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RESUMO

No presente estudo, nos investigamos se o desempenho fisico nos ambientes
temperado e quente foi dependente dos barorrecptores arteriais. Ratos Wistar foram
submetidos a desnervacédo sino-adrtica (DSA) ou cirurgia ficticia (CON). Apos a
recuperacdo, os ratos foram submetidos ao exercicio com velocidade constante
(18m/min) ou exercicio com aumentos progressivos da velocidade (iniciando com
uma velocidade de 10 m/min, com incrementos de 1 m/min a cada 2 min até a
fadiga) em ambiente temperado (25°C) e quente (35°C). Nesses experimentos, 0S
animais DSA e CON foram submetidos ao implante de cateter na aorta ascendente,
e de um sensor de temperatura na cavidade peritoneal. Apéds dois dias, as respostas
termorregulatérias e cardiovasculares foram medidas. Durante o exercicio com
velocidade constante, a DSA reduziu o tempo de exercicio até a fadiga no ambiente
temperado (29 £ 3 min vs 66 £ 11 min, P <0,01; n = 8) e no calor (14 + 1 min vs 23 +
2 min, P < 0,001; n = 8). O desempenho de corrida também foi afetado pela DSA
durante o exercicio progressivo, sendo a velocidade maxima significativamente
diminuida (p < 0,01). Ao longo do exercicio com velocidade constante, o aumento da
presséao arterial foi maior nos ratos desnervados quando comparados aos ratos CON
(temperado: 141 + 3 mmHg vs, 123 £+ 2 mmHg P < 0,001, n = 8; calor: 174 = 13
mmHg vs 134 + 5 mmHg, P < 0,02, n = 8), entretanto as respostas
termorregulatérias ndo foram diferentes entre os dois grupos. A DSA resultou
também em aumento da densidade espectral do componente de muito baixa
frequéncia da pressédo arterial sistdlica durante o exercicio (temperado: 20,3 + 4,1
mmHg? vs, 2,7 + 0,4 mmHg? P < 0,05, n = 6; calor: 26,9 + 6,2 mmHg? vs 5,9 + 0,8
mmHg?, P < 0,05, n = 6). Além disso, a freqiiéncia cardiaca méaxima no final do teste
de esfor¢o progressivo foi maior nos ratos DSA (temperado: 593 + 5 bpm vs, 533 *
13 bpm P < 0,05, n = 5; calor: 639 £ 6 bpm vs 553 = 19 bpm, P < 0,05, n=5). Assim,
a auséncia crbénica dos barorreceptores arteriais antecipa a fadiga nos ambientes
temperado e quente. N6s sugerimos que o aumento do esforco cardiovascular
contribuiu para a antecipacao da interrupcéo do exercicio nos ratos DSA.

Palavras-chave: Barorreceptores, fadiga, variabilidade da pressdo arterial,
dissipacéo de calor cutanea, temperatura, esteira



ABSTRACT

In the present study, we investigated whether running performance in temperate or
warm environments was dependent on intact arterial baroreceptors reflexes. Wistar
rats were submitted to either a sinoaortic denervation (SAD) or sham surgery
(SHAM) and submitted to both constant intensity (18m/min) and incremental treadmill
exercises (starting at a velocity of 10 m/min, with increments of 1 m/min every 2 min
until the rats were fatigued) in both temperate (25°C) and hot (35°C) conditions. In
these experiments, SAD and SHAM animals had a catheter implanted into the
ascending aorta, and a temperature sensor implanted into the peritoneal cavity. Two
days following these procedures, cardiovascular and thermoregulatory responses
were evaluated. During constant-speed exercise, total exercise time until the rats
were fatigued was reduced by SAD in both temperate (29 + 3 min vs 66 £ 11 min,
P<0.01; n=8) and hot condition (14 + 1 min vs 23 £ 2 min, P<0.001; n = 8). Running
performance was also affected by SAD during incremental-speed exercise, with
maximal speed being significantly reduced (p<0.01). During constant-speed exercise,
denervated rats displayed a higher increase in blood pressure when compared to
SHAM rats (temperate: 141 + 3 mmHg vs, 123 £+ 2 mmHg P<0.001, n=8; hot: 174 *
13 mmHg vs 134 £ 5 mmHg, P<0.02, n=8), but the thermoregulatory responses were
not significantly different between the groups. SAD also induced an increase in the
spectral power density of the very low oscillations of arterial systolic pressure during
exercise (temperate: 20.3 + 4.1 mmHg? vs, 2.7 + 0.4 mmHg® P < 0.05, n = 6; calor:
26.9 + 6.2 mmHg? vs 5.9 + 0.8 mmHg?, P < 0.05, n = 6). Furthermore, the heart rate
values at the end of incremental exercise test were exacerbated by SAD (temperate:
593 + 5 bpm vs, 533 + 13 bpm P<0.05, n=5; hot: 639 + 6 bpm vs 553 + 19 bpm,
P<0.05, n=5) Thus, chronic absence of arterial baroafferents anticipates exercise
fatigue in temperate and warm environments. We suggested that an augmented
cardiovascular strain has accounted the early interruption of the exercise SAD rats.

Keywords: Baroreceptor, fatigue, blood pressure variability, cutaneous heat loss,
temperature, treadmill
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1. INTRODUCAO

Durante a realizacao do exercicio fisico, 0 aumento da percepg¢éo do esforco
associada a reducbes em sua intensidade ou a sua interrupcdo € o fendmeno
denominado como fadiga aguda. A busca pela explicacdo dos mecanismos de
fadiga data desde as observacdes de Fletcher e Hopkins (1907) sobre o acimulo de
acido lactico nos musculos de anfibios submetidos a contracéo in vitro. A partir de
entdo, varias teorias e modelos para os mecanismos de fadiga vém sendo
propostos. Hill, Long e Lupton (1924), ao verificarem aumento da concentracdo de
acido lactico nos musculos esqueléticos de humanos, concluiram que os musculos
estavam contraindo com suprimento inadequado de oxigénio. Surgiu assim a idéia
gue a falta de oxigénio nos musculos em contracao limita o desempenho fisico. Com
base nas idéias de Hill, outros estudos buscaram explicar o desempenho maximo a
partir da capacidade de atletas em atrasar uma inevitavel condi¢cdo anaerdbia nos
musculos em contracdo (EDWARDS, 1983). Essas interpretac6es direcionaram a
realizacdo de estudos com foco no metabolismo anaerobico até a década de
noventa e também serviram de base para o conceito que a interrupcao do esforco é
decorrente de uma falha no suprimento de oxigénio, sendo o lactato o sinalizador
dessa condicédo (BANGSBO, 1993).

Baseado na concepcao cardiovascular/anaerdbia, Edwards (1983) propds a
teoria da catastrofe, onde a fadiga situa-se entre dois extremos: a utilizacdo
completa dos substratos energéticos (rigor mortis) de um lado, e a falha do
mecanismo de excitacado-contracdo do outro. Outros autores consideraram que um
modelo mais adequado de explicacdo da fadiga deveria conter a relacdo entre as
vias aferentes provenientes dos diversos receptores periféricos, um controlador
cerebral e o comando motor para o exercicio (NOAKES, 2000). Surgiram assim
propostas de modelos nos quais o sistema nervoso central modula o desempenho
fisico em funcdo das condigdes intrinsecas e ambientais. Nesse sentido, Noakes et
al. (2005) propuseram o modelo do Regulador Central, onde a fadiga € uma
sensacao que resulta da complexa integracdo das informagbes aferentes no
cérebro. O estimulo periférico, como o acumulo de metabdlitos musculares ou

alteracdes na pressao arterial, modularia dinamicamente o processo de controle
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cerebral resultando na alteragcdo das respostas dos sistemas fisiologicos e da
atividade motora. Embora aceito, 0 modelo do regulador central ndo foi totalmente
demonstrado experimentalmente, e existem criticas acerca da falta evidéncias
evolutivas para esse modelo.

Anteriormente a proposta de Noakes et al. (2005), em nosso laboratorio,
Rodrigues e Garcia (1998) introduziram a idéia dos limites integrados. No modelo
proposto por esses autores, a fadiga € um fenbmeno multifatorial e representa um
mecanismo de protecdo, o qual evita que algum dos sistemas fisiol6gicos atinja seu
limite. Em funcdo das caracteristicas do ambiente no qual o exercicio é realizado, da
sua intensidade e duracdo, os estimulos aferentes provenientes dos receptores
periféricos (os quais sinalizam a intensidade das contrac6es musculares, a perfusédo
tecidual, alteracBes na temperatura corporal, a composi¢cdo quimica do sangue, a
disponibilidade de substratos, dentre outros) sdo permanentemente processados no
sistema nervoso central (SNC) de acordo com a intensidade relativa do mesmo e
determinam a atividade da via eferente que parte dos centros motores cerebrais até
0S musculos em contracdo. Embora tanto o modelo do Regulador Central quanto
dos limites integrados considerem o SNC como o modulador da atividade motora
decorrente integracdo da atividade das vias aferentes, o Ultimo vai além do modelo
de Noakes ao considerar a biologia evolutiva na explicagdo dos mecanismos de
fadiga. Portanto, recentemente em nosso laboratério o modelo dos limites integrados
foi redefinido com o objetivo de incluir a perspectiva evolutiva (MARTINI, 2009)
(FIGURA 1). Nessa nova perspectiva, a diminuicdo da intensidade do exercicio ou
sua interrupcdo ocorreria como resultado da ativacdo neural gerada por uma
resposta integrada dos beneficios (metabolismo e reproducdo) e riscos da
continuidade do exercicio (balanco energético negativo, danos fisicos e morte). A
ativacdo neural seria modulada pela por fatores como a taxa de elevacdo da
temperatura interna, osmolalidade plasmatica, concentragdo dos ions H7,
disponibilidade de oxigénio, perfusdo sanguinea, reservas de carboidrato,
concentracdo de dioxido de carbono e ritmo circadiano. Essa ativacdo seria
continuamente percebida pelo sistema nervoso central para modular a atividade do
cortex motor, resultando em modulacdo da motivacdo para o exercicio (fadiga). Em
determinadas situacdes um forte estimulo pode inibir o mecanismo de fadiga

resultando em ruptura da homeostase (exaustao).
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FIGURA 1. Modelo dos riscos e beneficios. A reducdo da intensidade do exercicio ou sua interrupcao
ocorreria como resultado da ativagdo neural gerada por uma resposta integrada dos beneficios
(metabolismo e reproducdo) e riscos da continuidade do exercicio (balango energético negativo,
danos fisicos e morte). A ativagdo neural seria modulada pela: 1) taxa de acumulo de calor, 2)
osmolalidade plasmética, 3) concentragdo dos ions H+, 4) disponibilidade de oxigénio, 5) perfuséo
sanguinea, 6) niveis de armazenamento de carboidrato, 7) niveis de diéxido de carbono e 8) ritmo
circadiano. Essa ativacdo seria continuamente percebida pelo sistema nervoso central para modular a
atividade do cértex motor, resultando em aumento da motivacdo ou a sua reducdo - 0 que
caracterizaria a fadiga. Em determinadas situa¢des, um forte estimulo poderia inibir o mecanismo de
fadiga, o que resultaria em continuidade do exercicio até o0 momento de ruptura da homeostase, que
reduziria involuntariamente a poténcia muscular, caracterizando assim a exaustdo. A possivel
plasticidade neural, ou seja, nova expressdo fenotipica estimulada pelo exercicio permitiria a
aprendizagem, a aclimatacéo e a adaptagdo as mudancas do ambiente. Adaptado de Martini (2009).

Embora exista consenso que a intensidade da ativacdo dos musculos
locomotores € uma resposta antecipatoria (MARCORA, 2008; TUCKER, 2009;
NOAKES, 2012), a participacdo das vias aferentes na modulacdo da atividade
motora ainda ndo € totalmente compreendida. Marcora (2008) propds que o
aumento da percepcédo do esforco ao longo do exercicio € decorrente de um
aumento momento a momento no comando motor central para os musculos
locomotores e respiratérios para compensar as reducdes progressivas na
responsividade muscular a atividade neural e, portanto, independe das aferéncias
provenientes dos receptores periféricos. Tal afirmacdo € baseada na teoria das

descargas colaterais, na qual a percepcdo do esforco é gerada por meio de
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mecanismos de pré-alimentacdo de areas motoras para areas sensoriais do cortex
cerebral (MARCORA, 2009) (FIGURA 2).

Comando central

. ‘ Musculos esqueléticos
(areas pré-motoras e/ou motoras)

Senso de estorgo
(areas somatosgensoriaig)

FIGURA 2. Modelo simplificado de descargas colaterais de percep¢do do esforco. Adaptado de
Marcora (2009).

Essa hipotese foi baseada em estudos nos quais a anestesia epidural, a qual
atenua a atividade aferente proveniente dos receptores musculares, ndo alterou o
comando central para o sistema cardiovascular e a percepc¢éo subjetiva do esforco.
De fato, o bloqueio espinhal da transmisséao aferente dos grupos de fibras Ill e IV
proveniente dos metaborreceptores musculares nao alterou o desempenho durante
uma prova de ciclismo de 5 Km. Por outro lado, existem autores mostrando um
papel importante das vias aferentes na taxa de percepcao do esforco e no tempo de
exercicio até fadiga (AMANN et al., 2008; PIRES et al., 2011). Amann et al. (2008)
mostraram que anestesia local das aferéncias somatossensoriais dos musculos em
contracdo aumentou o comando central durante o exercicio de alta intensidade,
segundo o modelo proposto na FIGURA 3. No modelo, a projecédo cortical das
aferéncias musculares afeta a magnitude do comando central que por sua vez
determina a poténcia gerada pelos musculos locomotores. A magnitude da poténcia
gerada determina o ambiente metabolico nos muasculos em contracdo, o qual
determina a magnitude da retro-alimentagao inibitoria.

A participacdo das vias aferentes na regulacdo do desempenho fisico pode
ser estudada a partir das respostas cardiovasculares ao exercicio, uma vez que

estas ocorrem por meio de uma complexa interagdo envolvendo receptores
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periféricos, mecanismos de pré-alimentacdo e vias eferentes autonémicas
independentes. As vias aferentes provenientes do sistema cardiovascular, incluindo
0S receptores arteriais e metabodlicos, modulam a atividade autonémica, mediada

pelo tronco encefalico, para o coracao e vasos sanguineos.
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FIGURA 3. llustracdo esquemética do modelo de inibicdo reflexa supraespinhal do desempenho
fisico proposto por Amann et al. (2008). A linha vermelha continua indica a atividade eferente
(comando central). A linha branca pontilhada indica a atividade aferente. Este mecanismo inibitério
mostra que a projecdo cortical das aferéncias musculares (retro-alimentagdo inibitéria) afeta a
magnitude do comando central que por sua vez determina a poténcia gerada pelos musculos
locomotores. A magnitude da poténcia gerada determina o ambiente metabdlico nos musculos em
contracao, o qual determina a magnitude da retro-alimentacao inibitéria.

Durante o exercicio, a ativacdo do sistema cardiorrespiratério ocorre em
paralelo & ativagdo dos centros cerebrais por meio de um mecanismo antecipatorio
integrado com os estimulos provenientes dos pressorreceptores (barorreceptores) e

metaborreceptores periféricos (Rowell e O’Leary, 1990). Portanto, o foco do
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7

presente estudo é o envolvimento dos barorreceptores arteriais no desempenho
fisico associado com as respostas autonémicas-cardiovasculares. Recentemente,
Matsukawa (2012) descreveu um novo modelo com os circuitos neurais envolvidos

na geracdo do comando central cardiovascular (FIGURA 4).
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Adaptado de Matsukawa (2012).

FIGURA 4. Circuitos neurais envolvidos na geracdo do comando central cardiovascular. ATV: area
tegmentar ventral; SN: substancia negra.

A pré-alimentacdo proveniente de areas limbicas do cortex cerebral é
integrada em areas caudais, incluindo a area tegmentar ventral (ATV), que esta
envolvida na geracdo do comando central. A estimulacdo dos neurbnios da ATV
resulta na excitacdo sincronizada das vias eferentes simpaticas e motoras. Ainda
nao se sabe se a ATV gera o comando central por si propria, ou se a ATV pode
excitar um gerador do comando central. Este ultimo induz o aumento da atividade
simpética antes do inicio da atividade locomotora, contribuindo para o aumento da
frequéncia cardiaca. O aumento na atividade simpdatica cardiaca € parcialmente
produzido pela inibi¢cdo seletiva do componente cardiaco do barorreflexo adrtico pelo

comando central. Considerando esse modelo, nés decidimos avaliar a participacao
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do barorreflexo arterial por este ser o principal mecanismo de ajuste agudo da
presséao arterial.

O barorreflexo arterial € o principal mecanismo que ajusta as oscilacdes de
curto prazo da pressdo arterial. Os barorreceptores estdo localizados
predominantemente no arco aodrtico e no seio carotideo e sdo estimulados pelo

estiramento das paredes das artérias (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Desenho esquemético mostrando a localizagdo anatdmica dos barorreceptores arteriais.

Este funciona como um mecanismo de retro-alimentagcéo por meio da modulacéao da
atividade autondmica eferente para o coracdo e da atividade simpatica para 0s
vasos sanguineos (ROWELL e SHEPHERD, 1996). Se a presséo arterial desvia da
faixa adequada para a manutencao do fluxo sanguineo tecidual, os barorreceptores
sao estimulados para que esta seja reajustada aos valores basais. Estes receptores
sdo sensiveis as alteracbes mecanicas exercidas nas paredes dos vasos por

aumentos ou diminui¢des na presséao arterial (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Sensibilidade barorreflexa a inje¢cdo intravenosa de um agonisa alfa-adrenérgico
(fenilefrina). Quando a presséo arterial desvia da faixa adequada para a manuten¢do da perfusdo
tecidual, os barorreceptores sé@o estimulados e reajustam a presséo arterial por meio da modulagéo
da atividade auton6mica eferente.

Os potenciais de acdo gerados pela estimulacdo dos barorreceptores sao
conduzidos ao sistema nervoso central por meio do nervo vago e do nervo
glossofaringeo. O principal local de integragcédo da funcéo barorreflexa € o nucleo do
trato solitario (NTS) localizado no bulbo. Do NTS existem projecBes para a regido
ventrolateral caudal e desta para a regido ventrolateral rostral do bulbo, de onde
partem projecbes para a coluna intermediolateral da medula espinhal. Este é o
principal local de origem das fibras simpéticas na medula espinhal. Do NTS existem
também projecBes para dois outros ndcleos neuronais, nacleo ambiguo (NA) e dorso
motor do vago (DMV), que modulam a divisdo parassimpatica do sistema
autonémico (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Desenho esquemético mostrando a integracéo barorreflexa durante o repouso.

Por outro lado, para que ocorra o aumento do fluxo sanguineo nos musculos
durante o exercicio a pressdo de perfusdo aumenta. Para isso, ocorre aumento
simultaneo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, ao contrario da condicdo de
repouso. Este aumento simultdneo ocorre porque o barorreflexo é reajustado a um

maior valor de pressao arterial média (ponto de ajuste) (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Alteracdes na pressao arterial e na frequéncia cardiaca induzidas pelo exercicio e pela
injecdo de fenilefrina. Note que durante o exercicio ocorre aumento simultdneo da presséo arterial e
da frequéncia cardiaca, ao contrario do que ocorre apés a injecdo de fenilefrina. Este aumento
simultaneo durante o exercicio ocorre porque o barorreflexo é reajustado a um maior valor de presséo

arterial média.

O reajuste do barorreflexo ocorre pela interacdo da modulacdo de trés vias neurais

(FIGURA 9):
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e A ativacdo do comando central no inicio e durante o exercicio altera a funcao
neuronal dentro do NTS e no bulbo ventrolateral rostral

e A estimulacdo dos metaboreceptores musculares limita a grau de excitacéo
dos neurbnios barossensiveis no NTS, por meio de um mecanismo
GABAérgico inibitério

e A ativacdo dos metaborreceptores excita diretamente os neurbnios pré-

motores simpaticos no RVL.
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FIGURA 9. Desenho esquematico mostrando a integracdo barorreflexa durante o exercicio. Os
neurdnios aferentes provenientes dos barorreceptores formam uma sinapse excitatéria com
neurdnios de segunda ordem no nicleo do trato solitario (NTS), dos quais existem proje¢fes para o
nacleo ambiguo (NA) e para o bulbo ventrolateral caudal (BVLc). O efeito deste circuito no NTS é
estabelecer o ponto de operacéo para a frequéncia cardiaca (FC) e atividade simpatica central (SNA),
como mostrado na curva da funcdo barorreflexa a direita. O modelo mostra que o aumento da
atividade aferente barorreflexa aumenta a atividade no NTS. Este aumento da atividade neural é
transmitido ao NA, excitando os motoneurdnios vagais cardiacos, e o BVLc, excitando os neurdnios
GABAérgicos que inibem os neurbnios pré-motores no BVLr (BVLr). A ativacdo destes circuitos
resulta na diminuicdo da frequéncia cardiaca e simpatoinibicdo. Note que o nivel de atividade neural
nestas vias € indicado pela linha pontilhada. A ativagdo do comando central pode alterar a atividade
no NTS e no BVLr resultando excitagdo simpética. Alternativamente, a ativacdo de um circuito
inibitério por meio das aferéncias provenientes dos musculos esqueléticos (i) pode normalizar o nivel
de atividade do NTS e assim limitar o grau de baroinibicdo do coragdo e vasos periféricos. A ativacédo
deste circuto pode reajustar a curva da funcéo barorreflexa lateralmente, como indicado em (ii). Note
que este mecanismo é restrito ao NTS caudal. GABA, &cido y-aminobutirico; PSNS, sistema nervoso
parassimpatico; SNS, sistema nervoso simpatico.

De acordo com esta informacéo, varios estudos demonstraram a participacao
dos barorreceptores arteriais tanto nas respostas cardiacas quanto hemodinamicas

induzidas pelo exercicio. Estudos prévios mostraram que a remoc¢ao cirdrgica das
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baro-aferéncias adrticas e carotideas (método de desnervagéo sino-aortica) induziu
aumento exagerado da pressdo arterial (WAKI et al., 2003), aumento da
condutancia vascular iliaca (MARTINEZ-NIEVES et al., 2000) e reducdo da
condutancia mesentérica em resposta ao exercicio (COLLINS et al., 2001). Em
adicdo, a desnervagdo sino-adrtica rompeu 0s ajustes simpato-cardiovasculares
induzidos pelo aquecimento corporal passivo (KREGEL et al., 1990). Embora
existam evidéncias da necessidade dos circuitos barorreflexos para que a resposta
autonémica-cardiovascular induzida pelo exercicio seja precisa a necessidade de
perfusdo tecidual, n&o existem dados acerca dos efeitos das alteragdes
cardiovasculares induzidas pela baro-deaferentacéo sobre o desempenho fisico.

E bem estabelecido que a temperatura ambiental modula o desempenho,
sendo este menor durante o exercicio prolongado em ambiente quente quando
comparado ao ambiente temperado (GONZALEZ-ALONSO et al., 1999; PARKIN et
al., 1999). Durante o exercicio em ambiente quente, além da manutencdo da
perfusdo tecidual ocorre aumento do fluxo sangiineo na pele para dissipar o calor
corporal, resultando em aumento do esforco cardiovascular, que € um mediador da
percepcdo do esforco. Embora os mecanismos que levam a reducdo do
desempenho durante o exercicio no calor ndo sejam totalmente compreendidos, €
sugerido que o aumento da demanda cardiovascular seja o principal fator levando a
reducdo do desempenho fisico (CHEUVRONT et al., 2010) (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Tolerancia ao aumento da temperatura corporal interna durante o exercicio fisico no
calor e o fluxo sangiiineo na pele associado com a temperatura da pele. Note que a tolerancia ao
aumento da temperatura interna é inversamente proporcional a necessidade de fluxo sangiiineo na
pele.
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A participacdo do sistema cardiovascular na antecipacdo da fadiga esta
associada a relagéo inversa entre a tolerdncia ao aumento da temperatura corporal
interna e o fluxo sanglineo cutaneo, em detrimento ao alcance de uma temperatura
interna critica. Nesse sentido, SAWKA et al. (2001) mostraram que quando a
temperatura da pele é mantida em valores elevados por meio do estresse térmico
ambiental, o exercicio é interrompido com valores de temperatura interna proximos a
38,5°C, abaixo do valor considerado critico: 40°C.

De acordo com as informacfes mencionadas acima, € possivel que a
influéncia dos barorreceptores arteriais sobre o desempenho fisico seja mais
evidente durante o exercicio em ambiente quente. De fato, a desnervagdo sino-
aortica exacerbou o aumento na pressdo arterial, na frequéncia cardiaca, na
resisténcia vascular mesentérica e nas concentracdes plasmaticas de noradrenalina
gquando ratos foram expostos a um ambiente quente (KREGEL et al., 1990).
Entretando, ndo existem experimentos prévios mostrando o impacto da remocéo das
aferéncias barorreflexas sobre o desempenho fisico no calor.

Portanto, no presente estudo nés verificamos as inter-relacdes das aferéncias
provenientes da estimulacdo dos barorreceptores periféricos, a ativacao autonémica
induzida pelo comando central e o desempenho fisico. Para tanto, utilizamos dois
protocolos de exercicio fisico: exercicio com velocidade constante e com aumentos
progressivos, 0s quais permitiram estudar os efeitos da barodesnervacdo em funcao
da duracdo e da intensidade do esforco, em duas temperaturas ambientais:
temperado e quente. Nossa hipétese é que a auséncia das aferéncias provenientes
dos barorreceptores arteriais altera a modulacdo da atividade nos centros cerebrais
de controle cardiovascular e consequentemente as respostas autonémicas,
resultando em diminuicdo do desempenho fisico. Tal efeito pode ser exacerbado
durante o exercicio fisico no calor, situacdo na qual a interrupcédo do esforco esta
associada predominantemente ao aumento do esfor¢o cardiovascular (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Desenho esquemético mostrando a hipétese do estudo. A remocéo das vias aferentes
provenientes dos barorreceptores ird exacerbar o aumento induzido pelo exercicio na atividade
simpatica para o corac@o e vasos de resisténcia viscerais e mesentéricos, resultando em maiores
aumentos na pressao arterial, na frequéncia cardiaca e alteracdes na termorregulacédo. Estes efeitos
podem ser amplificados pela estimulacdo dos termorreceptores da pele e internos. E possivel que tais
alterag6es aumentem o risco para a continuidade do exercicio e resultando na antecipa¢éo da fadiga.
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1.1 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi investigar se a auséncia das aferéncias
provenientes dos barorreceptores arteriais reduz o desempenho fisico em ambientes
temperado e quente e se esta reducdo é decorrente de alteracbes nos ajustes

neurais cardiovasculares.
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2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 280 e 350 g no primeiro
experimento, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais em uma sala com temperatura seca controlada (24
+ 1°C), sob um ciclo claro-escuro de 14 - 10 h (5:00 — 19:00), com acesso a racao
granulada e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais realizados neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA)
da UFMG (Protocolo n° 178/2010). Durante o estudo foram realizados experimentos
com 66 ratos. Entretanto, os resultados apresentados correspondem aos dados
coletados com 40 animais, portanto, houve perda de 40%. As razdes dessa perda
incluem: animais que morreram durante ou ap6s algum dos procedimentos
cirdrgicos; animais que nao correram durante 0s protocolos de exercicio e

problemas com o registro da pressao pulsatil.

2.2 Delineamento experimental

Para alcancar os objetivos do presente estudo foram realizados trés
experimentos. O primeiro foi realizado para investigar o impacto da desnervacgao
sino-aortica (DSA) nas respostas cardiovasculares e termorregulatorias durante o
aquecimento corporal passivo. Nesse experimento, os ratos foram submetidos a
DSA ou cirurgia ficticia como controle (CON) e, apés a recuperacdo dessa cirurgia,
foram implantados um sensor de temperatura na cavidade peritoneal e um cateter
na aorta ascendente. Cada animal foi submetido a duas sessdes experimentais:
repouso em temperatura ambiente temperada (25°C) e exposicdo ao ambiente
quente (35°C) (FIGURA 12).

No segundo experimento, foram avaliados os efeitos induzidos pela DSA no
desempenho fisico e nos ajustes cardiovasculares e termorregulatorios durante o
exercicio com velocidade constante (18m/min; 5% de inclinacédo; até a fadiga). O

exercicio com velocidade constante foi escolhido com o objetivo de promover a
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mesma taxa de producdo de calor nos grupos DSA e controle. A cronologia dos
procedimentos experimentais foi a mesma descrita no experimento 1 (FIGURA 12).

Cateter arterial,
sensor de temperatura e

DSA ou cirurgia ficticia cateter venoso Experimentos
I I 1
Dia 1 Dia 21 Dia 23

FIGURA 12. Cronologia dos procedimentos experimentais realizados no experimento 1 e 2.

O terceiro experimento foi realizado para determinar os efeitos da DSA na
velocidade maxima alcancada durante um teste progressivo em esteira rolante. Além
disso, este experimento permitiu examinar a influéncia dos barorreceptores arteriais
nas respostas cardiovasculares em funcdo da intensidade relativa de exercicio. No
primeiro dia, os ratos foram submetidos a um teste de esfor¢o progressivo. No dia
seguinte, foram submetidos a DSA ou CON. Aproximadamente, trés semanas apos
estes procedimentos, um segundo teste progressivo foi realizado. Estes dois testes
iniciais foram realizados em ambiente temperado (25°C). Apés dois dias, um cateter
foi implantado na aorta ascendente para a medida da pressdo arterial durante o
exercicio. Finalmente, os animais foram submetidos novamente aos testes
progressivos nas duas condi¢cdes ambientais: temperado (25°C) e quente (35°C)
(Figura 13).

Teste progressivo 1 Teste progressivo 2
(Pre-cirurgia) (Pos- cirurgia) Implante de cateter
(25°C) DSAou cirurgia ficticia (25°C) na aorta e na veia jugular
| \ | \
Dia 1 Dia2 Dia 16 Dia 17

Teste progressivo 3

(Pos-canulacbes) Teste progressivo 4
(25°C) (35°C)
\ |
Dia 19 Dia 20

FIGURA 13. Cronologia dos procedimentos experimentais realizados no experimento 3.
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N&o foram utilizados os mesmos animais nos trés experimentos porque nos
Nnossos experimentos prévios ndo foi possivel registrar a pressao arterial pulsatil por
mais de cinco dias ap6s a canulacao da caroétida (PIRES et al., 2007, 2010). Assim,
se cada animal fosse submetido a quatro ou mais situacdes experimentais apos a
canulacdo, ndo teriamos o registro da pressdo arterial em todas as situagdes. No
terceiro experimento ndo foram realizados os testes progressivos pré e pos-cirurgias
(DSA ou CON) no calor. Isso foi baseado em outro estudo do nosso laboratério, no
qual dos sete ratos intactos que foram submetidos a um teste com aumentos
progressivos da velocidade (similar ao teste adotado no terceiro experimento),
quatro animais morreram entre 2 a 24 h apds o teste realizado em temperatura
ambiente de 35°C (dados ndo publicados). Por este mesmo motivo, a ordem dos
exercicios nas diferentes temperaturas ndo foi aleatoria, sendo que o exercicio no
calor foi realizado sempre na Ultima sessdo experimental. Todas as sessoes
experimentais foram realizadas entre 8:00 e 16:00 h, e houve o cuidado de testar

cada animal no mesmo horario do dia.3

2.3 Tratamento dos animais

2.3.1 Anestesia e cuidados pds-operatorios

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia com
ketamina e xilazina (90 e 10,5 mg/kg, respectivamente, intraperitonealmente).
Imediatamente apds todas as cirurgias, os ratos receberam dose profilatica
intramuscular de antibiético (pentabiético, 48000 1U/kg de massa corporal) e uma
injecdo subcutanea de medicacdo analgésica (banamine, 1,1 mg/kg de massa

corporal).

2.3.2 Desnervacao sino-aortica

A desnervacao sino-aortica foi realizada de acordo com o método descrito por
Krieger (1964). Inicialmente, foi realizada uma incisdo na linha média na regido
ventral do pescoco, e 0s musculos esternocleidomastoideos e omo-hidideos

bilaterais foram rebatidos lateralmente para expor as artérias carotidas comuns. Os
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nervos aodrticos foram identificados com o auxilio de um microscopio binocular
cirargico (OPTO FI04, S&o Carlos, SP, BRA), isolados e seccionados bilateralmente.
Os troncos simpaticos foram seccionados bilateralmente abaixo do ganglio simpatico
cervical superior, e 0s nervos laringeos superiores foram também seccionados
bilateralmente o mais proximo possivel da laringe para interromper qualquer
filamento remanescente do nervo aortico. As fibras e os tecidos conectivos das
paredes das carotidas ao redor da regido da bifurcacdo foram retirados em ambos
os lados, e a area foi banhada com uma pequena quantidade de fenol (10%) diluido
em etanol (FIGURA 14).

Desnervagao sino-adrtica cronica (DSA)

Nervo do
Seio carotideo
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Adaptado de Chan et al. (2000)

FIGURA 14. Diagrama esquematico mostrando a localizagdo e as secg¢Bes dos nervos durante a
cirurgia de desnervacgéo sino-adrtica.

Foi dado um intervalo de tempo (aproximadamente 21 dias) para que 0s ratos
recuperassem suas massas corporais pré-operatorias antes de outros
procedimentos cirdrgicos. Como procedimento controle, outro grupo de ratos foi
submetido a uma cirurgia ficticia de desnervacdo. Foi realizada uma incisdo no
pescoco e 0s ganglios e nervos descritos acima foram expostos, entretanto nao

foram seccionados.
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No dia subsequente ao término dos experimentos, foi realizado um teste de
efetividade da barodesnervagao. A sensibilidade barorreflexa foi verificada por meio
da andlise das respostas reflexas cardiacas a aumentos e diminuicdes na pressao
arterial induzidas por injecdes intravenosas de 0,1 mL fenilefrina, um agonista a-
adrenérgico, (1,0-2,5 ug/mL em 0,1 mL de salina) e nitroprussiato de sodio, um

doador de 6xido nitrico, (2-5 ug/mL em 0,1 mL de salina), respectivamente.

2.3.3 Familiarizacdo ao exercicio em esteira rolante

Os animais foram familiarizados a correr em uma esteira rolante para
pequenos animais (Columbus Instruments, OH, EUA, Modular Treadmill) durante 5
dias consecutivos a uma velocidade constante (18 m/min; inclinagcdo de 5%; 5
minutos por dia). Durante as sessdes, o0s ratos foram estimulados a correr por meio
de uma corrente elétrica (0,5 mA; 0,5 mV) sempre que tocassem ou permanecessem
sobre a grade de estimulo elétrico localizada na parte posterior da esteira. Durante
o periodo de familiarizacdo, os ratos correram com um termossensor (Yellow Spring
Instruments - YSI) afixado na cauda. O objetivo da familiarizagdo foi mostrar aos
animais em qual direcdo correr e possibilitar que os mesmos se adaptassem ao

ambiente do experimento.

2.3.4 Implante do cateter arterial e do sensor de temperatura

Apos a Ultima sessao de familiarizacdo, foi implantado um cateter para a
medida da pressédo arterial pulsatil dos ratos. O cateter utilizado foi confeccionado
com tubos de polietileno de diametros (PE50 e PE10; Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) e comprimentos diferentes (7 e 4 cm) soldados por aquecimento. O
cateter foi preenchido com salina heparinizada, constituida de 0,1 mL de heparina
sbédica 25000UI (Liguemine®, Roche, RJ, Brasil) em 20 mL de salina, para evitar
obstrucdo da sua luz e uma de suas extremidades foi ocluida com um pino de aco.
ApoOs a depilacdo da regidao do pescoco foi feita uma incisédo de aproximadamente
0,7 cm neste local, possibilitando o acesso a artéria carotida esquerda. Foi feita uma

incisdo na artéria e o cateter foi inserido na aorta ascendente (3 cm a partir da
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incisédo). ApOs a depilagdo da regido cervical dorsal do animal o cateter foi
exteriorizado na regido cervical e fixado a pele por meio de um fio de sutura,
permitindo livre movimentagéo do animal (PIRES et al., 2007). O cateter foi lavado e
preenchido diariamente com salina heparinizada.

Imediatamente apds a canulacdo arterial, foi implantado um sensor de
temperatura na cavidade peritoneal (Mini-Mitter, Sunriver, OR, EUA, série 3000
VMFH, massa de 2,2 g) para medida da temperatura corporal interna por telemetria.
O sensor foi inserido na cavidade peritoneal por meio de uma incisdo ventral de
aproximadamente 2 cm, seguida de outra incisdo na linha Alba do musculo reto
abdominal, possibilitando o acesso a cavidade peritoneal. Ap6s a insercdo do
sensor, 0 musculo abdominal e a pele foram suturados por meio de uma pequena
incisdo na linha alba. Apds os ratos recuperarem das cirurgias, eles foram

submetidos as sessfes experimentais.

2.3.5 Implante de cateter no atrio direito

Em seguida foi inserido um cateter de silicone (0,59 mm de diametro interno x
0,99 mm de diametro externo) (Ciencor Scientific Ltda, SP, Brasil) aproximadamente
4 cm através da veia jugular direita, até o atrio direito, para a realizacdo das
colheitas de sangue (LIMA et al.,, 1998). A extremidade livre do cateter foi

exterioriado na regido cervical dorsal do animal e fixada ao cateter arterial.

2.4 Exposicao ao calor

Inicialmente, os animais foram mantidos dentro na caixa acrilica da esteira
(com livre movimentacéo) durante 60 minutos em ambiente temperado (25°C). Apés
este periodo de estabilizacdo, os ratos foram mantidos em ambiente temperado
(controle) ou foram submetidos ao aquecimento passivo (35°C) por 60 minutos
adicionais. No protocolo de exposi¢cao ao calor, os ratos foram mantidos em uma
temperatura ambiente de 35°C, alcancada por uma corrente de ar constante, gerada

por um aquecedor portétil (Britania AB1100, BRA) posicionado na frente da esteira.
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As respostas termorregulatérias e cardiovasculares foram medidas durante os 60

minutos finais do repouso no ambiente temperado ou durante a exposi¢cao ao calor.

2.5 Corrida com velocidade constante

No dia dos experimentos, a temperatura dentro da caixa acrilica da esteira foi
mantida constante em 25°C ou 35°C. Um termossensor (YSI Inc., Dayton, OH, USA)
foi fixado na base da cauda (~1 cm) com esparadrapo e o cateter arterial foi
conectado a um transdutor de pressao (Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA),
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados analdgico/digital (MP100, Biopac
Systems). Entdo, os animais foram submetidos ao exercicio com a velocidade da
esteira mantida em 18 m/min e 5% de inclinacao, intensidade de exercicio utilizada
em estudos prévios do laboratério (SOARES et al., 2004; PIRES et al., 2010), que
correspondeu a ~60% da velocidade méxima alcancada durante o teste com
aumentos progressivos da velocidade. A corrida foi realizada até a fadiga, definida
como o ponto no qual os animais ndo foram mais capazes de continuar o exercicio,
permanecendo sobre a grade de estimulo elétrico por ao menos 10 s (WANNER et
al., 2007).

2.6 Corrida com aumentos progressivos da velocidade

No terceiro experimento, foi realizado um teste de exercicio progressivo na
esteira rolante. Nos dois primeiros minutos, os ratos correram a 10 m/min, seguidos
por incrementos de 1 m/min a cada dois minutos até a fadiga. A inclinagéo da esteira
foi mantida em 5% (WANNER et al., 2011).
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2.7 Andlise da variabilidade da pressao arterial sistélica e da frequéncia

cardiaca (modulagcdo autonémica cardiovascular; detalhes em anexo)

2.7.1 Aquisicéo dos parametros cardiovasculares

Durante os experimentos, a pressao arterial pulsatil (PAP) dos ratos foi
medida continuamente e amostrada em uma taxa fixada em 2 kHz. O sinal foi
processado por um software (ACQKNOWLEDGE versédo 3.7.0, Biopac Systems) e

armazenado em disco rigido sob a forma de arquivo de dados (FIGURA 15)
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FIGURA 15. Registro da presséao arterial pulsatil (softwvare ACQKNOWLEDGE) de um rato durante o
repouso em ambiente temperado. A frequéncia de amostragem do software foi mantida em 2 kHz.

2.7.2 Processamento do arquivo de dados cardiovasculares

Os valores da pressdo arterial sistolica (SAP) foram identificados a cada
batimento e o intervalo de pulso (IP) foi definido como o intervalo entre dois picos
sistolicos consecutivos usando uma rotina personalizada (MATLAB 7.8, Mathworks,
Natick, MA, USA). Em seguida, por meio de um algoritmo (seqiéncia de instrucdes

necessarias para realizar uma tarefa) foram calculados os intervalos de tempo entre
0s picos sistélicos (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Pressado arterial em funcdo do niumero de amostras. Um algoritmo desenvolvido no
software MATLAB detectou os picos sistélicos (pontos em azul) no registro da pressao arterial (em
vermelho), os quais foram utilizados para o calculo do intervalo de pulso.

Na sequéncia, os valores espurios foram excluidos. Foram considerados
valores espurios aqueles que eram maiores do que a média acrescidos de dois
desvios padrdo. Uma vez detectados, estes foram substituidos pela média do trecho
analisado (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Grafico dos intervalos entre os picos sistélicos em funcdo do ndmero de amostras
(tacograma). No painel A estd mostrado o tacograma com valores espurios e o painel B mostra o
mesmo tacograma apoés a exclusdo desses valores.

Os valores da presséo arterial sistélica e dos intervalos entre os picos sistolicos a
cada batimento foram gerados em um arquivo do formato .txt. Esses arquivos foram
utilizados posteriormente para a analise da variabilidade cardiovascular do dominio

do tempo e no dominio da frequéncia (FIGURA 18).
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B RO1SHAMREP2S5 - Bloco de notas

Arquivo Editar Formatar Exibir  Ajuda

2. 00050 178. 70035 128.74173
0.00750 178.70035 128.71114
0.24550 178.70035 131.43405
0.40150 178.70035 132.168501
0.55400 178.70035 129,35362
0.70750 178.70035 125,28455
0.86000 178.70035 128.12984
1.01250 178.70035 128.74173
1.16500 178.70035 124.03018
1.32000 178.70035 123.96800
1.47050 158. 50000 125.95763
1.62900 158. 50000 127.18141
1.78750 159.00000 125.559590
1.94650 178.70035 121.64380
2.09950 178. 70035 123.51007
2.25150 178.70035 125.68228
2.40650 159, 00000 127.42617
2.56550 156, 50000 125,55950
2.72200 178.70035 122.13332
2.87630 178.70035 124.67266
3.03200 157.00000 126.29417
3.18900 157, 50000 125.25395
3.34650 178.70035 121.85795
3.50100 178.70035 121. 88855
3.65650 157, 50000 124.82563
3.81400 160, 00000 125.6516%
3.97400 156, 50000 122.28629
4.13050 156. 50000 115.41040
4. 28700 1556, 50000 123.38769
4.44650 1556, 50000 125.46812
4.60600 1&l.00000 123,57128
4.76700 158. 50000 116,83873
4.92550 158. 50000 122.68402
5.08400 164, 00000 125.52704
5.24800 1a67.00000 125.52031
5.41500 159. 00000 122.04153
5.57400 16l. 00000 123.72423
5.73500 162. 50000 126.26358

FIGURA 18. Arquivo com formato .txt gerado através do tacograma construido a partir do registro da
pressao arterial pulsatil. A coluna da esquerda representa o tempo, a coluna do meio representa o
intervalo entre os picos sistdlicos (ms) e a coluna da direita os valores da presséo arterial sistélica
(mmHg).

2.7.3 Andlise da variabilidade cardiovascular no dominio do tempo e no dominio da
frequéncia

Os arquivos .txt com os valores dos intervalos entre os picos sistélicos e da
pressdo arterial sistélica foram lidos no software CARDIOSERIES versdo 1.2. Este
software gera os parametros de variabilidade no dominio do tempo: média, desvio
padréo e variancia (FIGURA 19).
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FIGURA 19. Programa CARDIOSERIES versao 1.2. A tela inicial do programa mostra 0os parametros
da variabilidade no dominio do tempo. O painel superior mostra os valores do intervalo de pulso (ms)
e o painel inferior mostra a pressao arterial sistélica (mmHg) em fun¢éo do tempo (segundos).

Na segunda pagina do software CARDIOSERIES s&o gerados os valores dos

parametros de variabilidade cardiovascular no dominio da frequéncia (FIGURA 20).
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FIGURA 20. Programa CARDIOSERIES versao 1.2. Nos painéis numerados de 1 a 6 (a esquerda),
estao representados os parametros da variabilidade no dominio da frequéncia em segmentos de 512
pontos (Em amarelo; o trecho andlisado € dividido em subtrechos de 512 pontos). Na parte superior e
a direita, estdo representados a taxa de interpolacdo e o tamanho do segmento (Em azul). Logo estao
representadas as larguras das bandas de muito baixa, baixa e alta frequéncia (Em vermelho). Na
parte inferior e a direita, esta representado um grafico da densidade espectral calculada como a
média da densidade dos seis segmentos analisados (Em laranjado). O grafico mostra um pico na
banda de baixa frequéncia e um pico na banda de alta frequéncia. Os dados sao referentes a analise
da variabilidade da frequéncia cardiaca de um rato Wistar durante o repouso em ambiente

temperado.
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Foram realizadas analises no dominio do tempo e da frequéncia em
condi¢des de repouso usando um periodo de 30 minutos selecionados a partir do
registro continuo da pressdo arterial apos a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares. Os valores da presséo arterial sistolica foram utilizados para a
andlise espectral em funcdo da associa¢cdo entre a variabilidade da presséao sistolica
e a funcéo simpatica vasomotora (YOSHIMOTO et al., 2011). Durante o exercicio,
nos utilizamos os registros dos 6 minutos que precederam a interrupgcao do exercicio
(em decorréncia do baixo tempo de corrida dos ratos DSA no ambiente quente [14 *
1 min]).

A densidade espectral foi obtida por meio da transformacao rapida de Fourier
e o tamanho do segmento foi fixado em 512 pontos com 50% de sobreposi¢cdo. Os
componentes espectrais, para as bandas de muito baixa (MBF; 0,0195 — 0,25 Hz; ),
baixa (BF; 0,27 — 0,74 Hz) e alta-frequéncia (AF; 0,76 - 5 Hz) foram avaliadas
usando as larguras de bandas que foram previamente descritas por Cerutti et al.
(1994). Os componentes sao indicadores da atividade autonémica. A variabilidade
dos componentes da pressao arterial sistolica indicam: MBF — atividade simpatica
vascular (Radaelli et al.,, 2006); BF — atividade simpatica vascular (WAKI et al.,
2006); HF — atividade simpatica cardiaca e atividade ventilatéria (YOSHIMOTO et
al., 2011). E, A variabilidade dos componentes da frequéncia cardiaca indicam: MBF
— modulagéo autondmica mediada pelo barorreflexo (DWORKIN e DWORKIN et al.,
2000); BF — modulacédo autondmica mediada pelo barorreflexo (GOLDSTEIN et al.,
2011); HF — atividade parassimpatica cardiaca mediada pelo barreflexo e atividade
ventilatoria (GOLDSTEIN et al., 2011)

2.8 Medidas e calculos

A temperatura intraperitoneal (Tiy) foi estabelecida como um indice da
temperatura corporal interna e foi medida por telemetria. A temperatura da pele da
cauda (Tcauda) foi medida na superficie lateral a ~1cm da base da cauda por meio de
um termossensor. Para a medida da temperatura ambiente, foi fixado um
termoossensor no teto da caixa acrilica da esteira. Os valores da Tiy foram

registrados a cada 10 segundos, enquanto a T.auga € temperatura dentro da esteira
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foram medidas a cada minuto durante as sessbes de repouso e exercicio. Em
funcdo dos resultados obtidos durante o protocolo de exercicio com velocidade
constante, os parametros termorregulatorios ndo foram medidos durante o exercicio
com aumentos progressivos da velocidade.

A pressao arterial média (PAM), pressdo arterial sistolica (SAP), pressao
arterial diastdlica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) foram medidas a partir dos
registros da presséo arterial pulsatil. O duplo produto, um indice do trabalho do
miocardio, foi calculado como PAS-FC/1000.

2.9 Eutanésia dos animais

ApGs o ultimo dia de experimentos, os animais foram eutanasiados por meio de uma

dose letal de anestésico (Ketamina e xilazina; 270 e 31,5 mg/kg, via intra-venosa).

2.10 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média. A
comparacdo da sensibilidade barorreflexa entre os grupos experimentais (DSA vs.
CON) foi realizada por meio do teste t de Student ndo pareado. Os parametros
associados com a variabilidade da pressao arterial e da frequéncia cardiaca e os
indices de desempenho fisico (velocidade maxima na esteira e tempo total de
exercicio) foram comparados por meio de andlise de variancia com dois fatores
(ANOVA). As alteracBes nos ajustes cardiovasculares e termorregulatorios entre 0s
grupos experimentais e ao longo do tempo também foram comparadas por meio de
analise de variancia com dois fatores, com medidas repetidas aplicadas apenas para
o fator tempo. O teste post-hoc Student-Neuman-Keuls foi utilizado para as
comparac¢des mdultiplas. As curvas que descrevem o percentual de ratos correndo
em um dado tempo de exercicio foram comparadas entre 0s grupos e situacoes
experimentais por meio do teste logrank (BLAND e ALTMAN, 2004; WANNER et al.,
2012). O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.
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3. RESULTADOS

A desnervacdo sino-aortica reduziu a sensibilidade barorreflexa tanto a
fenilefrina quanto ao nitroprussiato de sédio em aproximadamente 95% (TABELA 1).
Os ratos submetidos a DSA também apresentaram maior frequéncia cardiaca
durante o repouso e diminuicdo exacerbada da pressdo arterial em resposta a
injecdo de nitroprussiato quando comparados ao grupo controle. Juntas, estas

respostas indicam que a DSA foi efetiva.

TABELA 1

Valores de repouso dos parametros cardiovasculares e da sensibilidade
barorreflexa as inje¢Bes intravenosas de agentes vasoativos em ratos
submetidos a desnervacao sino-adrtica crénica (DSA) ou cirurgia ficticia

(CON).

Parametros CON (n =14) DSA (n=14)
PAM (mmHg) 113+3 112+5

FC (bpm) 358 + 12 426 + 13*
Fenilefrina i.v.

A PAM 36+3 41+ 4
AFC -92+12 -5+ 2%
A FC/A PAM -2,51+0,14 - 0,12 + 0,06**

Nitroprussiato i.v.

A PAM -26+2 - 46 *+ 6*
AFC 68+ 7 3+ 2%k
A FC/IA PAM -2,77£0,32 - 0,10 £ 0,06**

PAM = pressao arterial média; FC = frequéncia cardiaca; Os valores sao
apresentados como média + EPM.*P < 0,01 e **P < 0,001 comparado ao
grupo controle.

3.1 Efeitos da DSA nos ajustes cardiovasculares e termorregulatérios durante

0 repouso em ambiente temperado e quente

Como esperado, o valor médio da pressao arterial média durante o repouso
no ambiente temperado néo foi diferentes entre os dois grupos experimentais. Por

outro lado, a labilidade da pressao arterial inferida pelo calculo do desvio padrao foi
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maior nos animais do grupo DSA quando comparados ao grupo CON (15 = 3 mmHg
vs. 5 £+ 1 mmHg; durante 60 min; P < 0,02; FIGURA 21A). Simultaneamente ao
aumento da variabilidade da pressao arterial induzido pela desnervacdo, a
frequéncia cardiaca foi maior no grupo DSA quando comparado ao grupo CON
durante todo o periodo de repouso (437 + 12 bpm vs. 346 + 17 bpm, no minuto 60; P
< 0,05; FIGURA 21B). A Figura 23 mostra dois registros tipicos de ratos do grupo
DSA e do grupo controle mostra os registros da pressao pulsétil e do intervalo de
pulso durante o repouso nos ambientes temperado e quente.

As temperaturas da pele da cauda e intraperitoneal permaneceram
inalteradas durante todo o periodo de repouso em ambos 0sS grupos experimentais,
embora a variabilidade da temperatura da pele da cauda tenha sido maior nos ratos
DSA comparados aos CON (0,73 + 0,09°C vs. 0,40 + 0,06°C; P < 0,02; FIGURA
21C). As temperaturas ambientais na quais 0s experimentos foram realizados nao
foram diferentes entre os dois grupos experimentais (24,8 £ 0,5°C DSA vs. 24,9 +
0,3°C CON).

Como ilustrado na Figura 22E, a DSA induziu um aumento na presséao arterial
média apos 40 minutos de aguecimento passivo (162 £ 11 mmHg vs. 128 + 4 mmHg;
no minuto 60 de exposicdo ao calor; P < 0,05) e um aumento da labilidade
comparado com o grupo CON (23 £ 3 mmHg vs. 9 £ 2 mmHg; durante 60 min; P <
0,01). Como observado no ambiente temperado, a frequéncia cardiaca dos ratos
DSA persistiu maior do que no grupo CON durante todo o protocolo de aquecimento
passivo (FIGURA 21F), sem alterar sua variacdo ao longo do tempo. A temperatura
da pele da cauda nao foi diferente entre os dois grupos experimentais (FIGURA
21G); entretanto, nos ultimos cinco minutos do protocolo de aquecimento passivo, a
temperatura intraperitoneal foi maior nos animais DSA quando comparados com 0s
controles (39,8 + 0,3°C vs. 39,0 + 0,2°C, no minuto 60; P < 0,05; FIGURA 21H). N&o
foram observadas diferencas na temperatura ambiente quando grupo DSA foi
comparado com o grupo CON (35,1 + 0,5°C DSA vs. 35,4 + 0,3°C CON).
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FIGURA 21. Efeitos da desnervacao sino-aértica (DSA; n = 6) ou cirurgia ficticia (CON; n = 6) na
pressao arterial média (A e E), na frequéncia cardiaca (B e F), na temperatura da pele da cauda (C e
G) e na temperatura intraperitoneal (D e H) de ratos durante o repouso em ambiente temperado
(25°C) e quente (35°C). Os valores sado apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao
grupo CON.
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FIGURA 22. Registros da presséo arterial pulsétil e da freqiiéncia cardiaca de dois ratos conscientes
submetidos a desnervacédo sino-aértica cronica (DSA) e a cirurgia controle (CON), respectivamente,

durante a exposicdo ao ambiente temperado (25° C) e quente (35°C).
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FIGURA 23. Efeitos da desnervacao sino-aértica (DSA; n = 6) ou cirurgia ficticia (CON; n = 6) na
densidade espectral da pressao sistdlica e da frequéncia cardiaca durante o repouso. Os valores sao
apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao grupo CON.
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A Figura 23 apresenta os parametros associados com a variabilidade da
pressao arterial sistolica e da frequéncia cardiaca em repouso tanto nos ratos
desnervados quanto nos controles nos ambientes temperado e quente. Como
inferido pelos valores do desvio padrdao, a DSA aumentou a variabilidade da presséo
arterial sistdlica quando os ratos estavam em repouso. No ambiente temperado, a
densidade espectral do componente MBF da presséo sistolica foi maior nos animais
DSA comparados aos controles, enquanto os componentes MBF e BF do espectro
da variabilidade da frequéncia cardiaca foram diminuidos pela DSA. Durante o
aguecimento passivo, os componentes MBF, BF e AF da variabilidade da pressao
sistdlica foram aumentados pela DSA. Na dire¢do oposta, a densidade espectral dos
componentes MBF e AF do espectro de variabilidade da frequéncia cardiaca foi
menor nos ratos DSA gquando comparados aos controles. A Figura 24 mostra
registros tipicos da densidade espectral da presséo arterial sistélica de dois animais

durante o repouso em ambiente temperado e durante o aguecimento passivo.
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FIGURA 24. Efeitos da desnervagdo sino-adrtica (DSA) ou cirurgia ficticia (CON) na densidade
espectral da pressdo arterial sistolica durante o repouso em ambiente temperado e durante o
aguecimento passivo.
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3.2 Efeitos da DSA no desempenho fisico e nos ajustes cardiovasculares e
termorregulatérios durante o exercicio com velocidade constante nos

ambientes temperado e quente

Como mostrado na Figura 25A, a desnervacéo sino-adrtica reduziu em 56% o
tempo de corrida até a fadiga durante o exercicio com velocidade constante no
ambiente temperado quando comparado com o procedimento controle (29 £ 3 min
vs. 66 £ 11 min; P < 0,01). Como esperado, o desempenho de corrida no ambiente
qguente foi menor tanto no grupo controle quanto no grupo DSA comparado ao
ambiente temperado (reducbes de 52% e 66% para os ratos DSA e CON,
respectivamente). Além disso, o desempenho de corrida dos ratos desnervados foi
menor no ambiente quente quando comparado com o0s ratos controles (14 £ 1 min
vs. 23 £ 2 min; P < 0,001).

Como ilustrado na Figura 25B, quando todos os ratos DSA j& tinham
interrompido o exercicio no ambiente temperado, 45% dos animais CON ainda
estavam correndo. Além disso, quando 62% dos ratos controles ainda se
exercitavam no ambiente quente, todos os animais do grupo DSA ja tinham
interrompido o exercicio. Nao foram observadas diferencas nas massas corporais
dos ratos DSA comparados com o grupo CON (temperado: 319 + 8 g DSA vs. 307 +
99, P =0,32; quente: 322 + 9 g DSAvs. 310+ 9 g, P =0,35).
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FIGURA 25. Efeitos da desnervacdo sino-adrtica (DSA; n = 8) ou cirurgia ficticia (CON; n = 8) sobre
o tempo até a fadiga (A) durante o exercicio com velocidade constante (18m/min; 5% de inclinagdo)
em ratos. Os exercicios foram realizados em ambiente temperado (25,4 + 0,4°C DSA vs. 25,5 + 0,2°C



47

CON) e quente (35,1 £ 0,1°C DSA vs. 35,2 £ 0,2°C CON). Os valores sdo apresentados como média
+ EPM. As curvas que descrevem o percentual de ratos correndo em um dado tempo de exercicio
foram comparadas por meio do teste logrank. + P < 0,05 comparado a situagao temperado. * P < 0,01
comparado ao grupo controle na mesma temperatura. ** P < 0,001 comparado ao grupo controle na
mesma temperatura. O painel B representa as curvas do tempo total de exercicio realizado pelos
ratos DSA ou CON submetidos ao exercicio com velocidade constante nos dois ambientes.

As respostas cardiovasculares durante o exercicio de velocidade constante
estdo ilustradas na Figura 26. Em 25°C a DSA exacerbou os aumentos induzidos
pelo exercicio na pressao arterial média a partir do terceiro minuto (136 £ 4 mmHg
vs. 122 + 2 mmHg, P < 0,05; FIGURA 26A) e na frequéncia cardiaca (527 £ 10 bpm
vs. 490 + 14 bpm, P < 0,05; FIGURA 26B) quando comparados ao grupo controle.
Quanto as respostas termorregulatorias, a temperatura da pele foi maior no grupo
DSA comparado com grupo CON (FIGURA 26C) nos minutos finais do exercicio,
enquanto a temperatura intraperitoneal ndo foi afetada pela DSA (FIGURA 26D). A
Figura 27 mostra dois registros tipicos de ratos do grupo DSA e do grupo controle
mostra 0s registros da pressao pulsétil e do intervalo de pulso durante o exercicio
nos ambientes temperado e quente.

No ambiente quente, a pressdo arterial média e a frequéncia cardiaca
também foram maiores nos ratos desnervados comparados com 0s ratos controles
(pressao arterial média: 157 £ 7 mmHg vs. 127 £ 4 mmHg, no sexto minuto; FIGURA
26E; frequéncia cardiaca: 565 + 9 bpm vs. 503 + 18 bpm, FIGURA 26F; no décimo
minuto de exercicio; P < 0,05). Nao houve diferencas significativas nos aumentos
induzidos pelo exercicio nas temperaturas da pele e intraperitoneal entre 0os grupos
experimentais (FIGURA 26G e H) durante o exercicio. Entretanto, na interrup¢éo do
exercicio, a temperatura intraperitoneal foi menor nos ratos DSA comparados com
0s animais controles (39,9 + 0,4°C vs. 40,9 + 0,1°C; P < 0,05; FIGURA 26H).
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FIGURA 26. Perfil temporal das alteracdes induzidas pelo exercicio na presséo arterial média (A e C),
na frequéncia cardiaca (B e D), na temperatura da pele da cauda (E e G) e na temperatura
intraperitoneal (F e H) em ratos que foram previamente submetidos a desnervacéo sino-aértica (n = 8)
ou cirurgia ficticia como controle (n = 8). Os exercicios foram realizados em ambiente temperado
(25,4 + 0,4°C DSA vs. 25,5 + 0,2°C CON) e quente (35,1 + 0,1°C DSA vs. 35,2 + 0,2°C CON). Os
valores sdo apresentados como média + EPM. Os tempos de exercicio até fadiga séo indicados pelas
barras horizontais. * P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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FIGURA 27. Registros da pressao arterial pulsatil e da freqiiéncia cardiaca de dois ratos conscientes
submetidos a desnervacgéo sino-adrtica cronica (DSA) e a cirurgia controle (CON), respectivamente,
durante o exercicio em ambiente temperado (25° C) e quente (35°C).
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FIGURA 28. Efeitos da desnervacao sino-adrtica (DSA; n = 6) ou cirurgia ficticia (CON; n = 6) na
densidade espectral da presséo sistélica e da frequéncia cardiaca durante o exercicio. Os valores séo
apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao grupo CON.

Como mostrado na Figura 28, a variabilidade da pressao arterial sistélica,
bem como os componentes MBF foram maiores no grupo DSA comparado ao grupo
CON. Por outro lado, tanto a variabilidade da frequéncia cardiaca quanto 0s
componentes espectrais ndo foram afetados pela DSA.
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3.3 Efeitos da DSA no desempenho fisico e nos ajustes cardiovasculares
durante o exercicio com aumentos progressivos na velocidade nos ambientes

temperado e quente

A tabela 4 mostra o efeito das cirurgias (DSA, CON e canulacdes) sobre a
velocidade maxima alcancada pelos ratos. A cirurgia ficticia ndo alterou a velocidade
méaxima de corrida. Por outro lado, a DSA reduziu em aproximadamente 20% a
velocidade méxima alcancada. As canulagfes arterial e venosa ndo modificaram o
desempenho nos dois grupos experimentais.

As massas corporais dos ratos DSA e CON nao foram diferentes ao longo dos
dias nos quais os testes progressivos foram realizados (antes das cirurgias: 299 + 11
g DSA vs. 312 + 6 g CON; ap0s recuperarem das cirurgias: 311 + 14 g DSA vs. 329
+ 13 g CON; ap0s as canulacdes arterial e venosa: 286 + 11 g DSA vs. 309 £ 6 g
CON).

TABELA 2
Alteracdes no desempenho fisico induzidos pela desnervacdo sino-aértica (DSA) ou cirurgia
ficticia (CON) durante os exercicios com aumentos progressivos da velocidade no ambiente
temperado (25°C).

Velocidade maxima (m/min)

Condicao CON (n =6) DSA (n=6)
Antes da DSA ou cirurgia ficticia (CON) 30+1 31+1
ApOs a DSA ou CON 30£1 25+ 1*
Ap6s as canulacgdes arterial e venosa 29+2 24 + 1*

Os valores sdo apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao grupo CON.
" P < 0,05 comparado aos valores antes da DSA ou CON (para 0 mesmo grupo experimental).

Como esperado, ocorreu uma reducao induzida pelo calor no desempenho de
corrida em ambos os grupos experimentais (FIGURA 29). No ambiente quente, os
ratos CON e DSA apresentaram redugdes de 21% e 17% no desempenho quando
comparado ao mesmo exercicio no ambiente temperado, respectivamente. Tanto no
ambiente temperado quanto no calor, a velocidade maxima de corrida foi menor nos
ratos DSA comparados com os ratos CON. A magnitude da reducéo do desempenho
induzida pela DSA nos ambientes temperado e quente (~20%) foi duas vezes maior

do que a variabilidade desse parametro [0 coeficiente de variacdo (CV) no grupo
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CON foi ~6,5% em 25°C e ~7,8% em 35°C]. De acordo com Hopkins et al. (2001),
quando a magnitude da razado sinal/ruido (% de redugcdo no desempenho/CV) for
maior que 2,0, a confiabilidade do teste utilizado para comparar o desempenho fisico
foi elevada. Nos dois ambientes testados, foram encontradas razdes sinal/ruido com
valores maiores que 2,0, indicando um forte efeito da DSA no desempenho de

corrida.
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FIGURA 29. Efeitos da desnervacao sino-adrtica (DSA; n = 8) ou cirurgia ficticia (CON; n = 8) sobre
a velocidade maxima de corrida durante um teste com aumentos progressivos da velocidade da
esteira. Os exercicios foram realizados em ambiente temperado e quente. Os valores sé&o
apresentados como média + EPM. + P < 0,05 comparado a situagdo temperado. * P < 0,01
comparado ao grupo controle na mesma temperatura.

Na Figura 30 estdo apresentados os registros da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca de um rato que representa cada grupo experimental nos
ambientes temperado e quente. O rato submetido a DSA apresentou maiores
variagbes na pressdo arterial média e na frequéncia cardiaca induzidos pelo
exercicio nos dois ambientes avaliados comparado ao rato controle, a despeito da
interrupcdo antecipada do esforco (TABELA 3). A frequéncia cardiaca maxima
registrada durante o exercicio foi maior nos ratos desnervados quando comparados
aos controles (593 = 5 bpm vs. 533 + 13 bpm; P < 0,05; em 25°C). Este efeito
taquicardico induzido pela DSA foi amplificado pelo exercicio no calor (639 £ 6 bpm
vs. 553 + 19 bpm; P < 0,05; em 35°C). Em funcdo da auséncia de efeitos induzidos
pela DSA sobre as variaveis termorregulatérias durante o exercicio com velocidade
constante, estas ndo foram medidas durante o protocolo experimental de exercicio

com aumentos progressivos da velocidade.
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FIGURA 30. Registros representativos da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca de dois ratos
durante o exercicio com aumentos progressivos da velocidade até a fadiga nos ambientes temperado
(25°C) e quente (35°C). Os registros sdo de ratos que foram previamente submetidos a desnervacao
sino-adrtica (DSA) ou cirurgia ficticia (CON).

TABELA 3
Parametros cardiovasculares em ratos submetidos a desnervacéo sino-adrtica (DSA) ou cirurgia ficticia
(CON) durante o exercicio com aumentos progressivos da velocidade em ambiente temperado (25°C) e
guente (35°C).

Temperado Quente
Parametros CON (n =6) DSA (n=6) CON (n =16) DSA (n =6)
A PAM (mmHg) 10+2 22+ 7* 51+4 70 + 8*
A PAS (mmHg) 15+ 2 24+7 59+ 3 67 +7
A PAD (mmHg) 8+3 19+7 52 + 4 71+ 3*
A FC (bpm) 134+ 7 180 + 11* 224 £+ 26 325+ 12*

A = valor no momento da interrup¢éo do exercicio - valor pré-exercicio; PAM = pressao arterial média;
PAS = pressao arterial sistdlica; PAD = pressao arterial diastélica; FC = frequéncia cardiaca
* P < 0,05 em relacdo ao grupo controle.

A Figura 31 mostra as respostas cardiovasculares nos grupos DSA e CON em
funcdo da intensidade relativa do exercicio. A DSA n&o alterou 0 aumento da
pressao sistdlica em funcdo do percentual da velocidade maxima em 25°C (FIGURA
31A). O aumento da frequéncia cardiaca induzido pelo exercicio na esteira foi mais
pronunciado nos animais desnervados a partir de 50% até a interrupcéo do esfor¢o

(FIGURA 31B). Assim, o trabalho do miocardio (como inferido pelo duplo produto) foi
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maior nos ratos DSA comparados aos CON (89 + 4 bpm-mmHg/1000 vs. 77 £ 3
bpm-mmHg/1000, em 100% da velocidade maxima; P < 0,05; FIGURA 30C). No
ambiente guente, a magnitude das respostas da pressao arterial sistdlica e da
frequéncia cardiaca foi maior nos animais DSA quando comparados aos ratos CON
(FIGURA 31D e E) levando ao maior duplo-produto (130 £ 6 bpm-mmHg/1000 vs.
109 = 4 bpm-mmHg/1000 em 100% da velocidade maxima de exercicio; P < 0,05;
FIGURA 30F).
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FIGURA 31. Alteracdes na pressao arterial sistolica (A e D), frequéncia cardiaca (B e E) e duplo
produto (C e F) induzidas pelo exercicio com velocidade progressiva em ratos que foram previamente
submetidos a desnervacao sino-aértica (DSA; n = 6) ou cirurgia ficticia (CON; n = 6). Os valores sao
apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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3.4 Resumo dos resultados principais

Em resumo, nés demonstramos que a baro-deaferentacdo nos ratos 1)
antecipou a fadiga durante o exercicio com velocidade constante nos ambientes
temperado e quente, 2) exacerbou os aumentos da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca, 3) afetou minimamente a regulacédo da temperatura corporal, 4) aumentou
a variabilidade da pressao arterial sem afetar a variabilidade da frequéncia cardiaca,
5) reduziu a capacidade maxima de exercicio medida durante um teste de esforgo
progressivo e 6) produziu resposta cardiovascular exagerada para um dada

intensidade relativa de exercicio.
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4. DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi que a remogé&o dos barorreceptores
arteriais antecipou a fadiga durante o exercicio nos ambientes temperado e quente.
A reducdo do desempenho fisico mediada pela DSA durante os exercicios com
velocidade constante e progressiva ocorreram em paralelo com aumentos no
esforgo cardiovascular e na variabilidade da presséo arterial.

Em detrimento aos efeitos induzidos pela DSA na regulagéo cardiovascular,
0s ajustes termorregulatérios foram minimamente afetados pela remocao das
aferéncias provenientes dos barorreceptores. Portanto, nossos dados demonstraram
que o desempenho fisico nos ambientes temperado e quente depende das
aferéncias dos barorreceptores arteriais e que a antecipacédo da fadiga observada
nos ratos DSA foi possivelmente uma consequéncia das alteragbes no comando
central para o exercicio (inferidas pelas alteracbes da modulacdo autonémica

cardiovascular).

4.1 Respostas induzidas pelo aquecimento passivo

As respostas cardiovasculares dos ratos desnervados foram investigadas
durante o aquecimento passivo, um protocolo experimental no qual a hipertermia é
consequéncia do ganho de calor do ambiente, independente de alteragdes no
metabolismo (KREGEL e GISOLFI, 1990). NO6s observamos que os animais DSA
exibiram aumentos exacerbados da pressdo arterial e da temperatura interna
comparados com 0s animais controles, quando ambos os grupos foram expostos ao
calor (FIGURA 21E-H). Nossos dados estdo de acordo com os resultados prévios do
estudo de Kregel et al. (1990) que demonstraram aumentos de trés a quatro vezes
maiores na pressao arterial e na frequéncia cardiaca nos ratos submetidos a DSA
comparados com 0s ratos controles quando esses foram expostos ao ambiente
guente. Em adicdo, estes autores observaram uma elevacao cinco vezes maior na
concentracdo plasmatica de noradrenalina, indicando maior atividade simpatica.
Nossos dados corroboram esses achados uma vez a remoc¢éo das aferéncias dos

barorreceptores aumentou a densidade espectral dos componentes de muito baixa e
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baixa frequéncia da presséo arterial sistolica (FIGURA 23). Os aumentos nesses
componentes indicam que a atividade simpatica vascular foi maior nos ratos DSA
em resposta ao aquecimento passivo. Esta afirmacdo é sustentada por estudos
prévios mostrando: 1) a infusdo de catecolaminas em ratos conscientes aumenta a
densidade do componente MBF da presséo arterial sistélica, por meio da ativagéo
dos receptores a, (RADAELLI et al., 2006); 2) o aumento da variabilidade da pressao
arterial apos a DSA € atenuado pela injecado intravenosa de um inibidor da
transmisséo simpética ganglionar (DWORKIN et al., 2000). 3) existe uma correlagédo
positiva entre a atividade simpatica lombar e o componente BF da presséo arterial
sistélica de ratos em repouso (WAKI et al., 2006).

Em contraste ao aumento da variabilidade da presséao arterial, foi observada
uma diminuicdo tanto da variabilidade quanto do componente MBF da frequéncia
cardiaca nos ratos DSA durante o aquecimento passivo; resultado semelhante foi
encontrado no estudo de Tang e Dworkin (2009), que encontraram simultaneamente
aumento no componente MBF da pressao arterial e diminuicdo deste componente
no espectro da frequéncia cardiaca. Estes autores concluiram que a efetividade
barorreflexa maxima em modular o sistema autondmico para ajustar a pressao
arterial ocorre na extensdo de muito baixa frequéncia. No presente estudo a DSA
resultou em diminuicdo da variabildade da densidade do espectro da frequéncia
cardiaca. Anteriormente, foi proposto que as oscilacbes do componente de baixa
frequéncia da frequéncia cardiaca sdo geradas pela atividade simpatica cardiaca,
modulada tanto centralmente quanto reflexamente. Entretanto a reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca ap6s a DSA encontrada em estudos prévios,
que foi reproduzida em nosso experimento, mostra que as oscilagcbes dos
componentes espectrais da frequéncia cardiaca sdo geradas predominantemente
por meio da modulagcédo autonémica mediada pela estimulagdo dos barorreceptores.
Esta observacao contribuiu para uma mudancga no conceito de que a variabilidade
da frequéncia cardiaca € uma medida do tbnus simpatico cardiaco para a idéia de
que esta variabilidade é gerada pela modulacéo barorreflexa das vias autonémicas
cardiacas (GOLDSTEIN et al., 2011).

Um achado inédito do presente estudo foi que a atividade simpatica
exacerbada dos ratos DSA é provavelmente especifica a determinados territorios,
uma vez que esta ndo estava aumentada nos vasos da pele, como inferido pela

auséncia de diferencas na temperatura da pele entre os dois grupos (FIGURA 23G).
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Além disso, a hipertermia mais acentuada dos ratos DSA, mostrada previamente por
KREGEL et al. (1990), ndo € uma consequéncia da dissipacado de calor dificultada;
as possiveis explicacOes alternativas (alteracdes na perda de calor por evaporacao,
na termorregulacdo comportamental ou na taxa metabdlica) devem ser verificadas

em experimentos futuros.

4.2 Desempenho fisico, respostas cardiovasculares e termorregulatérias

durante o exercicio com velocidade constante

NOs submetemos 0s animais ao exercicio com velocidade absoluta e
constante para que a poténcia e a producdo de calor (considerando a mesma
eficiéncia mecéanica) gerada pelos animais de ambos o0s grupos fosse elevada a um
mesmo valor. A DSA reduziu o desempenho fisico em 56% no ambiente temperado
e em 39% no ambiente quente (FIGURA 25). Durante esses exercicios, o trabalho
do miocardio e as respostas vasculares foram exacerbadas pela remocdo das
aferéncias barorreflexas. Estes resultados fornecem evidéncias que a
barodesnervacao alterou a interacéo entre a informacao aferente e resposta central
eferente, levando a amplificacdo das respostas cardiovasculares nos ratos DSA
submetidos ao exercicio.

Resultados anteriores demonstraram que a modulacdo das respostas
cardiovasculares durante o exercicio depende do barorreflexo uma vez que a DSA:
1) produz maiores aumentos da pressao arterial tanto em ratos (WAKI et al., 2003)
guanto em humanos (SCHERRER et al., 1990); 2) eliminou a relacdo entre a
pressdo arterial média e a condutancia vascular regional (MARTINEZ-NIEVES et al.,
2000); 3) aumentou a conduténcia vascular iliaca e reduziu a condutancia
mesentérica em ratos (COLLINS et al., 2001). Os barorreceptores limitam o aumento
da pressao arterial por meio da atenuacdo do aumento da atividade simpatica
induzido pela ativagdo do comando central e do reflexo pressor do exercicio. Esta
func@o dos barorreceptores sobre a atividade simpdética foi demonstrada no nosso
estudo quando a DSA aumentou 0os componentes de muito baixa e baixa frequéncia
da pressdo sistdlica no ambiente temperado e de muito baixa frequéncia no

ambiente quente (FIGURA 28). Particularmente durante o exercicio no calor, uma



59

situacdo na qual o fluxo sangiiineo é redistribuido da circulacdo esplancnica e renal
para a pele e musculos (JOHNSON, 2010), estas alteracdes nas respostas podem
explicar o aumento exacerbado da pressao arterial nos ratos DSA.

A falta de efeitos mediados pela DSA na variabilidade da frequéncia cardiaca
durante o exercicio indica que esta € primariamente modulada por mecanismos
centrais, 0s quais estimulam, simultaneamente, os sistemas motor e cardiovascular
(ROWELL e O’LEARY, 1990).

A DSA néo afetou a temperatura interna, entretanto aumentou a dissipacao
cutdnea de calor durante o exercicio com velocidade constante no ambiente
temperado. De fato, em experimentos preliminares, ndés encontramos maior
consumo de oxigénio nos ratos DSA em comparacdo aos ratos CON, indicando
maior producéo de calor (dados em anexo; pag. 71) Portanto, € possivel inferir que a
maior temperatura da cauda nos ratos DSA seja decorrente do maior estimulo
térmico. JA no ambiente quente, a DSA ndo modificou os aumentos das
temperaturas da pele e interna, sugerindo que a producdo de calor tenha sido
semelhante entre 0s grupos.

Uma observacdo importante € que os animais DSA alcancaram menores
velocidades méximas durante o0s exercicios progressivos tanto no ambiente
temperado quanto no calor (FIGURA 29), o que torna o exercicio na velocidade
constante de 18 m/min mais intensa para os ratos DSA comparados com 0s ratos
CON. Portanto, a exacerbacao das respostas cardiovasculares nos ratos DSA pode
ser uma consequéncia da maior intensidade relativa da corrida do que o efeito da
desnervacédo sino-aodrtica por si. Para respondermos essa questdo, né6s medimos as
respostas cardiovasculares durante o exercicio com aumentos progressivos da
velocidade, o que permitiu realizar as analises em funcao da intensidade relativa do

exercicio.

4.3 Desempenho fisico e respostas cardiovasculares durante o exercicio com

aumentos progressivos da velocidade

Como mencionado acima, a DSA reduziu a velocidade maxima alcancada

durante os testes progressivos nas duas condi¢cdes experimentais estudadas. Assim,
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para verificarmos se a DSA de fato alterou o comando central para o sistema
cardiovascular durante o exercicio, as respostas da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca para uma dada intensidade relativa de exercicio foram avaliadas (para esta
analise, os valores registrados na velocidade maxima foram considerados como
100%). NOs observamos que a remocao das aferéncias barorreflexas produziu
maiores aumentos da pressao arterial e da frequéncia cardiaca comparados com o
grupo controle na mesma intensidade relativa do exercicio. Portanto, é razoavel
assumir que a DSA alterou o comando central e consequentemente amplificou as
respostas cardiovasculares ao exercicio.

E importante notar que a remog&o das baroaferéncias aumentou a frequéncia
cardiaca maxima durante os testes progressivos nos ambientes temperado e quente
(FIGURA 31). Esta maior frequéncia cardiaca registrada nos ratos DSA ndo é uma
consequéncia da taquicardia em repouso e reflete um aumento exacerbado induzido

pelo exercicio progressivo (TABELA 5).

4.4 Mecanismos de fadiga

Nosso achado mais importante foi que a remocdo das aferéncias
barorreflexas reduziu o tempo de exercicio até a interrup¢do voluntaria do esforco
(de 20 a 56%) em todas as quatro condi¢cdes experimentais estudadas: exercicios
com velocidade constante e com aumentos progressivos nos ambientes temperado
e quente.

Durante o exercicio com velocidade constante, a redu¢cdo no desempenho
dos ratos DSA foi acompanhada por maiores aumentos na pressao arterial (FIGURA
26A e E) e na frequéncia cardiaca (FIGURA 26B e F). Entretanto, considerando que
os ratos DSA estavam se exercitando em maiores intensidades relativas (% da
velocidade maxima) comparadas aos ratos controles (temperado: 72% DSA vs. 60%
CON; quente; 90% DSA vs. 78% CON), nés ndo podemos correlacionar, sem
ressalvas, a interrupcdo antecipada do esforco a quaisquer das respostas
cardiovasculares exacerbadas; os ratos DSA provavelmente correram menos porque
eles realizaram um esforco mais intenso. Esta limitagdo metodologica foi superada

por meio da realizacdo dos exercicios com aumentos progressivos da velocidade.
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Em comparacdo aos ratos controles no seu esforco méximo, os ratos DSA
alcancaram suas velocidades méximas com maiores valores de pressdo arterial
sistélica, frequéncia cardiaca e duplo produto, embora a poténcia maxima gerada
fosse 20% menor em comparacao aos ratos controles.

Tanto os ratos DSA quanto os controles apresentaram redugdo no
desempenho fisico no calor em comparacdo ao ambiente temperado. Este achado
corrobora estudos mostrando que a capacidade de realizar exercicios no calor é
reduzida (CHEUVRONT et al., 2010). Embora os mecanismos envolvidos nesta
reducdo do desempenho nao sejam totalmente compreendidos (CHEUNG e
SLEIVERT, 2004; CHEUVRONT et al., 2010), existe um corpo de evidéncias que 0s
sistemas termorregulatoério e cardiovascular estdo envolvidos. No ambiente quente o
gradiente de temperatura entre o ambiente e a pele diminui, portanto, &€ necessario
maior fluxo sanguineo na pele para manter a dissipacdo cutanea de calor. Este
ajuste hemodinamico sobrecarrega 0 coracao e nossos resultados estdo de acordo
com estas observacdes: os ratos controles apresentaram diminuicdes no gradiente
entre 0 ambiente e a pele, e maiores aumentos na pressao arterial, na frequéncia
cardiaca e na temperatura interna e da pele induzidos pelo exercicio em 35°C
quando comparados a 25°C (FIGURA 26).

No presente estudo, uma das nossas hipoteses era que a DSA produziria
maior impacto durante o exercicio no calor comparado ao ambiente temperado. Em
contraste, a reducao percentual do tempo de corrida até a interrupcédo do esforco
induzida pela desnervacdo no ambiente quente nao foi diferente quando comparada
ao ambiente temperado, independente do protocolo de exercicio. Nas duas
temperaturas ambiente, os efeitos induzidos pela DSA nos parametros
cardiovasculares ocorreram na mesma direcdo, com 0S aumentos na pressao
arterial, na frequéncia cardiaca e no duplo produto sendo sempre maior nos ratos
DSA. Além disso, a magnitude dos aumentos da variabilidade da pressao arterial no
grupo DSA também néo foi diferente comparando as duas temperaturas ambiente
testadas (FIGURA 28). Portanto, as alteracbes nas respostas cardiovasculares ao
exercicio induzidas pela DSA sdo provavelmente mediados centralmente e
independem da ativagc&o dos termorreceptores internos e da pele.

A temperatura interna dos ratos DSA foi aproximadamente 1°C menor na
interrupcdo do esforco no ambiente quente (FIGURA 26H), indicando que a

contribuicdo dos estimulos térmicos provenientes do interior do corpo para a fadiga
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estava diminuida nos ratos desnervados em comparac¢ao ao grupo controle. Embora
a reducado do desempenho dos ratos DSA possa ter sido parcialmente influenciada
por uma elevada temperatura interna, a alteragdo no controle autondmico
cardiovascular foi, provavelmente, o fator primario associado com a antecipacao da
fadiga nesses animais.

Um modelo recente para explicar os mecanismos de fadiga sugere que a
interacdo entre as vias aferentes provenientes dos receptores periféricos e do
controle antecipatério do comando central, gera uma percep¢do consciente do
esforco, que regula a extensdo da ativacdo dos musculos esqueléticos durante o
exercicio (LAMBERT et al., 2005; NOAKES, 2012). Entretanto, a participacado das
vias aferentes na modulacdo do desempenho fisico ndo € um consenso. Alguns
autores sugerem que a percepcao do esforco é a consequéncia do aumento
progressivo do comando motor central, independente dos sinais aferentes
(MARCORA, 2010). Os presentes achados sugerem a existéncia de um papel
determinante das aferéncias na regulacdo do desempenho. O aumento da
frequéncia cardiaca dos ratos DSA ¢ indicativo que a falta das vias aferentes induziu
um comando central desproporcional a intensidade do esfor¢co, o que aumentou a
percepcao do animal sobre o risco da continuidade do exercicio. Isto fica evidente
quando os ratos realizam o exercicio no ambiente quente, independente do
barorreflexo.

Embora as areas cerebrais envolvidas na geracdo do comando central ndo
sejam bem conhecidas, tem sido demonstrado que regides do diencéfalo caudal ao
mesencéfalo rostral participam deste mecanismo (HAYASHI, 2003). A partir de
estudos mostrando que o comando central cardiovascular estd alterado em
individuos com doenca de Parkinson, condicdo na qual o0s neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo estdo diminuidos (MURATA et al., 1997). O sistema
dopaminérgico mesencefalico € dividido em tres grupos celulares: a substancia
negra, a area tegmentar ventral e o nucleo retrorubral. Existem projecfes da area
tegmentar ventral para o coOrtex cerebral, ganglio basal e hipotdlamo. O seguinte
conjunto de evidéncias indica que a area tegmentar ventral esta envolvida na
geracdo do comando central cardiovascular associada com a atividade motora
espontanea: 1) sua estimulacdo por meio da injecdo de bicuculina aumentou a
atividade simpéatica renal, a pressado arterial, a frequéncia e as descargas no nervo

motor tibial (Nakamoto et al., 2011); 2) o bloqueio com lidocaina interrompeu 0s
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eventos cardiovasculares espontaneos associados com a atividade motora
(MATSUKAWA, 2012); 3) a estimulacdo elétrica induziu vasodilatacdo no leito
vascular femoral de ratos (NAKAMOTO et al., 2011).

4.5 Limitagoes

Nossos resultados, ndo podem demonstrar claramente se os efeitos da desnervagao
no desempenho s&o diretos ou indiretos. E possivel que a DSA tenha provocado
alteracdes morfologicas e funcionais no coracdo, nos vasos e nos érgaos alvo. De
fato, tem sido mostrado que ratos submetidos a DSA apresentam hipertrofia
cardiaca (MIAO e SU, 2002) e remodelamento vascular (FLUES et al., 2011), que
sdo induzidos pelo aumento da variabilidade da pressao arterial (LANFRANCHI e
SOMERS, 2002). Estas alteracdes podem interferir, em alguma extensao, com a
capacidade de exercicio dos ratos. Em contraste, um estudo prévio mostrou que as
vias do tronco encefalico envolvidas na regulacdo da presséo arterial e do ténus
vasomotor simpatico estdo preservadas nos ratos DSA (SCHREIHOFER et al.,
2005). No6s especulamos que, quando os ratos DSA foram testados eles néo
apresentaram qualquer incapacidade cardiovascular grave ou locomotora. Existem
algumas evidéncias sustentando nossa hipétese: os ratos DSA apresentaram
aumentos na temperatura interna induzidos pelo exercicio similares aos ratos
controles, sugerindo que o aumento caracteristico da taxa metabdlica nao foi afetado
pela DSA. Nés também ndo observamos por meio da inspec¢do visual qualquer
alteracdo no modo de correr dos ratos desnervados. Além disso, as respostas
cardiovasculares dos ratos DSA ocorreram sempre na direcdo esperada, embora
numa magnitude maior.

Na literatura, os autores que afirmam que a modulacdo da percepc¢do do
esforco independe da sinalizacéo aferente (MARCORA, 2010), séo contrapostos por
outros mostrando um importante papel das aferéncias periféricas sobre o
desempenho (PIRES et al.,, 2011; NOAKES, 2012). Embora nossos resultados
mostrem a participacdo das aferéncias barorreflexas na regulacdo do desempenho,
eles ndo nos permitem escolher um modelo em detrimento outro, em funcdo das

diferencas metodoldgicas. N6s ndo pudemos testar um possivel efeito da DSA na
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regulacdo da cadéncia e na percepcao do esforco logo no inicio da corrida, que é
uma proposta do modelo de Noakes.

Embora os dados do presente estudo fornecam evidéncias que o comando
central cardiovascular aumentado seja a principal explicacdo para a exacerbacéo do
aumento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca induzidos pela corrida na
esteira, ndés ndo podemos desprezar uma possivel participacdo dos
metaborreceptores nesta resposta. Alteracdes na perfusdo muscular induzidas pela
DSA podem resultar em aumento do estimulo metabdlico e exacerbar a resposta
cardiovascular.

O fato da ordem dos experimentos (temperado vs. quente) n&o ter sido
aleatéria pode ter influenciado em alguma extensdo as comparacfes entre 0sS
ambientes, embora este ndo tenha sido o objetivo principal do estudo, uma vez que
a reducdo do desempenho no calor ja esta bem estabelecida na literatura (PARKIN
et al., 1999; RODRIGUES et al., 2003).
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5. CONCLUSOES

Em conclusédo, auséncia das aferéncias provenientes dos barorreceptores arterais
reduz o desempenho fisico nos ambientes temperado e quente por meio de
alteracées nos ajustes neurais cardiovasculares. Na auséncia das aferéncias, 0s
ratos apresentaram maior variabilidade da pressao arterial e aumentos exacerbados
do trabalho cardiaco, da presséao arterial e da frequéncia cardiaca enquanto estavam
correndo. E provavel que estas alteracdes na modulacdo autondmica cardiovascular
sejam a causa, ao menos parcial, da antecipacdo da interrupcdo do esforco nos
ratos DSA.
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APENDICE A

Breve historico sobre a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca e da

pressao arterial

No presente estudo, a modulacdo autonémica em reposta ao exercicio no calor foi
avaliada por meio da andlise da variabilidade da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca. Os parametros cardiovasculares como a pressao arterial e a freqiéncia
cardiaca variam a cada batimento em funcdo da atividade ritmica do sistema
autonomico (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Eletrocardiograma mostrando as oscilagfes do intervalo de tempo entre os batimentos
cardiacos.

A andlise desta variabilidade tornou-se de grande interesse devido a sua facilidade e
do seu potencial uso clinico. Em 1963, Hon e Lee mostraram que a morte fetal era
precedida por alteracdes no intervalo entre os batimentos cardiacos. Saykrs (1973)
demonstrou a existéncia de ritmos fisioldgicos no sinal da frequéncia cardiaca. Em
1981, Akselrod et al. introduziram a andlise espectral das oscilacbes da frequéncia
cardiaca para quantificar a modulacdo autonémica cardiovascular e mostraram a
existéncia de trés componentes no espectro de frequéncia das oscilacdes no
intervalo de pulso (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Espectro de frequéncia das oscilagcdes da frequéncia cardiaca (a). No espectro estao
demonstrado picos de baixa, média e alta frequéncia. Apds o bloqueio parassimpético os picos de
média e alta frequéncia foram atenuados, permanecendo apenas o pico de baixa frequéncia (b). Apés
0 blogqueio autondmico total os trés picos foram fortemente atenuados. (Retirado de Akselrod et al.,
1981)

Esses componentes foram fortemente atenuados pelo bloqueio autondémico
realizado por meio da infusdo de combinada de glicopirrolato (bloqueador
muscarinico) e de propranolol (antagonista B-adrenérgico). Na ultima década houve
um aumento exponencial de estudos utilizando a analise da variabilidade
cardiovascular para discutir a modulacdo autonémica quando Bigger Jr. et al. (1992)
mostraram que a diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca é um forte
preditor da mortalidade seguindo o infarto agudo do miocardio. Atualmente algumas
relacfes entre a variabilidade da presséao arterial e a modulacdo simpética sdo bem
estabelecidas. Waki et al. (2006) encontraram correlacdo positiva e significativa
entre a atividade simpatica lombar e o componente de baixa freqiiéncia da pressao
arterial sistolica em ratos conscientes, indicando que os valores deste componente
sdo adequados para medir as alteracbes na atividade simpatica vasomotora
(FIGURA 3).
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FIGURA 3. Correlacéo entre a atividade simpatica e o componente de baixa frequéncia (BF) do
espectro da pressdo arterial sistdlica (PAS) em um rato acordado. Uma correlacdo positiva e
significativa entre a atividade simpatica lombar e o BF da PAS indica que os valores do BF sdo uma
medida adequada das alteracdes da atividade simpética vasomotora. (Retirado de Waki et al., 2006).

Radaelli et al. (2006) mostraram que as oscilacdes no componente de muito baixa
frequéncia s&o induzidas pela ligagdo das catecolaminas aos receptores a-
adrenérgicos. Assim, a andlise espectral da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca tem sido utilizada para avaliar a modulacdo autondmica durante varias
condigdes fisiologicas, incluindo o exercicio fisico e exposi¢édo ao calor (BRENNER,
et al. 1998).
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APENDICE B

Efeitos da desnervacéo sino-adrtica cronica sobre o consumo de oxigénio

durante o exercicio com velocidade constante.
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Efeitos da desnervacgéo sino-adrtica (DSA; n = 6) ou cirurgia ficticia (CONTROLE; n = 7) no consumo
de oxigénio de ratos durante o exercicio com velocidade constante (18m/min; 5% de inclinacdo) em
ambiente temperado (25°C). Os valores sédo apresentados como média + EPM. * P < 0,05 comparado
ao grupo controle.
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