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CONSIDERACOES INICIAIS

Historicamente, o grupo de pesquisa do Laboratério de Fisiologia do Exercicio
(LAFIEX), liderado pela professora Ana Cristina Rodrigues Lacerda tem investigado 0s
efeitos do exercicio fisico nas doencas cronicas mais prevalentes (AVELAR et al., 2011a;
AVELAR et al., 2011b; BRAZ et al., 2012; GOMES et al., 2012; GOMES et al., 2014;
SIMAO et al., 2012; TOSSIGE-GOMES et al., 2012). Desta forma, surgiu o interesse em
estudar a Hipertensdo Arterial Sistémica que foi inserida dentro deste contexto por se tratar de
uma doenca crénica comum (WOLF-MAIER et al., 2003) que apresenta alta prevaléncia
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2013).

A escolha do tema desta tese surgiu de hipéteses levantadas previamente no mestrado
que teve como objetivo investigar as respostas cardiovasculares e termorregulatérias de
homens hipertensos durante o exercicio de intensidade moderada e recuperagdo pds-exercicio
fisico. O estudo mostrou que individuos hipertensos apresentam dissipacdo de calor produzido
aprimorada, e, consequentemente, maior resfriamento corporal durante a recuperacdo de
exercicio fisico de intensidade moderado (FONSECA et al., 2015). Dentre as hipoteses que
explicariam os resultados do estudo, destacou-se a contribuicdo do sistema colinérgico
central, resultante da propria hipertensdo arterial sistémica, que poderia ter aumentado a
sudorese via ativacdo autondmica simpatica colinérgica e/ou por meio da modulagéo de outras
vias centrais (serotonérgica, dopaminérgica e noradrenérgica). Promovendo, desta forma,
reducdo do drive simpatico adrenérgico para 0s vasos periféricos, favorecendo maior
conducdo de calor para a periferia e maior dissipacdo de calor em hipertensos. Estes
resultados substanciam dados da literatura que mostraram que a ativacdo colinérgica central
desempenha papel importante na modulacao do ténus simpatico e ativacdo de mecanismos de
dissipacédo de calor (FEHLNER and GORDON, 1985; LIN et al., 1980; PIRES et al., 2007;
PRIMOLA-GOMES et al., 2007), promovendo aumento da temperatura da cauda (FEHLNER
and GORDON, 1985; LIN et al., 1980; PIRES et al., 2007; PRIMOLA-GOMES et al., 2007),
reducdo da temperatura corporal interna e aumento da dissipacdo de calor em ratos Wistar
(PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2009). Além disso, as respostas termorregulatérias induzidas por
estimulagdo colinérgica central sdo dependentes do sistema cardiovascular (PIRES et al.,
2007; PIRES et al., 2010) e parecem ser mediadas primariamente pela ativacdo de
baroaferentes adrticos e carotideos (PIRES et al., 2010), indicando que a dissipacao de calor

cuténea, induzida pela ativacdo central, ndo € um reflexo puramente termorregulatério.



Assim, considerando que:

1) Na hipertensdo arterial ha déficit termorregulatorio possivelmente devido a maior
atividade simpatica cutanea que leva a intolerancia ao calor por atenuacdo dos mecanismos de
vasodilatacdo da cauda (KELLOGG et al., 1998; O'LEARY and WANG, 1994).

2) O fluxo sanguineo da cauda é o principal mecanismo de perda de calor durante o
repouso e exercicio fisico em ratos (SHELLOCK and RUBIN, 1984a; WILSON et al., 1978).

3) O tbnus vasoconstritor € modulado pela atividade barorreflexa (JOHNSON and
GILBEY, 1998; OWENS et al., 2002; RATHNER et al., 2008).

Acreditamos que a estimulacdo colinérgica central, via inje¢do intracerebroventricular
(icv) de fisostigmina (fis), reduziria o tbnus simpatico inerente da hipertensdo, afetando
positivamente o balan¢o de térmico em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) durante o
repouso e exercicio fisico. Assim, a presente tese objetivou verificar a participacdo do sistema
colinérgico central na modulacéo das respostas cardiovasculares e termorregulatérias de ratos

SHR em repouso e durante o exercicio fisico moderado.



RESUMO
Existem evidéncias que a estimulacdo colinérgica central aumenta a dissipacdo de calor em
ratos normotensos como consequéncia de alteracdes cardiovasculares via modulacdo da
atividade barorreflexa. No entanto, ndo ha dados publicados sobre o envolvimento do sistema
colinérgico central nestas respostas em modelo experimental que apresenta alteracdo da
sensibilidade dos barorreceptores e déficit termorregulatério. Assim, o objetivo do presente
estudo foi verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacéo das repostas
cardiovasculares e termorregulatérias durante o repouso e exercicio fisico em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Ratos Wistar machos (n = 33) e SHR (n = 33) foram
implantados com uma canula intracerebroventricular (icv) para injecdes de 2 uL de
fisostigmina (fis) ou solucéo salina (sal). Temperaturas da cauda (Tcuga) € CoOrporal interna
(Tin), pressao arterial sistolica (PAS), frequéncia cardiaca (FC) e taxa metabdlica foram
registradas durante os 60 minutos em que 0s ratos permaneceram em repouso, bem como
durante o exercicio fisico até a fadiga apos inje¢des icv randomizadas. Na situacdo repouso, 0
tratamento com fis iniciou uma sucessao de respostas cardiovasculares e termorregulatorias
que resultaram em aumento da PAS, reducdo da FC e aumento de Tcauga NOS grupos Wistar e
SHR. A magnitude da ativagdo desses mecanismos foi mais intensa no SHR, afetando a Tj, e
melhorando a dissipagdo de calor. Durante o exercicio fisico, o tratamento com fis foi capaz
de modular as repostas cardiovasculares promovendo aumento significativo da PAS, seguido
de bradicardia reflexa em ratos SHR e Wistar. Estas respostas foram mais intensas nos ratos
Wistar. N@o houve diferenga significativa para a Tcayda € Tint N0 grupo SHR fis em relacdo ao
grupo sal. Entretanto, fis impactou positivamente no desempenho fisico. Em conjunto, esses
resultados fornecem evidéncias que, durante a situacdo de repouso, a estimulacgdo colinérgica
central modula as repostas termorregulatérias por meio de mudancas no sistema
cardiovascular de ratos Wistar e SHR, sendo que essas respostas sdo mais acentuadas em ratos
SHR impactando na dissipacdo de calor. Durante o exercicio fisico, a administragdo central de
fis promove alteragdes no sistema cardiovascular de ratos normotensos e hipertensos. Apesar
dessas alteracdes ndo terem sido suficientes para ajustar as respostas termorregulatérias em

ratos SHR, impactaram positivamente no desempenho fisico.

Palavras-chave: fisostigmina, hipertensao, termorregulagdo, pressao arterial, exercicio.



ABSTRACT
There is evidence that central cholinergic stimulation increases heat dissipation in
normotensive rats through changes on the cardiovascular system via modulation of
baroreceptors function. However, there is no published data regarding the involvement of the
central cholinergic system in cardiovascular and thermoregulatory responses in spontaneously
hypertensive rats (SHR), which are animals that possess altered baroreceptor sensitivity and
thermoregulatory deficit. Therefore, the aim of this study was to verify the involvement of the
central cholinergic system in cardiovascular and thermoregulatory adjustments in SHR. Male
Wistar (n = 33) and SHR (n = 33) rats were implanted with an intracerebroventricular (icv)
cannula for injections of 2 uL of physostigmine (phy) or saline (sal) solution. Tail (T;) and
internal body temperatures (Tin), Systolic arterial pressure (SAP), heart rate (HR) and
metabolic rate were registered during 60 minutes while the animals remained at rest and
during exercise until fatigue after randomly receiving the injections. Phy treatment started a
succession of cardiovascular and thermoregulatory responses that resulted in increased SAP,
reduced HR and increased T; in both Wistar and SHR groups. The magnitude of the
activation of these mechanisms seems to be more intense in SHR, even affecting the T, and
improve heat dissipation. During physical exercise, the phy treatment was able to modulate
the cardiovascular responses promoting a significant increase of SAP, followed by reflex
bradycardia in SHR and Wistar rats. These responses were more intense in Wistar rats. There
was no significant difference for Ty and Tiy in the SHR group, however, phy positively
impacted the physical performance. Taken together, these results provide evidence that at rest
the central cholinergic stimulation modulates thermoregulatory responses through changes in
the cardiovascular system of Wistar and SHR rats, and SHR rats presented greater
cardiovascular and thermoregulatory responses than normotensive rats after central
cholinergic stimulation. During physical exercise the central administration of phy promotes
adjustments in the cardiovascular system of normotensive and hypertensive rats. Although
these adjustments were not sufficient to pair the thermoregulatory responses in SHR rats, they

had a positive impact on physical performance.

Keywords: physostigmine, hypertension, thermoregulation, blood pressure, exercise.
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1 INTRODUCAO

1.1 Termorregulacéo

O controle central da termorregulagcdo ocorre principalmente no hipotadlamo. A
ativacdo dos mecanismos responsaveis pela producdo e dissipacdo de calor dependem
principalmente do feedback negativo da temperatura corporal interna, enquanto os sinais
térmicos cutaneos fornecem feedback auxiliar negativo ou positivo, reduzindo o tempo de
resposta do sistema e tornando a temperatura corporal interna mais estadvel (ROMANOVSKY
et al., 2009).

Este controle acontece por meio de processos termorregulatorios efetores
(autondémicos e comportamentais). Em ratos, 0s mecanismos comportamentais incluem
alteragdo da atividade locomotora, ingestdo de alimentos, ajustes posturais, escolha da
temperatura ambiental de preferéncia (GORDON, 1990; NAGASHIMA et al., 2000;
ROMANOVSKY et al., 2002; TANAKA et al., 2003) e espalhamento de saliva sobre o corpo
(SCHWIMMER et al., 2004). Os efetores autondmicos incluem a termogénese induzida ou
ndo por tremor, o controle do tbnus vasomotor cutaneo, assim como a perda evaporativa de
calor pela respiracdo (GORDON, 1990; NAGASHIMA et al., 2000). Além disso, existem
mecanismos de troca “seca” (Newtoniana) e “umida” com o ambiente, sendo que a troca
Newtoniana pode ser facilitada pelos ajustes do ténus vasomotor cutaneo (IUPS, 2001).

O fluxo sanguineo cutaneo constitui importante mecanismo de troca de calor com
ambiente, contribuindo com a regulacéo térmica. Assim, o aumento do fluxo de sangue para a
pele por meio da vasodilatagdo cutanea facilita a dissipacdo de calor a partir do resfriamento
sanguineo na superficie da pele (OOTSUKA and TANAKA, 2015). Anastomoses
arteriovenosas desempenham um papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo cutaneo.
A dilatacdo de anastomoses arteriovenosas reduzem a resisténcia ao fluxo sanguineo,
aumentam o volume vascular cutdneo e, assim, proporcionam mais sangue para a pele
(GRAYSON, 1951; OOTSUKA and TANAKA, 2015).

Em ratos, a dissipacdo de calor ocorre principalmente por meio da vasodilatacdo
cuténea da cauda (GISOLFI et al., 1980), mecanismo responsavel por aproximadamente 25%
da dissipacédo de calor em repouso (YOUNG and DAWSON, 1982). Adicionalmente, a cauda
representa 7% da area de superficie corporal total do rato (GORDON, 1990), sendo
considerada um tecido altamente especializado na troca de calor com o meio ambiente, uma

vez que possui alta vascularizagdo com presenca de anastomoses arteriovenosas permitindo
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modificagbes do fluxo sanguineo em reposta aos estimulos termorregulatorios
(ROMANOVSKY et al., 2002). Além disso, possui uma artéria ventral e duas veias laterais
principais, em que o sangue é direcionado da artéria ventral para as veias laterais através das
anastomoses quando existe a necessidade de dissipar calor (YOUNG and DAWSON, 1982).

O controle do fluxo sanguineo para a cauda é realizado pelo sistema nervoso
autbnomo simpatico (O'LEARY and JOHNSON, 1989), podendo ser ativado a partir da
estimulacdo colinérgica central por meio da modulacdo de barorreceptores arteriais (PIRES et
al., 2010), promovendo aumento da temperatura da cauda de ratos (FEHLNER and
GORDON, 1985; LIN et al., 1980; PIRES et al., 2007; PRIMOLA-GOMES et al., 2007),
reducdo da temperatura corporal interna e aumento da dissipacdo de calor durante o repouso e
exercicio fisico (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2004).

1.2 Termorregulacdo durante o exercicio fisico

Durante o exercicio fisico, as taxas de producdo e dissipacdo de calor apresentam
respostas temporais diferentes, sendo que ocorre aumento imediato na producéo de calor e um
atraso na dissipacdo de calor, de tal modo que a temperatura interna eleva-se rapidamente no
inicio do exercicio (WEBB, 1995). O aquecimento corporal interno excessivo pode induzir o
choque hipertérmico, o qual esta associado ao quadro de endotoxemia, podendo levar a morte
em situacdes extremas (GISOLFI, 2000). Assim, condi¢bes de estresse por agquecimento
corporal no qual podem ocorrer aumentos significativos na quantidade de calor acumulado,
como o exercicio fisico, representam um desafio a homeostasia corporal (GONZALEZ-
ALONSO et al., 2008).

Em roedores, durante a fase inicial do exercicio a producéo de calor aumenta rapidamente
em funcdo do aumento da atividade muscular que induz maior oxidagdo de substratos
energeéticos, resultando em aumento da taxa metabdlica (LACERDA et al., 2006). Além disso,
ocorre reducdo da temperatura da cauda devido a vasoconstriccdo periférica mediada pelo
simpatico (HARTLEY et al., 1972; LACERDA et al., 2005; McALLISTER et al., 1995;
WANNER et al., 2015). Logo, ocorre aumento da temperatura corporal interna em resposta
ao desequilibrio temporario nas taxas de producdo e dissipacdo de calor durante 0s primeiros
minutos de exercicio (LACERDA et al., 2005; LACERDA et al., 2006). Consequentemente, a
temperatura corporal interna aumenta rapidamente até atingir o limiar térmico para a

vasodilatacdo periférica, melhorando assim a dissipagéo de calor (LACERDA et al., 2006). O
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fluxo sanguineo da cauda € responsavel por até 45% dissipacao da producédo de calor em ratos
durante o exercicio (SHELLOCK and RUBIN, 1984b; WILSON et al., 1978). Apos alguns
minutos de exercicio, a temperatura da cauda se estabiliza, as taxas de producéo e dissipacédo
de calor se equilibram, e a temperatura corporal interna atinge um platd (LACERDA et al.,
2005; WANNER et al., 2015). A medida que o exercicio continua, a temperatura corporal
interna segue aumentando lentamente até a fadiga, fazendo com que o animal voluntariamente
cesse 0 exercicio (LACERDA et al., 2005) (figura 1).

Essas respostas se assemelham a repostas termorregulatérias observadas em humanos
(WEBB, 1995).
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Figura 1. Respostas termorregulatérias e metabdlicas de ratos Wistar (n = 6) durante exercicio moderado (18
m.min™, 5% inclinac&o) realizado na esteira até fadiga (temperatura ambiente 21+2 °C). Temperatura da cauda:
Tcauda; Temperatura corporal interna: Tcorporal. Dados sdo apresentados como média + SEM. Aumento

exponencial rapido na taxa metabdlica e na temperatura corporal, seguido de estabilizagcdo com o valor mais alto

atingido no momento da fadiga. Ver texto para mais detalhes. [Adaptado de Lacerda, 2006].
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1.3 Neurotransmissao colinérgica

O sistema colinérgico central constitui uma das vias que participa do controle da
termorregulacdo (FEHLNER and GORDON, 1985). A acetilcolina é o principal
neurotransmissor colinérgico cerebral, que, em conjunto com seus receptores e enzimas
responsaveis por sua sintese, armazenamento e degradacdo, constituem o sistema de

neurotransmissao colinérgica (figura 2).

PostSRs

Figure 2. Representagdo esquematica da neurotransmissdo colinérgica. ACh: acetilcolina; AChE:
acetilcolinesterase; Acetil-CoA: acetil-coenzima A; Ch: colina; ChAT: acetiltransferase; HACHT: transportador
de alta afinidade da colina; M: mitocondrias; PreSRs: receptores pré-sinapticos; PostSRs: receptores pds-
sinapticos; SV: vesiculas sinapticas; VAChT: enzima transportadora vesicular de acetilcolina. Ver texto para
mais detalhes. [Adaptado de Amenta e Taybati, 2008].

A acetilcolina é biossintetizada no citosol do terminal pré-sindptico a partir dos substratos
acetil-coenzima A e colina pela acdo da enzima acetiltransferase (AMENTA and
TAYEBATI, 2008; PRADO et al., 2002). A acetilcolina é armazenada em vesiculas
sinapticas pela acdo da enzima transportadora vesicular de acetilcolina (AMENTA and
TAYEBATI, 2008; DE CASTRO et al., 2009; PRADO et al., 2002; PRADO et al., 2006)
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que, em resposta ao potencial de agdo, se fundem com a membrana plasmética esvaziando seu
contedo na fenda sinaptica por exocitose. A acetilcolina liberada na fenda sinaptica é
hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AMENTA and TAYEBATI, 2008;
HRABOVSKA and KREJCI, 2014) em colina e acetato, sendo que, parte da colina derivada
da hidrélise de acetilcolina é recuperada por um transportador de colina de alta afinidade para
ser utilizada para a sintese de novas moléculas de acetilcolina (AMENTA and TAYEBATI,
2008; PRADO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006).

A fisostigmina (fis), um anticolinesterdsico de acdo central, pode se ligar a
acetilcolinesterase reversivelmente (MATTHEW et al., 1992) bloqueando sua agéo, e assim
permitindo que a acetilcolina permanega por mais tempo na fenda sinaptica (SILMAN and
SUSSMAN, 2005) e ativando o sistema colinérgico.

A fisostigmina é uma amina terciaria (ALDERDICE, 1979) que exerce uma inibigcdo
estéreo-seletiva, agindo como um pseudo substrato e transferindo um residuo de carbamato
para o local ativo da enzima acetilcolinesterase. A funcdo da enzima acetilcolinesterase é
regenerada por hidrolise espontanea (TRIGLLE et al., 1998).

A administracdo intracerebroventricular (icv) de fis tem sido amplamente utilizada para a
compreensdo da resposta termorregulatdria por seus efeitos hipotérmicos (DAMASCENO et
al., 2015; FEHLNER and GORDON, 1985; LIN et al., 1980; PIRES et al., 2007; PIRES et
al., 2010; PRIMOLA-GOMES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2009).

Além disso, as respostas termorregulatérias induzidas por estimulacdo colinérgica
central por meio da fis ocorrem em paralelo as mudancas no sistema cardiovascular (PIRES et
al., 2007). O aumento da temperatura da cauda (Tcuda) Causado por injecdo icv de fis foi
correlacionado com alta pressdo arterial sistolica (PAS) (PIRES et al., 2007). Ha evidéncias
de que as sinapses colinérgicas centrais desempenham um papel importante no controle da
funcdo neural cardiovascular. Ainda, segundo Pires e colaboradores (2010), o efeito
hipertensivo da ativacdo colinérgica central promove maior ativacdo de barorreceptores
carotideos que parecem estar diretamente relacionados ao aumento da dissipacdo de calor

induzido pela estimulacdo colinérgica central.

1.4 Barorreceptores carotideos

Os barorreceptores arteriais tem a funcao primaria em curto prazo de corrigir alteragdes e
oscilagbes da pressdo arterial (PA) (COLLINS et al., 2001; MICHELINI et al., 2015),
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modificando o fluxo simpético e parassimpatico (MICHELINI et al., 2015), que resulta em
respostas apropriadas de controle do débito cardiaco e resisténcia vascular periférica para
manter a pressao em valores normais (COLLINS et al., 2001; MICHELINI et al., 2015).

Ao contrério do que acontece em repouso, em que aumentos na PA sdo acompanhados de
bradicardia reflexa e vasodilatacdo, durante o exercicio ocorre aumento simultaneo da PA e
da frequéncia cardiaca (FC), aumentando o aporte sanguineo para a musculatura ativa,
fornecendo o oxigénio necessario e suprimento de glicose para as contracbes musculares
(KOGA et al., 2014). Esse controle ocorre devido ao reajuste do barorreflexo em um maior

valor de PA, ou seja, um novo ponto de ajuste (figura 3).

Hipotalamo (PVN)

L Baro
aferentes

FC, b/min

PAM, mmHg

Figura 3. Interacdo entre barorreceptores arteriais, reflexo pressor do exercicio fisico (EPR) e vias hipotalamicas
vasopressinérgicas (\VP) que se projetam para os neurénios de segunda ordem no ndcleo do trato solitario (NTS).
Durante o exercicio, ambos EPR (por meio de projecdo GABAérgica) e VP (por meio de uma sinapse inibitéria
axo-axonal) inibem parcialmente aferentes barorreceptores, limitando o grau de baroinibi¢do do coracdo durante
aumento da pressdo arterial. Estes efeitos induzidos pelo exercicio reajustam instantaneamente a funcdo do
barorreflexo (esquerda). Em azul: vias glutamatérgicas excitatérias; laranja: vias inibitorias GABAérgicas; rosa:
projecGes vasopressinérgicas descendentes; verde: atividade do sistema nervoso parassimpatico (PSNA);
vermelho: atividade nervosa simpatica (SNA) para o cora¢do; CVLM: bulbo ventrolateral caudal; RVLM: bulbo
ventrolateral rostral; NA: nucleo ambiguo; DMV: nucleo motor dorsal do vago; FC: frequéncia cardiaca. Ver

texto para mais detalhes. [Adaptado de Michelini et al., 2015].

A ativacdo dos barorreceptores durante 0 aumento transiente de PA em repouso promove

forte excitagdo de neurdnios de segunda ordem, localizados no nucleo do trato solitario
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(NTS), resultando em aumento da saida vagal (por meio da ativacdo dos neurbnios pré-
ganglionares parassimpaticos localizados no nucleo motor dorsal do vago [DMV] e nicleo
ambiguo [NA]). Paralelamente, ocorre a retirada da atividade do sistema tonus simpatico para
0 coracdo e vasos sanguineos, mediada pela ativacdo de neurbnios GABAE€rgicos que se
projetam a partir da bulbo ventrolateral caudal (CVLM) para neur6nios simpaticos localizados
no bulbo ventrolateral rostral (RVLM), levando a bradicardia.

Durante o exercicio, ha uma ativacdo simultanea de projecdes aferentes para 0s neurénios
de segunda ordem dentro do NTS que se originam a partir dos barorreceptores arteriais, bem
como a partir dos receptores do musculo esquelético (EPR) e eferéncias do ndcleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN). A ativacdo simultanea da via ascendente, por meio do
feedback neural dos EPR, e descendente, por meio da entrada neural no PVN durante um
aumento da pressdo induzido pelo exercicio, inibe parcialmente a ativacdo mediada pelos
barorreceptores em neurdnios de segunda ordem no NTS, reduzindo, assim, tanto a saida
vagal, quanto a retirada simpética para o coracdo e os vasos. Estes efeitos induzidos pelo
exercicio reajustam instantaneamente a funcdo do barorreflexo para um novo ponto de ajuste
(MICHELINI et al., 2015).

Ha evidéncias de que a estimulacdo colinérgica central, por meio da administracdo de
fis no ventriculo lateral, aumenta a PA de ratos Wistar, seguido de reducdo ou atenuacgdo do
aumento da FC durante o exercicio fisico, indicando ativacdo do barorreflexo (PIRES et al.,
2007; PIRES et al., 2010). Estas respostas também foram observadas em repouso. Além
disso, segundo Pires e colaboradores (2007 e 2010), essas repostas foram acompanhadas de
aumento da vasodilatacdo da cauda e posterior reducdo na temperatura corporal interna. Isto
indica que a estimulacdo do sistema colinérgico central modula a perda de calor
especialmente por meio do aumento da pressao sanguinea, que promove maior ativacdo dos
barorreceptores arteriais, indicando que a dissipacao de calor cutanea, induzida por fis, ndo é
um reflexo puramente termorregulatério.

No entanto, ndo h& dados publicados sobre o envolvimento do sistema colinérgico
central nas respostas termorregulatérias e cardiovasculares em modelo experimental de
hipertensdo arterial que apresenta deficit termorregulatério e alteracdo da sensibilidade dos

barorreceptores.

1.5 Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
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O Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR), modelo animal amplamente utilizado
para o estudo da hipertensdo essencial, (KAI et al., 2009; PINTO et al., 1998a), apresenta
sensibilidade alterada dos barorreceptores (YAMAMOTO and CLINE, 1987) e hiperatividade
simpética (JUDY et al., 1976). Assim, esses ratos apresentam deficiéncia na manutencédo do
equilibrio térmico (CAMPOS et al., 2014a), possivelmente devido a maior atividade
simpatica que atenua os mecanismos de vasodilatacdo da cauda (O'LEARY and WANG,
1994).

A hipertens@o inicia seu desenvolvimento em idade jovem (TRIPPODO and
FROHLICH, 1981) e aumenta progressivamente com o0 avango da idade (PINTO et al.,
1998b). A pressdo sanguinea comeca aumentar por volta da 5 ou 62 semanas de idade, sendo
considerados hipertensos entre a 7% e a 152 semana, com aumento progressivo da pressao
sistdlica até atingir 180 — 200 mmHg (PINTO et al., 1998a). Entre 40 e 50 semanas de idade,
0 SHR desenvolve caracteristicas de doenca cardiovascular, tais como hipertrofia cardiaca e
vascular (CONRAD et al., 1995), insuficiéncia cardiaca e disfuncdo renal (CONRAD et al.,
1991; KOMATSU et al., 1995).

Além disso, o SHR apresenta outras similaridades com humanos hipertensos
(OKAMOTO and AOKI, 1963), incluindo hiper-responsividade simpatoadrenal e
cardiovascular a estimulos estressantes (FOLKOW, 1982; TRIPPODO and FROHLICH,
1981), aumento da resisténcia periférica total associada a um débito cardiaco normal, bem
como atividade simpatica aumentada (TRIPPODO and FROHLICH, 1981).

Adicionalmente, ratos SHR e individuos hipertensos apresentam aumento da
variabilidade da PA (FRIBERG et al., 1988; VIRTANEN et al., 2003), sendo que a
variabilidade da PA aumenta quanto mais grave a hipertensdo arterial sisttmica (MANCIA et
al., 1983). De acordo com a literatura vigente, o fator determinante que influencia uma maior
variabilidade da PA parece ser a menor sensibilidade dos barorreceptores (Floras et al., 1988;
Irigoyen and Krieger, 1998). A variabilidade dos componentes da PA indica atividade
simpatica vascular para o componente muito baixa frequéncia (VLF) (RADAELLI et al.,
2006), bem como para o componente de baixa frequéncia (LF) (WAKI et al., 2006) e
atividade simpaética cardiaca para o componente de alta frequéncia (HF) (YOSHIMOTO et
al., 2011). Para a variabilidade dos componentes da FC, os componentes VLF e LF indicam
modulacdo autondmica mediada pelo barorreflexo (DWORKIN et al., 2000; GOLDSTEIN et
al., 2011) e o componente HF indica atividade parassimpatica cardiaca mediada pelo
barreflexo e atividade ventilatéria (GOLDSTEIN et al., 2011). Estes componentes podem ser

utilizados como indicadores da atividade autondmica em varias condicdes fisioldgicas
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(BRENNER et al., 1998). Diminuigdo na variabilidade da FC tem sido relatada em individuos
hipertensos (HUIKURI et al., 1996; LANGEWITZ et al., 1994; LIAO et al., 1996; SINGH et
al., 1998; VIRTANEN et al., 2003). Ao encontro desses achados, ratos normotensos com
denervacdo sino-adrtica apresentaram reducdo da variabilidade da FC, especialmente do
componente VLF (PIRES et al., 2013; TANG and DWORKIN, 2009). Segundo Tang e
Dworkin (2009), a efetividade barorreflexa maxima em modular o sistema autonémico para
ajustar a PA ocorre na extensdo de muito baixa frequéncia. Assim, a analise da variabilidade
da PA e FC tornou-se de grande relevancia devido a sua facilidade de aplicacdo por ser um
método ndo invasivo e seu potencial uso clinico (PIRES et al., 2013).

Em adicdo, o SHR apresenta grande sensibilidade & estimulagdo colinérgica central
(BUCCAFUSCO and SPECTOR, 1980; BUCCAFUSCO et al., 1990; HOFFMAN et al.,
1978; KUBO and TATSUMI, 1979; MAKARI et al., 1989) devido a modificacBes centrais
em termos de receptores e enzimas (LAZARTIGUES et al., 1999). A sensibilidade a
estimulagdo colinérgica central € demonstrada ap6s administracdo intravenosa do inibidor de
colinesterase de acdo central, fis, que evoca aumento na resposta hipertensiva no SHR
(BUCCAFUSCO AND SPECTOR, 1980; BUCCAFUSCO et al., 1990; KUBO and
TATSUMI, 1979; MAKARI et al., 1989).

Estudo anterior mostrou que o aumento da PAS induzida por fis pode modular as
respostas termorregulatorias de dissipacdo de calor (PIRES et al., 2007) por meio de
mecanismos ndo termorregulatorios, mediados possivelmente por ativacdo de baroaferentes
carotideos e adrticos em ratos normotensos (PIRES et al., 2010). Alem disso, a estimulacdo
colinérgica foi capaz de aumentar a variabilidade da FC e sensibilidade barorreflexa em ratos
Wistar (SOARES et al., 2004b). Entretanto, até 0 momento, ndo h4 dados publicados sobre o
envolvimento o sistema colinérgico central na modulacdo das repostas cardiovasculares e
termorregulatérias em modelo que apresenta sensibilidade alterada dos barorreceptores e

déficit termorregulatério durante o repouso e exercicio fisico realizado até a fadiga.

2 JUSTIFICATIVA

A hipertensdo arterial € um problema comum e importante de saude publica mundial
(WOLF-MAIER et al., 2003). No Brasil, a hipertensdo arterial sistémica atinge 24,3% da
populacdo adulta, podendo chegar a 59,2% ap6s os 65 anos de idade (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2013).
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O rato SHR tem sido amplamente utilizado como um modelo animal para o estudo da
hipertensdo essencial humana por apresentar diversas similaridades com a hipertensao
humana (OKAMOTO and AOKI, 1963; TRIPPODO and FROHLICH, 1981), incluindo
alteracdo da sensibilidade dos barorreceptores arteriais (YAMAMOTO and CLINE, 1987) e
hiperatividade simpatica (JUDY et al., 1976). Assim, os ratos SHR apresentam deficiéncia na
manutencdo da homeostase térmica (CAMPOS et al., 2014a), possivelmente devido a maior
atividade simpatica que leva a atenuacdo dos mecanismos de vasodilatacdo da cauda
(O'LEARY and WANG, 1994). O fluxo sanguineo da cauda é o principal mecanismo de
perda de calor em ratos (SHELLOCK AND RUBIN, 1984a; WILSON et al., 1978) e pode ser
modulado pela atividade simpatica adrenérgica (O'LEARY et al., 1985).

A estimulacdo colinérgica central por meio da injecdo icv de fis aumenta o fluxo
sanguineo da cauda do animal (FEHLNER and GORDON, 1985; LIN et al.,, 1980;
PRIMOLA-GOMES et al., 2007) e promove aumento da dissipacdo de calor durante o
repouso em ratos Wistar (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; PRIMOLA-GOMES et al.,
2007) e atenua a hipertermia induzida pelo exercicio fisico (PIRES et al., 2007; PIRES et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2004). Além disso, as respostas termorregulatérias induzidas pela
estimulagdo colinérgica central sdo dependentes do sistema cardiovascular (PIRES et al.,
2007; PIRES et al.,, 2010) e parecem ser mediadas primariamente pela ativacdo de
baroaferentes aorticos e carotideos (PIRES et al., 2010).

Assim, uma vez que a maior atividade simpatica observada em SHR parece levar a
intolerancia ao calor, diminuindo a dissipacdo de calor por meio de mecanismos de
vasodilatacdo da cauda (O'LEARY e WANG 1994, KELLOGG et al., 1998), acreditamos que
a estimulacdo colinérgica central via injecdo icv de fis reduziria o tbnus simpético inerente da
hipertensdo, afetando positivamente o balanco de calor em ratos SHR durante o repouso e
exercicio fisico na esteira até fadiga.

Essa hipotese baseia-se em evidéncias de que: 1) a estimulacdo colinérgica central por
fis modula as respostas termorregulatdrias de dissipacdo de calor por meio de mudangas no
sistema cardiovascular (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008);
2) a regulacdo da temperatura corporal interna pode ser modulada pela ativacdo dos
barorreceptores arteriais (PIRES et al., 2010); 3) existem evidéncias que o tdnus simpatico
cutaneo € modulado pela atividade barorreflexa (JOHNSON and GILBEY, 1998; OWENS et
al., 2002; RATHNER et al., 2008); 4) o sistema colinérgico central influéncia a resposta
pressorica e, consequentemente, a perda de calor por meio do aumento da temperatura da
cauda (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010); 5) ratos SHR apresentam maior sensibilidade
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a estimulacdo colinérgica central devido a modificagfes centrais em termos de receptores e
enzimas (LAZARTIGUES et al., 1999) (figura 4).

Déficit —
termorreculatérioe |- SHR Fisostigmina
sensibilidade alterada
dos barorreceptores + +
AdaptacGes centrais Sistema
(7 sensibilidade do sistema colmérgico
colinérgico central) central
e ++ ++ -
Resposta pressorica ——— Barorretlexo | |FC
++ \
| Bradicardia
Redugio tonus reflexa
simpatico cutaneo
++
Desempenho | ++ Dissipagdode | ++ Vasodilatagio da
fisico ' calor ' cauda

Figura 4: Desenho esquematico da hipétese.

Apesar de varios autores terem investigado os efeitos da estimulagdo colinérgica
central nas repostas termorregulatérias (DAMASCENO et al., 2015; PRIMOLA-GOMES et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009;
WANNER et al., 2007) e cardiovasculares (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010), nenhum
estudo até o momento verificou o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacéo
das respostas cardiovasculares e, consequentemente, nas repostas termorregulatorias em ratos
SHR.

Além disso, estudos com modelo animal tém sido amplamente realizados para melhor
compreender as vias centrais envolvidas com o balango térmico durante repouso e exercicio
fisico na esteira rolante (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; PRIMOLA-GOMES et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2009; WANNER et al., 2007). Apesar de algumas restricfes, 0s

resultados encontrados em estudos com modelo animal podem ser aplicados para o
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entendimento em seres humanos. Estes estudos séo fundamentais para se avaliar questdes que
exigem a utilizacdo de métodos invasivos, conferindo maior validade aos estudos realizados
com ratos. Assim, acreditamos que os resultados encontrados possibilitardo um entendimento
mais global acerca do controle termorregulatorio e cardiovascular na hipertensdo arterial em

repouso e durante o desafio pelo exercicio fisico.

3 HIPOTESE

Em ratos SHR, a estimulagdo colinérgica central via inje¢do icv de fis reduziria o
tdnus simpético inerente a hipertensdo, por meio de mudangas no sistema cardiovascular
(aumento da resposta pressorica e bradicardia reflexa), modulando positivamente o balanco de
calor (aumento da temperatura da cauda e maior dissipacdo de calor) durante o repouso.
Durante o desafio pelo exercicio fisico na esteira até fadiga, a estimulag&o colinérgica central
promoveria ajustes similares ao repouso que impactariam positivamente no desempenho

fisico.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacdo das respostas
cardiovasculares e termorregulatorias em repouso e durante exercicio fisico realizado até a

fadiga em ratos SHR.

4.2 Objetivos especificos
% Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulagdo das respostas
termorregulatérias (Tcaga © Tint), cardiovasculares (PA e FC) e no consumo de
oxigénio (VO;) em repouso em ratos SHR e ratos Wistar.

% Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulagdo das respostas
termorregulatérias (Tcaga © Tint), cardiovasculares (PA e FC) e no consumo de
oxigénio (VO,) induzido pelo exercicio fisico moderado até a fadiga em ratos SHR e

ratos Wistar.
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Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Protocolo

Numero 039/2014) (anexo 1).

Foram realizados quatro experimentos: 1) o primeiro foi realizado para verificar o

envolvimento do sistema colinérgico central na modulagdo das repostas cardiovasculares e

termorregulatérios em situacdo de repouso; 2) o segundo verificou o envolvimento do sistema

colinérgico central na modulacdo da taxa metabdlica em situacdo de repouso; 3) o terceiro foi

realizado para verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacdo das

repostas cardiovasculares e termorregulatorios durante o exercicio fisico; 4) o ultimo

experimento foi realizado para verificar a participacdo do sistema colinérgico central na

modulacdo taxa metabolica durante o exercicio fisico (figura 5).

Verificar a participagao do sistema colinérgica central na modulagao das
respostas cardiovasculares, termorregulatorias e metabolicas de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR).

[
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modulagéo das repostas
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SHR.
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fadiga em ratos SHR.
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Figura 5: Figura representativa das sequéncias experimentais do presente estudo.
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5.1 Similaridades entre os experimentos

Os procedimentos que foram comuns entre 0s experimentos sdo descritos a seguir:

5.1.1 Animais

Inicialmente foram utilizados 77 ratos Wistar e 63 ratos SHR, totalizando 140 ratos.
Destes ratos, 66 animais (47,14% da amostra total) finalizaram o0s experimentos sem
intercorréncia e tiveram seus dados posteriormente analisados. A perda de animais ocorreu
por varios motivos: a) posicionamento da canula fora do ventriculo lateral direito, confirmada
pela auséncia da queda na coluna de liquido dentro da pipeta, b) rompimento da cardtida
durante a cirurgia, ¢) mau funcionamento da canula arterial no dia do experimento, d) ratos
gue nao retornaram ao peso apds as cirurgias, €) ratos que ndo correram no dia do
experimento e f) ratos que nao apresentaram estado hipertensivo.

Antes das cirurgias, os animais foram mantidos coletivamente em caixas de
polipropileno (até 5 ratos por caixa) e ap0s as cirurgias foram transferidos para caixas
individuais. Os ratos permaneceram sob um ciclo claro/escuro de 12-12 h com temperatura
22°C + 2°C e tiveram livre acesso a agua e racéo.

Foram utilizados ratos com 16 semanas de idade, uma vez que o desenvolvimento da
hipertensdo no SHR ¢ dependente da idade (CAMPOS et al., 2014b; HOM et al., 2007).

5.1.2 Pletismografia de cauda

Para confirmacdo do estado hipertensivo dos animais SHR, a PAS foi mensurada antes
do inicio dos experimentos por meio da pletismografia de cauda (ADInstruments,
MLT1025R, Plethysmograph, PowerLab, Spain). Foram incluidos nos experimentos aqueles
que apresentaram PAS > 150 mmHg (OKAMOTO and AOKI, 1963).

5.1.3 Procedimentos cirdrgicos

Os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia com ketamina-Xilazina

(116 e 6 mg/kg respectivamente intraperitonealmente). Além disso, antes dos procedimentos
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cirdrgicos os ratos receberam uma dose profilatica de antibidtico (Pentabiotico veterinario,
24000 1U/ kg peso corporal).  (Pires et al., 2010). Analgesia pds-operatoria foi fornecida
assim que acordaram da anestesia (Fluxina Meglumina, 1,1mg/kg peso corporal) (PIRES et
al., 2010).

5.1.4 Canulacéo intracerebroventricular

Para o implante da céanula intracerebroventricular (16 mm de comprimento; 0,6 mm de
diametro interno; 0,7 de diametro externo), foi realizada tricotomia na porcdo superior da
cabeca e apds assepsia local foi realizada uma incisdo longitudinal na pele e no tecido
subcutaneo. Em seguida, foi injetado 0,5 mL de anestésico local e vasoconstritor (cloridrato
de lidocaina 2% e adrenalina 1:200.000; DFL, RJ, Brasil) no peridsteo, permitindo seu
afastamento e remocao da superficie do cranio. Os ratos foram fixados no estereotaxico para
pequenos animais (Stoelting CO, Wood Dale, United States) e submetidos a craneotomia, na
qual foram feitos 3 incisdes. Em duas incisdes foram fixados parafusos de relojoeiro. Na
outra, a canula foi posicionada no ventriculo lateral direito de acordo com as coordenadas: AP
=-0,7mm; ML =-1,5mm; DV = - 4,0 mm (PAXINOS and WATSON, 2007). A canula foi
fixada aos parafusos e a superficie do cranio com resina acrilica auto-polimerizante (Dental
Vipi Flash, SP, Brasil). Para evitar o entupimento da cénula, foi colocado na extremidade
externa mandril de polietileno com fio de a¢o de tamanho correspondente ao comprimento de
cada cénula. O correto posicionamento da canula guia no ventriculo lateral foi verificado pela
queda na coluna de liquido dentro da pipeta (ANTUNES-RODRIGUES and McCANN, 1970;
PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010). Todos os animais recuperaram 0 peso corporal

durante pelo menos uma semana antes de serem submetidas ao protocolo experimental.

5.1.5 Canulacéo arterial

Para o registro da pressdo arterial pulsatil foi implantado um cateter na aorta
ascendente via artéria carétida esquerda (figura 6A). 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 2,5 cm) soldados por aquecimento. O cateter foi
preenchido com salina heparinizada, constituida de 0,1 mL de heparina sodica 25000Ul

(Liquemine®, Roche, RJ, Brasil) em 20 mL de salina e, para evitar obstrucdo da sua luz, uma



32

de suas extremidades foi ocluida com um pino de aco. Apds a depilacdo da regido do pescogo
foi feita uma incisdo 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 incisdo). Apos a depilacdo 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
movimentacdo do animal (figura 6B) (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010). O cateter foi
lavado e preenchido diariamente com salina heparinizada. Foram dados dois dias de
recuperacdo desta cirurgia antes de submeter os ratos ao protocolo experimental (PIRES et al.,
2007; PIRES et al., 2010).

-

Fonte: http://www.jove.com/video/51881/catheterization-carotid-artery-jugular-vein-to-perform-hemodynamic
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Figura 6. Representacdo esquematica da canulacdo arterial. A: Cateter implantado na aorta ascendente via artéria

carétida esquerda. B: Exteriorizacdo do cateter na regido dorsal.

5.1.6 Injecdo no ventriculo cerebral lateral direito

A estimulagdo colinérgica central foi realizada por meio da inje¢ao de 2 pL de solugdo
de fisostigmina (10 x 10 M - Grupo Fis) (Sigma, St. Louis, EUA). Essa concentracéo de fis
foi anteriormente descrita como capaz de induzir influéncia significativa nos parametros
cardiovasculares e termorreguladores durante repouso e exercicio (PIRES et al., 2010). O
mesmo volume de NaCl (0,15 M - Grupo Sal) foi injetado durante a situacdo controle.
Utilizou-se seringa de 5 uL (Hamilton Company, Nevada, EUA) conectada com PE10 (CPL
Medicals, SP, Brasil) a uma agulha injetora com 16,3 mm de comprimento. A injecdo foi
realizada durante 2 minutos para evitar o aumento da pressdo hidrostatica.

Os ratos foram submetidos as condi¢Ges experimentais fis e sal com um intervalo de
48 horas entre os experimentos (PRIMOLA-GOMES et al., 2007) de forma aleatorizada e
balanceada. Os ratos utilizados no grupo exercicio foram diferentes dos ratos utilizados no
grupo repouso. A figura abaixo mostra a sequéncia metodoldgica dos procedimentos para

todos os experimentos (figura 7).

Fleismoarafia Canulacao Experimento Experimento

de Canulacao icv Familiarizagao arterial S5l ou Eis Sal ou Fis
cauda
>
01 02 07 10 12 14

Tempo (dias)

Figura 7. Sequéncia metodoldgica dos experimentos.

4.1.7 Controle de temperatura

A temperatura ambiente proxima aos animais (dentro da esteira e caixas) foi

monitorada e mantida a 22°C £ 1°C durante todos os procedimentos experimentais.
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6 ESTUDO 1

Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulagdo das respostas
cardiovasculares, termorregulatorias e taxa metabdlica durante o repouso em ratos
SHR.

6.1 Experimento 1: Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacao

das respostas cardiovasculares e termorregulatorias durante o repouso em ratos SHR.

6.1.1 Animais

Para a realizacdo deste experimento foram usados ratos Wistar machos (peso = 327,22
* 26,55¢g; PAS = 131,99 + 2,41 mmHg; n = 9) e SHR machos (peso = 243,89 + 5,26g; PAS =
181,95 + 4,37 mmHg; n = 9).

6.1.2 Familiarizagdo com sensores de temperatura

ApOs recuperacdo da estereotaxia, os animais foram familiarizados ao uso dos
sensores de temperatura da pela da cauda e temperatura do colon por 5 minutos durante trés

dias consecutivos.

6.1.3 Protocolo experimental

Apo6s 60 minutos de repouso em gaiolas de polipropileno de dimensdes 27,4 x 16,6 X
12,5cm, os animais receberam injecOes aleatdrias no ventriculo lateral direito de sal ou fis e
permaneceram por mais 60 minutos dentro da caixa para a medida dos parametros

termorregulatérios.
6.1.4 Temperatura corporal interna
A temperatura colbnica (Ti) (°C) foi tomada como indice de temperatura corporal

interna e foi mensurada com teletermémetro (Yellow Springs Instruments 4600, Ohio, USA)

e uma sonda térmica. Os sedimentos fecais foram removidos a partir do colon usando
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massagem externa suave e um termistor foi lubrificado e inserido 6 cm apds o esfincter anal e
preso a cauda (RODRIGUES et al., 2008).

6.1.5 Temperatura da cauda

A temperatura da pele da cauda foi medida por meio de um sensor de temperatura (E-
val Flex M8, Ellab, Hilleroed, Denmark) acoplado a um mostrador digital. O sensor foi
posicionado na porcdo lateral a aproximadamente 2 cm da base da cauda utilizando-se um
esparadrapo impermeavel (CAMPOS et al.,, 2014b; PIRES et al., 2010; YOUNG and
DAWSON, 1982). De acordo com Young e Dawson (1982) esta seria a melhor posicéo para o
sensor, uma vez que a sensibilidade da medida da temperatura da pele da cauda as alteracdes
do fluxo sanguineo é maior neste local e o retorno venoso a partir da cauda, quando 0s vasos
estdo dilatados, € realizado principalmente pelas veias laterais. A Tcauga fOi considerada como
indice do tbnus vasomotor da cauda, ou seja, a magnitude da vasodilatacdo cutanea foi
refletida pela Tcawga (CAMPOS et al., 2014b; LEITE et al., 2012; PIRES et al., 2007;
SHELLOCK and RUBIN, 1984b).

6.1.6 Pressdo arterial e frequéncia cardiaca

A FC e PAS foram derivadas a partir da pressdo arterial pulsatili medida
continuamente por meio de cateter implantado na artéria carétida e conectado ao transdutor de
pressdo que, por sua vez, foi conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados (PowerLab,
ADlInstruments, Spain). O transdutor de presséo foi calibrado semanalmente e foi posicionado
ao lado da caixa, na altura do coracédo do rato. As variaveis cardiovasculares foram calculadas

via software (LabChart reader v8.1.5, ADInstruments, Spain) (figura 8).
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Figura 8. Registro da pressdo arterial pulsatil de um rato Wistar durante o repouso apds receber injecdo icv de
fisostigmina. Software LabChart reader v8.1.5, ADInstruments, Spain. A seta vermelha indica o indica o registro
da pressédo pulsatil. A seta azul indica o registro da pressdo arterial sistélica (PAS) derivada a partir da pressdo
pulsétil e a seta amarela indica o registro da frequéncia cardiaca derivada a partir da pressao pulsatil.

A pressao arterial pulsatil foi amostrada em uma taxa fixada em 2 kHz. Em seguida, 0s
dados foram exportados para o programa Microsoft Excel, onde a fun¢do média aritmética foi
aplicada a cada intervalo de 1 minuto.

6.1.7 Variabilidade da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

Analises no dominio da frequéncia foram realizadas durante os 15 primeiros minutos
do repouso apos injecdo icv de fisostigmina (periodo de principal efeito da fisostigmina).

Para isso, os valores espurios foram excluidos. Foram considerados valores espurios
os valores de PAS e FC maiores do que a média, acrescidos de dois desvios padrdo (PIRES,
2012). Estes valores foram detectados e substituidos pela média do trecho analisado (trecho
de 15 minutos apos injec¢des icv). Na sequéncia, foram gerados arquivos no formato .txt. Em
seguida, esses arquivos foram lidos em software especifico (Cardioseries, v.2.4, Sdo Paulo,

SP, Brasil) que originou os valores da densidade espectral dos componentes espectrais da FC

e PAS no dominio da frequéncia (figura 9).
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Figura 9. Painel do dominio da frequéncia do software Cardioseries. O painel do programa exibe no canto
superior direito (em amarelo), as taxas de interpolacéo e o tamanho do segmento. Logo abaixo, em vermelho sdo
exibidas as larguras de bandas de muito baixa frequéncia (VLF), baixa frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF).
Em verde nos painéis numerados de 1 a 6, estdo representados os parametros da variabilidade no dominio da
frequéncia em segmentos de 512 pontos (o trecho analisado é dividido em subtrechos de 512 pontos). E no canto
inferior direito, o programa exibe o gréafico da densidade espectral calculada como a média da densidade dos seis
segmentos analisados. Os dados exibidos correspondem a analise da variabilidade dos componentes espectrais da

presséo arterial sistélica de um rato Wistar durante o repouso apds receber inje¢édo icv de fisostigmina.

A transformada rapida de Fourier foi utilizada para obter a densidade espectral dos
componentes espectrais da PAS e FC. O tamanho do segmento foi fixado em 512 pontos com
50% de sobreposicdo e 0s componentes espectrais, para as bandas de muito baixa frequéncia
(LVF: 0.0195 — 0.25 Hz), baixa frequéncia (LF: 0.27 — 0.74 Hz) e alta frequéncia (HF: 0.76 -
5 Hz) foram avaliados (CERUTTI et al., 1994; PIRES et al., 2013).

6.2 Experimento 2: Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacao da

taxa metabolica durante o repouso em ratos SHR.
6.2.1 Animais

Foram usados para este experimento ratos Wistar machos (peso = 316,87 £+ 20,91g;
PAS = 125,12 + 3,53 mmHg; n = 8) e SHR machos (peso = 256,25 + 12,09g; PAS = 183,93 £
1,45 mmHg; n = 8) com 16 semanas de idade.

6.2.2 Familiarizagcdo com as camaras metabdlicas

Os ratos foram acomodados e permaneceram individualmente na camara metabolica

12h antes do experimento, onde tiveram livre acesso a agua e ragéao.
6.2.3 Protocolo experimental
Apos 60 minutos de repouso, 0s animais receberam injecdes icv aleatérias no

ventriculo lateral direito de sal ou fis e permaneceram por mais 60 minutos dentro da camara

para a medida da taxa metabdlica de repouso no periodo ap0s a injegao icv.
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6.2.4 Taxa metabdlica

A taxa metabdlica de repouso foi medida por meio do consumo de oxigénio (VO,) e
producdo de didxido de carbono (VCO;). As medidas foram realizadas por calorimetro
indireto (Panlab, Harvard Apparatus, Espanha) acoplado a camara metabdlica (fluxo de ar =
1,0 L/min), local em que os ratos foram acomodados. O sistema foi calibrado semanalmente
com uma mistura conhecida de gases (MELO et al., 2016). O VO, e VCO, foram medidos
continuamente por meio de sistema computadorizado (Metabolism, Panlab, Harvard

Apparatus, Espanha).

6.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como media + erro padrdo. A normalidade das variaveis foi
avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Transformagdes log foram usadas para
normalizar os dados de densidade espectral da FC. Para avaliar os efeitos da estimulagéo
colinérgica central na densidade espectral da PA e FC, bem como os seus efeitos sobre as
variaveis termorregulatorias e cardiovasculares durante os primeiros 15 minutos do repouso
foi usado andlise de varidncia (anova) one-way. Para avaliar os efeitos da estimulacdo
colinérgica central sobre as variaveis termorregulatorias e cardiovasculares em funcdo do
tempo foi usado anova two-way. O post-hoc de Bonferroni foi usado para multiplas
comparagOes. As integradas areas sob a curva (ASC) da Tcauga, PAS e FC foram calculadas
pela regra trapezoidal. A correlagdo entre as variaveis foi avaliada usando o coeficiente de
correlacdo de Pearson e analise de regressdo linear simples foi realizada para predicdo das
variaveis cardiovasculares e termorregulatorias. O nivel de significancia adotado foi de p <

0,05 para todos os testes.

6.4 RESULTADOS

Conforme mostrado na Figura 10A, houve um maior aumento no delta (A) da PAS aos
2 minutos apo6s a injecdo de fis em ratos Wistar comparado ao controle salina. Este aumento
do APAS continuou até o minuto 13 (Wistar sal: 4,52 + 2,02 vs Wistar fis: 32,25 + 5,44 mm
Hg, 2 minutos apos a injecdo icv, p <0,001). O AFC diminuiu do 8° até o 13° minuto apds
injecdo icv de fis em ratos Wistar (Wistar sal: -8,72 + 15,41 vs Wistar fis: -82,37 + 4,72 bpm,
8 minutos apos injecdo icv, p <0,01) (Figura 10B). Além disso, houve aumento no ATcuga

entre 0 9° e 24° minutos apds a administracdo de fis (Wistar sal: -0,48 + 0,42 vs Wistar fis:
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1,95 + 0,74 °C, 9 minutos ap06s a inje¢do icv, p <0,05) (Figura 10C ). Ndo houve mudanga no
ATin (Figura 10D) ou na taxa metabdlica (figura 10E), apds administracdo de fis nos ratos
Wistar.

No grupo SHR, a Figura 10F mostra que houve aumento significativo no APAS do 3°
até o 11° minuto (SHR sal: 4,58 + 5,86 vs SHR fis: 41,96 + 1,34 bpm, 3 minutos apos a
injecdo icv, p <0,001). Essa mudanca foi seguida por redu¢do do AFC a partir do 6° minuto
apos a injecao fis até o 14° minuto de repouso (SHR sal: 59,85 + 29,06 vs SHR fis: -29,86 +
17,69 bpm, 6 minutos ap6s a injecdo icv, p <0,05) (Figura 10G). Apds esta reducdo da FC,
houve aumento acentuado no ATuga, qUe iniciou No 8° minuto e permaneceu até o 19° minuto
(SHR sal: -0,68 £+ 0,61 vs SHR fis: 2,53 + 0,75 °C, 8 minutos ap6s a injecao icv , p <0,05)
(Figura 10H). Além disso, ATjy reduziu a partir do 13° minuto apés injecao icv de fis em
relacdo ao controle sal em ratos SHR, permanecendo reduzido até o 22° minuto de repouso
(SHR sal: 0,17 + 0,13 vs SHR fis: -0,67 + 0,21 °C, 13 minutos apds a injecao icv, p <0,01)
(Figura 101). A Figura 10J mostra que a administracdo central de fis ndo influenciou a taxa
metabolica em ratos SHR.

Mudangas na PAS, PAM, FC, Tcuda € Tint foram avaliados em 3 momentos distintos,
ou seja, imediatamente antes da injecdo icv (pré-icv), no pico da resposta, que representa o
momento em que fis produziu o maior efeito sobre os pardmetros fisioldgicos e 60 minutos
apos a injecao icv, sdo apresentados na tabela 1. Os ratos SHR apresentaram valores de PAS
mais elevados do que os ratos Wistar no momento pré-icv. No pico maximo, a ativacao
colinérgica central produziu elevacdo da PAS nos ratos Wistar e SHR no 5° e 3° minutos,
respectivamente, quando comparados aos seus controles salina. Além disso, em comparacao
com o controle correspondente, esse aumento foi 10,52% maior no SHR fis do que no Wistar
fis (figura 11A). No final do periodo de repouso, a PAS retornou aos valores pré-icv em
ambos 0S grupos.

Similarmente, os ratos SHR apresentaram maiores valores de PAM do que os ratos
Wistar no momento pré-icv. A ativacdo colinérgica central produziu aumento na PAM em
ratos Wistar e SHR, que atingiu seu pico aos 6° e 4° minutos, respectivamente, em relacdo aos
seus controles sal. No final do periodo de repouso, a PAM retornou aos valores pré-icv em

ambos 0s grupos no momento 60 minutos.
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metabolica (n = 8) de ratos Wistar e ratos SHR durante o repouso. A e F: A pressdo arterial sistdlica (PAS); B e
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G: A frequéncia cardiaca (FC); C e H: A temperatura da cauda (Tuda); D € I: A temperatura colbnica (Tiy); E e J:
A taxa metabdlica (VO,). Valores sdo expressos como média + erro padrdo (Anova two-way). *p <0,05

comparado ao respectivo controle salina.

Ndo houve diferenca na FC entre 0s grupos no momento pré-icv. A ativacdo
colinérgica central produziu uma reducéo significativa na FC somente no grupo SHR fis, que
atingiu seu pico no 9° minuto em relacéo ao controle sal. No grupo Wistar fis, o pico maximo
ocorreu aos sete minutos apos a injecdo icv. Em comparagdo com o controle correspondente,
essa diminuicdo foi 23,43% maior no SHR fis do que no Wistar fis (figura 11C). Apds 60
min, a FC retornou aos valores pré-icv em ambos 0s grupos.

A Tcauda NO momento pré-icv ndo diferiu entre os grupos. No pico maximo de acdo da
fis, a Tcuda foi maior nos grupos Wistar fis e SHR fis em relacdo aos controles
correspondentes tratados com sal. O pico maximo ocorreu no 13° e 11° minutos para oS
grupos Wistar fis e SHR fis, respectivamente. Em comparacdo com o controle
correspondente, tal aumento foi 27,61% maior no SHR fis do que no Wistar fis (figura 11B).
A0s 60 min, a Tcuga retornou aos valores pré-icv em ambos os grupos. No momento pre-icv,
ndo houve diferencga entre os grupos em relagdo a Ti,. No entanto, houve uma diminuicdo na
Tint N0 grupo SHR fis em relacdo ao seu controle sal no pico maximo de acdo da fis que
ocorreu aos 13 minutos apds a injecdo icv. No grupo Wistar fis, a resposta maxima foi
observada aos 14 minutos apds a injecdo icv. No entanto, essa resposta ndo foi
significativamente diferente do controle sal. Aos 60 min, a T retornou aos valores pré-icv

em todos 0s grupos.



Tabela 1. AlteracOes temporais nas respostas cardiovasculares e termorregulatorias.
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Valor p

Condicbes Wistar sal Wistar fis SHR sal SHR fis pl p2 p3
PAS (mmHg) 0.001  <0,0001  0,0003
Pre-icv 135£3 133+6 175 + 4° 181 + 8°
Pico maximo 134+3 178 + 9° 178 + 9° 227 £ 5%°
60 min 148 £5 121 +14 174 £5 164 + 14°
PAM (mmHg) 0,005 <0,0001 0,0007
Pre-icv 128+3 127+6 158 + 4° 159 + 9°
Pico maximo 127 +3 164 +7° 163 + 5° 198 + 6*°
60 min 138+ 6 113+ 15 158 £ 4 163 + 12¢
FC (bpm-min™) 0,01 0,07 0,007
Pre-icv 427 + 17 416 + 16 375+ 18 411 + 27
Pico maximo 403 + 22 330+14 409 + 25 314 + 14°
60 min 420 + 20 389 +18 374 +18 409 + 17
Teauda(°C) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Pre-icv 26,12 + 0,58 26,69 + 0,72 25,72+0,89 26,06 +0,81
Pico maximo 25,57 +0,48 29,11 +0,50° 25,06 +0,37 29,94 +0,45°
60 min 25,47 + 0,48 26,43 + 0,85 25,74 +0,71 25,28 + 0,60
Tint (°C) 0,46 0,01 0,35
Pre-icv 37,48+0,34 37,40+x0,21 37,90+0,43 37,81+0,26
Pico maximo 37,65 + 0,26 37,36 £ 0,31 38,10 +0,50 37,09 +0,30°
60 min 37,83 +0,25 37,74+0,15 38,09+0,40 37,50+0,21

Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. pl: Interacdo entre grupos e tratamentos. p2: fator

principal entre tratamentos; p3:fator principal entre grupos ® P < 0,05: Wistar sal vs. Wistar fis; °P < 0,05: SHR
sal vs. SHR fis; ©P < 0,05: Wistar Sal vs. SHR Sal; P < 0,05: Wistar fis vs. SHR fis; ¢ P < 0,05: Wistar Sal vs.
SHR fis; " P < 0,05: Wistar fis vs. SHR sal (Anova two way). Fis: fisostigmina; Sal: salina; SHR: spontaneously

hypertensive rats; PAS: pressdo arterial sistolica; PAM: presséo arterial médica; FC: frequéncia cardiaca; Tcayda:

temperatura da cauda; T;,: temperatura colbnica; Pré icv: antes das injecBes intracerebroventriculares; Pico

maximo: maior efeito produzido pela fisostigmina durante os 15 primeiros minutos do repouso apos injecéo icv.
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Figura 11. Magnitude das diferencas percentuais (%) entre Wistar fis e SHR fis em comparacdo com o controle
correspondente. A: Pressdo arterial sistélica (PAS); B: Temperatura da cauda (Tcg.) € C: Frequéncia cardiaca
(FC). Fis: fisostigmina; Sal: Salina. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. *p < 0,05 comparado

ao Wistar (fis - sal).

Como mostrado na Figura 12A, os componentes VLF e LF da PAS que indicam
atividade simpatica vascular, foram significativamente maiores no SHR do que no genétipo
Wistar. Apos a estimulacdo colinérgica, estes componentes foram reduzidos no grupo SHR
indicando reducdo da atividade simpética vascular no grupo SHR fis (componente VLF da
PAS: SHR sal: 29,07 + 5,97 mmHg?, SHR fis: 12,74 + 2,33 mmHg?, p <0,01 e componente
LF da PAS: SHR Sal: 21,24 + 4,01 mmHgZ, SHR fis: 6,26 + 1,42 mmng, p <0,001). O
componente HF da PAS que indica atividade simpatica cardiaca e vascular também foi
reduzida no grupo SHR ap6s estimulacdo colinérgica central (SHR sal: 10,79 + 2,25 mmHg?,
SHR fis: 3,97 + 0,8 mmHg?, p <0,001). Além disso, o componente HF da PAS foi maior no
SHR fis do que no Wistar fis.
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Figura 12. Efeitos da injecdo intracerebroventricular de 2,0 pL de fisostigmina (fis) (10mM) ou 0,15 M NaCl
(sal) sobre a densidade espectral da pressao sistolica e frequéncia cardiaca de ratos Wistar e espontaneamente
hipertensos (SHR) (n = 4 em cada grupo) durante os 15 primeiros minutos do repouso. A: Densidade espectral
da pressao arterial sistolica. B: Densidade espectral da frequéncia cardiaca (dados sdo apresentados em
logaritmo). VLF = muito baixa frequéncia; LF = baixa frequéncia; HF = alta frequéncia. Valores sdo expressos
como média + erro padrdo. Anova one-way. °P < 0,05: Wistar sal vs. Wistar fis; °P < 0,05: SHR sal vs. SHR fis;
°P < 0,05: Wistar sal vs. SHR sal; “P < 0,05: Wistar fis vs. SHR fis..

A figura 12B mostra que o componente VLF da FC que indica modulagdo autondmica
mediada pelo barorreflexo foi menor no grupo Wistar fis comparado ao grupo Wistar sal
(Wistar sal: 2,03 + 0,06 bpm?; Wistar fis: 1,25 + 0,14 bpm?; p <0,05) e maior no grupo SHR
fis comparado ao grupo Wistar fis (Wistar fis: 1,25 + 0,14 bpm?, SHR fis: 1,65 + 0,04 bpm?, p
<0,05). Além disso, o componente LF da FC que também indica modulacdo autonémica
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mediada pelo barorreflexo foi significativamente menor no SHR sal comparado ao grupo
Wistar sal (Wistar sal: 1,48 + 0,13 bpm?, SHR sal: 1,08 + 0,02 bpm? p <0,05). Apés a
estimulacdo colinérgica, o componente LF da FC foi maior no grupo SHR, indicando maior
modulagdo autondmica mediada pelo barorreflexo (SHR sal: 1,08 + 0,02 bpm?, SHR fis: 1,46
+ 0,05 bpm?, p <0,05). Em contraste, ndo houve diferenca significativa no componente HF
para a variabilidade da FC (Figura 12B).

Houve correlagdo direta entre ATy € 0 APAS (r = 0,71, p <0,01) (Figura 13A) e
correlagdo inversa entre ATcyga € AFC (r = -0,71; p <0,05) (Figura 13B). Além disso, 0
ATcuda foi inversamente correlacionado com o ATy (r = -0,86; p <0,01) (figura 13C) no
grupo SHR (linha vermelha) durante os primeiros 15 minutos de repouso. Houve correlacéo
inversa do componente LF da PAS com o AT (r = -0,75; p <0,05) (figura 13D) e
correlagdo direta entre o componente LF da FC ¢ 0 AT a4 (r = 0,88; p <0,01 ) (Figura 13E)
no grupo SHR (linha vermelha) durante os primeiros 15 minutos de repouso. Quando
realizados para o grupo Wistar (linha azul), ndo houve correlacbes significativas entre as
varidveis cardiovasculares e termorregulatorias: ATcuga € APAS (p = 0,12) (Figura 13A),
ATcauda € AFC (p = 0,54) (Figura 13B), ATcauga com ATy (p = 0,87) (Figura 13C), ATcauga COM
0 componente LF de PAS (p = 0,43) (Figura 13D) e ATcauga COM 0 componente LF da FC (p =
0,64) (Figura 13E) durante os primeiros 15 minutos de repouso. Deixando claro que a
mudanca na inclinacdo da reta no grupo SHR (linha vermelha) em relacdo ao grupo Wistar

(linha azul), reforcando o efeito de fis nessas variaveis.
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Figura 13. Correlacdo entre o delta (A) dos pardmetros cardiovasculares e termorregulatérios (n = 5 em cada
grupo) durante os primeiros 15 minutos do repouso apds injecOes intracerebroventriculares de 2,0 pL de
fisostigmina (fis) (10mM) ou 0,15 M NacCl (sal). A: A pressdo arterial sistolica (PAS), B: A frequéncia cardiaca
(FC) e C: A temperatura colonica (Ti,) com A temperatura da cauda (Teug); D: Componente baixa frequéncia
(LF) da PAS e E: Componente baixa frequéncia (LF) da FC em ratos Wistar (linha azul) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (linha vermelha). Correlagédo de Pearson.

Com base nos efeitos da fis nos parametros cardiovasculares e termorreguladores
observados na figura 10, bem como nas correlagGes observadas na figura 13, uma sequéncia
de testes em pares foi realizada usando o modelo de regressao linear simples para o genétipo
SHR. O aumento no APAS parece explicar em 55,7% o aumento AT g (Tabela 2). Assim,
para cada aumento de 1 mm Hg no APAS, havera reducdo de 0,75 °C no AT cauda. Além disso,
a redugdo no AFC parece explicar cerca de 50,5% do aumento em AT cayga, iStO €, a reducao
em 1 bpm do AFC resulta em um aumento de 0,71 °C no AT cqugs- Adicionalmente, a redugéo
do componente LF da PAS parec explicar 48,7% do aumento no AT cauga, O que significa que a
diminuicdo de 1 mm ng no componente LF resulta em aumento de 0,75 ° C no ATcda. O

aumento no componente LF da FC parece explicar 74,2% do aumento do AT cayga. ASSIM, O

A SHRsal
A SHRfis

,87

A Tcauda (OC . min)
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aumento de 1 bpm na densidade espectral do componente LF da FC resulta em um aumento

de 0,83 °C no ATcaugs. Finalmente, a predicdo entre ATcauga € 0 ATi: revelou que o aumento

no ATcayda parece explicar 74,7% da redugdo do ATin. Em outras palavras, o aumento de 1 °C

N0 ATcaudal resultara em reducdo de 0,86 °C no ATjn:.

Tabela 2. Analise de regressdo simples para predicdo das varidveis cardiovasculares e

termorregulatdrias em ratos SHR

Variavel Variavel R’ B Valor p
Independente Dependente
A PAS A T o 0,557 0,75 0,01
AFC A Teauda 0,505 -0,71 0,02
Componente LF (PAS) A Teada 0,487 -0,75 0,03
Componente LF (FC) A Teauda 0,742 0,83 0,004
A Teauda A Tine 0,747 - 0,86 0,001

B, coeficiente de regressdo padronizado; R%: R” ajustado; PAS: presséo arterial sistélica; FC: frequéncia

cardiaca; Tuga: temperatura da cauda; Componente LF: componente de baixa frequéncia da PAS;

Componente LF: componente de baixa frequéncia da FC; Tj,: temperatura colonica.

Complementarmente, durante os primeiros 15 do repouso (momento em que a

fisostigmina apresenta maior efeito nas varidveis estudadas) houve correlacdo direta e

significativa entre a integrada area sob a curva (ASC) da temperatura da cauda com a ASC da

PAS (r = 0,54; p < 0,05). Além disso, houve correlagdo inversa e significativa entre ASC
temperatura da cauda com a ASC da FC (r = -0,62; p < 0,01) (figuras 14A e 14B

respectivamente).
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Figura 14. Correlacdo entre a integrada area sob a curva da pressdo arterial sistélica (PAS ASC) (A) e a
integrada area sob a curva da frequéncia cardiaca (FC SC) (B) com a integrada area sob a curva da temperatura
da cauda (Tcauda ASC) durante os primeiros 15 minutos do repouso em ratos Wistar e ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (n = 5 em cada grupo) ap6s injecdes intracerebroventricular de 2,0 pL de fisostigmina (fis)
(10mM) ou 0,15 M NaCl (sal).

6.4 DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi que as respostas cardiovasculares e
termorregulatérias apds a estimulacdo colinérgica central foram mais intensas nos ratos SHR
do que nos ratos Wistar, sendo que a estimulacdo colinérgica central promoveu a perda de
calor em ratos SHR, por aumento da T4 € posterior reducdo da Tiy. Essas respostas foram
temporariamente influenciadas por ajustes cardiovasculares, como mostrado pelo aumento
réapido da PAS (3° minuto apds injecdo icv), acompanhado por diminui¢do da FC (6° minuto
apos injecdo icv). Ambos os efeitos precederam e tiveram como consequéncia o aumento da
Teauda (8 Minutos apds injecdo icv) e a diminuicdo da Ty (13 minutos apos injegdo icv). Além
disso, as varidveis termorregulatérias e cardiovasculares foram fortemente correlacionadas.
De fato, a andlise de regressdo linear entre os parametros cardiovasculares e
termorregulatérios revelou uma consideravel predicdo entre essas varidveis para 0 grupo
SHR. Além disso, a estimulacdo colinérgica central reduziu a atividade simpatica vascular e
cardiaca e melhorou a resposta autondmica mediada pelo barorreflexo no SHR, sugerindo que
a estimulacdo de vias colinérgicas centrais por fis modula respostas termorregulatorias por
meio de mudangas no sistema cardiovascular em ratos SHR, possivelmente mediados pelo
barorreflexo. Este é o primeiro estudo a demonstrar que ratos SHR apresentam respostas
termorregulatérias e cardiovasculares mais intensas do que ratos normotensos apds a
estimulacdo colinérgica central. Além disso, essas respostas termorregulatdrias sao moduladas
por meio de mudancas cardiovasculares.

A participacdo do sistema colinérgico central mediado por barorreceptores arteriais e,
consequentemente, modulando a ativacdo de mecanismos de dissipacdo de calor cutanea foi
evidenciada no estudo de Pires e colaboradores (2010). Nesse estudo, os ratos Wistar com
denervacdo sino-aortica tiveram a capacidade de perda de calor cutanea reduzida, mantendo a
Tint inalterada, enquanto os ratos com denervagdo sham aumentaram a perda de calor cutanea
e, consequentemente, reduziram a Ti,. Uma vez que a literatura vigente demonstra que a
ativacdo dos barorreceptores em repouso esta ligada a maior saida vagal, bem como a retirada

do sistema nervoso simpatico (MICHELINI et al., 2015), pode-se supor que a ativacdo do
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sistema colinérgico central no grupo SHR influenciou a resposta pressorica e,
consequentemente, a perda de calor por meio da vasodilatacdo da cauda. No presente estudo,
ambos o0s grupos, Wistar fis e SHR fis apresentaram aumento da Tcauga; €ntretanto, somente no
grupo SHR fis houve reducdo significativa na Ty A ativacdo da vasodilatagcdo cutanea
ocorreu com diferenga de apenas 1 minuto entre os grupos, Wistar fis e SHR fis (7 minutos e
8 minutos apos injecdo icv, respectivamente (figuras 10C e 10H). Entretanto, a magnitude da
vasodilatacdo cutanea, mensurada pelo aumento da Tcauga N0 SHR fis, foi 27,46% maior do
que alcancado pelo Wistar fis no pico maximo de acdo da fis (figura 11B). Logo, essa intensa
resposta possivelmente contribuiu para a diminuicgéo significativa da Tj, observada no SHR
fis, pois a producéo de calor manteve-se semelhante entre os grupos (Figura 10J). Em adicéo,
ambos 0s grupos apresentaram aumento da PAS, sendo que esta resposta foi 10,52% maior
grupo no SHR fis do que Wistar fis (figura 11A). Além disso, a reducdo da FC foi 23,43%
maior no SHR fis comparado ao Wistar fis (figura 11C). As varidveis cardiovasculares,
possivelmente, predisseram ajustes termorregulatérios, conforme indicado pelo fato de que os
dados da PAS e FC explicaram em 55,7% e 50,5%, respectivamente, do aumento de Tcuda-
Além disso, 0 aumento na Tcuga parece explicar 74,7% da reducéo da Ti,.no SHR (Tabela 2).
Em conjunto, esses dados sugerem que a resposta termorregulatéria no SHR é mediada
principalmente por reflexos ndo termorregulatorios. Além disso, a condi¢do hipertensdo
arterial intensifica essa resposta.

De fato, a andlise da variabilidade cardiaca mostrou que a densidade espectral da
poténcia dos componentes da PAS foram maiores no SHR sal comparados a linhagem Wistar
(figura 12A). Estes resultados eram esperados uma vez que oS componentes avaliados
indicam atividade simpética vascular (RADAELLI et al., 2006; WAKI et al., 2006) e
atividade cardiaca simpatica (YOSHIMOTO et al., 2011) presentes na hipertensdo
experimental e clinica (ABBOUD, 1982; JUDY et al.,, 1976). Entretanto, a estimulacdo
colinérgica central foi capaz de promover a reducdo destes componentes (figura 12A). Ao
encontro desses achados, estudos anteriores (CERUTTI et al., 1994; JULIEN et al., 2003;
PIRES et al., 2013) observaram aumento da variabilidade da PAS em ratos com denervacéo
sino-adrtica, sugerindo que o barorreflexo € importante sistema modulador das respostas
autondmicas simpaticas cardiacas e vasculares. Adicionalmente, o componente LF da
densidade espectral da PAS correlacionou fortemente com a Teauga (figura 13D). A diminuicgéo
neste componente foi capaz de explicar em 48,7% 0 aumento na Tcauga, iSO €, a diminuicdo de

1 mmHg2 no componente LF promoveu o aumento de 0,75 °C na Tcuga (tabela 2). Dessa
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forma, é razoavel sugerir que tais componentes sdo adequados para inferir mudancas na
atividade simpatica vascular de ratos SHR ap0s estimulacdo colinérgica central.

A injecdo icv de fis promoveu atenuacdo da variabilidade da FC na banda VLF em
ratos Wistar fis comparada a do seu controle salina, mas ndo teve efeito no genotipo SHR
(figura 12B). VLF foi significativamente maior no SHR fis comparado ao Wistar fis (figura
12B). Os resultados do presente estudo também mostraram um aumento no componente LF
da variabilidade da FC em SHR apds estimulagéo colinérgica central e sem efeito no genotipo
Wistar. Segundo (DWORKIN et al., 2000) e GOLDISTEIN et al. (2001), os componentes
VLF e LF indicam modulagdo autondmica mediada pelo barorreflexo. Reforgando esse
conceito, estudos prévios (PIRES et al., 2013; TANG and DWORKIN, 2009) observaram
reducdo deste componente em ratos Wistar submetidos a denervacdo sino-adrtica. O
componente LF da FC foi fortemente correlacionado com Tuuga (figura 13E). Além disso, 0
aumento deste componente foi capaz de explicar 74,2% do aumento da Tcaga- ASSIM, 0O
aumento de 1 bpm? na banda LF resulta em aumento de 0,75°C na T¢uga (tabela 2). Todos
estes achados parecem apoiar a hipotese de que a estimulacdo colinérgica central em ratos
SHR melhora modulagdo autonémica mediada pelo barorreflexo.

Diante do acima exposto e considerando que: 1) existem evidéncias de que o tonus
simpatico vasoconstritor cutaneo é barosensitivo (JOHNSON and GILBEY, 1998; OWENS et
al., 2002; RATHNER et al., 2008); 2) a estimulacdo de barorreceptores modula a perda de
calor por meio da cauda (O'LEARY and JOHNSON, 1989; ZHANG et al., 2003); 3) no
presente estudo ratos SHR apresentaram melhor resposta autondmica mediada pelo
barorreflexo e reducdo da atividade simpética vascular e cardiaca ap6s estimulagdo
colinérgica central; 4) tais respostas ocorreram paralelamente a reducdo da FC com
consequente aumento da T € reducdo da Tiy; € procedente sugerir que a estimulacdo
colinérgica central promove a perda de calor em ratos hipertensos primariamente por meio de
mecanismos nao termorregulatorios que podem ser mediados pelo barorreflexo.

Similarmente aos resultados do presente estudo, pesquisas anteriores mostraram uma
maior resposta pressorica seguida de bradicardia reflexa ap6s estimulacéo colinérgica central
ou periférica com fis em ambos os genotipos Wistar e SHR, sendo a resposta mais
pronunciada no SHR do que em ratos Wistar (BUCCAFUSCO et al., 1990; KUBO and
TATSUMI, 1979; LAZARTIGUES et al., 1999). De acordo com Lazartigues e colaboradores
(1999), fis atua por meio da estimulagdo de receptores muscarinicos M1 e M2, aumentando a
pressdo sanguinea mediada por aumento da vasopressina plasmatica e do fluxo simpaético.

Lazartigues e colaboradores (1999) sugeriram que algumas modificacdes dos subtipos dos
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receptores M1 em termos de expressao ou afinidade ou ambos poderiam ser responsaveis pela
hiper-responsividade do SHR para fis. Além disso, a maior expressdo do receptor M2, bem
como mais locais de ligacdo para este receptor na RVLM do SHR do que no Wistar (GATTU
et al., 1997). Os niveis de acetiltransferase também foram relatados como sendo aumentados
na RVLM do SHR, levando a maior liberacdo de acetilcolina (KUBO et al., 1995). Juntos,
esses mecanismos poderiam explicar a maior sensibilidade do SHR a estimulacdo colinérgica
central, que provavelmente € responsavel pela hiper-responsividade da pressdo arterial
observada no presente estudo.

A ativacdo do barorreflexo durante o aumento transiente da pressédo arterial em
repouso promove aumento da saida vagal e retirada do tbnus simpético para o coracdo e vasos
sanguineos. Essa ativacdo é mediada por neurdnios GABAEérgicos que se projetam a partir da
CVLM para neurdnios simpaticos localizados na RVLM, levando a bradicardia (MICHELINI
et al., 2015). Essas hipoOteses sdo consistentes com a hiper-responsividade da resposta
pressorica seguida da bradicardia reflexa observada no presente estudo, que resultou em
aumento da Tcauga €, cOnsequente perda de calor no grupo SHR apds estimulacdo colinérgica
central.

Resultados prévios do nosso laboratério (FONSECA et al., 2015) mostraram que
individuos hipertensos apresentam maior dissipacdo de calor e, consequentemente, maior
resfriamento corporal do que individuos normotensos durante repouso (fase de recuperacdo do
exercicio fisico). Foi sugerido nesse estudo que os mecanismos termorregulatérios centrais
parecem depender ndo sé de sinapses colinérgicas, mas também da participacdo dos sistemas
serotoninérgicos e noradrenérgicos (GOTOH and SMYTHE, 1992; MYERS and YAKSH,
1969; RODRIGUES et al., 2009; TAKAHASHI et al., 1997) e dopaminérgicos
(BALTHAZAR et al., 2010; HASEGAWA et al., 2000). Assim, o aumento da atividade
colinérgica central resultante da propria hipertensdo arterial poderia ter reduzido a atividade
serotonérgica central e esta, por sua vez, modulado a via dopaminérgica central, reduzindo o
drive simpatico adrenérgico para os vasos periféricos, favorecendo uma maior condugdo de
calor para a periferia e maior dissipacdo de calor, especialmente em repouso (i.e., situacdo
onde a estimulacdo simpética adrenérgica inerente ao exercicio fisico foi suprimida). Dessa
forma, a via central envolvida no controle colinérgico dos sistemas termorregulatérios e
cardiovascular, ainda precisa ser mais bem compreendida.

No presente estudo, apesar de apresentarem aumento na Tcugs, ratos Wistar nédo
apresentaram reducdo da Tin ap0s injecdo icv de fis. Esses resultados estdo de acordo com
estudos anteriores (PRIMOLA-GOMES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008;
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RODRIGUES et al., 2004) em que injecdo icv de fis ndo alterou a Ti,; de ratos Wistar em
repouso. Outros estudos observaram reducdo da T;n ap0s estimulacao central com fis (LIN et
al., 1980; PIRES et al., 2010). Lin e colaboradores (1980) mostraram que a fis produz efeitos
hipotérmicos por meio do aumento da Tcuga € diminuigdo na taxa metabdlica. Entretanto,
nossos resultados mostraram que a taxa metabdlica ndo foi diferente entre as situacoes
controle sal e fis durante o repouso (figura 10E), que é consistente com a ideia que o sistema
colinérgico central parece influenciar principalmente os mecanismos de dissipacdo de calor
(RODRIGUES et al., 2004)

Em face das descobertas atuais, estudos futuros seriam Uteis para entender melhor os
efeitos da estimulacdo colinérgica central em situagdes de estresse, como durante o exercicio
fisico, em que a estimulacdo simpatica inerente do préprio exercicio esta presente. Além
disso, o0 estresse resulta em competicdo entre as demandas termorregulatorias e metabdlicas
do exercicio fisico. A demanda cardiovascular na hipertensdo também leva a competicdo
cutanea e musculoesquelética para o débito cardiaco disponivel.

6.5 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo mostraram que a estimulacdo
colinérgica central em ratos SHR em repouso inicia uma sucessdo de respostas
cardiovasculares e termorregulatorias que resultam na reducao da atividade simpatica vascular
e cardiaca, bem como melhora da modulagdo autondmica mediada pelo barorreflexo.
Paralelamente, h4& um aumento na PAS, seguido por reducdo da FC, com consequente
aumento da Tcuga mMelhorando a dissipacdo de calor. Embora tenham sido observadas
respostas fisiologicas cardiovasculares e termorregulatérias semelhantes nos gendtipos Wistar
e SHR, a magnitude da ativacdo desses mecanismos parece ser maior no SHR, afetando a Tip:.
Juntos, esses resultados fornecem evidéncias de que ratos hipertensos apresentam respostas
cardiovasculares e termorregulatérias mais intensas comparados a ratos normotensos apés a

estimulacdo colinérgica central.
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7ESTUDO 2

Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacdo das respostas
cardiovasculares, termorregulatérias e taxa metabdlica durante o exercicio fisico

moderado até a fadiga em ratos SHR.

7.1 Experimento 3: Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central sobre os na
modulacdo das respostas cardiovasculares e termorregulatérias durante o exercicio fisico

moderado até a fadiga em ratos SHR.

7.1.1 Animais

Foram usados para este experimento ratos Wistar machos (peso = 310,0 = 17,37g;
PAS = 128,70 £ 4,23 mmHg; n = 8) e SHR machos (peso = 248,12 £ 6,47g; PAS = 17251 £
4,44 mmHg; n = 8).

7.1.2 Familiarizac@o com atividade fisica

Ap0s recuperacdo da estereotaxia, os animais foram familiarizados ao exercicio em
esteira (Panlab, Havard Apparatus, Espanha) durante trés dias (5 min/dia; 5% de inclinacao;
18m/min; estimulo elétrico de acordo com o limiar do animal). O limiar de estimulacao
elétrica foi determinado de acordo com a tolerancia de cada animal, a ponto de causar um
desconforto, sem causar dor, que o fizesse escolher permanecer na esteira ao invés da grade
de estimulacdo elétrica (CAMPOS et al.,, 2014b; LEITE et al., 2012). Este exercicio
preliminar ndo constituiu treinamento, mas destinou-se a ensinar qual a direcdo que eles
deveriam correr (CAMPOS et al., 2014b; PIRES et al., 2010; PRIMOLA-GOMES et al.,
2007).

7.1.3 Protocolo experimental

Apo6s 30 minutos de repouso dentro da esteira (Panlab, Havard Apparatus, Espanha),
0s ratos receberam injecOes icv aleatorias de fis ou sal no ventriculo lateral direito.
Imediatamente, os animais foram submetidos ao exercicio com a velocidade da esteira

mantida em 18 m/min e 5% de inclinagdo, que corresponde a intensidade de ~65% para ratos
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ndo treinados (PIRES et al., 2010; SOARES et al., 2004a). 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 pelo menos 10 s (WANNER
etal., 2007).

7.1.4 Parametros termorregulatérios e cardiovasculares

A Tint, @ Teaudas PA € FC foram medidas conforme descrito previamente para o estudo 1.

7.1.5 Tempo total de exercicio

O tempo total do exercicio até a fadiga foi determinado como o tempo entre o inicio

do exercicio até 0 momento da fadiga.

7.2 Experimento 4: Verificar o envolvimento do sistema colinérgico central na modulacao da

taxa metabolica durante o exercicio fisico moderado até a fadiga em ratos SHR.

7.2.1 Animais

Foram usados para este experimento ratos Wistar machos (peso = 321,25 + 13,11g;
PAS = 127,10 £ 2,92 mmHg; n = 8) e SHR machos (peso = 248,13 + 4,81g; PAS = 177,37 =

3,37 mmHg; n = 8) com 16 semanas de idade.

7.2.2 Familiarizac@o com atividade fisica

Ap0s recuperacgdo da estereotaxia, foi iniciada a familiarizacdo com a atividade fisica

como descrita anteriormente no tépico 6.1.2.
7.2.3 Protocolo experimental
Apo6s 30 minutos de repouso dentro da esteira (Panlab, Havard Apparatus, Espanha),

0s ratos receberam injecOes aleatorias de fis ou sal no ventriculo lateral direito.

Imediatamente, os animais foram submetidos ao exercicio com a velocidade da esteira
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mantida em 18 m/min e 5% de inclinagdo, que corresponde a intensidade de ~65% para ratos
ndo treinados (PIRES et al., 2010; SOARES et al., 2004a). A corrida foi realizada até a
fadiga.

7.2.4 Taxa metabdlica

A taxa metabolica durante o exercicio foi medida por meio do VO, e VCO,. O sistema
utilizado foi descrito previamente. As medidas foram realizadas por calorimetro indireto
(Panlab, Harvard Apparatus, Espanha) acoplado a esteira (Panlab, Havard Apparatus,
Espanha) (fluxo de ar = 1,0 L/min).

7.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. A normalidade das variaveis foi
avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para avaliar os efeitos da fis sobre o
tempo de exercicio foi usada anova one-way e para avaliar os efeitos da fis sobre as variaveis
termorregulatdrias, cardiovasculares e taxa metabdlica em funcdo do tempo foi usada anova
two-way. O post-hoc de Bonferroni foi usado para multiplas comparag6es. A correlacéo entre
as variaveis foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson e analise de regressao
linear simples foi realizada para predicao das variaveis cardiovasculares e termorregulatorias.

O nivel de significancia adotado foi de p <0,05 para todos os testes.
7.4 RESULTADOS

A figura 15 mostra as respostas cardiovasculares e termorregulatorias ap6s injegédo icv
de fis comparado com a injecdo icv de sal em ambos os grupos. Houve aumento significativo
da PAS no terceiro minuto apo6s injecdo icv de fis em ratos Wistar comparado ao seu controle
sal que permaneceu até o 9° minuto (Wistar sal: 152,95 + 3,83 vs Wistar fis: 174,12 + 5,35
mmHg, 3 minutos apés injecdo icv, p <0,05) (figura 15A). Acompanhando esses resultados,
houve reducdo da FC do quinto ao 7° minuto ap6s injecdo icv de fis em ratos Wistar (Wistar
sal: 518,93 + 9,95 vs Wistar fis: 454,03 = 16,16 bpm, 5 minutos apds injecédo icv, p <0,05)
(figura 15B). Além disso, houve aumento da Tcauga €ntre 0s minutos 05 a 08 e os minutos 12 a
16, apo6s a administragdo de fis (Wistar sal: 25,11 + 0,32 vs Wistar fis 27,27 + 0,48 °C, 05

minutos apos injecdo icv, p <0,05) (figura 15C). N&o houve diferenca significativa entre o
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grupo Wistar fis e o seu controle sal para a Ty (figura 15D). Entretanto, a analise do limiar

para vasodilatacdo da cauda mostrou que fis diminuiu o limiar em aproximadamente 0,50°C
(Wistar sal: 38,79 = 0,17 °C vs Wistar fis: 38,30 + 0,13°C; p = 0,03).

No grupo SHR, houve aumento na PAS apds injecdo icv de fis a partir do quinto até o
9° minuto comparado ao seu controle sal (SHR sal: 181,07 + 4,36 vs SHR fis: 209,20 + 6,62
bpm, 5 minutos apds injecdo icv, p <0,05) (figura 15E). A FC reduziu no 6° e 7° minutos apos
injecdo icv de fis (SHR sal: 506,62 = 5,17 vs SHR fis: 457,31 £+ 7,24 bpm, 6 minutos apos
injecdo icv de fis, p <0,05) (figura 15F). Os resultados ndo foram acompanhados por mudanga

na Tcauga (figura 15G). Ndo houve mudanca na Tiy; entre os tratamentos o fis e sal para o grupo

SHR (figura 15H).
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Figura 15. Perfil temporal das respostas termorregulatérias (n = 8 em cada grupo) e cardiovasculares (n =5 em
cada grupo) de ratos Wistar e ratos SHR durante o exercicio fisico. A e E: pressdo arterial sistolica (PAS); B e F:
frequéncia cardiaca (FC); C e G: temperatura da cauda (T.uq); D € H: temperatura colbnica (T;,). Valores séo
expressos como média + erro padrdo (Anova two-way). *p <0,05 comparado ao respectivo controle salina.
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A figura 16 mostra que ndo houve diferenga na taxa metabolica entre os tratamentos

sal e fis para ambos os gendtipos (Wistar e SHR).
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Figura 16. Perfil temporal do consumo de oxigénio de ratos Wistar e ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
durante o exercicio fisico até a fadiga. A e B: consumo de oxigénio (VO,). N = 8 em cada grupo. Valores séo

apresentados em média + erro padréo. (Anova two-way).

A tabela 3 mostra as alteracdes na PAS, na PAM, na FC, na Tcyga € Na Tine €M trés
momentos distintos: momento pré-icv (que corresponde ao momento imediatamente antes da
injecdo icv de fis), no pico maximo da resposta, que representou 0 momento em que a fis
produziu maior efeito nas variaveis estudadas e no momento da fadiga.

Para a PAS, os ratos SHR apresentaram maiores valores pressoricos comparados aos
ratos Wistar no momento pré-icv. No pico maximo, a ativacao colinérgica central produziu
elevacdo da PAS nos ratos Wistar e SHR comparados aos seus controles salina, sendo que no
grupo Wistar fis o aumento observado comparado ao seu controle salina foi 7,22% maior do
que o observado no grupo SHR fis comparado ao SHR sal (figura 17A). No momento da
fadiga, a PAS retornou para os valores pré-icv.

A PAM apresentou comportamento similar a PAS. Os ratos SHR apresentaram

maiores valores pressoricos no momento pré-icv. No pico maximo, fis produziu elevacéo da
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PAM em ambos os grupos (Wistar e SHR) comparados aos seus controles salina. No

momento da fadiga, a PAM retornou para valores préximos ao momento pré-icv.

Tabela 3. AlteracOes temporais nas respostas cardiovasculares e termorregulatorias.

Valor p

Condicbes Wistar sal Wistar fis SHR sal SHR fis pl p2 p3
PAS (mmHg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Pre-icv 138,11+ 2,81 130,00 + 4,59 176,25 + 5,41° 174,10 + 5,03°
Pico maximo 150,85 + 3,45 184,63 + 6,07% 179,73 £ 5,10° 211,08 + 6,44""
Fadiga 151,51 £0,80 162,41 £ 6,11 177,77 +5,95° 193,11 £ 5,85d
PAM (mmHg) 0,0004 <0,0001 <0,0001
Pre-icv 127,25+ 2,50 121,83 + 3,89 157,88 + 3,79° 155,24 + 3,80"
Pico méaximo 137,36 + 2,37 167,76 + 4,04° 160,76 + 4,54° 185,19 + 4,10°
Fadiga 138,71 +1,53 146,86 + 4,48 156,42 + 6,98° 166,66 + 5,07
FC (bpm) 0,20 0,053 <0,0001
Pré-icv 437,00 + 26,47 446,53 £ 25,41 419,32 + 22,38 421,56 + 17,57
Pico maximo 510,09 + 11,54 443,03 + 16,80% 497,48 + 15,01 457,11 £ 8,30
Fadiga 504,85 + 9,78 463,73 + 20,03 514,83 £ 6,12 482,38 +13,34
Tcauda (°C) 0,009 0,0004 <0,0001
Pré-icv 25,79+ 0,34 25,47 £ 0,32 26,39 £ 0,27 25,35+0,32
Pico maximo 28,23 +0,76 31,15 + 0,30° 29,17 £ 0,44 29,86 + 0,62
Fadiga 28,23 + 0,98 31,07 £0,52° 29,19 +1,29 30,54 + 0,84
Tint (°C) 021 0,64 0,0006
Pré-icv 37,93+0,11 37,95+ 0,17 38,14 + 0,37 38,27 £ 0,26
Fadiga 39,01 + 0,29 38,62 + 0,19 38,97 + 0,23 38,31 +0,31

Valores sdo apresentados como meédia + erro padrdo. pl: Interagdo entre grupos e tratamentos. p2: fator

principal entre tratamentos; p3:fator principal entre grupos. ® P < 0,05: Wistar sal vs. Wistar fis; ® P < 0,05: SHR
sal vs. SHR fis; ©P < 0,05: Wistar Sal vs. SHR Sal; ° P < 0,05: Wistar fis vs. SHR fis; ¢ P < 0,05: Wistar Sal vs.
SHR fis; " P < 0,05: Wistar fis vs. SHR sal (Anova two way). Fis: fisostigmina; Sal: salina; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; PAS: pressdo arterial sistélica; PAM: pressdo arterial médica; FC: frequéncia

cardiaca; Teuda: temperatura da cauda; Ti,: temperatura coldnica; Pré icv: antes das injecGes
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intracerebroventriculares; Pico maximo: maior efeito produzido pela fisostigmina durante o exercicio apds

injecdo icv; Fadiga: final do exercicio.

J& para a FC, ndo houve diferenca entre 0s grupos no momento pré-icv. Entretanto, a
ativacdo colinérgica central produziu reducao significativa da FC somente no grupo Wistar fis
comparado ao seu controle salina no pico maximo. A reducdo observada no Wistar fis
comparado ao seu controle salina foi 39,8% maior do que o observado no grupo SHR fis
comparado ao SHR sal (figura 17C). No momento da fadiga, a FC retornou aos valores pré-
icv em ambos 0s grupos.

A Tcauda NO Momento pré-icv ndo diferiu entre os grupos. Ja no pico maximo, houve
efeito da droga, ou seja, tanto no grupo Wistar fis quanto no SHR fis a Tcaga fOi maior
comparada aos controles tratados com salina, sendo que no grupo Wistar fis 0 aumento
observado comparado ao seu controle salina foi 76,21% maior do que o observado no grupo
SHR fis comparado ao grupo SHR sal (figura 17B). No momento da fadiga, o efeito da fis foi
mantido no grupo Wistar.

Para a Tin, Nnd0 houve diferenca entre os grupos no momento pré-icv e fadiga. Devido
a dificuldade para selecionar o momento de maior acdo da fis em ambos os grupos, os dados

ndo foram apresentados.
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correspondente. A: Pressdo arterial sistélica (PAS); B: Temperatura da cauda (Tcg) € C: Frequéncia cardiaca

(FC). Fis: fisostigmina; Sal: Salina. Valores sdo apresentados como média + erro padréo.

A figura 18A mostra que houve correlagdo direta entre a Tcauga € PAS (r = 0,65; p
<0,05) e correlacdo inversa e significativa entre T4 € FC (r = -0,68; p <0,05) (figura 18B)
no grupo Wistar (linha azul) durante o exercicio. Quando realizada para o grupo SHR (linha
vermelha), ndo houve correlacdo entre as varidveis cardiovasculares e termorregulatérias:
Teauda € PAS (p = 0,67) (Figura 18A) e Tcauda cOm FC (p = 0,17) (Figura 18B).
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Figura 18. Correlacdo entre os pardmetros cardiovasculares e termorregulatérios (n = 5 em cada grupo) durante o
exercicio fisico ap6s injecdes intracerebroventriculares de 2,0 pL de fisostigmina (fis) (10mM) ou 0,15 M NaCl
(sal). A: pressao arterial sistélica (PAS), B: frequéncia cardiaca (FC) e com temperatura da cauda (Tcauga) €M

ratos Wistar (linha azul) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (linha vermelha). Correlacdo de Pearson.

Com base no efeito da fis sobre as respostas cardiovasculares e termorregulatorias no
grupo Wistar observadas na figura 15, bem como a observacao de correlacéo entre PAS e FC
com Teuga (figura 18), uma sequéncia de testes em pares foi realizada utilizando o modelo de
regressdo linear simples. Os resultados mostram que o aumento da PAS parece explicar
42,2% o0 aumento da Tcauda. ASSim, para cada aumento de 1 mmHg da PAS, ocorrerd aumento
de 0,65 °C da Tcauga- Além disso, a reducdo da FC parece explicar em torno de 46,8% no
aumento da Tcauga, OU S€ja, a reducdo em 1 bpm da FC resulta em aumento de 0,68 °C na
Tcauda (tabela 4).
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Tabela 4. Analise de regressao linear simples para predi¢do das varidveis cardiovasculares e

termorregulatdrias no grupo Wistar.

Variavel Variavel R’ B Valor p
Independente Dependente
PAS T cauda 0,422 0,65 0,04
FC Teauda 0,468 - 0,68 0,03

B: Coeficiente de regressio padronizado; R”: R ajustado; PAS: pressio arterial sistdlica; FC: frequéncia cardiaca;
Teauda: temperatura da cauda.

A figura 19A mostra que o tempo para a fadiga foi maior no grupo Wistar sal em
relacdo ao grupo SHR sal (Wistar sal: 32,25 £ 5,22 vs SHR sal: 19,25 = 1,69 minutos, p
<0,01). Houve diferenca significativa entre A tempo total de exercicio, no grupo Wistar (fis-

sal) comparado ao grupo SHR (fis-sal) (figura 19B).
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Figura 19. Tempo total de exercicio (A) e A tempo total de exercicio de ratos (B) de ratos Wistar e ratos
espontaneamente hipertensos (n = 8 em cada grupo). Valores sdo expressos como média + SEM. **p < 0,01
Wistar sal vs SHR sal. (Anova One-Way). *p < 0,02 Wistar (fis — sal) vs SHR (fis-sal). (Test-t independente).
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7.5 DISCUSSAO

O presente estudo forneceu evidéncias de que a estimulacdo colinérgica via injecdo icv
de fis durante o exercicio promove ajustes no sistema cardiovascular de ratos SHR e Wistar,
sendo mais intensas em ratos Wistar. Em ratos hipertensos, essas altera¢des cardiovasculares
ndo foram suficientes para ajustar as respostas termorregulatorias. Entretanto, a estimulacao
colinérgica central impactou positivamente no desempenho fisico em modelo animal que
mimetiza hipertensdo arterial. Este foi o primeiro estudo a investigar os efeitos da estimulacéo
colinérgica central via injecdo icv de fis nos ajustes cardiovasculares e termorregulatérios de
ratos SHR durante o exercicio fisico.

Estudos prévios (PIRES et al., 2010) demonstraram que a estimulacdo colinérgica
central modula a perda de calor durante o exercicio por meio do aumento na pressdo
sanguinea, que por sua vez promove ativacdo do barorreflexo. No estudo de Pires e
colaboradores (2010), ratos Wistar com denervagéo sino-adrtica tiveram aumento da pressao
arterial, sem alteracdes na FC e reducgdo da capacidade de perda de calor cutanea. J& os ratos
com denervacdo sham aumentaram a pressao arterial, com consequente reducdo da FC e
aumento da perda de calor cutanea. No presente estudo, ambos os grupos (Wistar fis e SHR
fis) apresentaram aumento da PAS e, consequente reducdo da FC (figura 15). Entretanto,
somente o grupo Wistar fis apresentou aumento da Tcauga, que foi 76,21% maior comparado
ao grupo SHR (figure 17B). Além disso, a magnitude do aumento da PAS e FC no grupo
Wistar fis comparado ao seu controle sal foram 7,22% e 39,80% respectivamente, maiores do
que no grupo SHR fis comparado ao seu controle sal (figure 17A e 17C).

Nossa hipétese foi que a estimulagéo colinérgica central por fis atenuaria a hipertermia
induzida pelo exercicio via aumento da vasodilatacdo da cauda induzida por uma maior
resposta pressorica no SHR (BUCCAFUSCO et al., 1990; KUBO and TATSUMI, 1979), o
que seria possivel devido a maior sensibilidade a estimulacdo colinérgica central do SHR
(LAZARTIGUES et al., 1999), levando a maior bradicardia reflexa induzida, possivelmente
pela ativacdo do barorreflexo. No entanto, fis ndo foi capaz de modular as respostas
termorregulatérias de dissipacdo de calor em ratos SHR durante o exercicio fisico. Por outro
lado, ajustes cardiovasculares foram induzidos por fis. Houve aumento da PAS a partir do 6°
minuto apos injecdo icv de fis (figura 15E), seguido de reducdo da FC que iniciou a partir do
7° minuto apos injecdo icv de fis (figura 15F).

Resultados da situacdo repouso evidenciaram que a estimulacdo colinérgica central

modula as respostas termorregulatorias durante o repouso por meio de ajustes no sistema
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cardiovascular em ratos hipertensos. Houve melhora na resposta autonémica mediada pelos
barorreceptores (evidenciada pela reducdo da variabilidade cardiaca da FC), reducdo da
atividade simpatica vascular e cardiaca (evidenciada pela reducao da variabilidade cardiaca da
PAS). Paralelamente, houve aumento da PAS, seguido de bradicardia reflexa com
consequente aumento da Tcauga, resultando em dissipagdo de calor no SHR (reducédo da Tiy).
Além disso, as repostas cardiovasculares e termorregulatérias foram mais intensas no
gendtipo SHR comparado ao genotipo Wistar. Entretanto, no presente estudo, tais respostas
termorregulatdrias ndo foram observadas durante o exercicio fisico até a fadiga em ratos SHR.

Durante o exercicio fisico, a competicdo entre o controle termorregulatério, as
demandas metabdlicas do exercicio fisico e as demandas cardiovasculares da hipertensao
também representam competicao entre o fluxo sanguineo cutaneo e a musculatura esquelética
ativada pelo débito cardiaco disponivel (JOHNSON, 2010). O sistema nervoso autdbnomo
produz maior vasoconstricdo e desvio do volume do fluxo sanguineo visceral na tentativa de
manter o débito cardiaco e o sangue necessario para 0 musculo e a pele simultaneamente.
Como a hipertensdo é caracterizada por maiores valores pressoricos para 0 mesmo esforco
muscular (KENNEY et al., 1984), esta impde uma sobrecarga extra ao sistema cardiovascular
durante o exercicio agudo (SHERWOOD et al., 1995), que pode dificultar o desvio do fluxo
sanguineo para a cauda, e, consequentemente 0 aumento da Tcauga, iImpedindo a dissipacao de
calor ap0s estimulacdo colinérgica central. Assim, ao reduzir ou atrasar a dissipa¢do de calor,
ocorre uma menor concorréncia pelo fluxo sanguineo entre a pele e os musculos ativos
durante o exercicio, resultando em menor tensdo cardiovascular.

No presente estudo, ratos Wistar apresentaram aumento da PAS, seguido de
bradicardia reflexa, com consequente aumento da Tauqa ap6s fis durante o exercicio fisico até
a fadiga. Além disso, as varidveis cardiovasculares e termorregulatérias foram fortemente
correlacionadas (figura 18) e a analise de regressao linear revelou consideravel predicao entre
as variaveis (tabela 4). De fato, esses achados estdo na direcdo de estudos prévios (PIRES et
al., 2007; PIRES et al., 2010) que mostraram que a estimulagdo colinérgica central promove
modulacdo no sistema termorregulatério por meio de mudancas no sistema cardiovascular em
ratos Wistar. Nestes estudos, fis foi capaz de atenuar a hipertermia induzida pelo exercicio
prevenindo o aumento da Ty (PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009). No presente estudo, ndo houve
diferenca significativa para a Ty entre o grupo Wistar fis e seu controle sal. No entanto, a
analise do limiar para vasodilatacdo da cauda mostrou que fis diminuiu o limiar em

aproximadamente 0,50°C. Corroborando este resultado, Rodrigues e colaboradores (2009)
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observaram reducdo de aproximadamente 0,43°C no limiar para a vasodilatagdo da cauda
apos estimulacdo colinérgica central.

O grupo SHR sal apresentou menor tempo total de exercicio comparado ao grupo
Wistar sal (figura 19A). De fato, a hipertensdo parece estar associada & intolerancia ao
exercicio (DRUMMOND et al., 2016; GUAZZI et al., 2001). Sugeriu-se que o fator limitante
da capacidade do exercicio em ratos hipertensos poderia estar associado ao aumento
exagerado da Tiy. Além disso, a pressdo elevada no SHR somado ao aumento adicional
induzido pelo exercicio pode proporcionar um desafio consideravel na hipertensdo sendo
determinante para o desempenho fisico. No entanto, 0s mecanismos pelos quais a hipertensédo
reduz o desempenho fisico ainda precisam ser mais bem compreendidos.

Além disso, o tempo total de exercicio ndo foi alterado entre as condi¢des fis e sal no
grupo Wistar (figura 19A), confirmando a hipotese de que fis parece ndo influenciar o
desempenho fisico como observado em estudos anteriores (DAMASCENO et al., 2015;
PIRES et al., 2007; PIRES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2004). Entretanto, a analise de delta revelou diferencas significativas no tempo total de
exercicio entre os grupos Wistar (fis — sal) vs SHR (fis — sal) (figura 19B). Assim, estes
resultados confirmam a hipotese de que houve tentativa de modulacéo termorregulatéria via
mudancas do sistema cardiovascular buscando impactar no desempenho fisico apos
estimulacdo colinérgica central em ratos hipertensos.

Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenca na taxa metabolica entre as
condigdes sal e fis durante o exercicio (figura 16), sugerindo que, em termos de balanco
térmico, o sistema colinérgico central parece ndo influenciar os mecanismos de producdo de
calor (RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2004). Resultados da situacéo repouso
corroboram a afirmativa anterior, uma vez que mostraram que a estimulacdo colinérgica
central parece influenciar apenas os mecanismos de dissipacdo de calor, sem alterar a
producéo de calor em ratos SHR.

Com base nas evidéncias atuais, novos estudos sdo necessarios para confirmar e
entender melhor os efeitos da estimulacdo colinérgica central em situacGes de desafio pelo

exercicio fisico em condicdes de hipertenséo.

7.7 CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstram o papel do sistema

colinérgico central durante o exercicio fisico nos ajustes cardiovasculares de ratos SHR e
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Wistar. Apesar das alteracdes no sistema cardiovascular ndo terem sido suficientes para
ajustar as respostas termorregulatérias em ratos hipertensos, impactaram positivamente no

desempenho fisico.

8 CONCLUSAO GERAL

A estimulacdo colinérgica central em repouso modula as repostas termorregulatorias por
meio de mudangas no sistema cardiovascular de ratos Wistar e SHR, sendo que essas
respostas s&o mais acentuadas em ratos hipertensos, impactando positivamente na dissipacéo
de calor.

Durante o exercicio fisico, a estimulacdo colinérgica central promove alteracfes no
sistema cardiovascular mais intensas e ajustadas com o sistema termorregulatorio de ratos
Wistar. Em ratos hipertensos, apesar destas alteragdes no sistema cardiovascular ndo terem
sido suficientes para ajustar as respostas termorregulatorias, impactou positivamente no

desempenho fisico.
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ANEXO 1 — Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

MINISTERIO DA EDUCAGAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS UFVJM

Diamantina, 28 de marco de 2015.

A proposta referente ao

Protocolo n°: 039/2014

Intilulade: “Pardmetros termorregulatorios,
cardiovasculares e inflamatorios durante e
apos exercicio fisico em ambiente quente
em ratos espontaneamente hipertensos.”

Pesquisador (a) responsivel: Prof. Dra. Ana Cristina Rodrigues Lacerda
Universidade/Faculdade/Departamento UFVIJM /FCBS/ FISIOTERAPIA

Foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFVIM em18 de fnarc;o de
2015.

Com o recebimento deste parecer, o responsdvel compromete-se a entregar o relatorio
final da proposta até 60 dias apos o término. Em caso de planos de aula, a cada seis
meses estes deverdo ser revalidados.

Ressaltamos que, ‘conforme a Resolugdo Normativa I, de 9 de Julho de 2010, qualquer

alteragdo no protocolo previamente aprovado, na equipe técnica, bem como acidentes
envolvendo os animais, competem ao responsavel a comunica¢do a CEUA/UFVJIM.
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