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RESUMO

REZENDE, Leonardo Mateus Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2016. Estudo comparativo da termorregulacdo durante o repouso e
exercicio fisico em dois modelos experimentais: Wistar versus Wistar Kyoto.
Orientador: Thales Nicolau Primola Gomes. Coorientadores: Candido Celso Coimbra
e Antonio José Natali.

O objetivo geral desta dissertacdo foi analisar as diferengcas no comportamento
termorregulatério durante o repouso e exercicio fisico entre duas linhagens
experimentais habitualmente utilizadas na pesquisa cientifica como controle para o
rato espontaneamente hipertenso (SHR): os Wistar (WIS) e os Wistar Kyoto (WKY).
No primeiro capitulo, foram analisadas as variaveis de repouso por meio do estudo
do ritmo circadiano da temperatura central (Tcentra) € da atividade locomotora dos
animais. Foram realizadas também analises da composicdo corporal dos animais
por meio da avaliacdo do indice de massa corporal (IMC) e da analise direta do
percentual de gordura. Como resultado, foi constatado que 0os animais apresentam
semelhancas no comportamento basal da Tcenra, NO entanto o envelhecimento
provoca alteracdes nessas variaveis, no sentido de diminuir a Tcentra € @ amplitude
desta, 0 que é mais evidente na linhagem Wistar Kyoto. Com relagdo a composicéo
corporal, entre os animais jovens (WIS16 vs. WKY16), foi verificado que os WIS
apresentaram maior IMC, o que nao foi observado entre os animais mais velhos, e,
na comparacdo do percentual de gordura, independentemente da idade, os WIS
apresentam maior percentual de gordura em relagcdo aos WKY. Em conclusédo, as
linhagens estudadas apresentam um comportamento da Tcenrar basal semelhante.
Entretanto, com o processo de envelhecimento, ocorre uma perda da sincronizagéo
entre os ritmos circadianos estudados. No segundo capitulo, foram analisadas as
variaveis obtidas a partir do exercicio fisico, que foi dividido em: exercicio
progressivo até a fadiga (EPF); exercicio constante relativo (ECR); e exercicio
constante absoluto (ECA). Os dados de Tcentra durante o exercicio foram coletados
por meio de transmissdo do sinal de telemetria e posterior analise pelo software
VitalView. Como resultado, foi constatado que os animais da linhagem WKY
apresentam desempenho superior durante o exercicio aerébico, no entanto o
comportamento da Teenrat € da Tpele € Semelhante entre as linhagens durante os

protocolos de exercicio propostos. Com relacdo ao acumulo de calor, foi



comprovado que os animais da linhagem WIS acumulam mais calor do que os WKY,
independentemente da massa corporal. Concluindo, as linhagens estudadas
apresentam um comportamento termorregulatério semelhante durante o exercicio

fisico aeroébico.

Xi



ABSTRACT

REZENDE, Leonardo Mateus Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, july,
2016. Comparative study of thermoregulation during rest and exercise in two
experimental models: Wistar versus Wistar Kyoto. Adviser: Thales Nicolau
Primola Gomes. Co-advisers: Candido Celso Coimbra e Antonio José Natali.

The overall objective of this dissertation was to analyze the differences in
thermoregulatory behavior during rest and exercise between two strains commonly
used in scientific research as a control for the spontaneously hypertensive rat (SHR),
the Wistar (WIS) and Wistar Kyoto (WKY). In the first chapter we analyzed the resting
variables through the study of circadian rhythm of core temperature (Tcentral) and
the locomotor activity of animals. Were also carried out analysis of body composition
of animals by body mass index (BMI) and direct analysis of the percentage of fat. As
a result, it was found that the animals exhibit similarities in baseline behavior
Tcentral, however, the aging causes changes in these variables in order to decrease
the Tcentral, which is more evident in Wistar Kyoto strain. Regarding the body
composition among young animals (WIS16 vs. WKY16), it was found that the WIS
had higher BMI, which was not observed among older animals. Was compared the
percentage of fat, WIS present a higher percentage of fat compared to WKY,
regardless of age. In conclusion, the studied strains show a similar Tcentral baseline
behavior and the process of aging, there is a loss of synchronization between the
circadian rhythms studied. In the second chapter, the variables were analyzed
obtained from the exercise, which was divided into progressive exercise until fatigue
(EPF), constant exercise of relative (ECR) and absolute constant exercise (ECA).
Data of Tcentral during exercise were collected through transmission of telemetry
signal and subsequent analysis by VitalView software. As a result, it was found that
animals of WKY show better perform during aerobic exercise. However, the behavior
of Tcentral and Tskin is similar between the strain during the proposed exercise
protocols. Regarding the heat storage, it was found that animals of WIS strain
storage more heat than WKY strain independent of body mass. In conclusion, the

studied strains have similar thermoregulatory behavior during aerobic exercise.

xii



1- Introducéo:

Termorregulagéo:

O controle da temperatura corporal em diferentes condicdes ambientais &
conhecido como termorregulacdo, que acontece por meio do balanco térmico
associado aos processos de producao e dissipacéo de calor (1, 2). Esse mecanismo
de controle da homeostase térmica acontece de forma ininterrupta, uma vez que
pequenos movimentos corporais sao suficientes para elevar a taxa metabdlica e,
consequentemente, a producéo de calor (3).

Os mamiferos sao classificados como homeotérmicos, o que significa que seu
corpo representa sua fonte primaria de calor (4). O organismo desses animais
mantém sua temperatura corporal constante, aproximadamente, em 37°C, e desvios
dessa variavel desencadeardo respostas termorregulatérias comportamentais e/ou
autonOmicas, a fim de manter a temperatura corporal interna dentro de uma taxa de
variacdo considerada normal (2-5).

Os mecanismos comportamentais sédo ativados principalmente em fungéao do
desconforto térmico, levando o individuo a buscar meios de se aquecer ou de se
refrescar, através de atitudes planejadas, como a escolha do tipo de roupa a ser
utilizada e do tipo de ambiente ao qual ir4 se expor (3, 6). Se 0s mecanismos de
origem comportamental ndo forem suficientes para manter a temperatura dentro dos
niveis adequados, os mecanismos autonémicos serdo ativados, visando atingir esse
objetivo (6). Tais mecanismos ocorrem por meio de processos fisiologicos como o
alcance do limiar de temperatura para o inicio da sudorese e da vasodilatacdo

periférica, os quais, em conjunto, promoverao a diminuicdo da temperatura central



(Tcentral). Quando houver a necessidade de aumentar a Tcenra, O COrpo utilizara
mecanismos como a vasoconstricdo periférica, a piloerecao e os tremores (6).

O comportamento da taxa metabodlica dos animais homeotérmicos, dentre os
quais se incluem os roedores, é associado a termorregulacdo. A taxa metabdlica
basal € mantida em niveis baixos quando o organismo é exposto a temperatura de
neutralidade, ou seja, quando a temperatura corporal € regulada principalmente por
meio do tbnus vascular periférico e da perda seca de calor (6, 7). Quando a
temperatura ambiente exceder a zona de termoneutralidade, a taxa metabdlica
aumentara, em funcdo de processos fisiologicos como o aumento da perda
evaporativa de calor. A faixa de temperatura que corresponde a essa resposta é
conhecida como temperatura critica superior. Existe, ainda, a temperatura critica
inferior, na qual o metabolismo sera elevado, devido ao aumento da termogénese
com e sem tremor (7, 8).

Todas as respostas fisiologicas sado controladas por mecanismos cerebrais
que trabalham de forma a manter a Tcenrar €M nNiveis apropriados para o
funcionamento adequado do organismo (5, 9). Os mecanismos autonémicos séo
controlados, principalmente, pela area pré-6tica do hipotalamo (POA) (4, 6, 7).
Dessa forma, o circuito de controle termorregulatério é organizado, basicamente, em
trés componentes principais: os neurbnios aferentes sensiveis (Thermo TRP
channels) a variacbes de temperatura; o centro integrador; e os componentes de
comando eferente (4, 9-12).

Assim sendo, os canais TRP séo divididos em receptores sensiveis ao calor,
localizados de forma predominante em regifes internas do corpo, e O0S
termosensores sensiveis ao frio, que se situam predominantemente logo abaixo da

epiderme, ou seja, huma regido mais periférica do corpo (4, 7). A fisiologia térmica



dos mamiferos é considerada assimétrica, o que significa que a Tcentrar NOrmal &
fixada a poucos graus do limite superior. Assim, 0 aquecimento corporal
representara um agente estressor mais potente do que o resfriamento, fazendo com
gue os termosensores sensiveis ao calor existam em maior quantidade e tenham
uma funcdo mais importante e efetiva (4). Estudos prévios demonstraram que, na
defesa contra o calor, ocorre 0 aumento da atividade dos neurdnios sensiveis ao
calor, enquanto o primeiro passo para a defesa contra o frio € a diminuicdo da
atividade dos mesmos neurdnios sensitivos ao calor, 0 que confirma a importancia
desse grupo de neurdnios (12).

A partir da integracdo do sinal emitido pelos canais TRP, a resposta efetora
mais adequada sera selecionada e um comando para sua execucado sera disparado
(9). Uma resposta termoefetora representa um processo altamente coordenado, no
qual os efetores que atuam de forma oposta ndo sdo ativados simultaneamente.
Evidéncias apontam que a magnitude da resposta termoefetora serd gerada pelo
namero e pelo tipo de canais termossensiveis ativados (4).

Portanto, o sistema termorregulatério € composto por diversos componentes
qgue trabalham em conjunto, de maneira coordenada, a fim de manter a Tcentra €M
niveis estaveis (3, 7, 13). A manutencdo da temperatura interna possui importancia,
por exemplo, para o funcionamento adequado dos 6rgdos vitais, que precisam
permanecer em temperatura constante para manter o metabolismo. Essa regulagcao
é facilitada pelo tbnus vascular, onde a vasoconstricdo permitirdA manter o fluxo
sanguineo na regido central, visando manter a Tcenrar €Stavel, uma vez que a
vasodilatacdo permitira redirecionar o fluxo sanguineo para a periferia quando

houver necessidade de dissipar calor (7).



Pesquisas no campo da termorregulacdo habitualmente utilizam animais
experimentais como modelos bioldgicos, a fim de promover o avanco cientifico da
area (14-16). Assim, o estudo da termorregulacdo associada ao exercicio fisico e
acometimentos patologicos, como a hipertenséo arterial, vem recebendo atencéo do
Nnosso grupo, nos ultimos anos (17, 18). Para isso, o Rato Espontaneamente
Hipertenso (SHR) tem sido utilizado como modelo de hipertensdo essencial (19) e,
como protocolo de pesquisa, € necessaria a presenca de um animal-controle para a
comparacao de resultados.

Foi estabelecido que o Wistar Kyoto (WKY) seria o controle ideal para o SHR,
uma vez que estes sdo derivados dos WKY (19). No entanto, evidéncias apontam
gue os WKY apresentam grande variabilidade biolégica entre os laboratorios que os
utilizam, apresentando variantes como hipertrofia ventricular esquerda e atividade
simpatica aumentada (20, 21). Assim, a linhagem Wistar (WIS) tem sido utilizada
como uma alternativa aos WKY nos estudos na area da termorregulacédo (17, 18).
Dessa forma, é fundamental saber se as linhagens WIS e WKY apresentam
comportamento termorregulatorio semelhante durante o repouso e exercicio fisico. A
importancia deste estudo esta na busca de entendimento no momento da escolha da
linhagem a ser utilizada nas pesquisas, uma vez que este representa um passo

importante para a obtencéo de resultados mais confiaveis e fidedignos.

2- Objetivos:

2.1- Geral:

Avaliar as respostas termorregulatorias durante o repouso e exercicio fisico

em dois modelos experimentais: Wistar e Wistar Kyoto.



2.2- Especificos:

Avaliar o comportamento do ritmo circadiano da temperatura central das duas
linhagens estudadas.

Avaliar o comportamento do ritmo circadiano da atividade locomotora das
duas linhagens estudadas.

Estudar o sistema termorregulatério das duas linhagens durante o exercicio
fisico.

Avaliar o efeito do envelhecimento dos animais sobre as variaveis estudadas.
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Capitulo 1: Comportamento do ritmo circadiano da temperatura central de
duas linhagens experimentais: Wistar versus Wistar Kyoto.
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Resumo:

Objetivo: analisar o comportamento da temperatura basal de duas linhagens
amplamente utilizadas na pesquisa cientifica, além de comparar dados de
composicao corporal dos animais.

Método: foram utilizados 32 animais, divididos em quatro grupos experimentais
(WIS16; WKY16; WIS48; WKY48). Foram realizadas andlises do ritmo circadiano da
temperatura central (Tcenra)) € da atividade locomotora por meio da transferéncia do
sinal de telemetria para andlise no software VitalView. As analises da composicéo
corporal foram realizadas por meio do indice de massa corporal (IMC), e o
percentual de gordura foi medido por meio da extracao de Soxhlet.

Resultados: foi comprovado que o0s animais apresentam semelhangcas no
comportamento basal da Tcentra, NO entanto o envelhecimento provoca alteracfes
nessas variaveis, no sentido de diminuir a Tcentra € @ amplitude desta, o que € mais
evidente na linhagem Wistar Kyoto. Com relacdo a composi¢cdo corporal, entre os
animais jovens (WIS16 vs. WKY16), foi constatado que os WIS apresentaram maior
IMC, o que ndo foi observado entre os animais mais velhos; além disso, na
comparagcdo do percentual de gordura, independentemente da idade, os WIS

apresentam maior percentual de gordura que os WKY.



Concluséao: os grupos estudados apresentam comportamento da temperatura basal
semelhante. Entretanto, com o processo de envelhecimento, ocorre uma perda da

sincronizagao entre os ritmos circadianos estudados.

Palavras- chave: termorregulacao, ritmo circadiano, animais experimentais.

Abstract:

Objective: To analyze the behavior of basal temperature of two strains widely used
in scientific research, and also compare data of body composition of animals.
Methods: 32 animals were used and divided into four experimental groups (WIS16;
WKY16; WIS48; WKY48). Analyzes were performed circadian rhythm of core
temperature (Tcentral) and the locomotor activity by telemetry signal transfer to the
VitalView analysis software. The analysis of body composition were made by the
body mass index (BMI) and body fat percentage was measured by Soxhlet
extraction.

Results: It was found that the animals exhibit similarities in baseline behavior
Tcentral, however, the aging causes changes in these variables in order to decrease
the Tcentral and scope thereof, which is more evident in male Wistar Kyoto strain.
Regarding the body composition among young animals (WIS16 vs. WKY16), it was
found that the WIS had higher BMI, which was not observed among older animals
and compared the percentage of fat, regardless of age, WIS present a higher
percentage of fat compared to WKY.

Conclusion: the groups have similar basal temperature behavior and, with the aging

process, there is a loss of synchronization between the studied circadian rhythms.

Key words: thermoregulation, circadian rhythm, experimental animals.



1. Introducéo:

Os ratos da linhagem Wistar Kyoto (WKY) tém sido frequentemente utilizados
como controle para os Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHRs), em diversos
experimentos, principalmente no estudo da fisiologia cardiovascular (1-7). No
entanto, pode ser que essa linhagem n&o represente a mais adequada para o
controle dos SHR (8-13).

Sabe-se que a atividade simpatica € responsavel por promover
vasoconstricdo, podendo levar ao aumento da pressao arterial (14, 15). Pesquisas
apontam que os animais da linhagem WKY apresentam atividade simpatica elevada,
de forma semelhante aos SHR (9, 11). Além disso, existem evidéncias de que 0s
WKY apresentam um padréo de hipertrofia ventricular esquerda e fibrose também
semelhante aos SHRs (1, 8, 13). Tais caracteristicas representam agentes
estressores ao organismo do WKY, que é apontado como um animal hipersensivel a
esses agentes agressores, reagindo com aumento da secre¢do de ACTH (12, 16).
Assim, esses achados colocam em duvida a utilizacdo dos WKY como controle dos
SHRs.

Uma alternativa a esse quadro pode ser a utilizacdo de outras linhagens como
controle do SHR, por exemplo, os ratos da linhagem Wistar (WIS) (8, 17-19). A
linhagem WIS (Rattus norvegicus) tem sido utilizada como controle para o SHR em
experimentos na area da fisiologia cardiovascular (8, 20), no estudo da qualidade do
sono (18) e também em estudos na area da termorregulacao (17, 21). Assim, parece
que os WIS tém sido aceitos como animais-controle dos SHRs em substituicdo aos
WKY.

Nos ultimos anos, 0 nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo do

controle termorregulatério associado a hipertenséo arterial e, para isso, os SHRs
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tém sido utilizados como modelo experimental. Em trabalho realizado por Campos e
colaboradores, foi observado que os SHR apresentaram maior producdo e acumulo
de calor do que os WIS, o que resultou numa maior temperatura corporal ao final do
exercicio fisico, em ambiente quente (32°C) (17). Um segundo estudo analisou as
respostas das temperaturas cerebral e abdominal dos SHR em ambiente temperado
(25°C) e quente (32°C) (21). Foi percebido que os SHR apresentaram maior
temperatura abdominal e cerebral durante os exercicios progressivo maximo e
constante, nos dois ambientes estudados (25°C e 32°C) (21). Apesar desses
trabalhos prévios, uma pergunta permanece e deve ser respondida: a temperatura
central (Tcentra)) basal é semelhante entre os ratos WIS e WKY?

Para o estudo do comportamento normal de uma variavel biolégica que
apresenta ritmicidade, utiliza-se a avaliacdo do ritmo circadiano dessa variavel (22).
A Teentra € @ atividade locomotora apresentam caracteristicas ritmicas e um padréo
de oscilacdo associado aos habitos do animal em questdo (23, 24). Como os
roedores sdo animais de habito noturno, consequentemente estes apresentam maior
atividade termogénica associada a maior atividade locomotora durante esse periodo
do dia (23). E importante ressaltar, ainda, que essas variacdes internas do
organismo passam por um processo de sincronizacdo com variacdes externas
geofisicas ambientais, como o ciclo dia/noite e as estacdes do ano (25, 26).

O centro controlador dos ritmos circadianos é conhecido como nucleo
supraquiasmatico (SQN), localizado no hipotalamo, e sua atuagcdo ocorre por meio
de um complexo sistema de feedback (22, 24). Tal controle acontece por meio de
mecanismos altamente coordenados, responsaveis pelo equilibrio entre o ganho e a
perda de calor, associados a percepc¢ao das condigcdes ambientais (24). Evidéncias

apontam que os diversos ritmos biolégicos trabalham de forma sincronizada; por
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exemplo, o ciclo de liberacdo de melatonina atua de forma direta na regulacdo da
temperatura corporal (27). O aumento na taxa de secre¢do da melatonina no periodo
de repouso facilita a queda da Tcenral Via vasodilatacao periférica e, no periodo de
atividade do animal, esse quadro se inverte, facilitando o aumento da Tcentral (24, 28).

O comportamento dos ritmos circadianos passa por modificagcdes em funcao
do envelhecimento, ocorrendo um processo de deterioracdo dos ritmos,
caracterizado pela perda da sincronizagcdo entre os ritmos e a perda da habilidade
de se adaptar a periodicidade do ambiente (29). Tais modificacbes acontecem na
maioria das funcdes, sendo mais pronunciadas na amplitude dos ritmos, que passa
por um processo de fragmentacdo e aumento da variabilidade ao longo do dia (24,
30).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo comparar a Tcenra basal entre
as linhagens WIS e WKY. Para isso, foi testada a hipotese principal de que essas
linhagens apresentariam o comportamento do ritmo circadiano da Tcentral SEMelhante.
Associado a isso, também foi testada a hipétese de que os animais mais velhos

apresentariam perda da ritmicidade das variaveis.

2- Materiais e métodos:

2.1- Animais experimentais:

Foram utilizados 32 animais, divididos em quatro grupos, de forma aleatéria:
WIS com 16 semanas (n=8), WKY com 16 semanas (n=8), WIS com 48 semanas
(n=8) e WKY com 48 semanas (n=8). Os animais foram obtidos a partir do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de

Vigcosa (UFV), permaneceram alojados em gaiolas coletivas, em ambiente
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controlado com temperatura de 22 * 2°C, ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, e
tiveram livre acesso a agua e racao ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigcosa (50/2015).
Todos os procedimentos foram acompanhados por um médico veterinario (CRMV-
MG: 8981).
O numero de animais utilizados foi definido a partir da seguinte férmula

(32):

n =2 [(Z2a+Z23)o/d]

n= 2[(0,025+0,9)]0,215/0,05= 7,955
onde,

2a: nivel de significancia;

2[B: 1 — poder do teste;

Z2a: quartil a/2 da distribuigdo normal;
Z2: quartil B/2 da distribuicdo normal;
O: desvio padrao;

O: diferenga a ser detectada

A principal variavel do trabalho, selecionada para utilizacdo na formula, foi a
Teentral, retirada de um trabalho prévio (32). O nivel de significancia adotado foi de

5%, e o poder do teste de 90%.

2.2- Implante do sensor de temperatura:

Para a obtencdo da temperatura central, foi implantado um sensor de
temperatura (G2 E-Mitter, modelo ER4000, Mini-Mitter, USA) em cada animal, os
qguais se encontravam sob efeito de um anestésico inalatorio (Isoflurano 1,5% e
oxigénio 100% em fluxo constante de 1 L/min; Isoflurano, BioChimico, RJ, Brasil).
Apés a inducdo da anestesia, cada animal foi fixado em decubito dorsal sobre uma
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plataforma devidamente aquecida, para evitar hipotermia induzida pelo anestésico.
Feita a tricotomia e a assepsia (lodopovidona, 10%), uma incisdo ventral de
aproximadamente 2 cm foi realizada na pele e, seguidamente, na linha alba do
muasculo reto abdominal, permitindo acesso a cavidade peritoneal. O sensor foi
implantado na cavidade intraperitoneal e fixado a fascia do musculo reto abdominal.
Por fim, o masculo e a pele foram suturados, e foi realizada uma nova assepsia da
regiao.

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico e 12 horas apds, 0s animais
receberam uma dose de 0,07 mL de antibidtico (Chemitril injetavel 2,5%, Chemitec)

e 0,01 mL de anti-inflamatorio (Flunixin injetavel-Chemitec).

2.3- Medidas antropométricas:

Como parametros morfométricos, foram utilizados o indice de massa corporal
(IMC), as medidas das circunferéncias toracica e abdominal, além do comprimento
naso-anal (33). Para tal, foi aproveitado o momento da aplicagcdo do anestésico
inalatério durante os procedimentos cirlrgicos. Apds inducdo da anestesia, 0s
animais foram pesados e, em seguida, mantidos na posi¢cao vertical, para que
fossem medidas as circunferéncias toracica (logo abaixo da pata dianteira) e
abdominal (logo acima da pata traseira). Posteriormente, os animais foram
posicionados em decubito dorsal, para medicdo do comprimento naso-anal (33). A
partir dessas medidas, foi calculado o IMC, por meio da seguinte férmula:

Massa corporal
IMC =

Comprimento naso — anal?
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2.4- Ritmo circadiano:

Apos o implante do sensor, os animais foram separados em caixas individuais
e passaram por um periodo de recuperacao de cinco dias, até atingirem a massa
corporal pré-cirargica. Em seguida, eles passaram por um processo de medida da
Teenrar durante 72 horas. O animal foi mantido em sua propria caixa, a qual
permaneceu sobre uma placa responsavel por receber o sinal de telemetria (ER-
4000 Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, USA) emitido pelo
sensor instalado na cavidade intraperitoneal. Esses dados foram transmitidos para
um computador atraves do software VitalView (VitalView ® Data Acquisition System
Software v. 4.0, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, USA).

A Temperatura central (°C) e a atividade locomotora (unidades arbitrarias)
foram registradas a cada minuto, durante um periodo de 72 horas, para posterior
andlise da variagdo entre as duas linhagens. Essas 72 horas de medida sucederam-
se em um ambiente controlado, com o minimo de ruido possivel, onde as condi¢ces
de temperatura, ciclo de luz e disponibilidade de racdo e 4gua foram exatamente as

mesmas da sala onde os animais estavam alojados anteriormente.

2.5- Variacao da presséo arterial e do peso:

Quando os animais completaram oito semanas, foi realizada a primeira
medida de pressao arterial (PA), momento no qual eles foram adaptados a um
aparato de contensdo em uma sala escura e sem ruidos, durante 5 dias, 10 minutos
por dia. Esse aparato consiste em um tubo cilindrico com tamanho adequado para o
animal, visando manté-lo confortavel durante a realizacdo das medidas. Essas

medidas foram realizadas até a quadragésima oitava semana de vida dos animais.
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A PA foi mensurada por meio do método néo invasivo de pletismografia de
cauda (LE5001; Panlab®, Barcelona, Espanha). As afericdes ocorreram a cada duas
semanas, visando acompanhar o comportamento dessas variaveis ao longo do
envelhecimento dos animais. No dia da medida, os animais foram colocados no
aparato de contensdo e aquecidos de forma passiva, por meio da exposicdo a
temperatura de 29-32°C, durante 10 minutos. Logo apds, um manguito de pressao e
um transdutor de pulso foram colocados a trés centimetros da ponta da cauda. Apos
a captacédo do pulso, o manguito foi insuflado, para obtencéo das medidas.

A variacdo do peso corporal também foi acompanhada a partir da oitava
semana de vida dos animais, até que eles completassem 48 semanas. Para isso, foi

utilizada uma balanca eletrénica (Rochelle, modelo 3252).

2.6- Extracgéao lipidica:

A analise da quantidade total de lipidios presentes no organismo dos animais
foi realizada por meio do método de Extracdo de Soxhlet (34). Os animais foram
eutanasiados por meio de sobredose anestésica, com administracao intraperitoneal
de tiopental (50 mg/Kg). ApOs a eutanasia, as carcacas dos animais passaram por
processo de secagem em estufa com circulacdo de ar continua, por um periodo de
24 horas e temperatura constante (105°C). Logo apés, as carcacas secas foram
trituradas utilizando pistilo e graal, sendo, posteriormente, armazenadas em um
cartucho feito com papel-filtro especifico. Em seguida, os cartuchos foram inseridos
em um extrator de Soxhlet, onde a gordura foi extraida de forma continua por meio
de um solvente organico (Eter etilico), que foi aquecido e volatizado e, em seguida,
condensado acima da amostra. Durante o processo de condensacédo, o éter foi

gotejado sobre a amostra, promovendo a extracdo lipidica. Todo o processo
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aconteceu em ciclos de 15 a 20 minutos, repetidos durante oito horas seguidas.
ApoOs a extracdo de todo conteudo lipidico, foi realizado o calculo da diferenca entre
0 peso do cartucho pré-extracdo e pds-extracdo, para descoberta da porcentagem

de gordura corporal da amostra (34).

2.7 - Acamulo de calor (AC):
O AC foi calculado utilizando a férmula seguinte (5), sendo normalizado para

cada 100 g de peso corporal.

AC = ATint.m.c

Onde:

AC: Acumulo de calor (cal);

AT Diferenca entre a temperatura interna final e inicial do exercicio (°C);
m: massa corporal (g);

c: calor especifico dos tecidos do animal (0,8264 cal.g™.°cC™).

2.8- Estatistica:

Para verificar a normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
As variagOes da Tcenras € da atividade locomotora foram verificadas por meio da
ANOVA, com parcelas subdivididas, seguido dos post hoc LSD e Scott-Knott,
guando adequado.

Para comparacdo do IMC, das medidas antropométricas, do percentual de
gordura e do acumulo de calor, foi utilizada a ANOVA two-way, seguido do post hoc

de Tukey. Foi adotado um nivel de significancia de a=5%.
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3 — Resultados:

A figura 1 apresenta a progressdo da massa corporal e da pressao arterial
sistdlica dos animais ao longo de quarenta e oito semanas. Foi observado um efeito
da linhagem na massa corporal, pois os animais da linhagem WIS apresentaram
massa corporal superior em comparacdo aos WKY (semanas 10-14; 36-48). O
painel B da figura 1 apresenta a progressdo da PAS durante quarenta e oito
semanas, demonstrando efeito da linhagem, uma vez que os WKY apresentaram
maior PAS: semanas 24, 38 e 40.

A figura 2 apresenta os resultados das medidas antropométricas dos animais
com dezesseis e com quarenta e oito semanas. Foram encontrados efeitos da
linhagem para todas as variaveis estudadas, na medida em que os WIS16
apresentaram maior circunferéncia abdominal (painel A), circunferéncia toracica
(painel B), comprimento naso-anal e IMC em comparagdo aos WKY16. Foi
constatado, ainda, que os WIS48 exibiram maior comprimento naso-anal do que os
WKY48. Ja para a variavel idade, foi encontrado efeito de linhagem dentro do grupo
WKY, poisos animais mais velhos exibiram valores superiores para circunferéncia
abdominal, circunferéncia toracica e IMC, em relacdo aos WKY16. J4 para os
animais da linhagem WIS, foi encontrada diferenca apenas no comprimento naso-
anal, uma vez que os WIS48 apresentaram valores mais elevados para essa
variavel.

A figura 3 apresenta os resultados da porcentagem de gordura dos quatro
grupos estudados, sendo encontrado um efeito da linhagem. Os animais da
linhagem WIS apresentaram maior porcentagem de gordura, tanto entre os mais
jovens (WIS16: 21,94% vs. WKY16: 12.59%; p<0,05), quanto entre os mais velhos

(WIS48: 18,16% vs. WKY48? 13,08%; p<0,05).
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Figura 1 Progressdo da massa corporal (A) e pressédo arterial sistdlica (B) dos animais ao longo de 48
semanas. Dados expressos como média + EPM (p<0,05). * WIS vs. WKY.
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Figura 2 Circunferéncia abdominal (A), circunferéncia toracica (B), comprimento naso-anal (C) e indice de
massa corporal (IMC) (D) dos animais com dezesseis e quarenta e oito semanas. Dados apresentados
como mediana e percentis (p<0,05). + WIS16 vs. WKY16; * WKY48 vs. WKY16; *WIS48 vs. WIS16; # WIS.
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Figura 3 Porcentagem de gordura corporal dos animais. Dados apresentados como média + EPM
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A figura 4 apresenta os tracados tipicos do comportamento da temperatura
central e da atividade locomotora de todos os animais do estudo. Ja a figura 5 exibe
a meédia dos trés dias completos da Tcenra basal e da atividade locomotora desses
animais. Com relacéo a Tcenra;, N80 houve efeito da linhagem. Assim, os animais das
linhagens WIS e WKY exibiram valores de Tcentral basal semelhantes. Foi encontrado
efeito da idade sobre a Tcentral, POSto que a diferenca foi percebida, durante todos os
momentos do dia, entre os WKY16 e os WKY48, que exibiram menor Teentra. ESSE
achado foi determinado pela perda do padrdo da curva dessa variavel, refletido por
uma queda da Teentra € diminuicdo da amplitude da curva. A atividade locomotora foi
semelhante durante o periodo do dia, entre 0s quatro grupos, que apresentaram um
aumento dessa variavel no final da tarde (das 17 as 18 horas). Foi encontrado um
efeito da linhagem, na medida em que os WIS16 se apresentaram mais ativos do
gue os WKY16 entre as 21 e as 23 horas e as 02 horas. Entre 0os animais mais
velhos, foi possivel observar uma diferenca as 22 horas, quando os WIS48 exibiram
atividade locomotora superior em relacdo aos WKY48. Por fim, foi encontrado
também um efeito da idade, pois, no periodo entre as 20 e as 23 horas, 0os WIS16
exibiram, em comparacao aos WIS48, maior nivel de atividade locomotora, o que se
repetiu no inicio da manhad (das 04 as 07 horas). Ainda, as 04h, os WKY16
apresentaram maior atividade locomotora que os WKY48.

A figura 6 exibe os valores da Tcenrar dOS animais durante as fases clara e
escura do dia. E possivel observar um efeito do horario do dia no grupo de animais
com 16 semanas, que € demonstrado pelo aumento da Tcentrar NO periodo da noite
(WIS16D: 36,2°C vs. WIS16N: 36,68°C; WKY16D: 36,12°C vs. WKY16N: 36,78°C;
p<0,05), fato que ndo ocorreu nos animais com quarenta e oito semanas. Além

disso, ocorreu, também, efeito da idade, uma vez que os animais da linhagem
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WIS48 nado apresentaram aumento de temperatura durante a noite, de forma que os
animais mais velhos exibiram valores inferiores de Tcenra N€Sse periodo (WIS16N:
36,68°C vs. WIS48N: 35,57°C; p<0,05). Ja os animais da linhagem WKY
apresentaram reducdes da Tcenral tanto na fase do dia quanto na fase da noite, em
funcdo da idade (WKY16D: 36,12°C vs. WKY48D: 34,29°C; WKY16N: 36,78°C vs.
WKY48N: 34,63°C; p<0,05). Foi possivel, ainda, observar um efeito da linhagem,
pois 0s animais WKY48 exibiram menor Tcenras Média nas fases do dia e da noite,
em relacdo aos WIS48 (WKY48D: 34,29 °C vs. WIS48D: 35,56 °C; WKY48N:
34,63°C vs. WIS48N: 35,57°C).

A figura 7 apresenta os resultados do acumulo de calor dos animais durante o
periodo de 24 horas, sendo observado um efeito da idade. Os animais com 48
semanas apresentaram menor acumulo de calor do que os animais com 16
semanas (WIS16: 309,27 cal vs. WI1S48: 132,80 cal; WKY16: 281,27 cal vs. WKY48:

154,98 cal; p<0,05).
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4- Discussao:

Este estudo teve como objetivo avaliar as respostas termorregulatérias
durante o repouso entre duas linhagens experimentais frequentemente utilizadas em
pesquisas na area de termorregulacdo. De acordo com nossa hipoétese, foi
observado que o0s animais apresentaram semelhangas no comportamento
termorregulatério basal. Na segunda hipotese, foi confirmado que as linhagens
sofrem modificagdes em funcdo do envelhecimento, o que foi mais evidente para 0s
animais da linhagem WKY.

Pesquisas apontam que a massa corporal, assim como a composi¢cao
corporal, influenciam diretamente na taxa metabdlica basal e, consequentemente, na
producdo de calor metabdlico em seres humanos e ratos (35-37). No presente
trabalho, foram realizadas medidas da massa corporal e da PAS ao longo de 48
semanas. Como apresentado nos resultados, foi observado um efeito da linhagem
sobre a massa corporal, indicando que os WIS apresentaram maior massa corporal
quando comparados aos WKY (103-122 e 362-482 semana). J& com relacdo a PAS,
observaram-se diferencas em apenas trés momentos isolados (243, 382 e 402
semanas), indicando que os WKY apresentaram maior PAS nesses periodos.

A PAS dos WIS apresentou valores entre 109 e 131 mmHg durante o periodo
de medidas, enquanto a dos WKY variou de 122 a 146 mmHg. De acordo com as
diretrizes, para hipertensos, a PAS dentro da faixa de 120-139 mmHg representa um
quadro de pré-hipertensdo (38). Estudos anteriores apontam a existéncia de
atividade simpatica aumentada no coragdo e nos vasos sanguineos dos SHRs, o
que contribui para manutencéo da PAS elevada (14, 15). Assim, a manutencao da

maior pressdo arterial dos WKY pode ser justificada pelo fato de esta linhagem
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apresentar atividade simpatico-adrenérgica semelhante a dos SHRs (9). No entanto,
esse fato carece de investigacao.

As analises das medidas antropométricas utilizadas serviram como controle
do crescimento e desenvolvimento das linhagens estudadas, além de indicar
possiveis depositos de gordura (33). No presente estudo, os WIS16 apresentaram
maiores valores de circunferéncia abdominal, indicando maior depdsito de gordura
abdominal em relacdo aos WKY16 (33). Os WIS16 também apresentaram maiores
circunferéncia toracica e comprimento naso-anal em comparacdo aos WKY16. No
entanto, com o processo de envelhecimento, os WKY48 tiveram um aumento
significativo dessas variaveis, igualando-se aos WIS48. A partir dessas medidas, foi
possivel calcular o IMC especifico para roedores, que tem sido utilizado como um
indicativo de obesidade. Pode ser observado na literatura que os valores normais
variam entre 0,45 + 0,02 g/cm? para ratos com até noventa dias de idade e 0,68 +
0,05 g/cm? para ratos com mais de noventa dias (33). Levando em consideracdo que
todos os animais do presente estudo tinham mais do que noventa dias de idade, foi
constatado que apenas o grupo WIS16 apresentou valores médios de IMC acima do
recomendado (WIS16: 0,71 g/cm?). Existem evidéncias de que o IMC elevado
indicaria uma correlacdo positiva com o acumulo de gordura, perfil lipidico alterado e
estresse oxidativo em roedores (33).

Foi evidenciado que os animais da linhagem WIS apresentaram maior
percentual de gordura em comparacdo aos WKY, independente da idade. A
organizacdo mundial da saude preconiza que individuos com maior porcentagem de
gordura estdo sujeitos a maiores niveis de estresse térmico devido a caracteristica
isolante desse tecido (39). Nesse sentido, o tecido adiposo subcutaneo funcionaria

como uma barreira térmica, diminuindo a necessidade de gasto energético para a
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manutencao da temperatura corporal (40). Apesar disso, pelo menos neste estudo, a
Teentras Dasal dos animais foi semelhante nos grupos com diferencas no percentual de
gordura. Em estudo recente, os mesmos autores discutem que a maior parte dos
depdsitos de gordura dos ratos situa-se em uma regido mais profunda do corpo (41).
Sendo assim, o posicionamento anatdmico da gordura corporal encontrada nos ratos
impossibilita a funcao de isolamento térmico desse tecido (41).

Os animais com dezesseis semanas apresentaram maior acumulo de calor
em relacdo aos animais mais velhos (WIS16: 309,273 cal vs. WIS48: 132,805 cal;
WKY16: 281,273 cal vs. 154,986 cal; p<0,05). O calculo do acumulo de calor leva
em consideracdo a variacdo da Tcenrar (42). Sendo assim, era esperado que 0sS
animais mais velhos exibissem valores menores de acumulo de calor ao longo do
dia, uma vez que estes apresentaram menor variacdo da Tcentral (fig. 3). Levando em
consideracdo que 0s animais mais velhos apresentaram um aumento da massa
corporal, pode-se concluir que, pelo menos no presente trabalho, esse néao foi o fator
determinante para o acumulo de calor encontrado.

Um importante achado deste trabalho foi a resposta do ritmo circadiano da
Teentras dOS @nimais com 48 semanas. Foi observado que 0s grupos de animais mais
velhos tiveram sua Tcenra reduzida e ndo apresentaram o aumento tipico de
temperatura no periodo noturno (figuras 5 e 6), o que é caracterizado por uma baixa
amplitude da curva de Teenrar (22, 43). Tal fato ficou mais evidente na linhagem
WKY48, o que pode ser justificado pelo fato de os WKY serem mais sensiveis e
responderem de maneira exacerbada a condi¢des limitantes, como o
envelhecimento (12).

Estima-se que quanto maior for a amplitude do ritmo circadiano, maior sera a

resisténcia deste a mudancas em seu padrdo, ou seja, maiores amplitudes podem
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ser associadas com menores variabilidades (26, 43). Existem evidéncias de
associacdo entre os diferentes ritmos circadianos. Sendo assim, estudos prévios
apontam que maiores amplitudes da Tcentra relacionam-se com a maior duracéo e
melhor qualidade do sono, além da manutencao do nivel de atividade locomotora e
liberacdo de hormonios importantes, como a melatonina (44). Dessa forma, esses
achados indicam que os animais mais velhos podem apresentar menor resisténcia a
modificacdes de sua Tcentral €, CONSequentemente, dificuldade de sincronizacdo com
outras variaveis bioldgicas que também apresentam ritmicidade, bem como com o
ambiente externo (24, 45).

Estudos prévios apontaram que o envelhecimento foi acompanhado por um
declinio do metabolismo e, consequentemente, por uma menor disponibilidade
energética (46, 47). Partindo do pressuposto de que a manutencao da Tcentral €Xig€
determinado consumo energético, o metabolismo reduzido pode ser o responsavel
pela reducéo da Teenras €M funcéo da idade (36, 48-50).

A atividade locomotora exibiu valores semelhantes entre todos 0s grupos
durante o periodo do dia, quando, por caracteristica, esses animais se encontram
em estado de repouso (23, 43, 45). Todos 0s grupos apresentaram aumento do nivel
de atividade no final da tarde e diminuicdo desta por volta das 02 horas. No entanto,
no final da madrugada, os animais com 16 semanas voltaram a aumentar sua
atividade, o que n&o aconteceu com os animais de 48 semanas de ambas as
linhagens. Sabe-se que o ritmo circadiano da atividade locomotora possui
associacdo com a Tcenrar (23). Entretanto, mesmo com o aumento do nivel de
atividade, os animais com 48 semanas nao apresentaram o aumento associado da
Teentral, O que reforca os indicios de perda de sincronizacéo das variaveis biolégicas

por consequéncia do envelhecimento (24).
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Portanto, as linhagens estudadas apresentam similaridades no
comportamento da temperatura basal, independentemente da idade, que, por sua
vez, promove uma deterioracdo do ritmo circadiano da temperatura, associada a um

processo de perda de sincroniza¢do com a atividade locomotora.

5- Conclusodes:

O comportamento termorregulatério das duas linhagens é semelhante quando
jovens. No entanto, com o envelhecimento, é possivel que ocorra a perda de
sincronizacao do ritmo circadiano da Tcenrar COM a atividade locomotora em ambas
as linhagens, mas com maior énfase nos WKY. Outra descoberta importante foi a
reducdo do acumulo de calor nos animais mais velhos, o que foi demonstrado pelos
menores valores de Tcenra durante as 24 horas do dia. Tal resultado possui
importancia clinica, uma vez que a manutencdo da temperatura é de fundamental

importancia para o bom funcionamento do organismo.

Limitacdes:

Um fator limitante do estudo foi a possibilidade de desprendimento de alguns
sensores de telemetria da parede do musculo reto abdominal, de forma a se
deslocarem no interior da cavidade peritoneal dos animais estudados, o que pode ter

suscitado o registro ndo adequado da temperatura central desses animais.
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Capitulo 2: Estudo comparativo da termorregulacdo durante o exercicio fisico
em dois modelos experimentais: Wistar versus Wistar Kyoto.
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Resumo:

Objetivo: analisar o comportamento termorregulatério de duas linhagens
amplamente utilizadas na pesquisa cientifica durante o exercicio fisico de caréater
aerobico.

Método: foram utilizados 32 animais, divididos em quatro grupos experimentais
(WIS16; WKY16; WIS48; WKY48). Foram analisadas a temperatura central (Tcentral) €
temperatura da pele (Tpele), Obtidas durante o exercicio fisico, que foi dividido em trés
sessbes: exercicio progressivo até a fadiga (EPF); exercicio constante relativo
(ECR); e exercicio constante absoluto (ECA). Os dados de Tcenra foram coletados
por meio de transmissdo do sinal de telemetria e posterior analise pelo software
VitalView.

Resultados: foi constatado que os animais da linhagem WKY apresentam melhor
desempenho durante o exercicio aerdbico. No entanto, o comportamento da Tcentra €
da Tpee € semelhante entre as linhagens durante os protocolos de exercicio
propostos. Com relagdo ao acumulo de calor, foi demonstrado que os animais da
linhagem WIS acumulam mais calor do que os WKY, independentemente da massa
corporal.

Conclusao: as linhagens estudadas apresentam comportamento termorregulatério

semelhante durante o exercicio fisico aerébico.
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Palavras-chave: Exercicio fisico; termorregulacdo; linhagens experimentais.

Abstract:

Objective: To analyze the thermoregulatory behavior of two strains widely used in
scientific research during exercise aerobic character.

Methods: 32 animals were used and divided into four experimental groups (WIS16;
WKY16; WIS48; WKY48). core temperature were analyzed (Tcentral) and skin
temperature (Tskin) obtained during the exercise, which was divided into three
sessions: progressive exercise until fatigue (EPF), constant exercise for (ECR) and
absolute constant exercise (ECA) . Data Tcentral were collected through
transmission of telemetry signal and subsequent analysis by VitalView software.
Results: it was found that animals of WKY line perform better during aerobic
exercise. However, the behavior of Tcentral and Tskin is similar between the lines
during the proposed exercise protocols. Regarding the heat accumulation it was
found that animals of WIS lineage accumulate more heat than independent of body
mass WKY.

Conclusion: the studied strains have similar thermoregulatory behavior during

aerobic exercise.

Keywords: Physical exercise; thermoregulation; experimental strains.
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1- Introducéo:

Estudos sobre as respostas do organismo ao exercicio fisico tém recebido
atencdo ao longo dos anos, uma vez que a inatividade fisica € associada ao
surgimento de doencgas crénicas, como a hipertensao, a diabetes mellitus tipo Il e a
doenca arterial coronariana, levando, assim, a reducédo da qualidade e expectativa
de vida da populagdo (1-3). Sendo assim, diversos aspectos fisiologicos
relacionados a pratica de exercicios fisicos precisam ser entendidos. A relagdo entre
exercicio fisico e controle da temperatura corporal possui grande importancia, devido

ao fato de o balanco térmico ser essencial a manutencdo da homeostase corporal
(4).

O exercicio fisico realizado de forma continua promove um aumento agudo da
temperatura central (Tcentra), €M funcdo de um desequilibrio entre as taxas de
producao e dissipacédo de calor (5). Essa resposta termorregulatéria € caracterizada
por duas fases, sendo, a primeira, conhecida como fase dinamica e, a segunda,
como fase estavel (6). Durante a fase dinamica, a Tcenra aumenta de forma
exponencial, em funcdo da maior demanda metabdlica e, consequentemente, maior
producdo de calor imposta pelo inicio do exercicio fisico (7). Em contraste, a
dissipacdo de calor diminui, refletida pela queda da temperatura da pele (Tpele),
sugerindo um processo de vasoconstricdo periférica, visando redistribuir o fluxo
sanguineo a musculatura ativa (8). Ap0s esse momento inicial, a Tpee tende a
aumentar até que a taxa de dissipacdao equilibre a taxa de producdo de calor,
promovendo, assim, a estabilizagdo da Tcenwra € da Tpee, Caracterizando a fase

dindmica do comportamento termorregulatério durante o exercicio fisico (6, 8, 9).

Diante disso, o controle da temperatura corporal é fundamental durante o
exercicio fisico, principalmente em condi¢cdes patolégicas, como no caso da
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hipertensdo arterial (16, 17). Tais estudos demonstraram que 0s animais da
linhagem SHR apresentam maiores temperaturas abdominal e central em
comparacao aos WIS durante o exercicio fisico realizado em ambientes neutro

(25°C) e quente (32°C) (16. 17).

Estudos acerca de exercicio fisico associado a hipertensdo arterial essencial,
habitualmente, utilizam o Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR) como modelo
biolégico, uma vez que estes apresentam a progressdo da pressdo arterial
semelhante ao ocorrido nos humanos (10, 11). O SHR foi desenvolvido a partir da
linhagem Wistar Kyoto (WKY) e, portanto, esta tem sido a linhagem utilizada como
controle dos SHRs (10). No entanto, existem evidéncias de que essas linhagens
apresentariam grande variabilidade biolégica, como padréo de pressao arterial e de
crescimento distintos, em diferentes laboratérios de pesquisa (12). Os ratos da
linhagem Wistar (WIS), por sua vez, tém sido apontados como uma alternativa de
controle para o rato SHR, em diversas areas, incluindo a fisiologia cardiovascular
(13, 14) e a fisiologia renal (15), e também em pesquisas na area da
termorregulacdo e exercicio fisico (16, 17). Embora os WIS sejam aceitos como
controles dos ratos SHRs em estudos de diferentes areas, frequentemente surge
uma pergunta que ainda permanece sem resposta: 0s animais das linhagens WKY e
WIS apresentam comportamento termorregulatorio semelhante durante o exercicio
fisico? A resposta a essa pergunta é de fundamental importancia, uma vez que a
escolha da linhagem experimental mais adequada € um ponto-chave na pesquisa

cientifica.

Dessa forma, o presente estudo objetivou comparar as respostas
termorregulatorios durante o exercicio fisico entre dois modelos experimentais (WIS

vs. WKY) que séo frequentemente utilizados na pesquisa cientifica, de modo a
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esclarecer as possiveis diferencas e permitir a escolha do modelo adequado para as
pesquisas na area de termorregulacdo e exercicio fisico. Nossa hipotese foi a de
gue os grupos das duas linhagens apresentariam comportamento termorregulatorio

semelhante durante o exercicio fisico.

2- Materiais e métodos:

2.1- Amostra:

Foram utilizados 32 animais, divididos em quatro grupos, de forma aleatoria:
WIS com 16 semanas (n=8), WKY com 16 semanas (n=8), WIS com 48 semanas
(n=8) e WKY com 48 semanas (n=8). Os animais foram obtidos a partir do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), permaneceram alojados em gaiolas coletivas, em ambiente
controlado, com temperatura de 22 + 2°C, ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, e
tiveram livre acesso a agua e racao ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa (50/2015).
Todos os procedimentos foram acompanhados por um médico veterinario (CRMV-

MG: 8981).

2.2- Pressdo arterial, peso corporal e medidas antropométricas:

A pressdo arterial (PA) foi mensurada por meio do método néo invasivo de
pletismografia (LE5001; Panlab®, Barcelona, Espanha) de cauda (18). A pressao
arterial foi aferida no momento inicial e final das coletas de dados, ou seja, quando
0s animais completaram dezesseis e quarenta e oito semanas, respectivamente.

Assim como a pressao arterial, o peso corporal dos animais também foi

medido na décima sexta semana de vida dos animais, e as medidas foram repetidas

41



guando estes completaram 48 semanas. Para afericdo, foi utilizada uma balanca

eletrbnica (Rochelle, modelo 3252).

2.3- Procedimento cirargico:

Para a medida da temperatura central, foi implantado um sensor de
temperatura (G2 E-Mitter, modelo ER4000, Mini-Mitter, USA) em cada animal, os
quais ja se encontravam sob efeito de anestésico inalatorio (Isoflurano 1,5% e
oxigénio 100% em fluxo constante de 1 L/min; Isoflurano, BioChimico, RJ, Brasil).
Apos a inducéo da anestesia, cada animal foi fixado em decubito dorsal sobre uma
plataforma devidamente aquecida, para evitar hipotermia induzida pelo anestésico.
Feita a tricotomia e a assepsia (lodopovidona, 10%), uma incisdo ventral de
aproximadamente 2 cm foi realizada na pele e, seguidamente, na linha alba do
musculo reto abdominal, permitindo acesso a cavidade peritoneal. O sensor foi
implantado na cavidade intraperitoneal e fixado a fascia do muasculo reto abdominal.
Por fim, o musculo e a pele foram suturados, e foi realizada uma nova assepsia da
regiao.

Imediatamente ap6s o procedimento cirirgico e 12 horas apds, 0s animais
receberam uma dose de 0,07 mL de antibidtico (Chemitril injetavel 2,5%, Chemitec)

e 0,01 mL de anti-inflamatério (Flunixin injetavel-Chemitec).

2.4- Protocolo de exercicio:

Respeitado o periodo poés-cirdrgico e a devida recuperacdo dos animais,
foram iniciados os protocolos de exercicio fisico. Assim, os animais foram
submetidos a adaptacdo a esteira rolante (velocidade de 10 m/min, inclinacédo de 5°
e estimulacdo elétrica de 0,02 mA) para animais de pequeno porte (Panlab, S.L.U,
Barcelona, Espanha), por 5 dias consecutivos. Apdés a familiarizagdo, os animais
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foram submetidos a trés protocolos de exercicio, com intuito de descobrir se os
animais realmente apresentariam comportamento termorregulatorio semelhante

durante o exercicio fisico:

1) Exercicio progressivo até a fadiga (EPF). Este teve inicio com velocidade de 10
m/min, sendo acrescido 1 m/min a cada trés minutos de exercicio, até que o animal
entrasse em fadiga (19-21). O estado de fadiga foi determinado como o momento
em que o animal ndo conseguia mais acompanhar a velocidade da esteira,
permanecendo na grade de estimulacédo elétrica por, pelo menos, dez segundos (19,
20). A velocidade maxima foi determinada como a velocidade atingida no ultimo

estagio completo.

2) Exercicio constante com intensidade relativa (ECR). Este foi fixado em 60% da
velocidade méaxima de corrida, que foi calculada a partir da velocidade maxima

encontrada no EPF (22).

3) Exercicio constante com intensidade absoluta (ECA). Foi adotada uma velocidade

de 18 m/min, com duracao de trinta minutos (22).

2.5- Variaveis calculadas:

- Limiar térmico para o aumento da temperatura da pele da cauda (LTC): o
LTC representou o valor médio da Tcenra registrado no momento em que a
temperatura da pele comecou a aumentar significativamente (p<0,05), em

comparacao com o menor valor atingido apds o inicio do exercicio (8).
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- Sensibilidade termoeferente (ganho): foi obtido a partir da inclinagao da reta
na fase do aumento exponencial da temperatura da pele, em funcéo da variacdo da

temperatura central (17).

- Actmulo de calor (AC): o AC foi calculado utilizando a formula adaptada

seguinte (5), sendo normalizado para cada 100 g de peso corporal.

AC = [(ATint. m.c)100]/m

Onde:

AC: Acumulo de calor (cal);

AT, Diferenca entre a Tcentral final e inicial do exercicio (°C);
m: massa corporal (g);

c: calor especifico dos tecidos do animal (0,8264 cal.g™.°cC™).

- Taxa de acumulo de calor (TAC): a TAC foi calculada utilizando a férmula

adaptada seguinte, sendo normalizada para cada 100 g de peso corporal (5).

ATint. m. C

TAC = ( TTE

)100/m

Onde:

TAC: Taxa de acimulo de calor (cal.min™);

ATy variacdo da temperatura interna entre o fim e o inicio do exercicio (°C);
m: massa corporal (g);

c: calor especifico dos tecidos do animal (0,8264 cal.g-1.°C-1);

TTE: tempo total de exercicio (min).
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- Taxa de aquecimento corporal (TaqC): foi calculado utilizando a férmula

adaptada seguinte (5), sendo normalizada para cada 100 g de peso corporal.

ATint
TTE

TaqC = 100/m
(77¢)

Onde:

TaqC: Taxa de aquecimento corporal (°C.min™);
ATint: variacdo da temperatura interna entre o fim e o inicio do exercicio;

TTE: tempo total de exercicio até a fadiga (min).

- Trabalho (Kgm): para quantificar o trabalho realizado pelos animais, foi

utilizada a seguinte formula (23, 24):

W =m.TTE.v.sena

Onde:

W: Trabalho (Kgm);

m: massa corporal (kg);

TTE: tempo total de exercicio (min);
v: velocidade da esteira (m.min-1);

sena: inclinagcdo da esteira.

2.6- Andlise estatistica:

Para verificar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Em seguida, para analise da variagéo da Tcenva € da Tpee @0 longo do tempo de

exercicio fisico, foi utilizada a ANOVA, com parcelas subdivididas, seguido do teste
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post hoc LSD ou Scott-Knott, quando adequado. Para comparacdo da massa
corporal e das variaveis calculadas foi utilizada a ANOVA two way, seguido do post

hoc de Tukey. Foi adotado um nivel de significancia de a=5%.

3- Resultados:

A figura 1 apresenta os dados referentes a massa corporal e a pressao
arterial sistdlica (PAS) dos WIS e WKY, com 16 e com 48 semanas. Com relacéo a
massa corporal, foi encontrado efeito da linhagem apenas dentro do grupo de
animais com 48 semanas, no qual os WKY48 exibiram menor massa corporal em
comparacao aos WIS48. Foi observado também efeito da idade para ambas as
linhagens, quando os animais mais velhos apresentaram massa corporal superior
em relacdo aos mais novos. No painel B, onde estdo expostos os resultados da

PAS, ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0os grupos.
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Figura 1. Massa corporal (A) e pressao arterial sistdlica (B) dos animais com dezesseis e quarenta e oito semanas.
Dados apresentados como mediana e percentis (P<0,05). * WKY48 vs. WKY16; **WIS48 vs. WIS16; # WKY48 vs.
WIS48.
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Na figura 2, estdo expostos os dados de desempenho durante o EPF. E
possivel observar, no painel A, que os WKY16 permaneceram correndo por um
maior periodo de tempo (51 min). Confirmando esses resultados, o painel C
apresenta o tempo total de exercicio, onde foram observados efeitos da linhagem
entre 0s animais com 16 semanas, indicando que os WKY16 suportaram maior
tempo total de exercicio e também um feito da idade para linhagem WKY, uma vez
gue os animais com 48 semanas apresentaram uma queda de desempenho em
relacdo aos animais jovens. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas no

trabalho realizado pelos animais durante o EPF (painel B).

A figura 3 apresenta os dados referentes a Tcenral € da Tpele durante o EPF.
N&o foram encontradas diferencas no comportamento da Tcentrar dOS animais nesse
protocolo de exercicio fisico. Na Tpele, foi encontrada diferenga entre linhagens com
48 semanas, do minuto 7 ao 10, indicando maior dissipacao de calor nos WKY48 do

que nos WIS48.
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Na figura 4, pode-se observar o comportamento da Tcenwral € da Tpele durante
os ECF (60% da VMC). Foram encontradas as seguintes velocidades médias para
essa modalidade de exercicio: WIS16 (10,4 m/min), WKY16 (13,05 m/min), WIS48
(20,57 m/min) e WKY48 (10,8 m/min). Foi possivel observar um efeito da linhagem
na Teenra, POIS 0S animais WIS48 apresentaram menor Teenrar NO Minuto 0 em
comparacao aos WKY48. Foi encontrado também um efeito da idade, na medida em
gue os WIS48 apresentaram menor Tcengal NOS Minutos 0, 1, 22 e 30 em relacdo aos
WIS16. Na Tpele, foram demonstrados efeitos da linhagem, uma vez que os WKY48
exibiram valores maiores do minuto 4 ao 12, indicando maior dissipacdo nesse
periodo, em relacdo aos WIS48. Foi observado também que os WIS16
apresentaram maior Tpele NO Minuto 16 do que os WKY16. Foi identificado também
efeito da idade, pelo fato de os WKY48 exibirem maior Tpee do minuto 5 ao 9 e no
minuto 16 em relacdo aos WKY16.

A figura 5 exibe os resultados da Tcenwral € da Tpele dos animais durante o ECA
(18 m/min). Na T¢entral, foram encontrados efeitos da linhagem do minuto 19 ao 21,
gquando os WIS48 exibiram maior Tcentra €M relacdo WKY48. Foi encontrado um
efeito da idade do minuto 19 ao 30, quando os WKY16 apresentaram maior Tcentral
do que os WKY48. Na area abaixo da curva referente a Tcenra, fOI €ncontrada
diferenca entre idades para o grupo WKY, uma vez que os WKY48 exibiram valores
menores do que os WKY16 para essa variavel. Na Tpele, foi oObservado um efeito da
linhagem entre os animais com 48 semanas, do minuto 19 ao 21, quando os WKY48
apresentaram valores maiores nesse periodo do exercicio em comparacao aos

WIS48.
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A figura 6 apresenta os resultados do trabalho realizado pelos animais
durante o ECR e ECA. E possivel observar que, no ECR, existe um efeito da
linhagem entre os animais com 16 semanas, indicando que os WKY16 realizaram
menos trabalho do que os WIS16. JA no ECA, foram encontrados efeitos da
linhagem tanto para os animais com 16, quanto para 0os animais com 48 semanas,
pois, em ambos 0s casos, 0s animais da linhagem WKY realizaram menor trabalho
em relacdo aos WIS.

A figura 7 apresenta a variacédo da Tpee €m fungcdo do aumento da Tcentral. A
figura 8 exibe os valores de Tcenra, NO qual foi estabelecido o limiar para
vasodilatacdo da Tpee dos animais, onde ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos. Do lado direito, € apresentada a sensibilidade da
resposta termoefetora apds o disparo desse sinal para vasodilatacdo. Foi
encontrado um efeito da linhagem entre os animais com 48 semanas no ECA,
sugerindo que os animais do grupo WKY apresentaram maior sensibilidade

termoefetora nesse momento.
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A figura 9 apresenta os resultados de acumulo de calor (AC) e da taxa de
acumulo de calor (TAC) nos trés protocolos de exercicio. Para o AC, foi encontrado
efeito da linhagem para os animais com 48 semanas no protocolo de exercicio
absoluto (painel B), dentre os quais os WIS48 apresentaram maior acumulo de calor
do que os WKY48. Ja para a variavel TAC, foi observado efeito da linhagem para os
animais com 16 semanas no EPF, dentre os quais os WIS16 apresentaram maior
TAC do que os WKY16.

A figura 10 apresenta os resultados da taxa de aquecimento corporal (TagC)
dos animais em todos os protocolos de exercicio fisico. Foi encontrado um efeito da
linhagem entre os animais com 48 semanas, em que 0s WIS48 apresentaram maior
TagC em relacdo aos WKY48 no ECR. Além disso, pode-se observar um efeito da
idade, visto que os WKY48 apresentaram menor TagC do que os WKY16, também
no ECR.

Uma vez que os animais com 48 semanas apresentam diferencas na massa
corporal, foram selecionados quatro animais do grupo WIS48 e quatro do grupo
WKY48 para posterior andlise do acumulo de calor (figura 11). Foi encontrada uma
diferenca significativa entre as linhagens, em que os WIS48 exibiram maior AC em

comparacao aos WKY48.
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4- Discussao:

Este estudo teve como objetivo avaliar as respostas termorregulatérias
durante o exercicio fisico em duas linhagens experimentais amplamente utilizadas
na pesquisa cientifica (WIS e WKY). A hipétese levantada foi parcialmente
confirmada, uma vez que as linhagens apresentaram comportamento
termorregulatorio semelhante durante o exercicio fisico. No entanto, os animais da
linhagem WIS, pelo menos neste trabalho, demonstraram acumular mais calor do
que os WKY durante o exercicio fisico.

Ambos os grupos estudados sao caracterizados como normotensos e,
portanto, s&o utilizados como animais-controle em pesquisas com o0s Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) (13, 16). No entanto, existem evidéncias que
colocam em duvida a utilizacdo dos WKY nessa fungdo, uma vez que relatos
apontam que esses animais apresentam grande variabilidade bioldgica entre os
diferentes laboratorios que os utilizam (12).

Os animais da linhagem WIS com 48 semanas apresentaram massa corporal
maior em relagdo aos WKY com a mesma idade. Esses dados possuem
importancia, uma vez que evidéncias apontam que a massa corporal influencia
diretamente na producéo e no acumulo de calor metabolico em humanos e roedores
(25-28).

Com relacdo a PAS, os animais da linhagem WIS apresentaram valores mais
homogéneos, enquanto os WKY exibiram valores heterogéneos, independentemente
da idade. Mesmo apds essa observacdo, ndo foi encontrada diferenca entre os
animais das diferentes linhagens. Os resultados de maior heterogeneidade dos WKY
observados vao de encontro aos achados de grande variabilidade biolégica da

linhagem WKY, entre os diferentes laboratorios de pesquisa (12). Além disso,
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existem pesquisas que observaram valores de PAS mais baixos do que os
encontrados neste trabalho para a linhagem WKY (29, 30).

O comportamento da Teenras durante o EPF ndo apresentou diferencas
estatisticas entre os grupos. Ja a Tpele dos WKY48 foi maior do minuto 7 ao minuto
10, em comparacdo aos WIS48, indicando maior dissipacdo de calor durante esse
periodo. Sabe-se que o sistema termorregulatério dos roedores utiliza-se de
mecanismos como a vasodilatacdo dos pés e evaporacdo da saliva que esses
animais espalham pelo corpo para promover a dissipacdo de calor durante o
repouso (22, 28). Contudo, durante o exercicio fisico, a vasodilatacdo da cauda se
torna a principal via de dissipacao de calor desses animais (5, 31, 32).

Na avaliacdo de desempenho no EPF, os WKY16 correram por um periodo
de tempo maior quando comparado a outros grupos, todavia o trabalho realizado
nao foi diferente entre os grupos. Essas descobertas podem ser explicadas, em
parte, pelo fato de os WKY16 possuirem menor massa corporal que os grupos de
animais mais velhos (WI1S48; WKY48). Entretanto, a massa corporal entre os
animais com 16 semanas foi semelhante (WIS16 vs. WKY16). Assim, 0s animais
WIS16 podem ter corrido por um menor periodo de tempo em funcdo de sua maior
taxa de acimulo de calor (WKY16: 4,12 cal.min™ vs. WIS16: 7,93 cal.min™; p<0,05)
observada durante o exercicio progressivo até a fadiga. O aumento excessivo da
temperatura organica é responsavel por promover alteraces funcionais e estruturais
(33). Tais alteracdes afetam o transporte eletrolitico através de membranas, a
interacdo entre os filamentos de actina e miosina e a respiracdo mitocondrial, além
de promover um aumento na razdo de troca respiratoria, 0 que indica maior

utilizacao de energia por meio de vias anaerobicas (34).
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Com o intuito de entender o comportamento termorregulatério durante o
exercicio em uma faixa de esforco relativo para todos os animais, foi realizado um
protocolo de corrida com intensidade relativa a 60% da VMC.. O trabalho realizado
foi menor no grupo WKY16 em relacdo ao WIS16, no entanto ndo houve diferenca
entre 0s animais mais velhos, mesmo com esses grupos apresentando diferenca na
massa corporal e no acumulo de calor. Assim como no EPF, os animais do grupo
WKY48 apresentaram maior Tpee do minuto 4 ao 12 em relagédo aos WIS48. Além
disso, com o envelhecimento, o grupo WIS apresentou uma reducéo da capacidade
de dissipar calor do minuto 5 ao 9. Tais observacdes indicam que o grupo WKY
dissipa, de forma mais eficiente, o calor produzido durante o exercicio fisico, o que é
refletido pelos resultados do acumulo de calor, uma vez que os WIS48 apresentaram
valores maiores do que os WKY48 no protocolo de exercicio relativo.

Além disso, foi realizado um protocolo de exercicio a uma velocidade absoluta
de 18 m/min (ECA). Com isso, vale ressaltar que o exercicio absoluto é utilizado a
fim de solicitar um determinado dispéndio energético (normalmente expresso em
Kcal/min) (22). Os animais do grupo WKY realizaram um trabalho menor do que os
WIS para correr os trinta minutos na intensidade determinada (WKY16: 16,45 Kgm
vs. WIS16: 21,14 Kgm; WKY48: 14,51 Kgm vs. WIS48: 20,26 Kgm). Como
apresentado anteriormente, ndo foram encontradas diferencas no acumulo de calor
entre as linhagens nesse protocolo de exercicio.

Os WKY16 apresentaram maior Tcenras d0 minuto 19 ao 30 em relagéo aos
WKY48, indicando que o envelhecimento pode ter levado a uma reducao da Tcentral
durante o ECA. Esses achados podem ter relacdo com os descritos no primeiro
capitulo da dissertacdo, nos quais os animais da linhagem WKY demonstraram

diminuicdo do ritmo circadiano da Tcenrar €M funcdo do envelhecimento. Apesar

64



desses resultados, ndo foram encontradas diferencas no LTC, que representa o
valor de temperatura interna, em razdo do qual € enviado o comando para
vasodilatacao da pele da cauda e consequente aumento da dissipacao de calor (8).
E possivel observar que os animais da linhagem WIS tenderam a acumular
mais calor do que os WKY. No EPF, os WIS48 acumularam mais calor do que os
WKY48. Com relacédo a taxa de acumulo de calor, os WKY16 demonstraram valores
menores do que os observados nos WIS16, também no EPF, contudo n&o foi
encontrada diferenca na taxa de aquecimento corporal no mesmo protocolo de
exercicio, mas, sim, no ECR, em que os WKY48 demonstraram uma menor TagC do
que a verificada nos WIS48 e nos os WKY16. A partir desses resultados, seria
possivel concluir que esse maior acumulo de calor ocorresse devido a maior massa
corporal dos animais da linhagem WIS (27). Todavia, conforme demonstrado na
figura 13, foram selecionados quatro animais, de ambas as linhagens, com 48
semanas e com massa corporal semelhante, com o objetivo de descobrir se o
armazenamento de calor realmente sofre influéncia da massa corporal. Foi
constatado que, mesmo para 0s animais de massa corporal semelhante, os animais
da linhagem WIS acumularam mais calor do que os WKY. Assim, pelo menos neste
estudo, o maior acumulo de calor dos animais da linhagem WIS durante o exercicio
fisico pode ter acontecido em funcdo do maior percentual de gordura corporal
presente nesses animais (35, 36), como apontado no primeiro capitulo desta

dissertacéo.

5- Conclusodes:

As linhagens estudadas apresentam caracteristicas semelhantes em grande
parte das variaveis termorregulatérias estudadas durante o exercicio fisico. No
entanto, as poucas diferencas encontradas precisam ser observadas atentamente,
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pois podem influenciar nos resultados das pesquisas, por exemplo, a massa corporal
e o percentual de gordura. A linhagem de animais WKY apresentou melhor
desempenho no exercicio aerobico e acumulou menos calor em funcdo de sua
menor massa e gordura corporal. No entanto, é estabelecido que existe uma grande
variabilidade biolégica nessa linhagem, o que pode ser observado dentro do préprio
grupo estudado, que apresentou resultados heterogéneos na grande maioria dos

dados.

Limitacdes:

Um fator limitante do estudo foi a possibilidade de desprendimento de alguns
sensores de telemetria da parede do musculo reto abdominal, de forma a se
deslocarem no interior da cavidade peritoneal desses animais, o que pode ter

suscitado o registro ndo adequado da temperatura central dos animais.
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