores colinérgicos centrais modulam a atividade simpato-
adrenal. Lima et al. [41] mostraram que a adrenodemedulagao bilateral acentuou a reducao
do desempenho causado pela injegao icv de atropina, enquanto Rodrigues [76] observou que
a auseéncia das catecolaminas adrenais reduziu o aumento do consumo de oxigénio apds a
estimulacao colinérgica central. Dessa forma, uma das vias que pode estar envolvida no
aumento da atividade simpatica apos o bloqueio dos receptores colinérgicos dos VMH ¢ o eixo
simpato-adrenal. Yoshimatsu et al. [114], assim como Lima [40], verificaram a existéncia de
ligacoes funcionais entre os VMH e as medulas adrenais. As lesoes dos VMH aumentaram a
atividade do nervo adrenal, embora a estimulacao elétrica desses nicleos nao tenha causado
modificagoes. Uma outra possibilidade é que os VMH possuem conexodes com outras areas
cerebrais que modulam a atividade simpatica. Projecoes eferentes a partir dos VMH, apds
atravessarem o hipotalamo posterior e a substancia cinzenta central, foram encontradas no
pélo anterior do locus coeruleus [83], drea de onde partem projegoes noradrenérgicas para todo
o sistema nervoso central.

Protocolos experimentais em que os VMH foram lesionados, estimulados eletricamente
ou tiveram sua fungao bloqueada por anestésico local [19, 113, 114, 104], sugerem que as
eferéncias desses nicleos hipotalamicos causam o aumento da atividade simpatica e a reducao
da atividade parassimpatica. Como os nossos experimentos mostraram que o bloqueio das

sinapses colinérgicas aumentaram a atividade simpatica, é provavel que a neurotransmissao
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colinérgica nos VMH seja inibitéria. Yokawa et al. [59, 112] demonstraram a existéncia de
sinapses GABAérgicas inibitérias nos VMH, sendo que a injecao do antagonista gabaérgico
bicuculina aumentou o nimero de revolucoes realizadas pelos ratos na roda de corrida. Exis-
tem evidéncias da interagao entre as neurotransmissoes colinérgicas e GABAérgicas, sendo que
a liberacao de acetilcolina é diretamente modulada pela estimulacao dos receptores GABA-A
localizados nos neuronios colinérgicos no estriato de ratos [26].

Nagashima et al. [55] descreveram as vias eferentes para a dissipacao de calor a partir da
area pré-otica, a qual é o principal sitio termossensivo do cérebro. As vias eferentes a partir
da area pré-otica descendem através do feixe medial prosencefalico e duas regioes diferentes
no mesencéfalo provavelmente possuem neuronios que controlam o tonus vasomotor da cauda.
Uma das vias extende a partir da borda caudal do hipotalamo lateral para a formacao reticular
e a para substancia cinza periaquedutal e a outra regiao ¢é a area tegmental ventral. A primeira
area contém neuronios que sao estimulados pelo aquecimento da area pre-otica, enquanto a
ultima contém neuronios que sao inibidos. Dessa forma, neuronios sensiveis ao calor na area
pré-otica provavelmente enviam sinais excitatérios para os neuronios vasodilatores e sinais
inibitérios para os neurénios inibitérios no mesencéfalo [117]. Em ratos, os neurdnios do
tronco encefalico sao projetados para os nicleos da rafe, onde provavelmente se encontram os
neuronios pré-motores.

E possivel que os neuronios dos VMH participem da conexao anatomica entre a area pré-
Gtica e o feixe medial prosencefdlico. Luiten et al. [45] demonstraram que os VMH recebem
aferéncias da drea pré-dtica medial e, além disso, estudos que manipularam a funcao dos VMH
comprovam a conexao entre essas duas areas hipotalamicas. Thornhill et al. [98] observaram
que a injecao de lidocaina nos VMH aboliu o aumento da termogénese do tecido adiposo mar-
rom e o aumento da pressao arterial média induzidos pela estimulagao elétrica da area pré-otica
medial. Foi verificado também que os neuronios presentes nos VMH alteram sua freqiiéncia
de disparo em resposta a alteracoes na temperatura da area pré-otica. Enquanto, em relacao
as eferéncias desse nicleo hipotalamico, fibras descendentes a partir dos VMH seguem 3 vias
principais, sendo que uma dessas projeta-se através do feixe medial do prosencéfalo até a area
tegmental ventral [83]. Em conjunto, esses dados sugerem que os VMH participam de uma via
de controle do fluxo sangiiineo da cauda, a qual ¢é inibida pelo aquecimento da area pré-otica.
Corroborando essa hipdtese, Imai-Matsumura et al. [27] observaram que mais neurénios dos

VMH responderam ao resfriamento em comparacao ao aquecimento da area pré-otica.
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De maneira geral, os VMH parecem estar envolvidos nas respostas de defesa contra o
frio, estimulando a producao de calor, diminuindo a dissipagao de calor e induzindo formas
comportamentais de conservagao de calor. Morimoto et al. [53] relataram que a estimulagao
elétrica unilateral do VMH reduziu a temperatura da pele da orelha em coelhos e aumentou o
consumo de oxigénio, levando a um aumento progressivo da temperatura retal. A freqiiéncia
respiratéria diminuiu, os animais encolheram-se e houve tremor nos membros inferiores. Além
disso, Monda et al. demonstraram que os VMH estao envolvidos nas respostas termogénicas
induzidas pela injegao icv de prostaglandina E1 [50] e de orexina A [52].

Os VMH também estao envolvidos nas vias eferentes que desencadeiam a termogénese
nao induzida pelo tremor. Nagashima et al. [55] propem que, em conjunto com os nicleos
dorsomediais e dos ntcleos paraventriculares, os VMH pertencem a uma via hipotalamica
excitatéria que aumenta a atividade simpatica para o tecido adiposo marrom. Thornhill
et al. [98] observaram que o bloqueio dos VMH com anestésico local aboliu o aumento da
temperatura do tecido adiposo marrom interescapular causada pela estimulacao elétrica da
area pré-6tica medial. Resultados de outro estudo mostraram que ratos com lesdes nos VMH
foram incapazes de responder ao resfriamento da pele, enquanto os ratos controles aumentaram
a freqiiéncia de estimulagao eferente para o tecido adiposo marrom interescapular quando
submetidos ao mesmo estimulo térmico [62]. No entanto, a func¢do do tecido adiposo marrom
durante o exercicio, apds a injecao de metilatropina nos VMH, ainda nao foi avaliada.

Dados preliminares do nosso laboratério sugerem que o bloqueio dos receptores mus-
carinicos colinérgicos nos VMH tenha alterado a produgao de calor durante o exercicio. O
resultado de um experimento mostrou um aumento mais rapido do consumo de oxigénio apds a
injecao de metilatropina nos VMH, embora o valor no momento da fadiga nao tenha sido difer-
ente em comparagao a situagao salina (figura 5.1). Mais dados sdo necessarios para confirmar
esse resultado. Caso os animais tenham consumido um maior volume de oxigénio para o mesmo
trabalho realizado, a eficiéncia mecanica seria reduzida e isso poderia antecipar a fadiga. Ratos
que apresentaram menor eficiéncia mecanica apds a injecao icv de L-triptofano [89] e de L-
NAME [34] realizaram menor tempo total de exercicio. O controle da taxa metabdlica pelos
VMH ja foi demonstrado. Experimentos com coelhos mostraram que a estimulagao elétrica
do VMH aumentou o consumo de oxigénio, o que contribuiu para o aumento da temperatura
interna [53]. Além disso, estudos em que os VMH foram lesionados verificaram a diminuigao

da taxa metabdlica dos animais, o que contribuiu para o desenvolvimento da obesidade [103].
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Figura 5.1: Efeito da injegao bilateral (0,2 uL) de salina 0,15 M ou de metilatropina 2,5x102
M realizada nos ntucleos ventromediais hipotalamicos sobre o consumo de oxigénio dos ratos

em fungao do tempo de exercicio. Os dados sao referentes a um animal.

O fluxo sangiiineo na cauda é resultado dos ajustes termorregulatérios e dos cardiovascu-
lares. Experimentos com ratos em repouso mostraram a existéncia de uma via moduladora
do sistema cardiovascular que se inicia na regiao AV3V e que estimula a atividade simpéatica
ap6s atravessar os VMH [33]. Além disso, foi demonstrada também a participagdo da neu-
rotransmissao colinérgica dos VMH nos ajustes cardiovasculares [101, 102]. Os nossos dados
indicam que o bloqueio dos receptores muscarinicos presentes nos nicleos antecipou as res-
postas cardiovasculares induzidas pelo exercicio. Essa resposta nao foi ainda mais evidente
possivelmente pela ativagao de outras vias moduladoras do sistema cardiovascular durante o
exercicio, que nao necessariamente atravessam os VMH.

Estudos relataram a participacao do sistema GABAérgico presente nos VMH na indugao
da atividade fisica realizada em roda de corrida [59, 58, 112]. Esse mecanismo gabaérgico
envolvido na supressao da atividade locomotora foi também demonstrado em outros locais do
sistema motor, dentre as quais estao o corpo estriado, a regiao locomotora sub-talamica e a
regido locomotora do mesencéfalo. Narita et al. [58] observaram que o aumento da locomogao

causada pela injecao de um agonista glutamatérgico ou de um antagonista GABAérgico nos

83



VMH, foi acompanhada do aumento da atividade simpatica e da atividade do eixo hipotalamo
- hipéfise - cértex da adrenal. No inicio do exercicio, o cértex motor, simultaneamente e
em paralelo ao estimulo para a contracao muscular, aumenta a atividade simpatica para
diversos 6rgaos como figado, coracao e os vasos sangiiineos da pele [87] por meio de uma via
mediada pelo hipotdlamo. Essa estimulacao autonomica associada a estimulagao do sistema
motor representam o comando central para o exercicio (mecanismo de pré-alimentacao). Esses
dados em conjunto sugerem que os VMH possam estar envolvidos no comando central para o
exercicio e que o bloqueio das sinapses colinérgicas presentes nesses ntcleos possa aumentar
a estimulacao simpatica desencadeada pela contracao muscular.

Entretanto, os dados apresentados por Narita et al. [58] foram medidos em intervalos de
10 minutos e nao foi possivel verificar com precisao se o aumento da atividade simpatica foi
concomitante ao inicio do exercicio. Apds 10 minutos de exercicio, os mecanismos de retro-
alimentacao ja estavam ativados. Além disso, nos nossos experimentos, o bloqueio colinérgico
dos VMH nao modificou a corrida dos ratos nos minutos iniciais do exercicio. Portanto, é
possivel que os VMH sejam centros cerebrais que integram as informagcoes aferentes a partir
da periferia do organismo e portanto determinam os ajustes dos sistemas fisiologicos em funcao
da percepgao da intensidade do exercicio. Lima [40] demonstrou que os ajustes termorregu-
latérios, cardiovasculares e metabdlicos foram antecipados nos ratos que receberam injecoes
de metilatropina nos VMH, embora os valores méximos obtidos no momento da fadiga nao
tenham sido diferentes. Sugeriu-se que, apos a injecao de metilatropina, a mesma informacao
aferente tenha sido interpretada como uma maior intensidade de exercicio, o que pode ter
contribuido para a antecipacao da fadiga.

O nosso modelo de fadiga supde que o mecanismo é uma decisao consciente do animal
para interromper o exercicio antes que seja atingido o limite de comprometimento de qualquer
um dos sistemas fisiolégicos envolvidos com a atividade fisica, o que implica a participacao
de centros cerebrais superiores [81]. Estudos sugerem a existéncia de conexdes anatomicas e
funcionais entre os VMH e o hipocampo. O aumento da atividade simpatica induzida pela
estimulac@o colinérgica do hipocampo é abolida pela injegao de atropina [23] e de muscimol
[67] nos VMH, bem como pelas lesdes bilaterais desses ntcleos [24]. Além disso, Monda et al.
[51] verificaram o aumento da freqiiéncia de disparo dos neurénios dos VMH apds a injegao
de neostigmina na regiao dorsal do hipocampo, o que elevou a temperatura do tecido adiposo

marrom interescapular e o consumo de oxigénio, aumentando a temperatura colonica dos
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ratos.

Essa ligacao funcional entre hipotdlamo e hipocampo parece estar sob influéncia do cortex
frontal [51]. A decorticagao funcional atenuou o aumento da freqiiéncia de disparo dos
neuronios dos VMH causada pela estimulacao colinérgica do hipocampo. No entanto, todos
esses experimentos foram realizados em ratos anestesiados [23, 24, 51, 67]. A ligagao funcional
entre os nucleos ventromediais hipotalamicos, o hipocampo e as dreas corticais ainda nao foi

demonstrada durante o exercicio.

5.2 Regiao do nucleo arqueado

De maneira inesperada, quando a metilatropina foi injetada na regiao ventral aos VMH,
onde o Arc esta localizado, verificou-se o aumento a dissipacao de calor durante o exercicio.
Esse efeito foi contrario aquele produzido pela injecao do antagonista colinérgico nos VMH,
sugerindo a existéncia de duas populagoes diferentes de neuronios colinergicos no hipotalamo
medial basal. Em fun¢ao da facilitacao dos mecanismos de dissipagao de calor, os ratos
tiveram menor aumento da temperatura interna e menor taxa de actimulo de calor (figura
4.10), embora o desempenho nao tenha sido alterado (figura 4.3).

Nos ratos controles, o aumento da temperatura interna precedeu o aumento da temperatura
da cauda. Por outro lado, apds a injecao de metilatropina nos Arc, o aumento da temperatura
da cauda precedeu o aumento da temperatura interna durante o exercicio. A temperatura da
cauda aumentou aos 4,5 minutos de exercicio, enquanto a temperatura interna aumentou
apenas aos 7 minutos (figura 4.6).

Segundo a hipdtese da regulacao pelo calor proposta por Webb [108], temperaturas cor-
porais elevadas durante o exercicio sao resultado do fluxo de energia corporal. Os efetores da
dissipacao de calor, a qual é ajustada para contrabalancar a producao de calor, podem ser
modulados e limitados por sistemas nao-termorregulatorios, tais como o controle cardiovascu-
lar e o respiratorio. Alguns modelos experimentais usando ratos anestesiados ou em repouso
demonstraram que as temperaturas interna e da pele sao moduladas pelo barorreflexo. Zhang
et al. [116] mostraram que aumentos progressivos na pressdo no barorreceptor carotideo
aumentou a temperatura da cauda, o que por sua vez levou a reducao da pressao arterial
sistémica e da temperatura corporal. O’Leary e Johnson [65] também demonstraram que o

aumento na pressao arterial média causado pela administracao intravenosa de fenilefrina va-
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sodilatou a cauda em ratos normotérmicos. No entanto, a mesma elevacao na pressao arterial
foi inefetiva para causar uma vasodilatacao reflexa em ratos hipertérmicos, uma vez que a
resisténcia periférica ja estava reduzida.

A modulacao do fluxo na cauda pelo sistema cardiovascular também foi demonstrada
durante o exercicio. Pires et al. [70] observaram que a estimulagao colinérgica central acentuou
a resposta pressora induzida pelo exercicio, o que aumentou a dissipacao de calor pela cauda.
Esse ajuste ocorreu mesmo estando a pressao arterial diastdlica elevada, o que sugere uma
maior resisténcia na vasculatura da cauda. E possivel que a capacidade do coracao aumentar o
débito cardiaco tenha suplantado o aumento da resisténcia periférica, gerando um maior fluxo
sangiiineo na cauda. Dados semelhantes foram observados apds a injecao icv de fisostigmina
em ratos durante o repouso [70].

O envolvimento do Arc na regulacao cardiovascular ja foi descrito. A estimulacao quimica
do Arc induz repostas pressoras [44] e neurénios marcados com c-fos foram encontrados nesse
ntcleo apds os ratos serem submetidos a hipo- e hipervolemia central [71]. Além disso, existe
evidéncia que a reducao do binding do receptor muscarinico no Arc, em criancas, contribui
para a falha das respostas aos desafios cardiopulmonares durante o sono, causando morte
subita [31]. Dessa forma, a facilitacdo dos mecanismos de dissipagao de calor induzida pelo
bloqueio colinérgico no Arc pode estar associada a um mecanismo independente do reflexo
termorregulatorio.

Uma outra possivel explicacao é que a metilatropina no Arc tornou o mecanismo de dis-
sipacao de calor mais sensivel para um determinado acimulo de calor, acelerando a retirada
da atividade simpatica sobre os vasos da cauda apds o inicio do exercicio.

A regiao ventral do hipotalamo medial basal tem sido considerada uma &drea de integracao
dos sinais reguladores do apetite, uma vez que esta localizada sobre a eminéncia mediana,
a qual nao possui uma barreira hemato-encefilica completa [92]. As vias hipotalamicas que
regulam a homeostase energética e a termorregulacao parecem possuir algumas areas de in-
tersecao e existem evidéncias que os neuropeptideos no Arc regulam concomitantemente a
ingestao de alimentos e o gasto energético. A injecao de orexina A nesse nicleo aumentou
a temperatura colonica [107], enquanto a injegao de neuropeptideo Y induziu uma hipoter-
mia dependente da dose [28]. Nos nossos experimentos, a injecao de metilatropina atenuou
o aumento da temperatura interna e, possivelmente, esse é o primeiro estudo a demonstrar

a participacao dos receptores colinérgicos muscarinicos do Arc nos ajustes termorregulatdrios
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durante o exercicio.

A participagao do Arc nos ajustes do fluxo sangiiineo foi sugerida pela técnica de transporte
anterégrado [88] e pode estar relacionada com a modulagdo da via eferente que atravessa o
VMH. Conexoes anatomicas intra-hipotalamicas entre os VMH e Arc ja foram descritas [45].
Além disso, os neurénios do Arc se projetam para outros ntucleos hipotalamicos tais como a
area hipotalamica lateral, os nucleos dorsomediais e os paraventriculares, os quais também
parecem estar envolvidos nas vias eferentes de dissipacao de calor [88].

Mesmo com o efeito protetor de uma menor temperatura corporal, nés mostramos que
a menor taxa de acumulo corporal nao foi associada a um aumento da duragao do exercicio
apoOs a injecao de metilatropina nos Arc. Resultados semelhantes foram observados apos a
injecao icv de fisostigmina que facilitou os mecanismos de dissipacao de calor, sem modificar
a duracgao do exercicio com velocidades de 20 m/min [77] e de 24 m/min [70]. Esse achado
que a atenuacao do aumento da temperatura interna nao modificou o desempenho dos ratos
pode ser explicado pelo entendimento da fadiga como um mecanismo de defesa que integra os
ajustes dos sistemas fisiolégicos para determinar a poténcia e duracao do exercicio suportaveis
[63, 81]. Como a termorregulagao representa um dos mecanismos envolvidos na fadiga, é
possivel que o SNC tenha interpretado que, isoladamente, o menor aumento da temperatura
interna nao representasse um motivo para prolongar o exercicio. Outros fatores podem ter
sido determinantes para o surgimento da fadiga, tais como: o fornecimento inadequado de
substratos e de oxigénio para os musculos em atividade, o aumento da concentracao cerebral
de serotonina e o desequilibrio dcido-bdsico. Rodrigues et al. [77] sugeriram que o maior
fluxo sangiiineo na cauda pode ter gerado uma incapacidade de fornecer um débito cardiaco

adequado para os musculos em contracao.
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Capitulo 6

Conclusoes

Os receptores colinérgicos muscarinicos dos ntcleos ventromediais hipotalamicos:
1- determinam o tempo de exercicio até a fadiga;

2- facilitam a dissipacao de calor durante o exercicio, efeito oposto ao dos receptores colinérgicos

muscarinicos na regiao do ntcleo arqueado.

3- participam dos ajustes cardiovasculares durante o exercicio.
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