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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito do blogueio central do receptor para angiotensina AT,
por meio da injecao intracerebroventricular (icv) de losartan (LOS), nas
respostas termorregulatorias em ratos durante o exercicio. Material e métodos:
foram utilizados ratos Wistar normais, nao treinados, pesando entre 240-330 g.
Os animais portavam uma cénula no ventriculo lateral direito (VLD) para
administracéo de 2 uL de LOS (20 nmol, n = 4; 30 nmol, n = 4; 60 nmol, n = 7),
ou 0,15 M NaCl (SAL; n = 15). A temperatura corporal interna (T.), determinada

por telemetria através de um sensor de temperatura implantado na cavidade
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intraperitoneal do rato, e a temperatura da cauda (Tcauga) foram medidas durante
O repouso e enquanto os animais realizavam um exercicio submaximo em
esteira metabdlica para roedores a uma velocidade de 18 m/min, 5 % de
inclinacdo, até a fadiga. A partir dos dados obtidos foram calculados: a taxa de
aquecimento corporal (BHR), a taxa de calor acumulado (HSR), o limiar T, de
vasodilatacdo da cauda (TT.V), o tempo total de exercicio (TTE) e o trabalho
(W). Resultados: Durante o repouso, a T¢ € Tcauda dOS animais de ambos os
tratamentos permaneceram estaveis. O exercicio induziu um aumento de 40 %
e 53 %, respectivamente, na BHR e na HSR dos animais tratados com LOS (p <
0,01) em comparacdo com 0s animais tratados com SAL. Adicionalmente, os
ratos injetados com LOS apresentaram um maior TT.V (38,59 £ 0,19° C, LOS vs
38,12 £ 0,1° C, SAL, p <0,02), uma T, maior no ponto de fadiga (39,07 £ 0,14°
C, LOS vs 38,66 + 0,07° C, SAL, p < 0,01) e um desempenho fisico reduzido
(27,29 £ 4,48 min, LOS vs 52,47 £ 6,67 min, SAL, p < 0,01), que mostrou-se
intimamente relacionada a BHR elevada. Conclusdes: Estes resultados
sugerem que durante o exercicio o bloqueio do receptor AT; atenua a
dissipagdo de calor devido ao TT.V elevado, provocando um aumento

acentuado da T, e, consequentemente, uma antecipacéo da fadiga.

Palavras chave: Losartan, receptor AT;, vasodilatagdo da cauda, exercicio,

termorregulagéo.
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ABSTRACT

The effect of central angiotensin AT, receptor blockade on thermoregulation in
rats during exercise on a treadmill (18 m.min™, 5% inclination) was investigated.
Core (Tp) and skin tail (Tw)) temperatures were measured in rats while they
were exercising until fatigue after injection of 2 pL of losartan (LOS, 20 nmol, n
= 4; 30 nmol, n = 4; 60 nmol, n = 7), an angiotensin Il AT; receptor antagonist,
or 2 pL of 0.15 mol/l NaCl (SAL, n = 15) into the right lateral cerebral ventricle.
Body heat rate (BHR), heat storage rate (HSR), threshold Ty, for tail vasodilation
(TTpV), time to fatigue (TTF) and workload (W) were calculated. During

exercise, the BHR and HSR of LOS-treated animals were, respectively, 40 %
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and 53 % higher (p < 0.01) than in SAL-treated animals. Additionally, rats
injected with LOS showed an increased TTypV (38.59 £ 0.19° C, LOS vs 38.12 +
0.1° C, SAL, p < 0.02), a higher Ty, at fatigue point (39.07 £ 0.14° C, LOS vs
38.66 = 0.07° C, SAL, p < 0.01) and a reduced running performance (27.29 *
4.48 min, LOS vs 52.47 + 6.67 min, SAL, p < 0.01), which was closely related to
the increased BHR. Our data suggest that AT, receptor blockade attenuates
heat dissipation during exercise due to the higher TTyV, leading to a faster

exercise-induced increase in Ty, thus decreasing running performance.

Keywords: Losartan, AT; receptor, tail vasodilation, exercise, thermoregulation
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REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL INTERNA (T¢)

A temperatura corporal interna (T.) € um sinal vital que se refere a
temperatura dos oOrgaos internos, isto €, visceras toracicas e abdominais e
encéfalo, cujo valor ndo varia significativamente devido aos ajustes
circulatérios e alteracGes na dissipacdo de calor. Nos ratos, a T¢ € 0 parametro
térmico mais comumente medido. Ela varia de acordo com o ciclo circadiano
desses animais sendo que seu valor basal permanece dentro da faixa de 37° C
e 38° C. Os maiores valores sao atingidos durante o periodo noturno pois
corresponde ao periodo de maior atividade do animal. A T, responde
rapidamente a situagOes de estresse como, por exemplo, o simples manusear
do animal, elevando seu valor por um tempo prolongado (Gordon, 1990;

Briese, 1998).

A T. em animais homeotérmicos € regulada através da integracao de
varios mecanismos divididos em duas categorias: autonémicos e
comportamentais (Simon, 1999, Webb, 1995). Embora os mecanismos
autondmicos sejam vitais e eficazes, a termorregulacdo comportamental é
essencial para a adequacdo da T. Dentre os mecanismos de regulacéo
autondmicos estdo aqueles responsaveis pela producdo de calor e aqueles
responsaveis pela sua dissipacdo. A producdo de calor ocorre principalmente
em decorréncia do aumento do metabolismo (Ricquier, 2006). Em situa¢des de
exposicdo ao frio, o organismo aumenta a atividade muscular esquelética
(termogénese por tremor) ou a mobilizacdo e utilizagdo de substratos

calorigénicos (termogénese sem tremor) intensificando a produgéo de calor
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(Nagashima et al., 2000. Este ultimo ocorre em tecidos especializados como o
tecido adiposo marrom, presente nos roedores. A perda de calor é determinada
quase exclusivamente por dois fatores: através da perda evaporativa, por
exemplo, pela sudorese no homem e pela salivacédo no rato, e pela perda nao-
evaporativa que possibilita a dissipacdo de calor dos tecidos centrais para a
periferia através da vasodilatacédo periférica (Stocks et al., 2004). Além disso,
tanto a perda quanto a conservacado de calor podem ocorrer de maneira
passiva com o ambiente através da conducdo, convecgcao e radiacdo. As
respostas efetoras variam de acordo com a temperatura do ambiente (T,) no
qual o animal se encontra e estas mantém uma situacao de equilibrio dindmico
entre a producéo e a dissipacdo de calor. Isso quer dizer que a reducéo da T,
ird induzir a ativacdo de mecanismos de producdo de calor e inibicdo dos

mecanismos de perda de calor; e vice versa (Webb, 1995).

Em ratos, além da regulacdo autonémica, o controle da temperatura
depende de reacdes comportamentais. Dentre essas reacdes estdo o
espalhamento de saliva sobre o préprio corpo, dissipando calor pela
evaporacao (Schimmer et al., 2004); a selecédo da T, que permita ao animal
buscar ambientes com conforto térmico (Tanaka et al., 2003; e ajustes
posturais que alteram o contato do corpo com a superficie de modo a manter-
se mais aquecido ou refrigerado. Em relacdo a perda de calor, 0 aumento do
fluxo sangliineo provocado pela vasodilatacdo periférica facilita a dissipacéo
(Gordon, 1993). A diminuicao do ténus simpéatico da artéria da cauda e demais
tecidos que ndo possuem pelagem e com baixo isolamento térmico € de

fundamental importédncia nesses animais. Por outro lado, a manuten¢do do
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calor também é determinada pela piloerecdo considerada um meio de

isolamento térmico no frio.

As areas do sistema nervoso central que séo ativadas por flutuacbes na
temperatura ambiente e que mediam as respostas fisiolégicas a essas
flutuacbes em mamiferos estdo localizadas principalmente no hipotalamo. A
area pre-optica e o hipotalamo anterior (POA/AH) tém sido apontados como o0s
sitios primarios da integracéo de sinais térmicos originados de diferentes partes
do corpo e pela coordenacdo da regulacdo da T. (Gordon, 1990). Esses
centros contém neurdnios sensiveis ao calor e ao frio que respondem a
pequenas variacdes de temperatura (Ishiwata et al., 2002; Zhang et al., 1997).
Os neurdnios sensiveis ao calor sdo os principais efetores tanto da perda
quanto da producao de calor. Esses neurdnios geram sinais excitatorios para a
perda de calor e sinais inibitérios para a producao de calor através do bloqueio

dos neurdnios sensiveis ao frio (Boulant, 2000; Nagashima et al., 2000).

A POA/AH recebem informacdes sobre a T, e a T, a partir dos
receptores cutaneos e termoceptores centrais, respectivamente (McCleskey,
1997; Webb, 1995. No que concerne aos termoceptores periféricos a pele
possui receptores para o frio, que aumentam sua frequéncia de disparos em
fungdo da diminuicdo da T, , e para o calor, que elevam sua atividade em
decorréncia do aumento da T, (Mccleskey, 1997). A informacédo gerada nos
receptores periféricos ascende para o SNC através do sistema
somatosensorial, via trato espinotalamico que converge a informagao para o

cortex passando pelo corno dorsal da medula espinhal e para a POA/AH
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através da formacao reticular. Ja os termoceptores centrais localizam-se em
diversas areas do SNC como a medula espinhal, hipotalamo e a POA (Ishiwata
et al., 2002; Zhang et al.,, 1997). De acordo com a teoria classicamente
conhecida, esses valores seriam entdo comparados com o valor de referéncia
da temperatura no hipotalamo e a partir dai respostas apropriadas, que podem
envolver a producdo ou a perda de calor, seriam organizadas de forma a
manter a T. proxima do ponto de referéncia (set point) (Kanosue et al., 2003;
Werner, 1979). Recentemente Romanovsky (2004) reascendeu a discusséo a
respeito do conceito de ponto de referéncia hipotalamico. O autor alegou que a
regulacdo da T. apresenta um perfil politérmico, sugerindo que os diferentes
tipos de mecanismos de defesa, tanto para a perda quanto para a producéo de
calor, apresentam limiares de ponto de referéncia distintos e independentes.
Dessa forma, dentro de uma ampla zona de balan¢o da temperatura, a T, seria
o resultado de uma transferéncia ativa e passiva de calor entre o animal e o
ambiente ao invés de uma comparacdo com o valor do ponto de referéncia

hipotalamico.

REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL INTERNA (Tc) DURANTE O

EXERCICIO FISICO

A atividade fisica promove o aumento da T. proporcionalmente a
intensidade e duracdo do exercicio (Harri et al., 1982). Essas alteracbes
ocorrem em decorréncia do metabolismo corporal aumentado para suprir as
demandas energéticas dos musculos em atividade (Coyle, 2000; Galbo, 1985;

Romijn et al., 1993). Este aumento da T, resulta de um desequilibrio temporario
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entre as taxas de producdo e a dissipacdo de calor que apresentam-se
diretamente relacionadas com a taxa de trabalho absoluto (Gleeson, 1998;
Jessen, 1987; Webb, 1995). A contracdo muscular necessaria para a atividade
fisica requer a conversdo de cerca de 25% da energia quimica produzida
somente para realizar trabalho mecanico, sendo os 75% restantes convertidos
em calor. Durante os primeiros minutos do exercicio, denominada fase
dindmica de balanco térmico, ocorre um descompasso entre a producdo e a
dissipacéo de calor, resultando em aumento abrupto da T. concomitantemente
com o exercicio (Briese, 1998). A vasoconstricdo periférica mediada pelo
sistema nervoso simpético (Hartley et al., 1972; McAllister et al., 1995)
impossibilita a perda de calor durante este estagio do exercicio. A producéo de
calor tem sido proposta como o principal fator desencadeador da resposta de
dissipacdo de calor. A fase estavel de balango térmico do exercicio inicia-se a
partir do momento no qual o limiar térmico para a vasodilatacdo periférica
(TT.V) é atingido. Consequentemente, a perda de calor por dissipacdo é
facilitada e se aproxima da taxa de producdo de calor, provocando aumento
menos acentuado da T.. Esta, por sua vez, permanece assim até a fadiga.
Quando a T. aumenta e atinge um limite critico, a fadiga protetora se instala
independentemente dos estoques musculares de glicogénio (Fuller et al., 1998;
Gleeson,1998; Gonzalez-Alonso, 1999; Walters et al., 2000). A fadiga central
diminui a motivacdo para a continuidade do exercicio voluntario antes do
comprometimento da integridade fisica do individuo (Kay & Marino, 2000)
(Figura 1). Ainda nao foi possivel definir se o aumento da T, induzido pelo

exercicio é devido a uma elevacdo do valor do ponto de referéncia
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hipotalamico ou se ocorre passivamente através de um acumulo de calor

(Briese, 1998; Gleeson, 1998).

40 |
i FADIGA
39
TTcV
] Fase
Temperatura 38 estavel
corporal (°C) 7 producéo de calor = dissipac&o de calor
. Fase
37 dindmica
] producéo de calor > dissipacéo de calor
36
| | | | | | | | | | |
Tempo

Figura 1. Grafico ilustrativo da dindmica entre a producéo e a dissipacdo de calor durante as

diferentes fases do exercicio. TT.V: limiar para vasodilatacao periférica.

Em ratos, a vasodilatacdo da cauda € o principal meio para perda de
calor do corpo durante o exercicio, uma vez que nao é possivel a perda de
calor por evaporagcdo devido ao espalhamento de saliva sobre o corpo
(Shellock & Rubin, 1984; Wilson et al., 1978). Ela é responsavel pela
dissipacéo de cerca de 25% da producéo de calor em repouso e por cerca de
40% durante o exercicio (Young & Dawson, 1982). Assim sendo, qualquer

alteracdo desse mecanismo ira produzir dificuldades nos ajustes da T..

Durante o exercicio, o controle da termorregulacdo, principalmente no
que diz respeito ao controle da vasomotricidade de 6rgados especializados na

troca de calor, € de fundamental importancia para evitar um acumulo
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acentuado de calor. As evidéncias da importancia da POA/AH na
termorregulacéo surgiram de estudos envolvendo a estimulagcédo direta dessas
areas neurais (Boulant & Dean, 1986). Trabalhos do nosso grupo de pesquisa
apontaram que a POA/AH é uma regido de integracdo para a manutencao da
homeostase metabdlica e térmica. Atravées da leséo eletrolitica dessas regides,
verificou-se que a exposicdo ao calor (34°C) e a temperatura normal (25° C)
produziu deficiéncias termorregulatérias acentuadas e alteragcbes nas
concentracdes plasmaticas de acidos graxos e glicose (Coimbra & Migliorini,
1988; Santos et al., 1990, 1991). Ratos expostos ao frio (0° C), que tiveram a
POA/AH inibidas utilizando bloqueadores adrenérgicos, apresentaram reducao
da taxa metabodlica (Ferreira et al., 1999). Esses resultados indicam que a
POA/AH é essencial para a integracdo de sinais térmicos com 0S processos

energéticos metabolicos durante a adaptacdo a diferentes tipos de ambientes.

Estudos anteriores também mostraram que as estimulaces térmica,
quimica ou elétrica da POA/AH facilitam ou inibem as respostas
termorregulatérias produzindo alteragcbes na T, (Carlisle & Laudenslager, 1979;
Zhang et al.,, 1995). Ishiwata et al (2001) reportaram que a perfusdo de
tetrodotoxina, uma toxina bloqueadora dos canais de Na* nas membranas das
células excitaveis, na POA/AH através da técnica de microdialise, provocou
hipertermia e aumento ainda mais acentuado da T. durante a exposicdo em
local com temperatura de 23 e 35° C, respectivamente. Em relacdo a exposicao
ao frio, ndo ocorreu nenhuma alteragcdo na T. dos ratos. Estes resultados
indicaram que a POA/AH estd envolvida na regulagcdo dos mecanismos de

dissipacdo de calor ou na inibicdo do sitio envolvido na producdo de calor.
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Posteriormente, os mesmos autores (Ishiwata et al, 2002), utilizando
metodologia semelhante, observaram hipertermia e aumento da frequéncia
cardiaca, da atividade motora a da temperatura da cauda (Tcauga) €M animais
expostos a temperatura normal (23° C). Ao mesmo tempo, notaram aumento
da T e da frequéncia cardiaca, mas nenhuma alteracéo na atividade motora e
na Tcauga €M animais expostos ao calor. Durante a exposicdo dos animais ao
frio somente foi verificado um aumento da atividade motora, sem nenhuma
alteracdo nos outros parametros. Estes dados sugerem que a POA/AH podem
estar envolvidas na producdo de calor e excitagdo e/ou inibicdo do tdnus

vasomotor.

Recentemente, demonstrou-se que a inibicdo da atividade neuronal da
POA/AH através da infusdo local de tetrodotoxina prejudica os mecanismos de
perda de calor em ratos durante o exercicio, produzindo aumento da T,
diminuicdo da Tcaga € aumento da frequiéncia cardiaca (Hasegawa et al.,
2005). E importante salientar que a POA/AH projeta-se para neurdnios
simpéticos que inervam a artéria da cauda envolvida na perda de calor em
ratos (Smith et al., 1998) produzindo vasodilatacdo da cauda quando a POA é

aquecida (Ishiwata et al., 2002; Kanosue et al., 1994; Zhang et al., 1997).

Sabe-se que o circuito neural que contribui para a termorregulacéo
envolve vérias vias nervosas. Uma das vias propostas por Pacdk e Palkovits
(2001) sugere que o nucleo pré-6ptico medial e médio projeta-se para o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN). Este por sua vez, regularia funcbes de

perda de calor através de mecanismos neuro-humorais e neuronais atraves de
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projecbes descendentes para 0s neurbnios simpaticos pré-ganglionares da
coluna intermediolateral da medula espinhal (IML). Outra via sugerida pelo
autor propde haver projecdes descendentes da POA para varias regides do
cérebro, incluindo o AH, area tegmental ventral (VTA), substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), formacéo reticular (RF) e nacleos da Rafe, responsaveis
pelo controle das respostas autondémicas para regulacao da temperatura, isto €,
termogénese com e sem tremor, vasomotricidade, secrecdo salivar e resposta
comportamental. De acordo com Nagashima et al (2000), cada resposta efetora
para o controle da temperatura apresentaria uma via independente (Figura 2).
A vasomotricidade possivelmente esta sob controle superior do PVN que
através do feixe prosencefalico medial (MFB) envia sinais para a VTA, PAG e
RF. Essas, via nacleos da Rafe, desencadeiam a resposta vasomotora
excitando ou inibindo 0s neurbnios pré-motores simpaticos que se projetam
para a IML. Além disso, Zhang et al (1997) sugeriram que 0s neurbnios
sensiveis ao calor localizados na POA enviam sinais excitatorios para
neurdnios vasodilatadores via parte caudal do hipotalamo lateral (LH), PAG
ventrolateral e RF, e sinais inibitérios para neurdnios vasoconstritores via parte
dorsal da VTA. Em relagdo a resposta comportamental, embora seja de
fundamental importancia na termorregulacdo, pouco se conhece sobre a

atuacao de suas vias neurais.
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Figura 2. Esquema ilustrando as vias termorregulatérias efetoras da area pré-6ptica (POA) para
cada efetor termorregulatério. As linhas continuas e descontinuas indicam coneccgles
identificadas e nao identificadas. W: neurbnios sensiveis ao calor; +: estimulacdo; -: inibigéo;
AH: hipotadlamo anterior; DMH: hipotalamo dorsomedial; IML: coluna intermediolateral; Ol: oliva
inferior; LH: hipotalamo lateral; MFB: feixe prosencefalico medial; PAG/RF: substancia cinzenta
periaguedutal/formacao reticular; PH: hipotdlamo posterior; PVN: ndcleo paraventricular do
hipotdlamo; SN: ndcleo salivar; VMH: hipotdlamo ventromedial; VTA: area tegmental ventral.

(Modificado a partir de Nagashima et al, 2000).

TEMPERATURA CORPORAL INTERNA (T.) DURANTE O EXERCICIO

FISICO E A FADIGA CENTRAL

A fadiga pode ser definida como inabilidade de manter a forca ou
poténcia requerida ou aumento da dificuldade em manter a taxa de trabalho
(Nielsen & Nybo, 2003). Ela pode ter origem periférica ou central, sendo que a
ultima é causada por falha do SNC em proporcionar motivagdo adequada para
0s musculos (Gandevia, 2001). O rapido aumento da T, que ocorre em funcao

do exercicio fisico dindmico € um fator critico para o desempenho fisico
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prolongado e parece ser uma das causas de inducdo da fadiga. O cérebro é
especialmente vulneravel a hipertermia (Brinnel et al., 1987) e a prevencao da
apoptose neuronal pode ser uma das razfes para a determinacdo da fadiga.
Vérios estudos mostraram que uma T, elevada limita o desempenho, sendo o
tempo de fadiga inversamente relacionado com a T, no momento do inicio da
atividade fisica e diretamente relacionado com a taxa de acumulo de calor
(Gonzalez-Alonso et al.,, 1999; Lacerda et al., 2005; Nielsen et al., 1993;
Soares et al.,, 2004). O tempo de exaustdo em ambientes quentes parece
coincidir com o estabelecimento de uma T. critica capaz de acionar
mecanismos de defesa centralmente mediados, prevenindo lesdes ou mesmo
morte (Fuller et al., 1998). A hipertermia ndo impede a habilidade dos musculos
de gerar forca, porém, a producdo de forca sustentavel € diminuida como
consequéncia da motivacao neural reduzida a partir do SNC (Nielsen & Nybo,

2003).

A fadiga central causada por hipertermia durante o exercicio fisico
prolongado em ambientes quentes também pode envolver o acimulo ou a
deplecdo de neurotransmossores no SNC (Nielsen & Nybo, 2003). Foi
sugerido que alteracdbes na concentracdo de aminoacidos plasmaticos
poderiam estar envolvidas na fadiga central influenciando a sintese,
concentracdo e liberacdo de neurotransmissores, particularmente a serotonina
(5-HT) no cérebro (Davis & Bailey, 1997). Varios estudos mostraram aumento
da concentracdo de 5-HT no cérebro apés exercicio prolongado. Evidéncias
sugerem que 0 aumento e a diminuicdo da atividade da 5-HT no cérebro

durante o exercicio prolongado acelera e retarda a fadiga, respectivamente, e
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que manipula¢gdes nutricionais designadas para atenuar a sintese de 5-HT
durante o exercicio prolongado melhora o desempenho fisico (Bailey et al.,

1992, 1993).

O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A TERMORREGULACAO

O sistema renina-angiotensina (SRA) € bem conhecido por seu
envolvimento na regulacdo a curto e longo prazo da pressao arterial sanguinea.
O octapeptideo angiotensina Il (ANG IlI) € um importante fator humoral cujo
precursor angiotensinogénio € produzido principalmente pelo figado. O
angiotensinogénio € convertido na corrente sanglinea no decapeptideo
angiotensina | (ANG [) sob a agédo da enzima renina produzida e liberada pelos
rins. A ANG 1, ao nivel dos capilares pulmonares, € convertida em ANG Il pela
acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA). A ANG II, através da
corrente sanglinea, age sistemicamente sobre varios érgaos alvo que incluem
0S proprios vasos sanguineos, cortex-adrenal, rim, coracdo e, possivelmente, o

cérebro (Page, 1987) (Figura 3).
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Figura 3. Cascata de formacdo e degradacdo da angiotensina Il (ANG Il) e outros produtos

biologicamente ativos do sistema renina-angiotensina.

A ANG Il é considerada o mediador primario e principal efetor do SRA
apresentando varias acdes bem definidas e potentes. Perifericamente, esse
peptideo exerce acdo vasoconstritora direta, estimula a sintese e liberagdo de
aldosterona pelo coértex-adrenal que induz a reabsor¢cdo de sodio e,
consequentemente, de 4gua pelos tubulos renais, provoca hipertrofia a longo
prazo da musculatura lisa vascular e cardiaca (Timmermans et al., 1993).
Centralmente, a ANG Il estimula diversas regides nervosas que atuam no
mecanismo de regulacdo cardiovascular elevando o tono simpético ao coracdo
e aos vasos e a medula adrenal, diminuindo a sensibilidade do baroreflexo,
induzindo a liberacdo de catecolaminas, estimulando a ingestdo hidrica e de

sédio, controlando e modulando a acdo de hormbnios adeno e neuro-
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hipofisarios como o ACTH, LH, prolactina e vasopressina (Davisson, 2003;
Pan, 2004; Saavedra, 2004). A ANG Il produz seus efeitos atraves dos
receptores para angiotensina acoplados a proteina G do tipo 1 (AT1) ou do tipo
2 (AT,), sendo que a maioria das acOes descritas da ANG Il sdo mediadas
pelos receptores AT; (Kambayashi et al., 1993; Timmermans et al., 1993).
Estes receptores, por sua vez, sdo divididos nos subtipos ATia € ATig NOS

roedores (Inagami et al., 1994).

Recentemente, tem sido investigado o papel da ANG Il como um
horménio regulador da temperatura corporal. Em ratos, existem evidéncias de
que a ANG Il pode ser um neurotransmissor central estimulador de
mecanismos de perda de calor. A administracdo sistémica da ANG Il induz uma
resposta hipotérmica de maneira dose-dependente manifestada através da
diminuicdo da taxa metabdlica e da vasodilatacdo da cauda que eleva a
dissipacédo de calor em ratos (Tcauda) (Fregly & Rowland, 1992, 1993, 1996;
Wilson & Fregly, 1985 a, b; Wright & Katovich, 1996). Respostas
termorregulatérias similares foram obtidas por Wilson e Fregly (1985) ap6s a
injecao intracerebroventricular (icv) de ANG Il em ratos normais. Esta resposta
hipotérmica induzida pela ANG Il é abolida pelo tratamento com inibidores do
SRA, como o inibidor da ECA captopril e o antagonista do receptor AT;
saralasina, sugerindo que tais efeitos sdo mediados centralmente pela ANG II
via receptor AT, (Fregly & Rowland, 1992; Wilson & Fregly, 1985 a, b). Desde
entdo, o antagonista do receptor AT; losartan (LOS) tem sido utilizado na
investigagdo do papel da ANG Il na termorregulagdo. Mathai et al (2000)

mostraram que a administracdo central de LOS inibia os efeitos hipotérmicos
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da injecdo de ANG Il produzindo um aumento da T. de forma intensa em
animais expostos a temperaturas elevadas. Grobe et al (2004) também
obtiveram resultados semelhantes, isto €, bloqueio dose dependente do efeito
hipotérmico induzido pela ANG II, inclusive do aumento da Tcauda, €M reposta a
administracdo central e periférica de LOS. Além disso, Horowitz et al (1999)
mostraram que a administracdo central de LOS eleva o limiar da temperatura
para vasodilatacdo periférica e causa um deslocamento do limiar de
evaporacdo durante um estresse térmico para niveis mais inferiores de T.
Estes resultados sugerem o envolvimento de vias angiotensinérgicas centrais

na termorregulacdo (Schwimmer et al., 2004).

A ANGIOTENSINA Il (ANG Il) E O EXERCICIO FiSICO

O exercicio fisico induz elevacdo das concentracbes plasmaticas de
ANG I principalmente em decorréncia do aumento da concentragao de renina
circulante em funcdo da atividade simpatica renal aumentada. Tidgren et al
(1991) mostraram que em humanos a elevagdo da intensidade da atividade
durante o exercicio fisico dindmico provoca aumento progressivo da
concentracdo de ANG Il plasmatica. Tem sido demostrado que a ANG I
contribui para o controle da pressao arterial e redistribuicdo do débito cardiaco
durante o exercicio fisico através da acdo vasoconstritora direta e/ou pelo

aumento da atividade simpética (Stebbins & Symons, 1995).
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OBJETIVO

Levando em consideracéo o envolvimento da ANG Il na termorregulacdo
e na regulacdo da atividade simpatica durante o exercicio fisico, e o fato de
que durante a pratica do exercicio ha acumulo de calor corporal e elevacao da
ANG Il periférica, o presente estudo tem como objetivo estudar a importancia
da ANG Il central sobre as respostas termorregulatérias e seu papel no

balanco térmico durante o exercicio em ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudar o efeito do bloqueio do receptor AT; através da injecdo
intracerebroventricular de LOS sobre as respostas termorregulatorias:
temperatura corporal interna (T;), temperatura da cauda (Tcauda), taxa de
aquecimento corporal (BHR), taxa de acumulo de calor (HSR), limiar de
vasodilatacdo da cauda (TT.V) em ratos ndo treinados submetidos ao exercicio

subméaximo na esteira.

2) Estudar o efeito do bloqueio do receptor AT, através da injecédo
intracerebroventricular de LOS sobre o trabalho (W) realizado até a fadiga e a
relacdo entre o balanco de calor e a determinagdo da fadiga em ratos nao

treinados submetidos ao exercicio submaximo na esteira.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com peso corporal entre 240-330
g, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Apds os procedimentos
cirdrgicos, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com fotoperiodo
de 14h luz/10h escuro, sob uma temperatura ambiente de 22 + 2° C, tendo livre

acesso a ragao para ratos (Nuvilab) e agua.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) e foram executados de acordo com o

regulamento do Comité (018/05).

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Canulacéao Central

Os animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (2,5 %) na
dose de 1 mL/100 g de peso corporal, via intraperitoneal (ip), para canulagéo
do ventriculo cerebral lateral direito (VLD). Em seguida, eles foram submetidos
a tricotomia e assepsia da regido da cabeca. Foi realizada incisdo longitudinal
da pele e do tecido subcutaneo na porcéo superior da cabeca. Foi aplicado
localmente dose de xilocaina (1 %, 0,1 mL; Anestésico L, Pearson) para

analgesia e afastamento do peridsteo.
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A seguir, o animal foi adaptado ao estereotaxico para animais de
pequeno porte (David Kopf Instruments, M-900, Tujunga, CA, USA). Fez-se
craniotomia com o auxilio de broca odontolégica (7 a 8 mm) para a implantacéo
de canula guia de aco inoxidavel (16 mm de comprimento x 0,7 mm de
diametro interno) no VLD. A fixacdo da céanula foi feita através de dois
parafusos também ancorados no cranio. A canula foi implantada obedecendo
as coordenadas estereotaxicas estabelecidas pelo Atlas de De Groot (1959)
cujos parametros foram: -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). A canula guia foi conectada a um tubo de polietilieno (PE 50)
adaptado a mandmetro contendo solugéo salina. O posicionamento correto da
canula na area desejada foi observado pelo deslocamento da coluna de liquido
do mandmetro (Antunes-Rodrigues & McCann, 1970). A canula
intracerebroventricular (icv) foi ancorada aos parafusos e fixada a calota
craniana com cimento odontolégico autopolimerizante. A canula foi protegida
com um capuz de polietileno PE 50 e com um mandril de nylon de modo a

impedir qualquer obstrugao.

Implante do Sensor de Temperatura

Durante 0 mesmo ato cirirgico de canulacdo central, o sensor de
temperatura TR3000 VM-FH (Mini Mitter, Sun River, OR) foi implantado na
cavidade ip. ApOs assepsia e tricotomia da regido abdominal, o sensor de

temperatura foi inserido na cavidade ip, através das camadas musculares, por
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meio de pequena incisao na linha Alba de aproximadamente 2 cm. O peritbnio

e a pele da regido foram adequadamente suturados apos o implante.

Ao término das cirurgias os animais receberam dose Unica de antibiotico
(48.000 U - Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge) no volume de
0,2 mL via intramuscular (0,1 mL em cada pata traseira) e analgésico/anti-
inflamatorio subcutaneo (Banamine injetavel, 1,1 mg/Kg de peso corporal,
Schering-Plogh) no volume de 0,02 mL em uma das patas traseiras, via
subcutanea. Foi permitido aos animais um periodo de recuperacdo de no

minimo uma semana antes de serem submetidos aos experimentos.

TEMPERATURAS AMBIENTE, CORPORAL E DA CAUDA

A temperatura corporal interna (T.) foi registrada por telemetria
utiizando o sensor de temperatura ip previamente calibrado. Para
determinacao da temperatura da cauda (Tcauda) UM termistor de cauda (Yellow
Springs Instruments, 409-B) foi fixado sobre a pele com esparadrapo, cerca de
10 mm de distancia da base da cauda. Este termistor era conectado a um leitor
digital (Yellow Springs Instruments, 4600 Precision Thermometer). A
temperatura ambiente (T,) dentro da esteira metabdlica foi estabelecida por

meio de um termometro digital fixado dentro do local (Minipa, ET-1400).

EXERCICIO FISICO

A adaptacéo ao exercicio fisico constou de uma corrida diaria em esteira

metabolica para roedores (Columbus Instruments, OH, USA, Modular treadmill,
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série 96002-2) a velocidade de 15 m/min, 5 % de inclinacéo da esteira, durante
5 minutos, por 4 dias consecutivos. Este procedimento foi realizado visando

familiarizar o animal ao local do experimento e a dire¢cao do exercicio.

Durante os experimentos, os animais foram submetidos ao exercicio em
esteira a velocidade constante de 18 m/min e 5% de inclinagcdo. Esses
parametros correspondem a um consumo de oxigénio de ~ 66 % do VOzmax
(Brooks & White, 1978; Hussain et al., 2001). 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 (Fuller et al.,, 1998; Lacerda et al., 2005). A
estimulacéo elétrica utilizada foi estabelecida de acordo com a tolerancia de cada
animal, a ponto de causar um desconforto, sem causar dor, que o fizesse
permanecer na esteira ao invés da grade de estimulacdo elétrica (American
Physiological Society, 2006). A temperatura ambiente foi mantida dentro de uma
faixa constante, entre 22 + 2° C, afim de evitar qualquer alteracdo na T, . Os

experimentos foram realizados entre 10:00 e 14:00 horas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

No dia do experimento, ap6s pesagem do animal, uma agulha (22 G) foi
introduzida na canula guia e conectada a uma seringa Hamilton para infusao
das drogas por meio de um tubo de polietileno PE 10. Simultaneamente, o
termistor para registro da temperatura da cauda foi fixado ao animal. Os
animais foram escolhidos aleatoriamente para receber SAL e/ou LOS. Todos
0s experimentos foram realizados utilizando o método duplo-cego. O animal

era, entdo, colocado no local do experimento onde permanecia por 60 minutos
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para adaptacdo. Para a colheita dos dados durante o repouso, 0s animais

permaneceram em repouso por mais 60 minutos na esteira metabdlica.

Imediatamente antes do registro em repouso ou do inicio da atividade
fisica, 2,0 pL de 0,15 M NaCl (SAL, n = 15) ou 2,0 uL of LOS (Merck Sharpe &
Dohme, Campinas, Brasil; 60 nmol, n = 7 (13ug) ) foram administradas no VLD.
A dose de LOS utilizada foi estabelecida apos a realizagdo de um teste visando
determinar uma curva dose-resposta para a droga (Grafico 1). As doses
examinadas foram 20 nmol, 30 nmol e 60 nmol. Foi selecionada a dose que
apresentou diferenca significativa nos parametros termorregulatorios. E
importante frisar que a dose de LOS utilizada é descrita como inécua quando
administrada perifericamente (Li et al., 1993; Wang et al., 2003; Zhuo et al.,
1994). O tempo de infusdo foi de 1 minuto para evitar elevacao subita da

presséao hidrostatica local.

As temperaturas foram registradas durante o repouso, a cada minuto
durante os 20 minutos iniciais do exercicio, e a partir dai, a cada 5 minutos. A
T. € a Tcauda foram utilizadas para determinar o limiar de vasodilatacdo da
cauda (TT.V), isto é, a temperatura corporal interna que corresponde ao

momento no qual a Tcauga Claramente comeca a se elevar (vasodilatacéo).

CALCULOS

A partir dos dados colhidos foram determinados:

Tempo total de exercicio (TTE, min) = tempo total de exercicio até a

fadiga.
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Trabalho (W, Kgm) = m.TTE.v.sena, onde m = massa corporal em kg; v
= velocidade da esteira (m.min™); sena = inclinacdo da esteira (Brooks &
White, 1978; Brooks et al., 1984; Lima et al., 2001).

Taxa de aquecimento corporal (BHR; °C.min?) = AT/(tempo de
exercicio), onde AT, = variacdo da temperatura interna (T+T;); Ts = T¢ no ponto

de fadiga; e T; = T, inicial medida antes do exercicio.

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 (0.826 cal.g™.°c™) (Gordon, 1993).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao apresentados como média + E.P.M. As diferencas entre
os tratamentos e o efeito do tempo foram avaliadas usando a analise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de Newman-Keuls. Os dados também
foram comparados utilizando teste t de Student pareado ou ndo pareado, de
acordo com a sua aplicabilidade. A correlacdo entre BHR e TTE foi definida
usando o coeficiente de correlacdo de Pearson. O nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.
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RESULTADOS
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Efeito dainjecédo icv de 2 uL de LOS (20 nmol, n = 4; 30 nmol, n = 4; 60
nmol, n =7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n = 15) na temperatura corporal

interna (T¢) no ponto de fadiga.

O efeito da injecao icv de LOS sobre a T, no ponto de fadiga se mostrou
dose dependente (r = 0,989; p<0,01). O gréfico 1 representa a T, no ponto de
fadiga apés a injecdo icv de SAL e/ou de diferentes concentragdes de LOS (20
nmol, n = 4; 30 nmol, n = 4; 60 nmol, n = 7). Nela, observa-se o perfil dose
dependente da administracdo de LOS durante o exercicio, ja que quanto maior

a dose, maior foi o valor da T, no ponto de fadiga (SAL: 38,66 + 0,07° C; 20
nmol: 38,77 = 0,21° C; 30 nmol, 38,87 £ 0,27° C; 60 nmol, 39,07 + 0,1° C). Os
dados de todos os animais quando tratados com SAL foram unificados, ja que

estes apresentaram um desempenho fisico similar durante o exercicio.
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Gréfico 1. Efeito da inje¢&o intracerebroventricular de 2 pL de LOS (20 nmol, n = 4; 30 nmol, n
= 4; 60 nmol, n = 7) ou 0,15 M NaCl (SAL, n = 15) na temperatura corporal interna (T;) no ponto
de fadiga. Dados expressos como média + EPM. r = 0,985, p < 0,01.
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Efeito da injec&o icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n =5) ou de 0,15 M NaCl
(SAL, n = 9) na temperatura corporal interna (T;) e da cauda (Tcauda)

durante o repouso.

Os registros da T. e da Tcauda durante o periodo de 60 minutos de
repouso ndo mostraram variacdes significativas tanto apds o tratamento com
SAL (n = 9) quanto ap0s o tratamento com LOS (n = 5). A tabela 1 apresenta
os valores das temperaturas imediatamente antes e apos a injecdo icv de SAL
e/ou LOS coletados durante este periodo. Nota-se que tanto a administracao
icv de LOS quanto de SAL mantiveram a T; e a Tcauda dOS @animais constantes
ao longo dos 60 minutos de experimento, ndao promovendo alteracées em

relacdo aos valores basais correspondentes.

LOS SAL
Basal 15 min 60 min Basal 15 min
60min
Tc(°C) 37,28+0,38  37,36+0.24  37,33+0,02 37,33+0,24  37,35t0,29  37,40+0,07
Tcauda (°C) 26,75+0,84  26,96+0.98  26,87+0,12 26,97+0,50  27,04+0,44  27,03+0,02

Tabela 1. Efeito da injecdo intracerebroventricular de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 5) ou 0,15 M
NaCl (SAL, n = 9) na temperatura corporal interna (T.) e da cauda (Tauga) durante o repouso.

Dados expressos como média + EPM.
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Efeito da injec&o icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl
(SAL, n = 15) sobre o tempo total de exercicio (TTE) e sobre o trabalho (W)

durante o exercicio até a fadiga.

O gréfico 2 representa as diferencas entre o TTE e W entre os animais
tratados com SAL e LOS. Observa-se que a administracdo icv de LOS
promoveu reducdo de 48 % no TTE durante o exercicio quando comparado
com os controles (27,3 £ 4,5 min, LOS vs 52,5 + 6,7 min, SAL, p < 0,01)
(Gréfico 2A). Ao comparar os valores de W, nota-se que houve também
reducdo significativa, isto €, 50 %, durante o exercicio quando comparado com
os controles (6,89 = 1,16 kgm, LOS vs 13,70 + 1,87 kgm, SAL, p < 0,01)

(Gréfico 2B).
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Gréfico 2. Efeito da injecao icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n =
15) sobre o tempo total de exercicio (TTE) (Grafico 2A) e sobre e o trabalho (W) (Gréfico 2B)
durante o exercicio até a fadiga. Dados expressos como média + EPM. 'p < 0.05 comparado

com grupo salina.
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Efeito da injec&o icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl
(SAL, n = 15) na temperatura corporal interna (T;) e da cauda (Tcauda)

durante o exercicio até a fadiga.

O grafico 3A representa a curva de evolucdo da T. durante o exercicio
até a fadiga em ratos tratados ou ndo com LOS. ApGs o inicio do exercicio,
tanto nos animais tratados com SAL (n = 15) quanto LOS (n = 7) foi observado
aumento rapido e progressivo da T.. Este aumento foi superior nos animais
tratados com LOS durante os 15 minutos iniciais da atividade, isto é, na fase
dindmica do exercicio. Durante a fase estavel do exercicio, a T. estabilizou
0,49° C mais elevada nos animais LOS do que nos animais SAL. Os animais
que foram injetados intracerebroventricularmente com LOS apresentaram
aumento médio superior da T. durante o exercicio em comparagcdo com 0S

animais controle (38,52 + 0,18° C, LOS, vs 38,24 £ 0,09° C, SAL, p <0,02).

A partir do 5° minuto de exercicio (37,97 + 0,09° C, LOS; 37,77 + 0,11°
C, SAL), tanto os ratos SAL quanto os ratos LOS apresentaram elevacao de
0,19° C da T. significativamente diferente do valor basal (p < 0,05). As
diferencas entre os tratamentos puderam ser observadas a partir do 7° minuto
(38,31 + 0,11° C, LOS, vs 37,99 + 0,09° C, SAL, p < 0,05), e permaneceram
significativamente diferentes até a fadiga. A maior diferenca ocorreu no 25°
minuto do inicio do exercicio (39,06 + 0,14° C, LOS vs 38,54 + 0,09° C, SAL, p
< 0,01). Os animais tratados com LOS apresentaram T. no ponto de fadiga

0,41° C superior & dos animais tratados com SAL (p < 0,01).
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Em relacdo a Tcauga, COMparando as curvas de evolucdo do grafico 3B,
podemos notar que 0 exercicio promoveu inicialmente vasoconstricao,
visualizada através da queda da Tcauga, que atingiu o nadir aos 4 e 5 minutos de
exercicio para os animais SAL e LOS, respectivamente (26,68 + 0,39° C, LOS;
25,82 + 0,34° C, SAL). Esta vasoconstricdo foi seguida de uma elevacéo
gradativa do fluxo sanglineo para a cauda constatada pela elevacao da Tcauga-
Isto indica que mecanismos de perda de calor foram ativados. A vasodilatacao
induzida pelo exercicio foi constatada no 9° minuto de exercicio para 0s
tratados com LOS (27,55 £ 0,65° C, LOS, p < 0,05), enquanto que para 0s
tratados com SAL a diferenca foi aparente a partir do 11° minuto de exercicio
(28,80 = 0,39° C, SAL, p < 0,05). Contudo, nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos em qualquer periodo do

exercicio.
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Gréfico 3. Efeito da injecdo intracerebroventricular de 2 pL de LOS (60 nmol, n = 7) ou 0,15 M
NaCl (SAL, n = 15) na temperatura corporal interna (T.) (Grafico 3A) e da cauda (Tcauda)
(Grafico 3B) durante o exercicio até a fadiga. As barras horizontais abaixo dos graficos indicam
o tempo de exercicio até a fadiga. Dados expressos como média + EPM. p < 0.05 comparado
com grupo salina. “p < 0.05 comparado com valor basal correspondente. ’p < 0.05 comparado

com nadir correspondente.
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Efeito da injec&o icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl
(SAL, n = 15) sobre a taxa de aquecimento corporal (BHR) e a taxa de

acumulo de calor (HSR) durante o exercicio até a fadiga.

Com o intuito de comparar os efeitos térmicos em ambos os tratamentos,
foram calculados a taxa de aquecimento corporal (BHR) e a taxa de calor
acumulado (HSR). Os valores da cada tratamento estao ilustrados nos graficos

4A e 4B.

Os resultados mostram que quando foi administrado o LOS, a BHR e a
HSR foram 40 % e 53%, respectivamente, maiores que o observado quando da

administracéo icv de SAL. Os valores foram: BHR: 0,05 + 0,01° C.min-1, LOS
vs 0,03 £ 0,00 ° C.min-1, SAL, p <0,01; HRS: 10,92 + 1,48 cal. min-1, LOS vs

5,13 + 0,48 cal. min-1, SAL, p < 0,01.

A BHR e a HSR durante as fases estavel e dindmica do exercicio
mostraram que nao houve diferencas significativas entre os tratamentos
durante os dois periodos do exercicio. Os valores durante a fase dindmica
foram: BHR: 0,07 + 0,01° C.min-1, LOS vs 0,06 + 0,00 ° C.min-1, SAL; HSR:
17,10 £ 2,40 cal. min-1, LOS vs 14,53 + 1,32 cal. min-1, SAL. J4 em relacao a
fase estavel, os valores foram: BHR: 0,01 + 0,01° C.min-1, LOS vs 0,02 + 0,01
° C.min-1, SAL; HSR: 5,48 + 2,27 cal. min-1, LOS vs 3,19 £ 1,24 cal. min-1,

SAL.

Também foi observada correlagéo entre o BHR e o TTE (Gréfico 4C, r =

0,748, p < 0,01).
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Gréfico 4. Efeito da injecao icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n =
15) sobre a taxa de aquecimento corporal (BHR) (Gréafico 4A), a taxa de acumulo de calor

(HSR) (Gréfico 4B) durante o exercicio até a fadiga e correlagao entre a BHR e o tempo total
de exercicio (TTE) (Grafico 4C). SAL: circulo aberto; LOS: circulo fechado. Dados expressos

como média + EPM. p < 0.05 comparado com grupo salina.
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Efeito da injec&o icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl
(SAL, n = 15) sobre o limiar de vasodilatagcdo da cauda (TT.V) durante o

exercicio até a fadiga.

Para verificar se o tratamento com LOS afetaria os mecanismos de
dissipagcdo 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 5. O valor foi 0,47° C maior para os animais tratados com LOS em
comparacao com os animais SAL (38,58 + 0,18° C, LOS vs 38,11 + 0,09° C,

SAL, p < 0,01).
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Gréfico 5. Efeito da injecao icv de 2 uL de LOS (60 nmol, n = 7) ou de 0,15 M NaCl (SAL, n =
15) sobre o limiar de vasodilatacao da cauda (TT.V) durante o exercicio até a fadiga. Dados

expressos como média + EPM. p < 0.05 comparado com grupo salina.
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No presente estudo, o bloqueio do receptor AT, para angiotensina Il
atravées da injecdo icv de LOS produziu aumento do limiar térmico de
vasodilatacdo que mostrou-se associado a elevada taxa de aquecimento
corporal e a taxa de acumulo de calor em ratos em exercicio. Esses dados
sugerem que vias mediadas pela angiotensina estdo envolvidas no controle
termorregulatorio, especialmente na regulacdo dos mecanismos responsaveis
pela dissipacdo de calor. Tais vias possivelmente estdo relacionadas com o
reajuste dos limiares térmicos envolvidos no balanco do calor durante o
exercicio. Esses achados também indicam uma inibicdo acentuada dos
mecanismos de dissipacdo de calor nos animais tratados com LOS, os quais
apresentaram um aumento acentuado da BHR e da HSR. Este aumento

resultou em T, mais elevada durante o exercicio e precipitagdo da fadiga.

Vérios estudos tém sugerido o envolvimento do SRA e a resposta ao
estresse. A concentracdo de angiotensina Il (ANG II) circulante e tecidual
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 O6rgaos periféricos, mas também
como um fator que 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 hipotalamo-pituitaria-adrenal e o
sistema simpatico-adrenal (Yang et al, 1996). Durante o exercicio, uma forma
de estresse na qual ocorrem uma série de respostas metabdlicas e
cardiovasculares para atender a demanda metabdlica aumentada (Coyle, 2000;

Pacak & Palkovits, 2001), foi demonstrado que a concentracdo de angiotensina
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Il arterial eleva-se em humanos (Tidgren et al 1991). O mesmo aumento de

ANG I, em funcao do exercicio, foi verificado nos rins por Maeda et al (2005).

Alguns estudos apontam evidéncias de que vias angiotensinérgicas
centrais tém papel importante na termorregulacdo. Eles mostraram que a
administracao periférica e central de ANG Il induzia uma resposta hipotérmica
caracterizada pelo aumento da dissipacéo de calor através da vasodilatacdo da
cauda, assim como queda da taxa metabdlica e da T. (Fregly & Rowland, 1992,
1993, 1996; Wilson & Fregly, 1985 a, b; Wright & Katovich, 1996). Grobe et al
(2004) sugeriram que a injecdo de ANG Il poderia produzir uma alteracéo
funcional do ponto de referéncia hipotalamico afim de manter tais respostas.
Esse mecanismo evita 0 acumulo de calor exagerado e a hipertermia excessiva,
mantendo a T, dentro dos padrdes normais. Assim, como observado em outros
estudos sobre o efeito do LOS central nos quais o desequilibrio térmico foi
causado pela exposicdo ao calor (Grobe et al. 2004; Mathai et al., 2000;
Horowitz et al., 1999), nossos dados mostraram que durante o exercicio, uma
situacao na qual h4 aumento da producdo e acumulo de calor, o bloqueio do
receptor AT; para ANG Il utilizando o LOS foi eficaz na diminuicdo da
dissipacdo de calor induzida pela ANG II. Isto €, o LOS reduziu a dissipacdo de
calor através da cauda, levando a aumento mais acentuado da T, (Gréafico 3A).
Esses resultados apdiam a hipotese de que a ANG Il possivelmente é
responsavel pelo reajuste dos limiares térmicos que desencadeiam as respostas

de perda de calor durante o exercicio (Cairns et al., 2005).
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O aumento da T, que ocorre em resposta ao exercicio continuo é
resultado do desequilibrio temporario entre as taxas de producdo 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) impede
a perda de calor. Consequentemente a T, aumenta rapidamente até atingir o
TT.V, o 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 dinamico da
alteracéo da T. durante o exercicio foi observado no presente estudo tanto nos
animais LOS quanto nos animais SAL (Grafico 3A). Durante os primeiros 15
minutos de atividade a T. aumentou intensamente e em seguida estabilizou em
um nivel elevado. Esse momento de transi¢cdo coincidiu com o aumento da
Tcauda (Gréfico 3B), o que indica que o limiar de vasodilatacao periférica (TT.V)
foi alcancado, aumentando a quantidade de calor dissipado. O equilibrio entre a

producao de calor e a dissipacgéo de calor resultou na estabilizacéo da T..

Durante o exercicio, a dissipacao de calor do corpo é mais importante do
que o controle da producdo de calor para a regulacao da T. (Gisolfi & Mora,
2000; Webb, 1995). Em ratos em exercicio, a vasodilatacdo da cauda € o
mecanismo principal de perda de calor (Shellock & Rubin, 1984; Wilson et al.,
1978). Dessa forma, qualquer interferéncia nesse mecanismo proporciona
desequilibrio acentuado no balanco térmico de calor. Durante o presente
estudo observou-se que o tratamento com LOS aumentou o TT.V em relacao
aos animais SAL (Gréfico 5). Isto quer dizer que a vasodilatacdo da cauda foi

induzida sob uma T, mais elevada em comparagdo com 0s animais controle.
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Assim sendo, os animais LOS tiveram um retardo da dissipacao de calor
através da cauda que ocasionou uma T. superior e, conseqientemente, um

aumento da BHR e HSR (Gréfico 4A e B).

A T. elevada e a HSR aumentada sdo fatores considerados limitantes
durante o exercicio fisico prolongado (Gonzalez-Alonso et al., 1999; Nielsen et
al., 1993) que reduzem a motivacdo do SNC para o desempenho fisico e
precipitam a fadiga, afim de proteger o cérebro e manter a homeostasia (Nielsen
et al., 1990, 1997). Fuller et al (1998), estudando o efeito do exercicio em
esteira em ambiente aquecido na T. em ratos, observaram menor TTE e
temperaturas abdominais e hipotalamicas similares no ponto de fadiga. Esse
resultado sugeriu a existéncia de um valor absoluto de T, critico que levaria a
interrupgdo da atividade. Resultado semelhante foi obtido por Walters et al
(2000) que acrescentaram ser inversamente proporcional a relagéo entre a T,
antes do exercicio e o TTE. Outros autores concluiram que a HSR era o fator
determinante para a fadiga, apresentando relagcéo inversa com o desempenho
(Rodrigues et al., 2003). A fadiga € considerada fenbmeno complexo que integra
multiplos estimulos sensoriais que determinam o TTE tolerdvel em funcao de
um VO,max estabelecido (Gandevia, 2001). Assim sendo, a interrupg¢do do
exercicio acontece antes que qualquer desequilibrio na homeostase
comprometa a integridade do animal. Nossos resultados mostraram que as vias
centrais mediadas pela angiotensina podem ter efeito termolitico durante o
exercicio, melhorando os mecanismos de dissipacdo de calor, protegendo o

cérebro da hipertermia excessiva e aumentando o desempenho fisico.



65

Os animais LOS tiveram desempenho fisico reduzido que se mostrou
inversamente associado com a BHR (Gréfico 4C). A reducédo do TTE e do W
(Grafico 2A e B) observado neste estudo pode ter resultado da acéo
hipertérmica do LOS central ndo foi compensada pela perda de calor. Essa
hipotese é apoiada pelo fato dos animais LOS terem apresentado elevada HSR
e uma T, maior no ponto de fadiga. Sabe-se que 75 % da energia metabdlica
consumida durante o exercicio é dissipada como calor e os 25 % restantes séo
usados para a realizacéo do trabalho mecanico. Para manter o balanco térmico,
a producéo de calor a partir dos musculos em exercicio deve ser compensada
pelo aumento da perda de calor. Caso contrario, a atividade resulta em uma T,
muito elevada e precipitacdo da fadiga. Esse fato foi observado no presente
estudo, jA que o bloqueio dos receptores AT; reduziu a dissipacdo de calor

através da cauda o que proporcionou maior HSR e menor TTE.

O exercicio fisico induz padrao altamente coordenado de alteracdes do
sistema nervoso autondmico na tentativa de manter a T. dentro de sua
amplitude normal (Rowell, 1983). Um controle vasomotor simpatico
diferenciado e alteragdo concomitante do fluxo sangliineo s&o necessarios
para 0s ajustes termorregulatérios ao estresse térmico provocado pelo
exercicio (Kregel et al, 1991; Walther et al., 1970). Tais ajustes
hemodinamicos estdo associados com modificacbes da atividade do sistema
nervoso simpdatico, como evidenciado através da determinacdo da atividade
das regides esplanica, renal e cutanea (Gisolfi et al., 1991). Kregel et al (1994)
mostraram que a injegdo icv de LOS em ratos eliminava o aumento da

atividade simpatica do nervo esplénico em decorréncia da exposicao ao calor.
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Essa diminuicdo da atividade simpatica esplanica sugere que a vasoconstricao
visceral foi reduzida, o que atenuou a redistribuicdo do volume sanguineo para
as regides cutaneas. A reducao do fluxo sanguineo para a pele levaria a uma
diminuicdo da transferéncia de calor a partir do corpo para o ambiente e
produziria uma T. elevada. Consequentemente, esses animais teriam
habilidade reduzida de tolerar um desafio térmico. Similarmente ao efeito
hipertérmico observado pelo LOS central durante a exposi¢ao ao calor (Mathai
et al., 2000), é possivel que o bloqueio do receptor AT; evitou 0 aumento da
atividade do nervo esplénico e a redistribuicdo do fluxo sanguiineo para pele
em resposta ao aquecimento produzido pelo exercicio. O elevado TT.V e o

retardo da vasodilatacdo observado nos animais LOS apdiam esse fato.

Nossos resultados sugerem que as respostas termorregulatérias
provocadas pela ANG Il sdo mediadas centralmente, uma vez que a injegdo icv
de LOS resultou em bloqueio dos efeitos provocados pela ANG II. Estudos
bioquimicos e neurofisiolégicos documentaram a presenca de todos o0s
componentes do SRA no SNC necessarios para a producdo e acdo da ANG I
(Bunnemann et al., 1992; Davisson, 2003; Pan, 2004). Esta identificacdo levou
a hipotese de que a ANG Il produzida localmente funciona como um
neurotransmissor ou neuromodulador para influenciar a neurotransmisséo e a
excitabilidade dos neurbnios. Entretanto, dentro do SNC, permanece né&o
elucidado como a ANG Il é produzida localmente e os mecanismos pelos quais

ela exerce suas acdes através das vias centrais.
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A localizacdo exata e as vias precisas envolvidas na mediagcao
angiotensinérgicas da termorregulacao durante o exercicio ainda precisam ser
elucidadas. No entanto, regiées hipotalamicas que expressam a ANG I, como
a POA e o nucleo paraventricular (PVN) sé@o possiveis sitios nos quais a ANG I
pode influenciar a termorregulacdo durante o exercicio (Tanaka & Nomura,
1993). Grande parte dos neurbnios contendo ANG Il, assim como altas
densidades do receptor AT;, estédo localizados em nucleos do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal, onde também estdo situados os centros termorreguladores.
Dentre estas regides estdo o PVN, area pré-optica (POA), hipotalamo anterior
(AH) (Gehlert et al., 1991; Phillips et al., 1993). Em particular, o 6rgdo
subfornical (SFO) é conhecido como um sitio de acdo dos efeitos da ANG I
(Johnson & Gross, 1993; Mangiapane & Simpson, 1980). Portanto, também
parece estar envolvido nos efeitos da ANG Il sobre a termorregulacdo. Além
disso, Fregly e Rowland (1996), apGs lesdo do SFO, notaram que houve
bloqueio das respostas térmicas induzidas pela administracdo periférica de
ANG II. Este 6rgao envia comunicacfes eferentes para varias regides como o
nucleo pré-6ptico médio e o PVN, utilizando a ANG Il atuando sobre receptores
AT1, como neurotransmissor dentro da regido hipotalamica (Li & Ferguson,
1993). Outra area dentro SNC, o tecido periventricular ao redor da porcdo
antero- lateral do terceiro ventriculo lateral (AV3V), é crucial para varias acoes
da ANG Il central e periférica. Buggy et al (1988) mostraram que a leséo
eletrolitica dessa regido inibe ou diminui a sede e a resposta antidiurética
provocada por administracdo central ou periférica de ANG Il. Além disso, a
lesdo da AV3V exacerba o efeito de bradicardia e previne o aumento da

freqUéncia cardiaca intrinseca ap6s a infusdo sistémica de ANG Il (Bealer,
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2002). Isto constitui forte evidéncia de que o SFO e a AV3V estao criticamente
envolvidas na acao central da ANG II.

Desde que o SFO e a AV3V sao um sitios chave, transdutores da ANG Il
circulante, nossos dados complementam outros resultados sobre o efeito do
LOS, ao implicar o SRA na resposta ao exercicio fisico prolongado. A infusao
de LOS quando realizada no ventriculo lateral poderia atingir os centros
termoregulatérios situados no hipotalamo como também o SFO e a AV3V. Essa
perfusdo seria responsavel pela resposta hipertérmica caracteristica do LOS de
inibicdo da perda de calor através do aumento do TT.V, aceleracdo da BHR e

da HSR e reducéo do desempenho fisico durante o exercicio prolongado.
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CONCLUSOES
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Nossos resultados sugerem que o bloqueio do receptor AT; para ANG I
durante o exercicio induz aumento significativo da BHR, que rapidamente
produz hipertermia e aumento do TT.V. Além disso, o tratamento com LOS
reduz o desempenho fisico através da precipitacdo da fadiga que se mostrou
intimamente associada com a BHR. Por fim, nossos dados evidenciam que a
transmissdo angiotensinérgica central tem efeitos importantes sobre a
termorregulacéo durante o exercicio ao produzir aumento da dissipacao de calor
através da vasodilatacdo periférica, evitando altos niveis de acumulo de calor e

protegendo o cérebro contra a hipertermia excessiva.
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The effect of central angiotensin AT:i-receptor blockade on thermoregulation
in rats during exercise on a treadmill (18 m/min, 5%

inclination) was investigated. Core (Tb) and skin tail temperatures

were measured in rats while they were exercising until fatigue after
injection of 2 _| of losartan (Los; 20 nmol, n _ 4; 30 nmol, n _ 4;

60 nmol, n _ 7), an angiotensin Il AT:-receptor antagonist, or 2 _| of

0.15 mol/lI NaCl (Sal; n _ 15) into the right lateral cerebral ventricle.
Body heat rate (BHR), heat storage rate, threshold Ts for tail vasodilation
(TTwV), time to fatigue, and workload were calculated. During

exercise, the BHR and heat storage rate of Los-treated animals were,
respectively, 40 and 53% higher (P _ 0.01) than in Sal-treated

animals. Additionally, rats injected with Los showed an increased

TTsV (38.59 _ 0.19°C for Los vs. 38.12 _ 0.1°C for Sal, P _ 0.02),

a higher Toat fatigue point (39.07 _ 0.14°C Los vs. 38.66 _ 0.07°C

Sal, P _ 0.01), and a reduced running performance (27.29 _ 4.48 min

Los vs. 52.47 _ 6.67 min Sal, P _ 0.01), which was closely related

to the increased BHR. Our data suggest that AT:i-receptor blockade
attenuates heat dissipation during exercise due to the higher TTbV,

leading to a faster exercise-induced increase in Tb, thus decreasing
running performance.

tail vasodilation; fatigue; heat balance

ACTING CENTRALLY, ANGIOTENSIN 1l (ANG I1), exerts thermoregulatory
effects characterized by a decreased metabolic rate, a

fall in core temperature (Tb), and an increase in tail skin
temperature (Ttit) (43, 44, 46), through angiotensin type 1



(AT2) receptors. These receptors are widely spread through the
central nervous system (CNS), including the preoptic area/
anterior hypothalamus (POA/AH), regions of the hypothalamus
considered to be the integrative centers of body temperature

(5, 29, 34, 35). In addition, the subfornical organ (SFO)

is critical for the central actions of ANG 11 (8, 14). The
ATa-receptor antagonist losartan (Los) has been used to investigate
the role of ANG Il in Tb. Some studies have observed

that intracerebroventricular (icv) injection of Los inhibited the
hypothermic effect of ANG I, producing an increase in To of
resting animals exposed to a hot environment (7, 27). In
addition, Horowitz and colleagues (17, 36) showed that central
administration of Los elevates the temperature threshold for
peripheral vasodilation and causes a downward shift in the
threshold for evaporative cooling during heat stress, indicating
the involvement of hypothalamic angiotensinergic signaling in
thermoregulation. Because hypothermia and increased heat
dissipation may be neuroprotective, activation of central angiotensinergic
transmission may exert important effects on

thermoregulation during exercise, influencing running performance.
Elevated internal body temperature and increased heat storage
(9, 12, 30) have been considered to be limiting factors that
reduce the CNS drive for exercise performance (31, 32, 40) and
precipitate feelings of fatigue, thus protecting the brain from
thermal damage. It is important to emphasize that, until now,
the literature has no reports on the role of thermoregulation and
ANG Il or Los during exercise. Therefore, the objective of this
study was to assess the effects of the central administration of
the ATi-receptor antagonist Los on heat balance and threshold
T for tail vasodilation (TTsV) in untrained rats submitted to
exercise until fatigue.

METHODS

Animals. Male Wistar rats (240-330 g) were housed individually at

a room temperature of 22 _ 2°C, under 14:10-h light-dark cycles and
had free access to water and rat chow. Following anesthesia achieved
using 2,2,2-tribromoethanol (1 ml/100 g body wt ip), the rats were
fixed to a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments, M-900,
Tujunga, CA), and a guide cannula (22 gauge) was implanted into the
right lateral cerebral ventricle using a previously described technique
(23). Also during this surgical procedure, TR3000 VM-FH temperature
sensor (Mini Mitter, Sun River, OR) was implanted into the

peritoneal cavity through a small incision in the linea alba. All animals
were allowed to recover for at least 1 wk before being submitted to the
experiments. The animals were acclimatized to exercise on the motordriven
treadmill by running at a speed of 15 m/min at 5% inclination

for 5 min/day during four consecutive days before the experiments.
All experiments were approved by the Ethics Committee for the Care
and Use of Laboratory Animals of the Federal University of Minas
Gerais and were carried out in accordance with the regulations
described in the Committee’s Guiding Principles Manual.
Experimental protocol. On the day of the experiment, the animals
were allowed to rest for 1 h in the rodent treadmill chamber before
being submitted to the test. A needle (30 gauge) protruding 0.3 mm
from the tip of the guide cannula was introduced into the right lateral
Address for reprint requests and other correspondence: C. C. Coimbra,
Departamento de Fisiologia e Biofi'sica, Instituto de Cie"ncias Biolo"gicas/
UFMG, Av. Antonio Carlos, 6627, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil
(e-mail: coimbrac@icb.ufmg.br).

The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment

of page charges. The article must therefore be hereby marked “advertisement”
in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 291: R603-R607, 2006.

First published April 13, 2006; doi:10.1152/ajpregu.00038.2006.

0363-6119/06 $8.00 Copyright © 2006 the http://www.ajpregu.org American Physiological Society R603

Downloaded from ajpregu.physiology.org on August 22, 2006

82



83

cerebral ventricle by connecting it to a Hamilton syringe. Immediately
before exercise, 2.0 _I of 0.15 mol/l NaCl (Sal; n _ 15) or 2.0 _I of
Los (Merck Sharpe & Dohme, Campinas, Brazil; 60 nmol, n _ 7)
were injected into the right lateral ventricle. The dose of Los used was
established after a previous test performed to determine a doseresponse
curve for the drug. The doses examined were 20, 30, and 60

nmol (Fig. 1). The dose that showed a significant influence on
thermoregulatory parameters was selected. It is important to point out
that the chosen dose of Los has been shown to be ineffective in
producing thermal effects when administered via peripheral route (24,
41, 49). Rats were randomly assigned to groups receiving either Sal
and/or Los solution. An interval of at least 4 days was allowed for the
animal to recover between the tests. Immediately after the icv injections,
the animals were submitted to running exercise until fatigue.

Exercise was performed on a motor-driven treadmill (Columbus
Instruments, Modular Treadmill, serial number 96002-2) between
1000 and 1400 at a room temperature of 22 _ 2°C. The intensity of
exercise (18 m/min and 5% inclination) corresponded to an oxygen
uptake of _66% of maximal oxygen uptake (2, 18). Fatigue was
defined as the point at which the animals were no longer able to keep
pace with the treadmill (33, 39). Time to fatigue (TTF; min) and
workload (kgm) were considered indexes of exercise performance.
Towas measured by telemetry. Twilwas measured using a probe,

series 409-B (Yellow Springs Instruments), taped to the dorsal surface
of the skin, _10 mm from the base of the tail. Toand Twil were used

to determine the TTwV, i.e., the Tothat corresponds to the moment at
which Tuil clearly begins to increase (vasodilation). Toand Twil were
recorded at rest, every minute during the first 20 min of exercise, and
from this period on every 5 min until fatigue.

Calculations. Body heat rate (BHR; °C/min), i.e., rate of increase

in To, was calculated as BHR _ _Tu/(running time interval), where
_Tois the change in To (Tr_ Ti), where Tris Toat fatigue point, and
Tiis initial To measured before exercise.

Heat storage rate (HSR; cal/min) was calculated (13) as: HSR _

(_Tv) _m_ c/(running time interval), where m is the body weight in
grams, and c is the specific heat of the body tissues (0.826

cal _g1_°C.).

Workload (W; kgm) was calculated as W _ [body weight

(k)] _(TTF)_ [treadmill speed (m/min)]_ [sine _ (treadmill inclination)]
(2, 3, 26).

Statistical analysis. The data are reported as means _ SE. Differences
between groups and the effect of time were evaluated using the
ANOVA test, followed by the Newman-Keuls test. The data were also
compared using paired or unpaired Student’s t-test, as applicable. The
correlation between BHR and TTF was assessed using Pearson’s
correlation coefficient. Significance level was set at P _ 0.05.
RESULTS

As illustrated in Fig. 1, during exercise, the icv injection of
Los induced a dose-dependent increase in Tbat fatigue point.
However, after the icv injection of Los (60 nmol/2.0 _I,n_5)
or Sal (n _9) in normal, resting animals, Tband Ttil remained
stable in both experimental groups during a period of 60 min
(Table 1). The data of all Sal-treated animals, which were used
to compare different doses of Los, were plotted together, as
these showed similar performance during exercise.

The icv injection of Los in untrained, normal rats (n _ 7)
induced a 48 and 50% decrease, respectively, in TTF (P _
0.01) and W (6.89 _ 1.16 kgm Los vs. 13.70 _ 1.87 kgm Sal,

P _ 0.01) compared with Sal-treated rats (n _ 15) (Fig. 2, A
and C). Exercise induced a rapid increase in Twin both groups
(Fig. 2A). Such increase was more intense during the first 15
min, but remained constant thereafter until the fatigue point.
However, the Los animals exhibited a greater increase in Tb
(38.52 _ 0.18°C Los vs. 38.24 _ 0.09°C Sal; P _ 0.02). The
differences in Tb between the treatments were already observed



at 7 min and remained different until fatigue. The highest
difference between treatments occurred at 25 min after exercise
had started (39.06 _ 0.14°C Los vs. 38.54 _ 0.09°C Sal; P _
0.01). Additionally, Los-treated rats showed a higher Toat
fatigue point (39.07 _ 0.14°C Los vs. 38.66 _ 0.07°C Sal;

P _0.01).

To compare the total thermal effects of exercise in both
treatment groups, BHR and HSR (Fig. 2B) were calculated.
During exercise, the BHR and HSR of Los-treated animals
were, respectively, 40 and 53% higher (P _ 0.01) than in the
Sal-treated group. We also observed a close correlation between
BHR and TTF (Fig. 3, r _ 0.748, P _ 0.01).

As illustrated in Fig. 2C, Tilincreased within 14-16 min of

exercise in both groups, indicating that heat loss mechanisms
Fig. 1. Effect of intracerebroventricular injection of 2 _| of losartan (Los; 20
nmol, n _4; 30 nmol, n _ 4; 60 nmol, n _ 7) or 0.15 mol/I NaCl (Sal, n _
15) on core temperature (Tb) at fatigue point. Data are expressed as means _
SE.r_0.989, P _0.01.

Table 1. Effect of intracerebroventricular injection of 2 _I of losartan (60 nmol) or 0.15 mol/l NaCl on

resting core temperature and resting tail temperature

Los Sal

Baseline 15 min 60 min Baseline 15 min 60 min

To, °C 37.28_0.38 37.36_0.24 37.33_0.02 37.33_0.24 37.35_0.29 37.40_0.07

Til, °C 26.75_0.84 26.96_0.98 26.87_0.12 26.97_0.50 27.04_0.44 27.03_0.02

Values are means _ SE; n _ 5 [losartan (Los)], n _ 9 [NaCl (Sal)]. Tb, core temperature; Tril, tail temperature.
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had been activated. Thereafter, Ttwil remained stable in both
groups. To assess whether Los affected the heat loss mechanism,
TTbV was calculated, and results showed that values

were 0.47°C higher in Los-treated rats compared with Saltreated
animals (Fig. 2D, P _ 0.02).

DISCUSSION

In the present study, ATi-receptor blockade by Los produced

an increase in TTvV, which was associated with elevated

BHR and HSR in exercising rats. These data suggest that
central angiotensin-mediated pathways are involved in thermoregulatory
heat loss. Such pathways are probably responsible

for the resetting of thresholds for heat balance during exercise.
These findings also indicated a stronger inhibition of heat
dissipation mechanisms in Los-treated rats, which produced a
marked increase in BHR and HSR, leading to higher To during
exercise and precipitating fatigue. This is the first demonstration
that central angiotensin ATz receptors are involved in
thermoregulation and central fatigue during exercise.

The increase in body temperature that occurs in response to
continuous exercise results from the temporary imbalance in

the rates of heat production and dissipation during the early
stage of exercise (4, 11, 20, 42). Vasoconstriction mediated by
the sympathetic nervous system during this stage of exercise
(15, 28) impairs heat loss. Consequently, Tv increases rapidly
until it reaches the threshold for peripheral thermal vasodilation,
thereby improving heat dissipation. Thereafter, Tb plateaus

at a high level and remains high until fatigue.

Some studies provide evidence that central angiotensinergic
pathways play an important role in thermoregulation by increasing
heat dissipation through skin vasodilation as well as

decreasing metabolic rate and Tb (43, 44, 46). This mechanism
prevents high levels of heat storage and excessive hyperthermia.

Elevated internal body temperature and increased heat
Fig. 2. Effect of intracerebroventricular injection of
2 _lof Los (60 nmol, n _ 7) or 0.15 mol/l Sal (n _
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15) on Tb (A), body heat rate and heat storage rate
(BHR/HSR; B), skin tail temperature (Twi; C), and
on vasodilation threshold (TTvV; D) during exercise.
Time to fatigue (TTF) is indicated by the
horizontal bar at bottom of A and C: Sal (open bar)
and Los (solid bar). Values are expressed as
means _ SE. *P _ 0.05 compared with Sal group.
P _ 0.05 compared with corresponding basal
value. P _ 0.05 compared with corresponding
nadir.
Fig. 3. Correlation between BHR and TTF during exercise in rats treated with 2 _|
of Los (60 nmol, n_7; solid circles) or 2 _I of 0.15 mol/I Sal (n_15; open circles).
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storage have been considered to be limiting factors (9, 12, 30)
that reduce the CNS drive for exercise performance (31, 32,

40) and precipitate feelings of fatigue, thus protecting the brain
from thermal damage. The dissipation of heat from the body is
thought to be more important than the control of heat production
in the regulation of body temperature during exercise (10,

42). In exercising rodents, tail skin vasodilation is an essential
route of heat loss from the body (12, 20, 35), and rat tails
dissipate an equivalent of 25% of resting heat production (47),
and, during exercise, the tail skin vasodilation is the primary
heat loss mechanism (37, 45). Therefore, any imbalance in this
mechanism provides severe heat loss impairment, leading to
hyperthermia. Thus, as Los treatment raised TTsV, i.e., vasodilation
was induced at a higher Twthan in untreated rats, the

Los-treated rats have their heat dissipation through the tail
delayed and have increased BHR and HSR as a consequence.
On the other hand, as changes in absolute values of Twil did not
differ between the groups, and ANG I has an inhibitory effect
on metabolic rate, we cannot exclude the possibility that icv
injection of Los resulted in an increase in metabolic rate,

leading in part to the enhanced hyperthermia seen in the

running rats. Similar to the hyperthermic effect of central Los
observed during heat exposure (22), it is possible that the
blockade of central ATireceptors prevented the increase in
splanchnic nerve activity and the redistribution of blood flow to
the skin during body heating induced by exercise. The increased
TTuV and the delayed vasodilation observed in Lostreated

rats point in this direction.

Los-treated rats showed a reduced exercise performance that
was closely associated with BHR. The decrease in TTF observed
in our study might have resulted from hyperthermic

action of central Los not compensated by heat loss. The

elevated HSR and the higher Tb at fatigue point showed by rats
injected with Los support this hypothesis. The brain angiotensin-
mediated pathways may have a thermolytic effect during
exercise, improving heat loss mechanisms, protecting the brain
from excessive hyperthermia, and improving physical performance.
It is known that part of the metabolic energy consumed

during exercise is dissipated as heat, and the other part is used

to perform mechanical work. The balance between heat production
and heat loss determines internal body temperature in
homeothermic animals. To maintain the thermal balance, heat
production by exercising muscles should be counteracted by
increased heat loss. Otherwise, activity results in greater body
temperature. Furthermore, hyperthermia reduces physical performance
in many mammalian species, including rodents (9,

30, 40).

The exact location and precise pathways involved in the



angiotensinergic mediation of normal thermoregulation during
exercise still require clarification. However, hypothalamic regions
expressing ANG 1, such as the POA and paraventricular
nucleus, are possible sites at which ANG Il may influence
thermoregulation during exercise (14). Therefore, we hypothesized
that infusion of Los into the cerebral ventricle would

perfuse to the SFO and other thermoregulatory centers situated
in the hypothalamus, inhibiting the heat loss response and
accelerating the BHR and HSR during prolonged exercise. The
POAJ/AH is thought to be the primary locus for body temperature
regulation (1, 5, 34, 35) due to the fact that it contains

both warm-sensitive and cold-sensitive neurons that respond to
small changes in temperature (19, 48). Moreover, lesions or
pharmacological blockade of the POA/AH has been shown to
produce a severe impairment in thermoregulation (5, 6, 34, 35).
It has been established that the POA/AH is an integrative

region for the maintenance of metabolic, vasomotor, and thermal
homeostasis (5, 6, 34, 35). It is important to point out that
POAJ/AH cell groups project to the sympathetic outflow of the
tail artery involved in heat loss in the rat (38), producing tail
vasodilation when the POA is warmed (19, 21, 48). In addition,
it has recently been shown that inhibition of the POA/AH by
local infusion of tetrodotoxin impairs heat loss in running rats
(16). A variety of studies have suggested that SFO and other
adjacent areas are critical for the central actions of ANG 11 (7,
14) and that SFO afferent communication with paraventricular
nucleus utilizes ANG Il as a neurotransmitter within this
hypothalamic region (25). Moreover, lesion of the SFO resulted
in abolished ANG I1-mediated temperature response (7).

These results indicate that the POA/AH and SFO are important
mediators of heat loss as opposed to heat production during
exercise and might be possible sites for Los action.

In summary, icv infusion of Los induced a significant

increase in BHR, which rapidly produced hyperthermia 0.41°C
higher than in controls, with a significant increase in TTbV. In
addition, treatment with Los reduced exercise performance that
was closely associated with BHR. Therefore, our results provide
the first evidence that central angiotensinergic transmission

has important effects on thermoregulation during exercise

by increasing heat dissipation through peripheral vasodilation,
preventing high levels of heat storage and protecting the brain

against excessive hyperthermia.
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