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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito do bloqueio central do receptor AT2 para angiotensina Il
nas respostas termorregulatorias em ratos durante o exercicio fisico. Material e
meétodos: foram utilizados ratos Wistar, ndo treinados, pesando entre 240-350 g. Os
animais portavam canula no ventriculo cerebral lateral direito para administracédo de
2 uL de PD (10 pg, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n = 7). A temperatura corporal
interna (T;), determinada por telemetria através de sensor de temperatura
implantado na cavidade intraperitoneal do rato, e a temperatura da cauda (Tcauda)
foram medidas durante o repouso e enquanto os animais realizavam exercicio
submaximo a uma velocidade de 18 m/min, 5 % de inclinacdo, até a fadiga. A partir
dos dados obtidos foram determinados: a taxa de aquecimento corporal (BHR), a
taxa de calor acumulado (HSR), o limiar térmico de vasodilatacédo da cauda (TT.V), 0
tempo total de exercicio (TTE) e o trabalho (W). Resultados: Durante o repouso, a
T. dos animais de ambos 0s grupos permaneceu estavel e diferencas nao foram
encontradas entre os tratamentos. Observou-se que a administracdo icv de PD
promoveu aumento de 17 % no TTE (18 £ 1,8 min, PD vs. 15 + 2,1 min, SAL, p <
0,01) e de 20 % no W quando comparado com os controles (4,62 + 0,34 kgm, PD vs.
3,74 + 0,4 kgm, SAL, p < 0,01). Apesar dos ratos injetados com PD apresentarem
aumento semelhante da T durante o exercicio fisico, no ponto de fadiga verificou-se
maior variacdo da T, (2,37 £ 0,24 °C, PD; 1,73 + 0,21 °C, SAL, p< 0,05). Entretanto,
durante o exercicio fisico, diferencas ndo foram encontradas entre a BHR (0,14 =+
0,01 °C.min, PD vs. 0,13 + 0,02 °C.min, SAL), a HSR (33,75 * 1,37 cal. min™,
PD vs. 30,9 + 2,82 cal. min™, SAL) e 0 TT.V (37,75 * 0,12 °C, PD vs. 37,61 *+ 0,15
°C, SAL) entre os grupos. Adicionalmente, a partir do 13° minuto até a fadiga, a
variacado da T¢auga fOi maior nos animais PD (4,87+ 0,44 °C, PD; 3,10 £ 0,57 °C, SAL,
p<0,05), que se mostrou intimamente relacionado com o TTE aumentado (r= 0,871,
p <0,01). Conclusdes: Os dados mostram que o blogueio do receptor AT2 melhora
0 balanco térmico durante o exercicio fisico devido a maior habilidade de dissipar
calor, consequentemente contribuindo para aprimoramento do desempenho fisico.

Palavras chave: PD, receptor AT2, vasodilatagcdo da cauda, fadiga e balanco

térmico.



ABSTRACT

Aim: The aim of the study was to verify the effect of central angiotensin Il AT2
receptor blockade in thermoregulatory responses during exercise in rats. Material
and methods: Wistar rats weighing between 250 and 350g. Were implanted with a
guide cannula in the right lateral cerebral ventricle for administration of 2uL PD (10
Mg, n = 7) or 0,15 M NaCl (SAL, n = 7). The internal body temperature (Tb) was
determined by telemetry via a temperature sensor implanted in the animal's
intraperitoneal cavity. The tail temperature (Tti) was measured using a temperature
sensor attached to the animal's tail. Both temperatures were measured continuously,
during resting and while the animals performed submaximal exercise at a speed of
18m/min and 5% inclination, until failure. From the data obtained, body heating rate
(BHR), heat storage rate (HSR), body temperature threshold for tail vasodilation
(TTpV), time to fatigue (TTF) and workload (W) were determined. Results: Ty
remained stable in both group, and no difference was seen between treatments
during a resting period. It was observed that icv administration of PD promoted an
increase of 17% in the TTF (18 £ 1,8 min, PD vs. 15 £ 2,1 min, SAL, p < 0,01), and of
20% in the W, when compared with controls (4,62 + 0,34 kgm, PD vs. 3,74 = 0,4
kgm, SAL, p < 0,01). Despite that the rats injected with PD exhibited similar increase
in Ty, during exercise, at fatigue point it was found greater variation of Ty, (2,37 + 0,24
°C, PD; 1,73 = 0,21 °C, SAL, p< 0,05). However, no difference was seen between
BHR (0,14 + 0,01 °C.min™, PD vs. 0,13 + 0,02 °C.min*, SAL), HSR (33,75 + 1,37 cal.
mint, PD vs. 30,9 + 2,82 cal. min™?, SAL) and TT,V (37,75 + 0,12 °C, PD vs. 37,61 +
0,15 °C, SAL) in both group. Additionally, from the 13° minute of exercise until
fatigue, T variation was higher in PD animals (4,87 + 0,44 °C, PD; 3,10 £ 0,57 °C,
SAL, p<0,05), and closely related with the increased TTF (r= 0,871, p <0,01).
Conclusion: The data shows that AT2 receptor blockade improves heat balance
during exercise due to better ability to dissipate heat, which contributed to superior
exercise performance.

Key words: PD, AT2 receptor, tail vasodilatation, fatigue and heat balance.
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1. INTRODUCAO

1.1. TEMPERATURA CORPORAL INTERNA

A temperatura corporal interna (T.) € um sinal vital indicador da temperatura
dos orgéaos internos, tais como encéfalo e visceras abdominais, e se mantém dentro
de limites estreitos de variacdo (x 1°C), sendo regulada por ajustes na dissipacao e
na producéo de calor (RODRIGUES et al., 2003, WEEB, 1995 e GORDON, 1990). O
parametro térmico mais comumente utilizado nos estudos com o modelo animal é a
T.. No caso dos ratos, o valor basal da T, permanece dentro da faixa de 37° e 38° C
(BRIESE, 1998). Esses valores de T, apresentam varia¢des diarias durante o ciclo
circadiano, sendo que no periodo noturno verifica-se temperaturas mais elevadas
pelo fato de ser o periodo de maior atividade do animal. Além disso, a T. pode
flutuar rapidamente quando o rato € submetido a situacdes de estresse, tais como o
barulho ou o simples manuseio, elevando temporariamente seus valores (BRIESE,
1998; GORDON, 1990).

Independentemente da temperatura ambiente de exposicéo, a regulacéo da
T. em animais homeotérmicos se da através da integracdo de mecanismos
comportamentais e autondmicos (SIMON, 1999, WEBB, 1995). Embora os
mecanismos autondmicos sejam vitais e eficazes, 0s mecanismos de
termorregulacdo comportamentais sao essenciais para a adequacdo da T,
(ROMANOVSKY, 2007; NAGASHIMA, 2006). Na regulacdo comportamental,
podemos citar como exemplos 0 uso de vestimentas, a protecdo em abrigos, 0 uso
do fogo e posteriormente da eletricidade para fornecimento de calor (MILTON,
1998). Outras espécies utilizam mecanismos regulatérios comportamentais distintos,
tais como: construcdo de ninhos, alteracdo da atividade locomotora e ingestdo de
alimentos, ajustes posturais e busca por temperatura ambiental agradavel,
(GORDON, 1990) sendo alguns desses comportamentos também adotados por
humanos. Nos ratos, o0s primeiros tracos da regulagdo por mecanismos
comportamentais ocorrem logo na primeira semana de nascimento. Estudos
utilizando o tratamento com noradrenalina, a qual estimula a termogénese a partir do

tecido adiposo marrom em recém-nascidos, verificaram que 0s mesmos buscaram
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locais do ambiente onde a temperatura era mais baixa e assumiram uma posi¢cao
com exposicdo maior da superficie corporal, permitindo maior conforto térmico
(FARRELL; ALBERTS, 2007). Além disso, esses animais apresentam outras
reacdes como o espalhamento da saliva pelo proprio corpo, para dissipar calor por
evaporacao (SCHIMMER et al., 2004) e a piloerecdo, considerada um meio de
isolamento térmico no frio.

A regulacdo autondmica inclui mecanismos que a produzem ou conservam
calor e aqueles que promovem a dissipacdo de calor. Tanto a perda quanto a
conservacdo de calor podem ocorrer de maneira passiva com o ambiente, através
da conducgao, conveccédo e radiacdo (NAGASHIMA, 2000). Entre os mecanismos
responsaveis pela producdo/conservacédo de calor, além da taxa metabdlica basal,
podemos citar o aumento da atividade muscular esquelética, conhecida como
termogénese por tremor e a termogénese sem tremor, que ocorre em tecidos
especializados como o tecido adiposo marrom, utilizando e mobilizando substratos
calorigénicos (NAGASHIMA et al., 2000). Esta ultima é comumente presente em
animais recém-nascidos ou de pequeno porte como 0s ratos. Outro importante
mecanismo de conservacdo de calor € a vasoconstricdo cutanea. Estudos
verificaram que o resfriamento da pele da cauda aumenta a atividade simpatica
nesta regido, causando constricdo do muasculo liso vascular, permitindo conservagao
calor (OWENS et al., 2002; JOHNSON & GILBEY, 1994). Quando a temperatura
ambiente (T,) atinge valores superiores a T, 0S mecanismos pelos quais 0s animais
sdo capazes de dissipar calor sdo mediados pelo controle autondmico através de
duas formas: pela perda evaporativa, por exemplo, através da sudorese no homem,
e pela salivacdo nos ratos, e pela perda ndo evaporativa que possibilita a dissipacéo
de calor dos tecidos centrais para a periferia através da vasodilatacdo cutanea
(STOCKS et al.,, 2004). Em ratos, o aumento do fluxo sanguineo provocado por
diminuicdo do tbnus simpatico da artéria da cauda é o principal mecanismo de
dissipacdo de calor (ROMANOVSKY et al.,, 2002). Em uma T, constante, a
temperatura da pele da cauda do rato é proporcional ao fluxo sanguineo para a
cauda, e os efeitos de uma droga ou agente quimico no fluxo sanguineo para a pele
da cauda podem ser analisados pela medida da temperatura da cauda (Tcauda)
(GORDON et al., 2002; OWENS et al., 2002). No estudo de Gordon e colaboradores
(2002), foi constatado que a T¢auga dO rato aumenta 0,5°C, apdés um aumento da T,

de 21,5°C para 23,0°C e depois para 25°C; quando a T, subiu para 27°C, a Tcauda dO
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rato aumentou 2°C. A T, foi entdo aumentada para 29°C e 30,5°C e a Tcauda dO rato
subiu mais 1,5°C. Portanto, a T, na qual o animal se encontra influencia diretamente
as respostas efetoras, que mantém uma situacdo de equilibrio dinamico entre a
producdo e a dissipacdo de calor. Uma reducdo da T, provocara ativacdo nos
mecanismos de producédo de calor, inibindo os mecanismos de perda de calor,
resposta que serd inversa em situacao do aumento da Ta (WEBB, 1995).

Nos animais homeotérmicos, as areas do sistema nervoso central (SNC) que
sao ativadas por alteracdes na T, e que mediam as respostas termorregulatérias a
estas alteracBes estdo localizadas principalmente no hipotalamo (HAMMEL et al.,
1963). Os sinais térmicos oriundos de diversas partes do corpo séo integrados na
area pré-optica e no hipotalamo anterior (POA/AH), considerados sitios primarios na
coordenacao da regulacdo da T, (HAMMEL et al., 1963). Esses centros abrigam
neurdnios sensiveis ao calor e ao frio, que respondem a flutuagcées na T,, sendo que
0S neurdnios sensiveis ao calor sdo os principais efetores, tanto da producdo,
guanto da perda de calor. Esses neurdnios geram sinais estimulatérios para a perda
de calor e sinais inibitorios para a sua producao, através do bloqueio dos neurénios
sensiveis ao frio (ROMANOVSKY, 2007; NAGASHIMA, 2006; BOULAND, 2000).

Os sinais térmicos séo recebidos pela POA/AH através dos termoreceptores
cutaneos, centrais e viscerais. (McCLESKEY, 1997; WEBB, 1995). Os receptores
cutaneos, ou termoceptores periféricos, detectam a temperatura na pele e mucosas
oral e urogenital. A maior parte destes receptores € sensivel ao frio, 0 que seria
esperado diante da especializagdo dos receptores centrais nas respostas ao
aguecimento (McCLESKEY, 1997). Diante de uma reducao da T,, estes receptores
aumentam sua frequéncia de disparos enviando seus sinais através de fibras
mielinizadas (McCLESKEY, 1997). Localizados em menor quantidade e em camadas
mais profundas da derme, os receptores sensiveis ao calor aumentam sua atividade
em funcdo do aumento da T, enviando informagBes através de fibras néo
mielinizadas. Com o aumento da atividade dos receptores cutaneos, € gerada
aferéncia que é transmitida ao SNC através do sistema somatosensorial, via trato
espinotalamico convergindo a informacéo para o cortex passando pelo corno dorsal
da medula espinhal e através da formagéo reticular chega a POA/AH (BOULANT,
1998b). Além dos termoceptores periféricos, existem termoceptores centrais, 0S
quais detectam a T.. Os termoceptores centrais sao populacdes neuronais

localizadas em diversos niveis do sistema nervoso central, incluindo a medula
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espinhal, a formacgéao reticular e a propria POA (BOULANT, 2000). Com base no
conceito de termorregulacdo proposto por Romanovsky e colaboradores (2004),
sugere-se que as informacdes geradas por estes termoceptores centrais apresentam
um perfil politérmico, constituido de diferentes mecanismos tanto para a perda
guanto para a producdo de calor, apresentando limiares de pontos de referéncia
distintos e independentes. Diante disso, num amplo espectro de variacdo da
temperatura, a T, representa o resultado de uma transferéncia ativa e passiva de
calor entre o animal e o ambiente (ROMANQOVSKY, 2004; 2007).

1.2. REGULACAO DA T. DURANTE O EXERCICIO FiSICO

Durante a pratica do exercicio fisico, a T, se eleva proporcionalmente a
duracéo e intensidade da atividade (HARRI et al., 1982). Essa alteracdo ocorre em
funcdo do metabolismo corporal aumentado para suprir as demandas energéticas da
musculatura ativa (CASSIS et al., 2002). Para a contragdo muscular, utiliza-se cerca
de 30 % da energia quimica produzida para a realizacdo do trabalho mecénico,
sendo que os outros 70 % restantes sao convertidos em calor (BIANCO, 2000). Ao
inicio do exercicio fisico, denominada fase dinamica do balanco térmico, ocorre
descompasso entre a producdo e a dissipacdo de calor, resultando em aumento
exponencial da T, (LEITE et al., 2007). Neste estagio da atividade fisica, a perda de
calor é dificultada pela vasoconstricdo cutanea, mediada pela ativacdo simpatica
(LEITE et al. 2006). Tem sido proposto que a producao de calor atua como principal
desencadeador do processo de dissipacdo de calor. Desse modo, a fase estavel de
balanco térmico do exercicio fisico tem inicio a partir do momento no qual é atingido
o limiar térmico para vasodilatacdo cutanea (TT.V). Nesse momento a perda de calor
por dissipacéo é facilitada e se aproxima da taxa de producado de calor, atenuando o
aumento da T,. Esta por sua vez permanece assim até atingir um limite critico para o
desencadeamento da fadiga (WALTERS et al., 2000).

Em ratos, o principal mecanismo responsavel pela dissipacdo de calor é a
vasodilatacdo da cauda, uma vez que a perda de calor por evaporacao através de
mecanismos comportamentais, como o espalhamento da saliva pelo corpo, fica

impossibilitada durante o exercicio fisico (WILSON et al., 1978). A vasodilatacao da
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cauda é responsavel pela dissipacdo de cerca de 25% da producdo de calor em
repouso e cerca de 40% durante o exercicio (YOUNG & DAWSON, 1982). Dessa
forma, qualquer alteracdo que prejudique esse mecanismo pode acelerar 0 processo
de fadiga (WILSON et al., 1978), dificultando os ajustes na T..

1.3. FADIGA CENTRAL E HIPERTERMIA

A fadiga provocada pelo exercicio fisico € um fendbmeno multifatorial que
envolve a interacao entre fatores fisioldgicos e psicoldgicos (BERTUZZI et al., 2004).
Pode ser definida como incapacidade de manter a for¢ca ou poténcia requerida ou
aumento da dificuldade de manter a taxa de trabalho (FOLEY & FLESHNER, 2008;
NIELSEN & NYBO, 2003). A fadiga pode ter origem periférica e/ou central, sendo
que a Ultima é causada por falha do SNC em proporcionar impulso eferente
adequado para os mauasculos (LEITE et al., 2013). Ela é considerada como
mecanismo de defesa por prevenir ameacas a homeostase através da reducdo
forcada da intensidade da atividade fisica ou a interrupcdo da mesma (GANDEVIA,
2001). Os mecanismos fisioldgicos propostos como precipitadores da fadiga incluem
perturbacdes metabdlicas, cardiovasculares e do SNC, que podem ser associados a
elevacdo da T, (FOLEY & FLESHNER, 2008; MEEUSEN et al., 2007; FERNSTROM,;
FERNSTROM, 2006; NIELSEN; NYBO, 2003) . A rapida elevacdo da T. que ocorre
durante o exercicio fisico dinamico representa um fator critico para a manutencéo do
desempenho fisico prolongado e demonstra ser uma das causas de inducdo da
fadiga (FULLER, et al., 1998). O cérebro é notoriamente vulneravel a hipertermia, e
a prevencdo da apoptose neuronal demonstra ser uma das razdoes para O
estabelecimento da fadiga (BRINNEL et al., 1987). Muitos estudos mostraram que a
manutencdo da T. elevada durante a atividade fisica limita o desempenho, sendo o
tempo de fadiga inversamente relacionado com a T. no inicio da atividade fisica e
diretamente relacionado com a taxa de acumulo de calor (LACERDA et al., 2005;
SOARES et al., 2004; GONZALES-ALONZO et al., 1999). A duracdo do exercicio
em ambientes quentes parece se correlacionar com o0 estabelecimento de uma T,
critica capaz de acionar mecanismos de defesa centralmente mediados, prevenindo

lesbes ou até mesmo morte (FULLER et al.,, 1998). A capacidade dos musculos
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gerarem forca ndo esta impedida durante o exercicio fisico em hipertermia,
entretanto, a producao de forga sustentavel é diminuida (NIELSEN & NYBO, 2003).

O desenvolvimento da fadiga central por hipertermia, causada pela pratica do
exercicio fisico prolongado em ambientes quentes, parece envolver o acumulo e/ou
a deplecdo de neurotransmissores do SNC (NIELSEN & NYBO, 2003). Estudos
sugerem que alteracdes na concentracdo de aminoacidos plasméticos estao
envolvidos na fadiga central, influenciando a sintese, concentracéo e liberacdo de
neurotransmissores, particularmente a serotonina (5-HT) no cérebro (DAVIS &
BAILEY, 1997). O aumento da concentracdo de 5-HT esta associado com letargia e
perda da motivacdo central para o exercicio fisico (BLOMSTRAND, 2006). De fato,
evidéncias sugerem que o aumento do conteddo da 5-HT em importantes areas do
cérebro responsaveis pela termorregulacdo, como a POA e HA, aumentam a
producdo de calor precipitando a fadiga (CAPERUTO et al., 2009). Levando-se em
conta esta Ultima observacao, substancias que elevam a T, tal como no caso da
febre induzida por citocinas, podem antecipar a fadiga central através da elevacao
do contetudo da 5-HT (CHEUNG et al., 2004). Embora o papel da 5-HT na fadiga
central j& esteja bem investigado, é provavel que outros neurotransmissores sejam
capazes de influenciar a fadiga, como a dopamina (DA) (FERNSTROM et al., 2006).
Tem sido sugerido que esta monoamina interage com a 5-HT durante o exercicio
fisico, afetando o desempenho fisico. (FOLEY et al., 2008). A neurotransmissao da
DA esta associada com algumas funcdes fisiolégicas que podem modificar o
desempenho de corrida, tais como recompensa e motivacdo (HASEGAWA et al.,
2008). O metabolismo central da DA estd aumentado durante o exercicio fisico em
animais, e esta elevacédo central tem sido associada com o atraso na fadiga, apesar
de uma maior T, no ponto de fadiga e um maior armazenamento de calor durante o
exercicio (BALTHAZAR et, al., 2009). Este argumento é reforcado pelo fato de que o
aumento da DA na POA inibe os sinais para interrupcdo do esforco que sao
decorrentes da sobrecarga térmica (BALTHAZAR et al., 2009; HASEGAWA et al.,
2008).
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1.4. O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A TERMORREGULACAO DURANTE
O EXERCICIO FisICO

O sistema renina-angiotensina (SRA) corresponde a um complexo sistema
hormonal, agindo também localmente em diversos 6rgéos e tecidos, de maneira
enddcrina, paracrina e autocrina (JOHNSTON et al., 1993). O papel fundamental do
SRA esta relacionado a regulagdo a curto e longo prazo da homeostasia
hidroeletrolitica do organismo e do controle da pressdo arterial sanguinea
(MENARD, 1993). No entendimento classico do SRA, a substancia ativa
angiotensina Il (ANG II) é a responsavel por importantes efeitos fisioldgicos,
exercendo a¢Bes bem definidas como vasoconstricdo, estimulacdo da liberacdo de
aldosterona e vasopressina e inducdo da sede e do apetite ao sédio (CAREY &
SIRAGY, 2003; McKINLEY et al., 2003; DZAU, 1986). Este octapeptideo, cujo
precursor angiotensinogénio, € produzido principalmente pelo figado. Na corrente
sanguinea, sofre acdo da renina, produzida e liberada pelos rins, sendo convertido
no decapeptideo angiotensina | (ANG 1). A partir dai, a enzima conversora de
angiotensina (ECA), ao nivel dos capilares pulmonares, converte a ANG | em ANG
II, que através da corrente sanguinea, age sistemicamente sobre varios 6rgaos alvo
gue incluem os préprios vasos sanguineos, cortex-adrenal, rim, coracdo e cérebro
(McKINLEY et al., 2003). A ANG Il também €& um neuropeptideo produzido dentro do
sistema nervoso central, onde atua como neurotransmissor ou modulador da
neurotransmissdo e da excitabilidade dos neurdnios (MCKINLEY et al., 2003).
Estudos anteriores demonstraram que a ANG Il exerce efeito termorregulador capaz
de induzir resposta hipotérmica caracterizada por aumento da dissipacéo de calor e
reducdo da taxa de consumo de oxigénio (CASSIS et al., 2002; FREGLY &
ROWLAND 1996; WILSON & FREGLY 1985 a, b).

O octapeptideo ANG Il exerce seu principais efeitos através dos receptores
transmembrana de angiotensina tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2). Os receptores AT1
estdo presentes em maior quantidade nos vasos sanguineos, coOrtex-adrenal, rins,
figado e cérebro enquanto que os receptores AT2 sdo encontrados principalmente
no tecido mesenquimal, medula adrenal, Gtero, foliculos ovarianos e no cérebro
(OHINATA et al., 2008; ROULSTON et al., 2003; DE GASPARO et al., 2000; ZHUO
et al., 1995). Modelos utilizando o bloqueio ou a estimulacdo em tecidos especificos
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tém demonstrado a influéncia dos receptores AT1 na manutencdo da pressao
arterial e regulagdo do balango hidroeletrolitico. Perifericamente, € bem conhecido
gue estes receptores estdo associados a acdo vasoconstritora direta, a estimulacéao
da sintese e liberacdo de aldosterona pelo cértex-adrenal, que induz a reabsorcao
de sodio e consequentemente de agua pelos tubulos renais, e também a hipertrofia
da musculatura lisa vascular e cardiaca (THOMAS; MENDELSOHN, 2003). Tem-se
assumido que os receptores AT2 agem neutralizando essas acfes (HEIN et al.,
1995; ICHIKI et al., 1995). Acredita-se que a vasodilatacdo mediada pelo receptor
AT2 é um fendbmeno endotélio dependente, envolvendo o receptor de bradiquinina
do tipo 2, oxido nitrico e guanosina 3’, 5° monofosfato ciclico (JOEP, 2006). Em
alguns estudos foi reportado que o relaxamento mediado pelo receptor AT2 na
resisténcia de artérias isoladas, contribui para diminuicdo da presséao arterial (LI &
WIDDOP, 2004). No cérebro, os receptores AT1 e AT2 sdo encontrados em Varias
regides, como o hipotalamo, a POA, a lamina terminal, a medula ventrolateral e o
nacleo do trato solitario. Essas regides sao conhecidas pelas funcbes de regulacéo
do sistema cardiovascular, balanco hidroeletrolitico e termorregulacdo (PACAK &
PALKOVITS, 2001). Li e -colaboradores (2003) verificaram que a injecéo
intracerebroventricular (icv) de ANG Il provoca aumento maior da pressao arterial em
ratos knock-out para o gene do receptor AT2. A injecao icv de ANG Il combinada
com PD123319 (PD; antagonista do receptor AT2) provoca nos ratos controle
resposta pressorica ainda maior do que a provocada somente pela injecdo de ANG I
sozinha. Estes resultados apoiam o efeito depressor da estimulacdo central dos
receptores AT2 na pressao arterial, provavelmente via inibicao simpética.

Na ultima década, muitos estudos investigaram o papel da ANG Il como um
horménio regulador da T.. Em ratos, h& evidéncias que apoiam a hipdtese de que
ANG Il € um neurotransmissor central envolvido em mecanismos de producdo e
dissipacéo de calor (LEITE et al., 2006). Na situacdo de repouso, a administracéo
sistémica de ANG Il induz resposta hipotérmica de natureza dose-dependente
manifestada através da diminuicdo da taxa metabolica e da vasodilatacdo da cauda
(FREGLY; ROWLAND, 1996). Respostas similares foram obtidas apds a injecéo icv
de ANG Il em ratos, sugerindo participacdo do SRA centralmente no controle da T,
(WILSON; FREGLY, 1985). Esta resposta hipotérmica induzida pela ANG Il é
abolida pelo tratamento com inibidores do SRA, como inibidores da ECA e
antagonistas do receptor AT1 (FREGLY; ROWLAND, 1992).
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Durante o exercicio fisico, as concentracfes plasmaticas de ANG Il se
encontram elevadas, fato atribuido ao aumento da concentracdo da renina
circulante, que se eleva em funcdo do aumento da atividade simpatica renal
(TIDGREN et al., 1991). A elevacdo da intensidade do exercicio fisico dinamico
provoca aumento progressivo da concentracdo periférica da ANG Il (TIDGREN et al.,
1991). Estudos tem verificado que durante o exercicio fisico a ANG Il desempenha
importante papel no controle da pressao arterial e redistribuicdo do débito cardiaco
através da acdo vasoconstritora direta e/ou pelo aumento da atividade simpatica
(STEBBINS; SYMONS, 1995).

Recentemente, foi demonstrado em ratos que o bloqueio icv, durante o
exercicio fisico, do receptor AT1 para ANG II, utilizando losartan, induz efeitos
termorregulatérios marcantes. Verificou-se aumento significativo das taxas de
aquecimento corporal e acumulo de calor, responsaveis por inducdo rapida de
hipertermia e aumento do TT.V (LEITE et al., 2006). O tratamento com losartan
também reduz o desempenho fisico, que mostrou-se intimamente associado com a
elevada taxa de aquecimento corporal. Além disso, o bloqueio dos receptores AT1
centrais resulta em aumento da taxa metabdlica e reducéo da eficiéncia mecéanica
durante o exercicio fisico. Tais efeitos do losartan sobre o balanc¢o térmico durante o
exercicio fisico estdo associados com a ativagcdo de vias serotonérgicas na area pre-
Optica e no hipotdlamo (LEITE et al.,, 2010). Os achados evidenciaram que o
bloqueio do sistema angiotensinérgico central resulta em aumento do contetdo de
serotonina nesses centros termorregulatérios, diretamente associado com
hipertermia e elevada taxa de aquecimento corporal, e indiretamente relacionado
com a reducdo do desempenho fisico. Todos esses dados corroboram que a
transmissdo angiotensinérgica central tem efeitos importantes sobre a
termorregulacdo durante o exercicio fisico, ao modular a dissipacao de calor através
da vasodilatacdo cutanea, assim como a producdo deste, protegendo o cérebro
contra a hipertermia excessiva e contribuindo para melhora do desempenho fisico
(LEITE et al., 2010, 2009, 2007, 2006).

Em contraste com o receptor AT1, o papel fisiologico desempenhado no
cérebro pelo receptor AT2 durante o balanco térmico e o desempenho fisico ainda &
pouco conhecido. Alguns estudos reportaram acdes termorregulatérias e no
comportamento exploratério de ratos modificados geneticamente com deficiéncia no
receptor AT2 (HEIN et al.,1995; ICHIKI et al., 1995). Estes animais apresentaram
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menor T, no repouso, atenuacdo do comportamento exploratério e reducdo da
movimentagao espontanea. Por outro lado, o efeito na T. de repouso deste mesmo
modelo animal durante o estresse induzido pela manipulacdo (através da mudanca
de gaiolas) mostrou-se significantemente maior em relacdo ao grupo controle
durante 50 minutos posteriores a intervengdo, sem alterar significativamente o
padrdo de atividade fisica entre os grupos (WATANABE, 1999). Esses achados
sugerem que a ANG Il enddégena atua no controle termorregulatorio central via
receptor AT2. Em outro estudo verificou-se que a administracdo central de
antagonista do receptor AT2, atenuou a resposta hipertérmica febril induzida pela
interleucina-1 (IL-1) (WATANABE et al., 1997). Esses dados demonstram que o
receptor AT2 no cérebro pode modular a hipertermia induzida por estresse
imunologico. Com base nesses achados, sugere-se que a ANG Il via receptores AT2
centrais poderia desempenhar papel importante nas vias termorregulatorias,
modulando o balango térmico e influenciando o desempenho fisico durante o

exercicio em ratos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a importancia dos receptores AT2 do SNC, no balanco térmico e no

desempenho durante o exercicio fisico em ratos.

Objetivos Especificos

Estudar o efeito do bloqueio do receptor AT2 através da injecdo
intracerebroventricular de PD 123319 sobre:

- As respostas termorregulatérias: Temperatura corporal interna (T),
temperatura da cauda (Tcauda), taxa de aquecimento corporal (BHR), taxa de
acumulo de calor (HSR) e o limiar térmico para vasodilatagdo da cauda (TT.V) em
ratos submetidos ao exercicio submaximo em esteira;

- O tempo total de exercicio até a fadiga (TTE), o trabalho (W) e a relacéo
entre o balanco de calor e a determinacdo da fadiga em ratos submetidos ao

exercicio subméximo em esteira até a fadiga.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aprovagao Etica

Todos os procedimentos foram submetidos & Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA) e foram

executados de acordo com o regulamento da Comisséo (010/2012).

3.2 Amostra

Foram utilizados 15 ratos Wistar adultos, com 60 dias de vida e peso corporal
entre 240-350g, provenientes do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade
Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJF). Durante os experimentos, os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, com fotoperiodo de 12h luz/12h escuro, sob T, de
23 + 2° C, tendo livre acesso a racao para ratos (Nuvilab) e 4gua.

3.3 Familiarizacdo ao Exercicio Fisico

Na primeira semana, 0s animais realizaram protocolo de familiarizacdo ao
exercicio fisico em esteira motorizada para roedores (Etabio, Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil) durante 5 dias consecutivos. O protocolo consistiu em 5 minutos de
repouso na esteira, seguidos de 5 minutos de exercicio fisico a uma velocidade de
10 m.min™ e 5% de inclinac&do. Este procedimento foi realizado visando adaptar o
animal ao local do experimento e a direcédo da corrida, prevenindo o estresse diante
de uma nova condicdo experimental. A estimulacao elétrica utilizada foi estabelecida
de acordo com a tolerancia de cada animal, a ponto de causar um desconforto, sem
causar dor, que o fizesse preferir permanecer na esteira ao invés da grade de

estimulacéo elétrica (American Physiological Society, 2006).
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3.4 Procedimentos Cirurgicos

3.4.1 Canulacgéo Central

Apos o periodo de familiarizacdo, os animais foram anestesiados com mistura
de ketamina (72,0 mg/kg de peso corporal) e xilazina (8,0 mg/kg de peso corporal),
via intraperitoneal (ip), para realizacdo da canulacdo do ventriculo cerebral lateral
direito (VLD). Em seguida, foram submetidos a tricotomia e assepsia da regido
superior da cabeca, onde foi realizada incisdo longitudinal da pele e do tecido
subcutaneo. Foi aplicado localmente dose de lidocaina (2 %, 0,1 mL, anestésico
local, Syntec) para analgesia e afastamento do periosteo.

A seguir, o animal foi adaptado ao estereotadxico para animais de pequeno
porte (EF331, Insight, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). A craniotomia foi realizada
com o auxilio de broca odontoldgica (7 a 8 mm) para a implantacdo das canulas guia
de aco inoxidavel. A canula (16 mm de comprimento x 0,7 mm de didmetro interno)
foi implantada no VLD obedecendo as coordenadas estereotéxicas estabelecidas
pelo atlas de De Groot (1959) cujos parametros séo: -1,5 mm posterior ao bregma
(antero-posterior), -2,5 mm a partir da linha mediana (latero-lateral) e -3,0 mm a
partir da dura mater (vertical). Dois parafusos, também ancorados ao cranio, foram
utilizados para fixagdo das canulas no cranio. A canula guia foi conectada a um tubo
de polietileno (PE 50) adaptado a mandmetro contendo solucdo salina. O
posicionamento correto da canula na area desejada foi observado pelo
deslocamento da coluna de liquido do mandémetro (Antunes-Rodrigues & McCann,
1970). A cénula icv foi ancorada aos parafusos e fixada a calota craniana com
cimento odontolégico autopolimerizante. Um capuz de polietileno (PE 50) foi

conectado as canulas para impedir sua obstrucéo.
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3.4.2 Implante do Sensor de Temperatura

Durante o0 mesmo procedimento cirargico de canulacao central, foi realizado
implante do sensor de temperatura (G2 E-Mitter, Mini Mitter, Sun River, OR, EUA) na
cavidade ip. Apdés assepsia e tricotomia da regido abdominal, o sensor de
temperatura foi inserido na cavidade ip, através das camadas musculares, por meio
de pequena incisdo na linha Alba de aproximadamente 2 cm. O peritdnio e a pele da
regido foram adequadamente suturados apos o implante.

Ao final das cirurgias os animais receberam dose de antibidtico (48.000 U -
Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge) no volume de 0,2 mL/kg via
intramuscular (logo apds os procedimentos cirdrgicos e outra dose passados 5 dias
das cirurgias) e 0,1 mg/Kg de analgésico/anti-inflamatério subcutaneo (Banamine
injetavel, Schering-Plogh) durante 3 dias consecutivos. Foi permitido aos animais um
periodo de recuperacdo de no minimo cinco dias antes de serem submetidos aos

experimentos.

3.5 Temperatura Ambiente, Corporal e da Cauda

A T, foi registrada por telemetria utilizando o sensor de temperatura
intraperitoneal previamente calibrado. Para determinacao da Tcauga, UM termistor de
cauda (THR-140; Instrutherm, Sdo Paulo, Brasil) foi fixado sobre a pele com
esparadrapo, cerca de 10 mm de distancia da base da cauda. Este termistor foi
conectado a um leitor digital (THR-140, printing thermometer, Instrutherm, S&o
Paulo, Brasil) para recep¢ao dos dados. A T, dentro da esteira foi estabelecida por
meio de termémetro digital (THR-140; Instrutherm, Sdo Paulo, Brasil) fixado dentro

do local.
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3.6 Exercicio Fisico

Durante o0s experimentos, 0s animais foram submetidos ao exercicio
submaximo em esteira a velocidade constante de 18 m/min e 5% de inclinacao.
Esses parametros correspondem a consumo de oxigénio de = 66 % do VO2 max
(BROOKS & WHITE, 1978; HUSSAIN et al., 2001; LEITE et al., 2006, 2007, 2010).
O ponto de fadiga foi definido como o ponto no qual o animal ndo mais conseguiu
manter o ritmo da esteira por mais de 10 segundos (LACERDA et al., 2005; FULLER
et al., 1998), adotando-se o mesmo critério de estimulacao elétrica que da fase de

familiarizagdo. Os experimentos foram realizados entre 10:00 e 12:00 horas.

3.6.1 Protocolo Experimental

No dia do experimento, apos pesagem do animal, uma agulha (22 G) foi
introduzida na canula guia e conectada a uma seringa Hamilton para infusdo das
drogas por meio de um tubo de polietileno PE 10. Simultaneamente, o termistor para
registro da Tcauda fOi fixado ao animal. Os animais foram escolhidos aleatoriamente
para receber SAL e/ou PD 123319. Todos os experimentos foram realizados
utiizando o método duplo-cego. O animal era, entdo, colocado no local do
experimento para realizacdo do exercicio fisico até a fadiga, e posteriormente para a
coleta dos dados de repouso, durante um periodo de 40 minutos.

Inicialmente foi realizado protocolo de exercicio fisico, e antes do inicio do
registro dos dados, 2,0 yL de 0,15 M NaCl (SAL, n = 7) ou 2,0 uL de PD 123319
(Sigma Aldrich; n = 7 (5 pg, 10 pg e 20 pg) ) foram administradas no VLD. Cada
animal realizou 4 experimentos e apds a realizacdo destes protocolos foi feito teste
para determinagao de uma curva dose-resposta para a droga. A dose de PD 123319
selecionada foi a de 10 pg, por apresentar diferenga mais significativa na Tcauda-

Apoés a determinacao da dose de 10 ug como mais efetiva sob o parametro
térmico Tcauda, fOI realizado protocolo de repouso com outros 8 animais. Cada animal
realizou 2 experimentos, onde permaneceram por 40 minutos em repouso na
esteira, apos a administracdo de 2,0 uL de 0,15 M NaCl (SAL, n = 8) ou 2,0 uL de
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PD 123319 (Sigma Aldrich; n = 8 (10ug) ). O tempo de infuséao foi de 1 minuto para
evitar elevacdo subita da pressao hidrostatica local. Foi determinado um intervalo de
48 horas entre a realizacdo dos experimentos.

As temperaturas foram registradas durante o repouso, e continuamente
durante todo o periodo do exercicio, a cada minuto. A T e a Tcauda foram utilizadas
para determinar TT.V, isto €, a T, que correspondeu ao momento no qual a Tcauda

claramente comecou a se elevar (vasodilatacao).

3.7 Céalculos

A partir dos dados colhidos foram determinados:
Tempo total de exercicio (TTE, min) = tempo total de exercicio até a fadiga.

Trabalho (W, Kgm) = m.TTE. v.sena, onde m = massa corporal em kg; v =

-1
velocidade da esteira (m.min ); sena = inclinacao da esteira (Brooks & White, 1978;

Brooks et al., 1984; Lima et al., 2001).

Taxa de aguecimento corporal (BHR; oC.min-l) = AT /(tempo de exercicio),
onde AT, = variacdo da temperatura interna (T+T;); T; = T. no ponto de fadiga; e T, =
T inicial medida antes do exercicio.

Acumulo de calor (HS; cal) = (AT¢).m.c, onde m = massa corporal em gramas;

e ¢ = calor especifico dos tecidos do animal (0.826 cal.g™*.°c™) (Gordon, 1993).

-1
Taxa de acumulo de calor (HSR; cal.min ) = (AT.).m.c/(tempo de exercicio),

onde m = massa corporal em gramas; e ¢ = calor especifico dos tecidos do animal

11
(0.826 cal.g .°c ) (Gordon, 1993).

3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como Média + E.P.M. As diferengas entre os
tratamentos e o efeito do tempo foram avaliadas utilizando a andlise de variancia

(ANOVA), seqguido do teste de Newman- Keuls. Também foram comparados os
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dados pelo teste T de Student pareado. As correlagbes entre as variaveis
termorregulatorias e do exercicio foram definidas usando o coeficiente de correlagao

de Pearson. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.

4. RESULTADOS

Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
uL de PD 123319 (10 ug, n = 8) ou de 0,175 M NaCl (SAL, n = 8) na T, durante o
repouso.

O registro da T durante o periodo de 40 minutos de repouso ndo mostrou
variacdo significativa tanto apds o tratamento com SAL (n = 8) quanto apos o
tratamento com PD 123319 (n = 8). A tabela 1 apresenta os valores da T,
imediatamente antes e apds a injecao icv de SAL e/ou PD 123319 durante este
periodo. Nota-se que tanto apds a administracdo icv de PD 123319 quanto de SAL,

0s animais mantiveram sua T constante ao longo dos 40 minutos de experimento.

PD SAL
Basal 20 min 40 min Basal 20 min 40 min
Tc(°C) 37,8910,06 37,76 £0,12 37,47 £0,22 37,91+0,02 37,71+0,07 37,28+0,22
DeltaTc (°C) 0,01+0,04 0,13+0,40 0,41+0,65 0,02+0,19 0,20%0,22 0,63+0,59

Tabela 1. Efeito da injecéo icv de 2 yL de PD 123319 (10 pg, n = 8) ou 0,15 M NaCl (SAL, n = 8) na
T. durante o repouso. Dados expressos como média + EPM. Os animais foram controles deles
mesmos.
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Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
ML de diferentes concentragcbes de PD (5ug, n=7; 10 ug, n=7; 20 ug, n =7) ou
de 0,15 M NaCl (SAL, n =7) sobre a variagao da Tcauga N0 ponto de fadiga.

O gréfico 1 representa a variacao da Tcauga NO ponto de fadiga apos a injecao
icv de SAL e/ou de diferentes concentragdes de PD (5 pg, n=7; 10 ug, n =7; 20 ug,
n = 7). O efeito da injecdo icv de PD sobre a variacdo da Tcauda NO ponto de fadiga
apresentou um padréo crescente de elevacdo nas concentracdes (de 5 ug e 10 ug).
Entretanto, observou-se um ponto de inflexdo da curva apdés tratamento com 20 ug
de PD. Como pode ser observado no grafico, o perfil apresenta-se dose dependente
até a dose de 10 ug (r=0,969, p<0,01), sendo que o maior aumento na variagao da
Tcauda NO ponto de fadiga foi verificado com a dose de 10 pg (SAL: 3,10 £ 0,57 °C; 5
Mg: 3,63 £ 0,26 °C; 10 ug: 4,87 £ 0,44 °C; 20 ug: 4,04 £ 0,43 °C). Portanto, a dose de
10 ug foi utilizada no estudo.

Variagado da Tcauda no ponto de fadiga (°C)

SAL PD5 PD10 PD20
Dose (mg)

Grafico 1. Efeito da injecdo ive de 2 yL de PD (5 ug,n=7; 10 uyg, n =7; 20 ug, n =7) ou 0,15 M NaCl
(SAL, n =7) sobre a variacao da T.,u4a NO ponto de fadiga. Dados expressos como média £ EPM. *p <
0.05 comparado com grupo SAL, PD 5 ug e PD 20 ug.
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Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
ML de PD (10 ug, n =7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n =7) sobre o TTE e sobre o W
durante o exercicio até a fadiga.

O grafico 2 representa as diferencas entre o TTE e o W entre 0s animais
tratados com SAL e PD. Observa-se que a administracdo icv de PD promoveu
aumento de 17 % no TTE durante o exercicio quando comparado com o0s controles
(18 £ 1,8 min, PD vs. 15 + 2,1 min, SAL, p < 0,01). Ao comparar os valores de W,
nota-se que houve também aumento significativo, isto é, de 20 %, quando
comparado com os controles (4,62 + 0,34 kgm, PD vs. 3,74 + 0,4 kgm, SAL, p <
0,01).
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Grafico 2. Efeito da inje¢do icv de 2 uL de PD (10 ug, n =7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n = 7) sobre o
TTE e sobre e o W durante o exercicio (18 m/min™ e 5% de inclinacéo) até a fadiga. Dados expressos
como média + EPM. *p < 0.05 comparado com grupo SAL.
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Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
uL de PD (10 ug, n =7) ou de 0,175 M NaCl (SAL, n =7) na T; e na T u4, durante o
exercicio até a fadiga.

O gréfico 3A representa a variacdo da T, durante o exercicio fisico até a
fadiga em animais tratados com SAL e PD. Tanto nos animais tratados com SAL
quanto nos tratados com PD foi observado aumento rapido e progressivo da T.. A
variagdo da T. apresentou elevagao significativamente maior do valor basal nos
minutos 2 e 3 para o0s grupos PD e SAL, respectivamente (0,22 + 0,07 °C, PD; 0,27 £
0,05 °C, SAL, p< 0,05). No decorrer do experimento, ndo foram encontradas
diferencas entre os tratamentos durante qualquer periodo do exercicio fisico.
Entretanto, o grupo SAL interrompeu o teste aos 15 minutos, enquanto 0s animais
do grupo PD mantiveram o exercicio até o 18° minuto, apresentando, assim, maior
variacdo da T. no ponto de fadiga. (2,37 + 0,24 °C, PD; 1,73 + 0,21 °C, SAL, p<
0,05).

Em relacdo a Tcauga, COMparando a curva de variacdo no grafico 3B é possivel
notar a vasoconstricdo provocada inicialmente pelo exercicio fisico, visualizada
através da queda da Tcauda, que atingiu o nadir no 3° minuto de exercicio para ambos
os grupos (- 1,29 + 0,17 °C, PD; - 1,29 + 0,26 °C, SAL). Esta vasoconstricdo foi
seguida de elevacdo gradativa do fluxo sanguineo para a cauda constatada pela
elevacdo da Tcauga. ISto indica que mecanismos de perda de calor foram ativados. A
vasodilatacao induzida pelo exercicio foi constatada no 6° minuto de exercicio para
os tratados com PD (1,03 + 0,49 °C, PD, p < 0,05), enquanto que para os tratados
com SAL a diferenca foi aparente a partir do 7° minuto de exercicio (1,23 + 0,63 °C,
SAL, p < 0,05). Em adendo, apds os 13 primeiros minutos de exercicio, a variacado
da Tcauda fOi Superior nos ratos tratados com PD até a fadiga (4,87+ 0,44 °C, PD;
3,10 £ 0,57 °C, SAL, p<0,05).
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Gréfico 3. Efeito da injegdo ivc de 2uL de PD (10 pg) ou 0,15 M NaCl (SAL)(n=7) na variacao da T,
(grafico 3A) e variacdo da T.au4a (grafico 3B). Valores foram expressos como média + EPM. *p < 0,05
comparado com o grupo SAL. +p < 0,05 comparado com valor basal correspondente. #p < 0,05
comparado com nadir correspondente. Valor basal T, (36,99 + 0,06 °C, PD; 36,90 + 0,07 °C, SAL) e
valor basal T¢a4a (27,24 + 0,61 °C, PD; 28,27 + 0,58 °C, SAL). Valor T, no ponto de fadiga (39,36 +
0,22 °C, PD; 38,63 £ 0,37 °C, SAL, p<0,05) e valor T.auga N0 ponto de fadiga (32,11 + 0,64 °C, PD;
31,92 + 0,55 °C, SAL, p<0,05)
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Correlagéo entre Tcauga NO ponto de fadiga e TTE.

Visando verificar a influéncia da dissipacao de calor através da vasodilatacédo
da cauda sobre o desempenho fisico, o gréfico 4 demonstra que a Tc¢auda NO ponto de
fadiga correlacionou-se diretamente com o TTE (r= 0,871, p <0,01), evidenciando
que o aumento da Tcauga NOS animais PD contribui diretamente para seu melhor
desempenho fisico.
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Gréfico 4. Correlacdo entre TTE e T4 NO ponto de fadiga durante o exercicio em ratos tratados com
2pL de PD (10 pg, n=7; circulo sélido) ou 2uL de 0,15 mol/l Sal (n=7; circulo aberto).
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Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
uL de PD (10 ug, n = 7) ou de 0,175 M NaCl (SAL, n = 7) sobre a BHR e a HSR

durante o exercicio até a fadiga.

Com o intuito de comparar os efeitos térmicos em ambos os tratamentos,
foram calculados a BHR e a HSR. Os valores da cada tratamento estéo ilustrados

nos gréficos 5.

N&o foram observadas diferencas significativas sobre a BHR e a HSR quando
comparados os grupos SAL e PD. Os valores foram: BHR: 0,14 + 0,01 °C.min, PD
vs. 0,13 + 0,02 °C.min™, SAL; HRS: 33,75 + 1,37 cal. min, PD vs. 30,9 + 2,82 cal.
min™*, SAL.

1 BHR/SAL
0,20 | mmmm BHR/PD - 40
0,19 1 HSR/SAL
0.18 - mmm HSR/PD

0,17 -
0,16 -
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0,05 - 20
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Gréfico 5. Efeito da injecdo icv de 2 pyL de PD (10 pug, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n = 7) sobre a
BHR e a HSR durante o exercicio (18 m/min™ e 5% de inclinacédo) até a fadiga. Dados expressos

como média + EPM.
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Efeito do bloqueio dos receptores AT2 para ANG Il através da injecao icv de 2
uL de PD (10 ug, n =7) ou de 0,175 M NaCl (SAL, n = 7) sobre o TT;V durante o

exercicio até a fadiga.

Para verificar se o tratamento com PD afetaria os mecanismos de dissipacéo
de calor durante o exercicio através da vasodilatacdo da cauda, o TT.V foi calculado
para ambos os tratamentos. O resultado esta ilustrado no grafico 6. Ndo foram
observadas diferencas entre os grupos PD e SAL. Os valores foram (37,75 + 0,12
°C, PDvs. 37,61 + 0,15 °C, SAL).
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Gréfico 6. Efeito da injecdo icv de 2 pL de PD (10 pug, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n = 7) sobre o
TT.V durante o exercicio (18 m/min™ e 5% de inclinacéo) até a fadiga. Dados expressos como média

+ EPM.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, o bloqueio do receptor AT2 para ANG Il através da
injecdo icv de PD 123319 produziu maior variagdo da Tcauda que se correlacionou
positivamente com o aumento do TTE. Esses dados trazem novas evidéncias de
que vias centrais mediadas pela angiotensina Il estdo envolvidas no controle
termorregulatério, especialmente na regulacdo dos mecanismos responsaveis pela
dissipagéo de calor, possibilitando aumento acentuado da taxa de trabalho e maior

tolerancia ao exercicio fisico.

Alguns estudos tém sugerido o envolvimento do SRA com a resposta ao
estresse (WAN et al., 1996; YANG et al., 1996). A concentracdo de ANG II circulante
e nos tecidos, como cérebro, coracdo e glandulas adrenais (WAN et al., 1996),
apresenta-se significativamente elevada tanto em resposta ao estresse cronico
quanto ao agudo (YANG et al, 1996). Além disso, a ANG Il ndo age somente como
um horménio do estresse em varios 6rgaos periféricos, mas também como um fator
gue desencadeia a resposta sistémica ao estresse a partir do SNC para os tecidos
periféricos. Dessa forma, o SRA é um sistema de resposta ao estresse similar ao
sistema hipotadlamo-pituitaria-adrenal e o sistema simpatico-adrenal (YANG et al,
1996). Foi demonstrado, que durante o exercicio fisico a ANG Il contribui para o
controle da pressao arterial e redistribuicdo do débito cardiaco através da acao
vasoconstritora direta e/ou pelo aumento da atividade simpatica (STEBBINS;
SYMONS, 1995).

Estudos anteriores evidenciaram que o SRA central exerce papel na
termorregulacdo durante o exercicio fisico (FREGLY; ROWLAND, 1992; WILSON;
FREGLY, 1985). Estes estudos mostraram que a administracdo central e periférica
de ANG Il em repouso induz resposta hipotérmica caracterizada pelo aumento da
dissipacéo de calor através da vasodilatacéo da cauda, da queda da taxa metabdlica
e da T.. Esta resposta evitaria 0 acumulo de calor exagerado e a hipertermia
excessiva, mantendo a T, dentro dos padrdes normais (GROBE et al., 2004). Os
dados do presente estudo mostram que durante o exercicio fisico, uma situacédo na
qual hd aumento da producdo e acumulo de calor, o bloqueio do receptor AT2 para

ANG I utilizando o PD 123319 aumentou a dissipacdo de calor, por meio da
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vasodilatacdo da cauda, demonstrada pela elevacdo da variacdo da Tcauga (Gréfico
3B). Esses resultados apoiam a hipotese de que a ANG Il € responsavel pelo
reajuste dos mecanismos que desencadeiam as respostas centrais de perda de

calor durante o exercicio fisico (LEITE et al. 2006).

A concentragao de 10 ug de PD 123319 foi estabelecida por induzir diferenca
mais significativa na Tcauda NO ponto de fadiga (grafico 1). A acdo do PD 123319
durante 40 minutos de repouso ndo manifestou nenhuma alteragédo sobre a T,
demonstrando que os efeitos nos parametros térmicos encontrados durante o
exercicio fisico ocorreram em funcdo da interacdo droga-exercicio (tabela 1).
Embora no presente caso o blogueio do receptor AT2 ndo apresentou reducédo da
T., observou-se queda na T. de repouso de ratos modificados geneticamente com
deficiéncia no receptor AT2 (HEIN et al.,1995; ICHIKI et al., 1995). E possivel que a
explicacdo esteja relacionada ao fato de que a longo prazo, a auséncia destes
receptores possam gerar adaptacdes, provocando alteracbes que influenciem no
balanco térmico. Portanto, essa diferenca entre os dois modelos pode ser atribuida
ao fato de que no presente estudo foi realizada administragéo icv de PD 123319
para bloqueio do receptor AT2, enquanto nos estudos citados foram utilizados ratos
knock-out para o receptor AT2. Este achado se assemelha metodologicamente aos
resultados encontrados por Li e colaboradores (2003), que observaram diferentes
respostas na pressao arterial, diante do bloqueio farmacoldgico do receptor AT2 (PD
123319; antagonista) e na mutacdo (Knock-out para o gene AT2), demonstrando
gue a resposta pressorica desencadeada pela injecédo icv de ANG Il € superior em

animais tratados com PD do que em relag&o a animais knock-out para o gene AT2.

O aumento da T que ocorre em resposta ao exercicio continuo é resultado do
desequilibrio temporario entre as taxas de producao e de dissipacdo de calor na fase
inicial da atividade (GLEESON, 1998; JESSEN, 1987; WEBB, 1995). A
vasoconstricdo mediada pelo sistema nervoso simpatico durante esse periodo do
exercicio (HARTLEY et al., 1972; McALLISTER, 1995) dificulta perda de calor.
Consequentemente a T, aumenta rapidamente até atingir o TT.V, 0 que facilita a
dissipacédo de calor. A partir dai, a T, eleva-se de forma menos intensa e assim
permanece até a fadiga. Esse perfil dindmico da alteracdo da T, durante o exercicio
foi observado no presente estudo tanto nos animais PD quanto nos animais SAL

(gréfico 3A). Durante os primeiros 9 minutos de atividade a T. aumentou
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intensamente e em seguida estabilizou em um nivel elevado. Esse momento de
transicdo ocorreu posteriormente ao aumento da Tcauda, aproximadamente no 7°
minuto do exercicio (Grafico 3B), o que indica que o limiar de vasodilatacdo
periférica (TT.V) foi alcancado, aumentando a quantidade de calor dissipado. O
equilibrio entre a producao de calor e a dissipacado de calor resultou na estabilizacéo
da T..

Levando em consideracdo que o aumento da dissipacao de calor durante o
exercicio fisico atenuaria a hipertermia durante a atividade fisica (LEITE et al. 2009),
a utilizacdo do PD 123319 no SNC poderia acarretar em aumento do desempenho
fisico. Esta hipotese esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo.
Estes resultados mostraram que o bloqueio central do receptor AT2 leva a maior
desempenho durante o exercicio fisico (grafico 2), demonstrada pela correlacéo
positiva entre Tcauga NO ponto de fadiga e TTE (gréfico 4). Entretanto, apesar de se
ter verificado uma melhora do mecanismo de dissipacdo de calor a partir do 13°
minuto do teste, o tratamento com PD 123319 manteve o aumento da T, similar ao

grupo controle (gréafico 3A).

Tal achado pode ser justificado pelo fato de que estimulos ndo térmicos,
incluindo o aumento da pressédo arterial durante o exercicio dindmico também
interfiram na dissipacdo de calor (PIRES et al, 2007; ROWELL et al, 1973). No
estudo de Pires e colaboradores (2007), a estimulacéo colinérgica central através da
injecado icv de fisostigmina aumentou a pressao arterial e, na sequéncia, a Tcauda dOS
ratos em exercicio fisico. Dessa forma, conclui-se que a dissipacdo de calor tenha
sido modulada principalmente por estimulos néo termorregulatérios. Em adendo, o
aumento da Tcauda iNduzido pela fisostigmina correlacionou-se com o aumento da
pressao arterial diastélica em repouso e durante o exercicio. Além disso, € provavel
gue os vasos da cauda do rato ndo estivessem dilatados em funcdo da pressao
diastolica aumentada. Portanto, o aumento da Tauda POSSivelmente foi consequéncia
de um aumento do fluxo sanguineo devido a pressao arterial média aumentada e a
maior dissipacao de calor ocorreu em funcao de ajustes cardiovasculares (PIRES et
al., 2007). De fato evidencias demonstram que o receptor AT2 tem expressao no
tronco cerebral, area conhecidamente responsavel pela regulagcdo da presséo
arterial (JOHREN et al., 1997), e que sua participagcdo no SRA cerebral influencia

diretamente neste mecanismo (LI et al., 2003).
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Outra hip6tese que justificaria a auséncia de atenuacdo na T, em fun¢éo do
aumento da vasodilatacdo da cauda a partir do 13° minuto do exercicio estaria
relacionada ao possivel aumento da producédo de calor ocasionada pelo uso de PD.
Sabe-se que parte da energia metabdlica consumida durante o exercicio, é
dissipada na forma de calor, e a outra parte € usada para realizar trabalho mecéanico
(LEITE et al., 2006). De fato os animais do grupo PD apresentaram maiores valores
de W (grafico 2), assim como aumento no TTE (grafico 2), demonstrando que o
grupo PD realizou mais trabalho mecéanico que o grupo SAL. Portanto, o calor
empregado na manutencao deste maior regime de trabalho pode ter influenciado no
equilibrio entre a producéo e a dissipacdo de calor, dificultando a atenuacéo da T,

no periodo em que houve maior dissipacao de calor.

Uma vez que nao foi verificado alteracéo na T, o tratamento com PD também
nao desencadeou alteracdes importantes na HSR e BHR durante o experimento
(grafico 5). O fato dos animais terem atingido valores absolutos de T. diferentes no
ponto de fadiga, sendo que o maior valor alcancado foi ap6s tratamento com PD
(gréfico 3A) reforca a hipétese de que ndo seria um valor fixo absoluto da
temperatura que contribuiria para a diminuicdo do desempenho, mas sim a
velocidade com que variam. Ou seja, quanto mais gradativo for a elevagéo da T, ou
da BHR e HSR, mais sustentavel ser4 a progressao do esfor¢co até o ponto de
fadiga. Tendo em vista que a T. no ponto de fadiga durante o exercicio fisico foi
mais elevada no grupo com maior desempenho, é possivel que o TTE e W
aumentados no grupo PD (grafico 2), tenha acarretado aumento na producdo de
calor em funcé&o do aumento do trabalho mecanico (LEITE et al., 2006), provocando
elevacdo da T, no ponto de fadiga.

Com base nas informac¢des de que a demanda metabdlica do exercicio leva a
aumento na producado de calor, a dissipacao de calor € um fator importante para a
manutencao do exercicio evitando hipertermia excessiva (WEBB, 1995). Em ratos, a
vasodilatacdo da cauda € o principal mecanismo de dissipacdo de calor durante o
exercicio (WILSON et al.,, 1978). Neste estudo, verificou-se que a dose de PD
utilizada ndo demonstrou diferenca na elevacao do TT.V entre os grupos (grafico 6).
Entretanto, no grupo PD a magnitude da vasodilatacdo da cauda foi mais intensa a
partir do 13° minuto de exercicio (grafico 3B), demonstrando que este efeito da

droga se acentuou em estagios mais avancados do exercicio fisico. Este aumento
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da magnitude da vasodilatacdo da cauda na fase estdvel do exercicio fisico
contribuiu para que os mecanismos de dissipacao de calor funcionassem de maneira
mais eficiente, proporcionando aos animais do grupo PD uma melhora no

desempenho fisico, evidenciada pelo aumento do TTE (grafico 2).

O fato da T no ponto de fadiga ter sido maior nos animais PD pode estar
relacionado com alteracdo nas concentracoes de dopamina (DA) na POA
(BALTHAZAR et al.,, 2009). Foi constatado que o aumento de DA na POA
desencadeia aumento no TTE por permitir a manutencdo do exercicio, mesmo com
altos valores de T. (BALTHAZAR et al., 2009; HASEGAWA et al., 2008), sem
alteracdes na percepcéao de esforco ou conforto térmico (ROELANDS et al., 2008b).
Nesses estudos é exposto o argumento de que o aumento de DA na POA inibe os
sinais inibitorios para interrupcdo do esforco que sao decorrentes da sobrecarga
térmica. Além disso, resultados demonstram que a DA aumenta a dissipacdo de
calor (GISOLFI et al., 1980). Essas informacdes estdo de acordo com 0s ajustes
térmicos e mecanicos encontrados no presente estudo, inclusive o aumento do W no

grupo PD (grafico 2).

De fato o possivel aumento do conteddo central de DA durante o exercicio
fisico (HASEGAWA et al., 2008), em funcdo do bloqueio do receptor AT2 pode ter
contribuido para a melhoria do desempenho fisico observada no presente estudo,
principalmente considerando que a ANG Il seria um fator que desencadearia
respostas periféricas a partir do sistema nervoso central (McKINLEY et al., 2003),
por exemplo 0 aumento da vasodilatacdo da cauda. Dessa forma, seria possivel
assumir que o aumento do desempenho durante o exercicio fisico devido ao
bloqueio central do receptor AT2 poderia ter relacdo ndo somente com o controle
termorregulatério, mas também com outras funcdes exercidas pela ANG Il, como
aumento na disponibilidade de neurotransmissores, da eficiéncia mecéanica e do
aporte sanguineo para a musculatura, causado pela vasodilatacdo (JONES;
WOODS, 2003).

E importante ressaltar que os dados encontrados no presente estudo
corroboram achados de varios autores, os quais evidenciaram efeitos distintos entre
os receptores AT1 e AT2 (JOEP, 2006; WATANABE, 1999; HEIN et al.,1995; ICHIKI

et al., 1995). Esses autores reportaram acao vasoconstritora para os receptores AT1
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e vasodilatadora para o receptor AT2. Corroborando com essas evidencias,
constatou-se que o bloqueio central, durante o exercicio fisico, dos receptores AT1 e
AT2, induzem efeitos termorregulatérios marcantes e em alguns casos divergentes
durante o exercicio fisico (LEITE et al., 2006; WATANABE, 1999). Comparando o
blogueio do AT1 e AT2 sobre o desempenho fisico, no presente estudo verificou-se
que o bloqueio do receptor AT2 provoca aumento no TTE e no W, enquanto
evidencias anteriores demostraram que o bloqueio do receptor AT1 reduz esses
parametros durante o exercicio fisico até a fadiga (LEITE et al., 2006). Ja em relacdo
aos parametros térmicos, o efeito do PD durante o exercicio fisico inclui aumento da
Tcauda NO ponto de fadiga, indicando maior eficiéncia nos mecanismos de dissipacéo
de calor, porém, sem alterar os valores do TT.V. Ja a variacdo da T, durante a
atividade fisica nao foi diferente, exceto no ponto de fadiga, no qual mostrou-se
elevada, possivelmente em funcdo do aumento da produgéo de calor para suprir
maior quantidade de trabalho mecéanico. Em oposi¢cao, o bloqueio do receptor AT1
aumenta o TT.V, no entanto, a T.ada permanece inalterada durante o exercicio
fisico. Assim sendo, estes animais tem um retardo da dissipacao de calor através da
cauda, ocasionando uma T, superior durante o exercicio fisico até a fadiga, com

limitagdo do desempenho fisico (LEITE et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o bloqueio do receptor AT2 para ANG Il durante o
exercicio fisico induz aumento significativo da Tcauda, resultando em melhor
habilidade para dissipar calor e contribuindo para aprimoramento no desempenho
fisico e da capacidade de realizar trabalho. Por fim, nossos dados evidenciam que a
transmissdo angiotensinérgica central tem efeitos importantes sobre a
termorregulacdo durante o exercicio ao produzir aumento da dissipacdo de calor
através da vasodilatacdo periférica, evitando altos niveis de acumulo de calor e

protegendo o cérebro contra a hipertermia excessiva.



43

REFERENCIAS

American Physiological Society. Resource book for the design of animal
exercise protocols. 2006.

ANTUNES-RODRIGUES, J. AND MCCANN, S. M. Water, sodium chloride, and
food intake induced by injections of cholinergic and adrenergic drugs into the third
ventricle of the rat brain. Proc Soc Exp Biol Med. 133: 1464-1470,1970.

BALTHAZAR, C. H. et al. Performance-enhancing and thermorregulatory effects
of intracerebroventricular dopamine in running rats. Pharmacol Biochem Behav.
93-4: 465-469, 2009.

BERTUZZI, R. C. M. et al. Fadiga muscular aguda: uma breve revisdo dos
sistemas fisioldgicos e suas possiveis relacées. Motriz, Rio Claro. v.10, n.1,
p.45-54, jan./abr. 2004.

BIANCO, A. C. Hormbnios Tireéideos, UCPs e Termogénese. Arq Bras
Endocrinol Metab. 44/4:281-289. 2000.

BLOMSTRAND, E. A role for branched-chain amino acids in reducing central
fatigue. J Nutr.136(2):544-7S. 2006.

BOULANT, J. A. Neural thermal reception and regulation of body temperature. In:
Physiology and pathophysiology of temperature regulation (Blatteis CM, ed.).
World Scientific, New Jersey, USA. p.94-104, 1998b.

BOULANT, J.A. Role of the preoptic-anterior hypothalamus in thermoregulation
and fever. Clin Infect Dis. 31 Suppl 5: S157-161, 2000.

BRIESE, E. Normal body temperature of rats: the setpoint controversy. Neurosci
Biobehav. Rev 22: 427-436, 1998.

BRINNEL, H., CABANAC, M., AND HALES, J. R. S. Critical upper levels of body
temperature, tissue thermosensitivity and selective brain cooling in hyperthermia.
In: Heat Stress: Physical Exertion and Environment, edited by Hales JRS and
Richards DAB. Amsterdam: Elsevier, p. 209-240, 1987.

BROOKS, G. A. AND WHITE, T. P. Determination of metabolic and heart rate
responses of rats to treadmill exercise. J Appl Physiol. 45: 1009-1015, 1978.

BROOKS, G. A., DONOVAN C. M., AND WHITE, T. P. Estimation of anaerobic
energy production and efficiency in rats during exercise. J Appl Physiol. 56: 520-
525, 1984.

CAPERUTO, E. C. et al. Effect of endurance training on hypothalamic serotonin
concentration and performance. Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology. v. 36, n. 2, p. 189-191, 2009.



44

CAREY, R. M.; SIRAGY, H. M. Newly recognized components of the renin-
angiotensin system: potential roles in cardiovascular and renal regulation.
Endocrinology Review, Milan. v. 24, n.3, p. 261-71, 2003.

CASSIS, L., HELTON, M., ENGLISH, V., BURKE, G. Angiotensin Il regulates
oxygen consumption. American Journal of Physiology - Regulatory, Integrative
and Comparative Physiology. Published 1 February, Vol. 282no. R445-R45,
2002.

CHEUNG, S. S.; SLEIVERT, G. G. Multiple triggers for hyperthermic fatigue and
exhaustion. Exercise and Sports Sciences Reviews. v. 32, n. 3, p. 100-106,
2004.

CORDEIRO, L. M. S. et al. Inhibition of tryptophan hydroxylase abolishes fatigue
induced by central tryptophan in exercising rats. Scandinavian Journal of in
Medicine and Science in  Sports. http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-
0838.2012.01464.x, 2012.

COYLE, E. F. Physical activity as a metabolic stressor. Am J Clin Nutr. 72:
512S-520S, 2000.

DAVIS, J. M. AND BAILEY, S. P. Possible mechanisms of central nervous system
fatigue during exercise. Med Sci Sports Exerc. 29: 45-57, 1997.

DE GASPARO, M., CATT, K. J., INAGAMI, |, WRIGHT, J. W. & UNGER, T. H.
International Union of Pharmacology. XXIIl. The Angiotensin Il Receptors.
Pharmacol. Rev. 52, 415 — 472. 2000.

DE GROOT J. The rat forebrain stereotaxic coordinates. Proc K Ned Wet. 62:1-
40, 1959.

DZAU, V. J., PRATT, R. E. Renin angiotensin system: biology, physiology and
pharmacology. In: The heart and cardiovascular system. New York: Raven
Press:1631-62, 1986.

FARRELL, W. J. and ALBERTS, J. R. Rat behavioral thermoregulation integrates
with noshivering thermogenesis during postnatal development. Behav Neurosci.
121-6: 1333-1341, 2007.

FERNSTROM, J. D. AND FERNSTROM, M. H. Exercise, serum free tryptophan,
and central fatigue. J Nutr. 136-2: 553-559, 2006.

FOLEY, T.E. AND FLESHNER, M. Neuroplasticity of dopamine circuits after
exercise: implications for central fatigue. Neuromuscular Med. 10-2: 67-80,
2008.

FREGLY, M. J. AND ROWLAND, N. E. Effect of losartan potassium and
deoxycorticosterone acetate on tail skin temperature response to acute
administration of angiotensin Il. Pharmacol Biochem Behav. 43: 229-233, 1992.



45

FREGLY, M. J. AND ROWLAND, N. E. Centrally mediated vasodilation of the
rat's tail by angiotensin Il. Physiol Behav. 60: 861-865, 1996.

FULLER, A., CARTER, R. N., AND MITCHELL, D. Brain and abdominal
temperatures at fatigue in rats exercising in the heat. J Appl Physiol. 84: 877-
883, 1998.

GANDEVIA, M. Spinal and supraspinal factors in human muscle fatigue. Physiol
Rev. 81-4: 1725-1789, 2001.

GISOLFI, C. V., CHRISTMAN, J. V. Thermal effects of injecting norepinephrine
into hypothalamus of the rat during rest and exercise. Journal of Applied
Physiology. December 1, vol. 49 no. 6 937-941. 1980.

GLEESON, M. Temperature regulation during exercise. Int J Sports Med. 19
Suppl 2: S96-99, 1998.

GONZALEZ-ALONSO, J., TELLER, C., ANDERSEN, S. L., JENSEN, F. B.,
HYLDIG, T., AND NIELSEN, B. Influence of body temperature on the
development of fatigue during prolonged exercise in the heat. J Appl Physiol. 86:
1032-1039, 1999.

GORDON, C.J. Thermal biology of the laboratory rat. Physiol Behav. 47: 963-
991, 1990.

GORDON, C. J.; PUCKETT,E.; PADNOS, B. Rat tail skin temperature monitored
noninvasively by radiotelemetry: characterization by examination of vasomotor
responses to thermomodulatory agents. Journal of Pharmacological Methods.
Vol. 47, pp. 107-114, 2002.

GROBE, J., ROWLAND, N. AND KATOVICH, M. Role of angiotensin Il and the
subfornical organ in the pharmacological actions of ethanol. Alcohol Alcohol. 39:
410-417, 2004.

HAMMEL, H.T., JACKSON, D.C., STOLWIJK, J.A., HARDY, J.D., STROMME,
S.B. Temperature regulation by hypothalamic proportional control with an
adjustable set point. J Appl Physiol. 18:1146-1154, 1963.

HARRI, M., KUUSELA, P., AND OKSANEN-ROSSI, R. Temperature responses
of rats to treadmill exercise, and the effect of thermoregulatory capacity. Acta
Physiol Scand. 115: 79-84, 1982.

HARTLEY, L. H., MASON, J. W., HOGAN, R. P., JONES, L. G., KOTCHEN, T.
A., MOUGEY, E. H., WHERRY, F. E., PENNINGTON, L. L. AND RICKETTS, P.
T. Multiple hormonal responses to graded exercise in relation to physical training.
J Appl Physiol. 33: 602-606, 1972.

HASEGAWA, H. et al. Influence of brain catecholamines on the development of



46

fatigue in exercising rats in the heat. The Journal of Physiology. v. 586, n. 1, p.
141-149, 2008.

HEIN, L., BARSH, G. S., PRATT, R. E., DZAU, V. J. & KOBILKA, B. K.
Behavioural and cardiovascular effects of disrupting the angiotensin Il type-2
receptor gene in mice. Nature. 377, 744—747. 1995.

HUSSAIN, S. O., BARBATO, J. C.,, KOCH, L. G.,, METTING, P. J. AND
BRITTON, S. L. Cardiac function in rats selectively bred for low- and high-
capacity running. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 281: R1787-1791,
2001.

ICHIKI, T., LABOSKY, P. A., SHIOTA, C., OKUYAMA, S., IMAGAWA, Y., FOGO,
A., NIIMURA, F., ICHIKAWA, I|., HOGAN, B. L. M. & INAGAMI, T. Effects on
blood pressure and exploratory behaviour of mice lacking angiotensin Il type-2
receptor. Nature. 377, 748—750. 1995.

JESSEN, C. Hyperthermia and its effects on exercise performance. In: Heat
Stress: Physical Exertion and Environment, edited by Hales JRS and Richards
DAB. Amsterdam: Elsevier. p. 241-249. 1987.

JOEP, H. M. et. al. AT2 receptor-mediated vasodilation in the mouse heart
depends on AT1 receptor activation. British Journal of Pharmacology. 148,
452-458. 2006.

JOHNSON, C. D.; GILBEY, M. P. Sympathetic activity recorded from the rat
caudal ventral artery in vivo. Journal of Physiology. v. 476, n. 3, p. 437-442,
1994,

JOHNSTON, C.l.,, FABRIS, B., JANDELEIT, K. Intrarenal renin-angiotensin
system in renal physiology and pathophysiology. Kidney Int. 44(Suppl.): S59-
S63. 1993.

JOHREN O., IMBODEN H., HAUSER W., MAYE I., SANVITTO G.L., AND
SAAVEDRA J.M. Localization of angiotensin-coverting enzyme, angiotensin Il
angiotensin Il receptor subtypes, and vasopressin in the mouse hypothalamus.
Brain Res 757: 218-227, 1997.

JONES, A.; WOODS, D.R. Skeletal muscle RAS and exercise performance. Int J
Biochem Cell Biol. 35-6: 855-866, 2003.

LACERDA, A. C.; MARUBAYASHI, U.; COIMBRA, C.C. Nitric oxide pathways is
an important modulator of heat loss in rat during exercise. Brain Res Bull. 67-2:
106-110, 2005.



47

LEITE, L. H. et al. Central angiotensin ATl-receptor blockade affects
thermorregulation and running performance in rats. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol. 291-3: 603-607, 2006.

LEITE, L. H. et al. Central AT1 receptor blockade increases metabolic cost during
exercise reducing mechanical efficiency and running performance in rats.
Neuropetides. 41: 189-194, 2007.

LEITE, L. H. et al. Central angiotensin AT1 receptors are involved in metabolic
adjustments in response to grade exercise in rats. Peptides. 30: 1931-1935,
20009.

LEITE, L. H. et al. Central fatigue induced by losartan involves brain serotonina
and dopamine contente. Med Sci Sports Exerc. 42-8: 1469-1476, 2010.

LEITE, L.H., SANTIAGO, H.P., DE ALMEIDA, R.S., COIMBRA, C.C. Implications
of angiotensin Il in central nervous system on exercise performance. Curr
Protein Pept Sci. 14(8):711-20. 2013.

LI, X. C., WIDDOP, R. E. AT2 receptor-mediated vasodilatation is unmasked by
AT1 receptor blockade in conscious SHR. Br J Pharmacol. 142: 821-830. 2004.

LI, Z., IWAI, M., WU, L., et al. Role of AT2 receptor in the brain in regulation of
blood pressure and water intake. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 284:H116-
21. 2003.

LIMA, N. R., PEREIRA, W., REIS, A. M., COIMBRA, C. C. AND MARUBAYASHI,
U. Prolactin release during exercise in normal and adrenodemedullated untrained
rats submitted to central cholinergic blockade with atropine. Horm Behav. 40:
526-532, 2001.

MAEDA, S., IEMITSU, M., JESMIN, S. AND MIYAUCHI, T. Acute exercise
causes an enhancement of tissue renin-angiotensin system in the kidney in rats.
Acta Physiol Scand. 185: 79-86, 2005.

MCALLISTER, R. M., HIRAI, T. AND MUSCH, T. I. Contribution of endothelium-
derived nitric oxide (EDNO) to the skeletal muscle blood flow response to
exercise. Med Sci Sports Exerc. 27: 1145-1151, 1995.

McCLESKY, E. W. Thermoreceptors: recente heat in thermosensation. Curr Biol.
7: 679-681, 1997.

McKINLEY, M. J. et al. The brain renin-angiotensin system: location and
physiological roles. Int J Biochem Cell Biol. 35-6: 901-918, 2003.

MEEUSEN, R., WATSON, P., HASEGAWA, H., ROELANDS, B., PIACENTINI, M.
F. Brain neurotransmitters in fatigue and overtraining. Appl Physiol Nutr Metab.
32(5):857-64. 2007.



48

MENARD, J. Anthology of the renin-angiotensin system: a one hundred reference
approach to angiotensin Il antagonists. J Hypertens. Suppl 11:S3-11, 1993.

MILTON, A. S. Thermal physiology: briefy history and perspectives. In: Physiology
and pathophysiology of temperature regulation (CM Blatteis, ed.). World
Scientific, New Jersey, USA. p.3-11, 1998.

NAGASHIMA, K. Central mechanisms for thermoregulation in a hot environment.
Industr Health. 44: 359-367, 2006.

NAGASHIMA, K., NAKAI, S., TANAKA, M., AND KANOSUE, K. Neuronal
circuitries involved in thermoregulation. Auton Neurosci. 85: 18-25, 2000.

NIELSEN, B. AND NYBO, L. Cerebral changes during exercise in the heat.
Sports Med. 33: 1-11, 2003.

OHINATA, K., FUJIWARA, Y., FUKUMOTO, S., IWAI, M., HORIUCHI, M. AND
YOSHIKAWA, M. “Angiotensin Il and Il suppress food intake via angiotensin AT2
receptor and prostaglandin EP4 receptor in mice,” FEBS Letters. vol. 582, no. 5,
pp. 773-777. 2008.

OWENS, N. C. et al. Thermoregulatory control of sympathetic fibers supplying the
rat’s tail. Journal of Physiology. v. 543, n. 3, p. 849-858, 2002.

PACAK, K. AND PALKOVITS, M. Stressor specificity of central neuroendocrine
responses: implications for stress-related disorders. Endocr Rev. 22: 502-548,
2001.

PIRES, W.; WANNER, S.P.; LA GUARDIA, R.B.; RODRIGUES, L.O.C;
SILVEIRA, S.A.; MARUBAYASHI, U.; COIMBRA, C.C.; LIMA, N.R.V.
Intracerebroventricular physostigmine enhances blood pressure and heat loss in
running rats. Journal of Physiology and Pharmacology, 2007.

RODRIGUES, A. G. et al. Heat loss during exercise is related to serotonin activity
in the preoptic area. NeuroReport. v. 20, n. 8, p. 804-808, 2009.

RODRIGUES, L. O. C. et al. Heat storage rate and acute fatigue in rats. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research. v. 36, n. 1, p.131-135, 2003.

ROELANDS, B. et al. The effects of acute dopamine reuptake inhibition on
performance. Medicine Science Sports Exercise. v. 40, n. 5, p. 879-885, 2008b.

ROMANOVSKY, A. A.; IVANOV, A. |l. e SHIMANSKY, Y. P. Ambient temperature
for experiments in rats: a new method for determining the zone of thermal
neutrality. J. Appl. Physiol. Vol. 92, pp. 2667- 2679, 2002.

ROMANOVSKY, A. A. Do fever and anapyrexia exist? Analysis of set point-based



49

definitions. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 287: R992-995, 2004.

ROMANOVSKY, A. A. Thermorregulation: some concepts have changed. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol. 292: 37-46, 2007.

ROULSTON, C. L., LAWRENCE, A. J.,, JARROTT, B. & WIDDOP, R. E.
Localization of AT(2) receptors in the nucleus of the solitary tract of
spontaneously hypertensive and Wistar Kyoto rats using [1251] CGP42112:
Upregulation of a non-angiotensin Il binding site following unilateral nodose
ganglionectomy. Brain Res. 968, 139 — 155. 2003.

ROWELL, L.B.; WYSS, C.R.; BRENGELMANN, G.L. Sustained human skin and
muscle vasoconstriction with reduced baroreceptor activity. J. Apllied Physiol. v
34 - 639, 1973.

SCHWIMMER, H., GERSTBERGER R., AND HOROWITZ M. Nitric oxide and
angiotensin 1l: neuromodulation of thermoregulation during combined heat and
hypohydration stress. Brain Res. 1006: 177-189, 2004.

SIMON, E. Thermoregulation as a switchboard of autonomic nervous and
endocrine control. Jap J Physiol. 49: 297-323, 1999.

SOARES, D. D. et al. Intracerebroventricular tryptophan increases heating and
heat storage rate in exercise rats. Pharmacol Biochem Behav. 78: 255-261,
2004.

SOARES, D. D. et al. Evidence that tryptophan reduces mechanical efficiency
and running performance in rats. Pharmacology, Biochemistry and Behavior.
V. 74,n. 2, p. 357-362, 2003b.

SOARES, D. D. et al. Intracerebroventricular tryptophan increases heating and
heat storage rate in exercising rats. Pharmacology, Biochemistry and
Behavior. v. 78, n. 2, p. 255-261, 2004.

SOARES, D. D.; COIMBRA, C. C.; MARUBAYASHI, U. Tryptophan-induced
central fatigue in exercising rats is related to serotonin content in preoptic area.
Neuroscience Letters. v. 415, n. 3, p. 274, 278, 2007.

STEBBINS, C. L, AND SYMONS, J. D. Role of angiotensin Il in hemodynamic
responses to dynamic exercise in miniswine. J Appl Physiol. 78: 185-190, 1995.
STOCKS, J. M. et al. Human physiological responses to cold exposure. Aviat

Space Envirom Med. 75: 444-457, 2004.

THOMAS, W. G.; MENDELSOHN, F. A. Angiotensin receptors: form and function
and distribution. Int J Biochem Cell Biol. 35-6: 774-779, 2003.

TIDGREN, B., HJEMDAHL, P., THEODORSSON, E., AND NUSSBERGER, J.
Renal neurohormonal and vascular responses to dynamic exercise in humans. J



50

Appl Physiol. 70: 2279-2286, 1991.

WALTERS, T. J., RYAN, K. L., TATE, L. M., AND MASON, P.A. Exercise in the
heat is limited by a critical internal temperature. J Appl Physiol. 89: 799-806,
2000.

WAN, Y., YANG, G., WAN, S.X., YANG, B., YING, Y.R., Xl, Z.X. Renin-
angiotensin system-stress hormone response system. Acta Physiologica Sinica,;
48(6):521-8. Review. Chinese, 1996.

WATANABE, T. et al. Effects of targeted disruption of the mouse angiotensin I
type 2 receptor gene on stress-induced hyperthermia. Journal of Physiology.
515.3, pp. 881-885. 1999.

WATANABE, T., SAIKI, Y. & SAKATA, Y. The effect of central angiotensin Il
receptor blockade on interleukin-1B3- and prostaglandin E-induced fevers in rats:
possible involvement of brain angiotensin Il receptor in fever induction. Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics. 282, 873-881. 1997.

WEBB, P. The physiology of heat regulation. Am J Physiol. 268: R838-850,
1995.

WILSON, K. M. AND FREGLY, M. J. Angiotensin lI-induced hypothermia in rats. J
Appl Physiol. 58: 534-543, 1985.

WILSON, K. M. AND FREGLY, M. J. Factors affecting angiotensin ll-induced
hypothermia in rats. Peptides. 6: 695-701, 1985.

WILSON, N. C., GISOLFI, C. V., FARBER, J., AND HINRICHS, D. K. Colonic and
tail-skin temperature responses of the rat at selected running speeds. J Appl
Physiol. 44: 571-575, 1978.

YANG, G., WAN, Y. AND ZHU, Y. Angiotensin ll--an important stress hormone.
Biol Signals. 5: 1-8, 1996.

YOUNG, A. A. AND DAWSON, N. J. Evidence for on-off control of heat
dissipation from the tail of the rat. Can J Physiol Pharmacol. 60: 392-398, 1982.

ZHUO, J., ALLEN, A. M., ALCORN, D., ALDRED, G. P., MACGREGOR, D. P. &
MENDELSOHN, F. A. The distribution of angiotensin Il receptors. In:
Hypertension: Pathophysiology, Diagnosis and Management. ed. Laragh, J. H. &
Brenner, B. M. New York: Raven Press, Ltd. pp. 1739 — 1762. 1995.



