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RESUMO 

Santos CR. Neuronios pré-autonômicos do hipotálamo e sinalização noradrenérgica 

ascendente: efeitos da hipertensão, treinamento aeróbio e desnervação sino aórtica. [Tese 

(Doutorado em Ciências – Fisiologia Humana)]. São Paulo. Instituto de Ciências 

Biomédicas. Universidade de São Paulo; 2018. 

Introdução: As vias suprabulbares assim como núcleos bulbares são de vital importância na 

modulação cardiovascular. As informações aferentes que chegam ao NTS ascendem a áreas 

suprabulbares por neurônios noradrenérgicos (NORérgicos) projetando-se principalmente a 

neurônios pré-autonômicos do núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) em sua maioria 

ocitocinérgicos (OTérgicos) e vasopressinérgicos (VPérgicos), os quais se projetam a áreas 

bulbares, fechando um pronto circuito modulatório. É nossa hipótese de trabalho que a 

hipertensão e/ou o treinamento possam alterar a plasticidade de vias NORérgicas 

ascendentes as quais, modificando a sinalização aferente, desencadeariam respostas plásticas 

e funcionais nos neurônios pré-autonômicos do PVN, alterando a modulação cardiovascular 

nestas situações. Objetivo: estudar o funcionamento da alça suprabulbar de modulação 

autonômica, avaliando os efeitos sequenciais da hipertensão e do treinamento sobre a 

sinalização NORérgica ascendente e sobre a plasticidade/atividade de neurônios OTérgicos e 

VPérgicos do PVN que se projetam a áreas bulbares de controle cardiovascular. Material e 

Métodos: Protocolo I - Ratos Wistar adultos foram submetidos a T de baixa intensidade 

(50-60% da capacidade máxima, 5 dias/semana, 1h/dia) ou foram mantidos sendentários (S) 

por 8 semanas. Após registros da hemodinâmica basal nas semanas 0 (S0=T0), 1 (T1), 2 (T2), 

4 (T4) e 8 (T8 e S8) [protocolo Análise Temporal do Treinamento], após 8 semanas de T ou S 

[para protocolo de lesão seletiva dos neurônios NORérgicos ascendentes pela saporina], e, 

após 12 semanas de T ou S [para os protocolos SHAM & DSA] os ratos foram eutanasiados 

para perfusão e fixação do encéfalo. Cortes (30 m) do PVN foram processados para imuno-

histoquímica de dupla marcação para OT e dopamina beta-hidroxilase (DBH); imagens 

foram adquiridas pelo microscópio de fluorescência e confocal e analizadas pelo ImageJ e 

pelo Imaris, respectivamente. Protocolo II - SHR e WKY (4 semanas de idade no início dos 

protocolos) foram mantidos sedentários (S) por 8 semanas. Nas semanas experimentais 0, 1, 

2, 4 e 8 avaliamos os parâmetros funcionais (valores basais PA e FC) e a imunoistoquímica 

para VP e DBH; em outro protocolo, realizamos cirurgia Sham ou DSA em animais SHR e 

Wistar de 41 dias e, após a 13ª semana realizamos estudos funcionais e a análise 

imunoistoquímica para DBH e VP. Resultados: S determinou no PVN diminuição idade-

dependente da OTir em todos os subnúcleos magnocelular (mg), dorsal cap (dc), 

ventromedial (vm) e posterior (Po), sem alterações significativas de DBHir, e e sem 

alteração de OTir em aréas bulbares, como DMV, NTS, BVLc e BVLr. T induziu aumento a 

partir de T2 da síntese de DBH no NTS caudal, intermediário e BVLc, e o T induziu uma 

diminuição da de DBH no BVLr. No PVNvm e Po houve pronto aumento da OTir em T2 vs 

S0, e DBHir em T2 vs S0, e aumento de botões sinápticos NORérgicos em neurônios 

OTérgicos, e bradicardia de repouso entre T4 e T8, sem alterar a pressão arterial. A remoção 

dos barorreceptores diminuiu a densidade das projeções OTérgica no NTS intermediário, 

BVLr e no PVN mg, dc, vm e Po, além disso a desnervação sino-aórtica bloqueiou todos os 

efeitos induzidos pelo treinamento, como o aumento de DBHir no NTS caudal e 

intermediário, no caudal e rostral VLM e em todo PVN (mg, dc, vm e Po) e impediu o 

aumento de OTir em ambas as aréas do bulbo quando comparamos DSA -T vs. SHAM-T. 

No protocolo de saporina, a marcada redução das projeções NORérgicas induziu um 

significativa queda na síntese de OT em todo o PVN medial e posterior, e o T não foi capaz 

em aumentar a OTir. Em áreas bulbares, observamos que a DBHx induziu redução na 

DBHir e de neurônios NORérgicos no NTS caudal e intermediário e BVLc, porém não 

houve alteração no BVLr em animais S. No grupo DBHx-T houve aumento na síntese 



 

proteíca de DBH em todo o bulbo, com exceção do BVLr. Houve uma marcada redução das 

projeções Otérgicas em todo bulbo, mas não houve alteração da OTir em DBHx, e não foi 

observado bradicardia de repouso. No protocolo II, WKY e SHR, de 28 dias, possuem PA 

semelhantes, qual aumentou a partir de S2 apenas em SHR. Animais SHR em fase pré-

hipertensiva já possuem FC aumentada, comparado com os WKY, permanecendo com 

valores superiores até o final do protocolo, em ambas as linhagens houve uma diminuição da 

FC basal idade depende. Com a técnica de imunoistoquímica de fluorescência, observamos 

que a VPir é maior em SHR (vs. WKY) durante as 8 semanas de avaliação apenas no 

PVNmg, no PVNvm e posterior o conteúdo de VP é semelhante entre as duas linhagens em 

S0 (4 semanas de vida), porém há um aumento significativo e progressivo a partir da S1, 

apenas em animais SHR. Com os experimentos DSA, observamos a eficácia da cirurgia da 

remoção dos barorreceptores, devido a ausência da resposta reflexa bradicardica e 

taquicardia em animais DSA. A DSA impediu o desenvolvimento da hipertensão em animais 

SHR, assim como houve um bloqueio do aumento de VP em todo PVN medial (mg, vm e 

dc) e PVN posterior.  Conclusão: A observação de que a instalação da bradicardia de repouso 

(a partir de T4) ocorria após o aumento da densidade de neurônios OTérgicos do PVN que se 

projetam ao complexo solitário-vagal sugere que alterações induzidas pelo T no controle 

autonômico do coração são dependentes da maior modulação OTérgica ao complexo solitário-

vagal desencadeado pela sinalização NORérgica ascendente. O bloqueio destes efeitos sugere 

ainda que a sinalização carreada pelos barorreceptores e quimirreceptores periféricos é um fator 

decisivo em desencadear os efeitos benéficos do T ao sistema cardiovascular. Podemos concluir 

também que o aumento da PA é acompanhado pelo aumento do conteúdo de VP em áreas que 

contém neurônios pré-autonômicos, e que os baro e quimiorreceptores desempenham papel 

chave no desenvolvimento da hipertensão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Santos CR. Pre autonomic neurons of the hypothalamus and noradrenergic afferent 

signaling: hypertension, exercise training and sinoaortic denervation effects. [Ph. D. thesis 

(Human Physiology)]. São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas. Universidade de São 

Paulo; 2018. 

Introduction: Suprabulbar pathways as well as brainstem nuclei are of vital importance in 

cardiovascular modulation. The afferent information arriving at the NTS ascends to 

suprabulbar areas by noradrenergic (NORergic) neurons projecting mainly to ocitocinergics 

(OTergics) and vasopressinergic (VPergicos) pre-autonomic neurons of the Paraventricular 

Nucleus of Hypothalamus (PVN), which they project to brainstem areas, closing a 

modulatory circuit. It is our hypothesis that hypertension and / or training may alter the 

plasticity of ascending NORergic pathways which, by modifying afferent signaling, would 

trigger plastic and functional responses in pre-autonomic PVN neurons, altering 

cardiovascular modulation in these situations. Aim: To study the functioning of suprabulbar 

pathway in autonomic modulation, evaluating the sequential effects of hypertension and 

training on ascending NORergic signaling and on the plasticity / activity of OTergic and 

VPergic neurons projecting to cardiovascular control brainstem areas. Methods: Protocol I -

Adult Wistar rats were submitted to training (T) of low intensity (50-60% of the maximum 

capacity, 5 days / week, 1h / day) or were kept in the sententary (S) for 8 weeks. After 

recording baseline hemodynamics at weeks 0 (S0 and T0), 1 (T1), 2 (T2), 4 (T4) and 8 (T8 

and S8) [Time course protocol]; after 8 weeks of T or S [ for protocol of selective lesion of 

ascending NORergic neurons by saporin]; and after 12 weeks of T or S [for the SHAM & 

Sino aortic denervation (SAD) protocols] the rats were euthanized for perfusion and fixation 

of the brain. Slices (30 μm) of the PVN were processed for immunohistochemistry double-

labelling for OT and dopamine beta-hydroxylase (DBH); images were acquired by 

fluorescence and confocal microscopy and analyzed by ImageJ and Imaris, respectively. 

Protocol II - SHR and WKY (4 weeks old at the beginning of protocols) were kept sedentary 

(S) for 8 weeks. In the experimental weeks 0, 1, 2, 4, 8 we evaluated the functional 

[parameters baseline arterial pressure (AP) and heart rate (HR)] and immunohistochemistry 

for VP and DBH; in another protocol, we performed Sham or SAD surgery in SHR and 

Wistar animals of 41 days. After the 13th week we performed functional studies and 

immunohistochemical analysis for DBH and VP. Results: Within PVN, there was age-

dependent reduction in S group of OT immunoreactivity (ir) all magnocellular (mg), dorsal 

cap (dc), ventromedial (vm) and posterior (Po) subnuclei, without significant changes in 

DBHir, and a decrease of OTir in brainstem areas such as DMV, caudal and intermediate 

NTS, CVLM and RVLM. T induced increase from T2 in the synthesis of DBH in the NTS 

caudal, intermediate and CVLM, and T induced a decrease in DBH in RVLM. In PVNvm 

and Po, there was a rapid increase of OTir in T2 vs S0, and DBHir in T2 vs S0, an increase 

of NORergic synaptic boutons in OTergic neurons and resting bradycardia between T4 and 

T8, without altering blood pressure. Removal of the baroreceptors decreased the density of 

the OTergic projections in the NTS intermediate, RVLM and in the PVN mg, dc, vm and 

Po. Furthermore sino-aortic denervation blocked all training-induced effects, such as 

increased DBHir in the caudal and intermediate NTS, within caudal and rostral VLM and in 

the whole PVN (mg, dc, vm and Po) and prevented the increase of OTir in both areas of the 



 

brainstem when we compared SAD-T vs. SHAM-T. In the saporin protocol, the marked 

reduction of the NORergic projections induced a significant decrease in OT synthesis 

throughout the medial and posterior PVN, and the T was not able to increase the OTir. In the 

S group on the brainstem areas, we observed that DBHx induced reduction in DBHir and 

NORergic neurons in the caudal and intermediate NTS and CVLM, but there was no change 

in RVLM. In the DBHx-T group there was an increase in protein synthesis of DBH in the 

whole brainstem, with the exception of RVLM. There was a marked reduction of the 

OTergics projections in every brainstem, but there was no change of OTir in DBHx, and 

there was no resting bradycardia. In protocol II, WKY and SHR, of 28 days, have similar 

PA, which increased from S2 only in SHR. SHR animals in the prehypertensive phase 

already have HR increased, compared with WKY, remaining with higher values until the 

end of the protocol, in both strain there was a decrease in HR baseline age dependent. With 

the fluorescence immunohistochemistry technique, we observed that VPir is higher in SHR 

(vs. WKY) during the 8-week evaluation only in PVNmg, in PVNvm and posterior the VP 

content is similar between the two strains in S0 (4 weeks of life), but there is a significant 

and progressive increase from S1, only in SHR animals. With the SAD experiments, we 

observed the efficacy of baroreceptor removal surgery, due to the absence of bradycardic 

and tachycardia reflex response in SAD animals. SAD prevented the development of 

hypertension in SHR animals, as well as a blockade of the increase of VP in all medial PVN 

(mg, vm and dc) and posterior PVN. Conclusion: The observation that the installation of 

resting bradycardia (from T4) occurred after increasing the density of PVN OTergic neurons 

projecting to the solitary-vagal complex suggests that T-induced changes in the autonomic 

control of the heart are dependent of the greater modulation OTergic to the solitary-vagal 

complex triggered by ascending NORergic signaling. The blockade of these effects also 

suggests that the signaling carried by the baroreceptors and peripheral chemoreceptors is a 

decisive factor in triggering the beneficial effects of T on the cardiovascular system. We can 

also conclude that increased BP is accompanied by increased VP content in areas containing 

pre-autonomic neurons, and that baro and chemoreceptors play a key role in the 

development of hypertension. 
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1 INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA 

 É de suma importância que a pressão arterial (PA) seja mantida em níveis adequados 

frente a qualquer situação fisiológica como o repouso, o sono, a vigília, o exercício ou 

mesmo em diferentes patologias, a fim de propiciar, a todos os tecidos, suprimento de 

sangue com pressão e volume adequados às necessidades momentâneas. Diversos 

mecanismos são responsáveis por controlar/manter a PA, envolvendo respostas a longo-

prazo (balanço entre a ingestão/excreção de água e sal e alterações estruturais) e respostas a 

médio- e curto-prazo como mecanismos neurais, hormonais e locais (MICHELINI, 2012). A 

regulação a curto- e médio-prazo, ou regulação neuro-hormonal da PA, envolve basicamente 

mecanismos reflexos intrínsecos ao sistema cardiovascular mediados pelos barorreceptores e 

quimiorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares, sendo de grande importância para 

a manutenção da PA tanto no repouso quanto no exercício físico. A regulação comandada 

pelos barorreceptores arteriais é considerada o principal mecanismo de controle momento-a-

momento da PA. (MICHELINI, 2001 e 2012; SVED & GORDON, 1994). 

As aferências dos barorreceptores são ativadas através do estiramento de seus 

receptores localizados na parede da xxxxx aorta e do seio carotídeo durante a sístole 

cardíaca. A magnitude da deformação arterial é codificada pela frequência de disparos e 

integrada em áreas específicas do sistema nervoso central, promovendo ajustes específicos 

através da ação simpática e parassimpática aos efetores cardiovasculares (MICHELINI, 

2007; MICHELINI & STERN, 2009).  

É bem conhecido que, no “circuito neural” de regulação da PA, o núcleo do trato 

solitário (NTS) constitui-se na 1ª estação sináptica no sistema nervoso central das 

informações carreadas pelos barorreceptores arteriais, como demonstrado na Figura 1 

(MICHELINI & MORRIS, 1999). A cada sístole arterial, os potenciais de ação gerados pela 

distensão dos barorreceptores trafegam pelas fibras aferentes em direção ao bulbo dorsal, 

onde contatam e excitam neurônios de segunda ordem localizados no NTS. Neurônios 

glutamatérgicos do NTS projetam-se para o bulbo ventrolateral caudal (BVLc) onde ativam 

neurônios inibitórios gabaérgicos que se projetam para o bulbo ventrolateral rostral (BVLr), 

área em que se situam os corpos celulares dos neurônios bulbo espinhais simpato-

excitatórios (glutamatérgicos) que se projetam aos pré-ganglionares simpáticos da medula 

espinhal (colinérgicos), os quais por sua vez excitam os pós-ganglionares (noradrenérgicos) 

ao coração e vasos. Durante elevações da PA, frente à inibição do BVLr pelo BVLc, ocorre 

redução do tono simpático com aumento da capacitância venosa (CV) e redução do retorno 
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venoso (RV), redução da freqüência e contratilidade cardíaca e redução da resistência 

periférica (RP). Paralelamente, outros neurônios glutamatérgicos do NTS projetam-se e 

excitam os neurônios pré-ganglionares parassimpáticos (colinérgicos) localizados no núcleo 

motor dorsal do vago (DMV) e no núcleo ambíguo (NA), os quais se projetam aos pós-

ganglionares localizados intra-muralmente no coração reduzindo, quando estimulados, a 

freqüência cardíaca (FC) (MICHELINI, 2012). Há, portanto durante estimulação aumentada 

dos barorreceptores, queda da PA, corrigindo sua elevação inicial e trazendo a PA de volta a 

seus níveis basais. Respostas opostas (aumentos do RV, da FC, da contratilidade, do DC e 

aumento da RP, resultando em aumento da PA) ocorrem durante quedas transitórias da PA 

que estimulam menos ou não estimulam os barorreceptores (MICHELINI, 2012). Desta 

forma os barorreceptores arteriais, sensíveis a variações instantâneas da PA, mantêm 

momento-a-momento o controle do tônus simpático e parassimpático para o sistema 

cardiovascular (MICHELINI & MORRIS, 1999). Esta circuitaria neuronal constitui o arco-

reflexo primário ou alça bulbar do controle cardiovascular. 

Além da alça primária de integração bulbar do reflexo, o controle cardiovascular conta 

com outros circuitos suprabulbares de integração e modulação, os quais propiciam ajustes 

finos e diferenciais da circulação em situações específicas como, por exemplo: o exercício, o 

sono, situações de estresse, etc. As informações aferentes que chegam ao NTS e são 

direcionadas a diferentes áreas bulbares, também ascendem a áreas suprabulbares por 

neurônios noradrenérgicos (NORérgicos) cujos corpos celulares localizam-se no NTS e 

BVLc e se projetam direta e/ou indiretamente a áreas hipotalâmicas (em especial aos 

núcleos supraóptico, SON e paraventricular, PVN), à amígdala e ao córtex (DAMPNEY, 

1994). Projetam-se a neurônios parvocelulares e magnocelulares do PVN e SON, que 

sintetizam vasopressina (VP) ou ocitocina (OT) e cujos axônios projetam-se ao tronco 

cerebral (no caso dos parvocelulares) modulando o arco reflexo primário ou à neurohipófise 

(no caso dos magnocelulares), de onde VP e OT são liberados para a circulação 

(DAMPNEY, 1994; MICHELINI, 2001; MICHELINI & MORRIS 1999).   

É grande o contingente de fibras NORérgicas ascendentes do NTS e BVLc que se 

projetas a neurônios parvocelulares do PVN (os chamados neurônios pré-autonômicos), 

VPérgicos e OTérgicos (SAWCHENKO & SWANSON, 1982), os quais se projetam 

diretamente a áreas bulbares e espinais (NTS, DMV, NA, BVL, coluna intermediolateral, 

SAWCHENKO & SAWNSON 1982) envolvidas no controle autonômico da circulação, 

fechando um circuito modulatório, que constitui a chamada alça secundária ou alça 
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suprabulbar de modulação do controle autonômico do sistema cardiovascular. Portanto, no 

controle da função cardiovascular há envolvimento conjunto de áreas bulbares e 

suprabulbares, cujas conexões recíprocas (NTS-PVN e PVN-NTS e outras áreas bulbares) 

formam um pronto circuito modulatório de integração bulbar, podendo inclusive modular a 

própria sinalização aferente ao NTS (BAILEY et al., 2006; PETERS et al.,2008). As alças 

de integração bulbar e suprabulbar ativadas pelos barorreceptores funcionam 

sincronicramente de forma a garantir um controle mais eficaz da PA, principalmente durante 

atividades comportamentais (como é o caso do exercício físico) quando a integração 

suprabulbar torna-se preponderante em garantir, por exemplo a taquicardia do exercício 

durante elevação da PA gerados pela atividade motora, a qual garante a eficiência 

circulatória (MICHELINI & MORRIS, 1999; MICHELINI, 2001, MICHELINI & STERN, 

2009).  

Estudos do laboratório demonstraram que as projeções descendentes hipotalâmicas 

participam de ajustes do controle cardiovascular induzidas tanto pelo exercício crônico 

(treinamento) como pelo exercício agudo. Sabe-se que durante o exercício crônico há em 

ratos treinados ativação das projeções OTérgicas do PVN ao bulbo, uma vez que apenas 

neste grupo houve aumento da liberação endógena de OT na região dorsal do bulbo 

(abrangendo NTS/DMV), sem nenhuma alteração significativa nos ratos sedentários 

(BRAGA et al., 2000). Esta resposta era acompanhada de ativação vagal ao coração e menor 

resposta taquicárdica nos ratos treinados quando comparados aos controles sedentários para 

a mesma carga de exercício (MICHELINI, 2001; MICHELINI & STERN, 2009; HIGA-

TANIGUCHI et al, 2009). Higa et al (2002) e Michelini (2007) também demonstraram que a 

administração de OT no NTS/DMV durante a ativação dos barorreceptores causava ativação 

vagal e maior resposta bradicárdica, a qual era revertida pelo bloqueio dos receptores de OT 

nesta área.  

Por outro lado, Michelini e Bonagamba (1988) observaram que a administração de VP 

no NTS não alterava a sensibilidade do reflexo, mas deslocava o ponto de operação do 

reflexo para níveis mais elevados de FC, diminuindo a resposta bradicárdica por reduzir a 

inibição simpática durante elevações transitórias da PA, situação similar encontrada em uma 

sessão aguda de exercício, em que a há uma redução da inibição simpática, permitindo que 

ocorra, concomitante ao aumento da PA, a taquicardia de exercício, essencial para manter 

débito cardíaco aumentado e fornecer apropriado aporte sanguíneo para músculos 

exercitados (MITCHEL, 1990; MICHELINI, 2007). 
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Figura 1 - Representação esquemática de como o treinamento aeróbio induz ajustes 

plásticos & funcionais em áreas bulbares e suprabulbares. As áreas mencionadas 

facilitam o controle autonômico da circulação durante o exercício. Fonte: 

Adaptado de Michelini; Stern, 2009, Santos (2013). 
 

1.1 Plasticidade neuronal induzida pelo Treinamento e Ocitocina 

Tradicionalmente a OT era conhecida por seus efeitos no utero e ejeção de leite 

(NICKERSON et al, 1954). Trabalhos posteriores, no entanto, demonstraram que indivíduos 

machos possuem a mesma quantidade de neurônios OTérgicos que o observado em fêmeas 

(CITAÇÃO). Vários estudos demonstraram que neurônios OTérgicos possuem diferentes 

funções periféricas, como a natriurese (VERBALIS & DOHANICS, 1991); a redução da PA 

(PETTY et al., 1985) e da FC (FAVARETTO et al., 1997), além de inúmeros efeitos sociais 

como  o aumento na confiança humana (KOSFELD et al.; 2005); a alteração no cuidado 

parental e maternal (NABER et al., 2010); a maior afinidade de casais (NUMAN & 

YOUNG, 2010); a grande empatia entre pessoas ou a melhora da comunicação social 

(BURKETT et al., 2016) além do envolvimento com doenças psiquiátricas (Autismo, 

esquizofrenia, depressão; BERNSTEIN et al., 2018). Em conjunto esses trabalhos 

comprovaram o papel fundamental da OT em várias  funções fisiológicas além de seu papel 

na reprodução. 

Pinol e colaboradores (2014) demonstraram que fotoestimulação de fibras OTérgicas 

do hipotálamo ao bulbo ativa receptores OTérgicos, os quais por co-liberação de OT e 

glutamato, facilitam excitação de neurônios cardio-vagais do DMV que possuem projeções 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NICKERSON%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13148259
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ao coração. Demonstraram ainda que a OT aumentava a facilitação de pulsos pareados e 

prolongava a neurotransmissão glutamatérgica, aumentando a excitação dos cardio-vagais e 

mantendo um elevado disparo desses neurônios responsáveis por gerar atividade 

parassimpática ao coração.  

Trabalhos do laboratório já demonstrava que essas mesmas projeções OTérgicas do 

PVN-NTS/DMV eram são capazes de alterar a bradicardia reflexa induzida pela variação 

pressórica. Pré tratamento de OT no NTS aumentava a sensibilidade da bradicardia reflexa, 

enquanto seu bloqueio endógeno reduzia a resposta bradicardica (HIGA et al, 2002; 

MICHELINI, 2007). Este efeito estava ausente em ratos tratados com atropina, mas ainda 

observado em ratos tratados com propranalol i.v., indicando que a melhora do ganho do 

barorreflexo era mediado pelo aumento do tônus vagal ao coração induzido pela ativação de 

receptores de OT (HIGA et al, 2002; MICHELINI, 2007).  

Uma outra forma de melhorar o ganho barorreflexo e a atividade parassimpática ao 

coração é a prática continuada da atividade física (treinamento aeróbio de baixa a moderada, 

MICHELINI et al., 2015). Uma linha de investigação à qual o grupo da Dra. Michelini tem 

se dedicado na última década é a de que os ajustes cardiovasculares observados durante o 

treinamento (redistribuição de fluxo, a manutenção de elevada FC frente a aumento da PA 

durante exercício, a bradicardia de repouso após treinamento, etc.) seriam mediados pela 

ação conjunta de vias bulbares e suprabulbares (MICHELINI & STERN, 2009). É 

conhecido que o treinamento induz alterações plásticas do sistema OTérgico central 

modulando os ajustes específicos da FC. Estudos mais recentes, associando técnicas 

funcionais às de biologia molecular, mostraram que o treinamento determinava aumento 

significativo da expressão gênica e proteica de OT seja na região biossintética (PVN) e 

maior densidade de projeções OTérgicas no NTS/DMV, indicando que o treinamento 

produzia intensa ativação das projeções OTérgicas do PVN à regiões bulbares envolvidas no 

controle cardiovascular (CAVALLERI et al, 2011; CRUZ et al, 2012; MARTINS et al, 

2005). Evidenciou-se também em normotensos e hipertensos treinados, que o aumento da 

densidade de neurônios OTérgicos no PVN correlacionava-se positivamente com a 

bradicardia de repouso e com a menor resposta taquicárdica ao exercício (HIGA-

TANIGUCHI et al, 2007; CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et al, 2012). 

De fato, Braga e colaboradores (2000) já haviam demonstrado a importância 

fisiológica da liberação de OT em áreas pre autonômicas. O pré-tratamento do NTS com 

antagonista de receptores de OT não alterava a resposta pressora, mas potencializava a 
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taquicardia do exercício apenas nos ratos treinados, indicando que o treinamento ativava 

mecanismos OTérgicos supra-bulbares de controle da FC os quais, determinavam redução 

da taquicardia do exercício nos indivíduos treinados; nenhuma alteração significativa de PA 

ou FC após bloqueio dos receptores de OT foi observada em ratos sedentários submetidos ao 

exercício dinâmico (BRAGA et al., 2000). Por outro lado, tanto nos grupos treinados quanto 

sedentários, a administração exógena de OT no NTS determinou redução significativa e 

similar da taquicardia do exercício, sugerindo que o treinamento não alterava receptores, 

mas apenas a disponibilidade do neurotransmissor, significativamente aumentada após 

treinamento (BRAGA et al., 2000).  

Um possível mecanismo molecular para esse efeito foi demonstrado por Peters e 

colaboradores (2008). Em registros de correntes pós sinápticas excitatórias em neurônios de 

segunda ordem do NTS durante administração local de OT, demonstraram haver um 

aumento da sinalização carreada pelos barorreceptores, uma vez que a OT aumentava a 

probabilidade de liberação glutamatérgica (mecanismo pré sináptico) e facilitava o 

fechamento de canais de potássio (mecanismo pos sináptico) com consequente aumento da 

resposta bradicárdica. A ativação das projeções OTérgicas ao NTS/DMV (observada apenas 

nos grupos treinados) a qual explicava a redução da taquicardia do exercício em cargas 

submáximas. A redução da FC basal e da resposta taquicardica ao exercício é um importante 

índice de treinabilidade. É importante lembrar que o treinamento é acompanhado de 

aumento do volume sistólico, o que permite a manutenção do DC com menor gasto 

energético (MICHELINI, 2007; MICHELINI & STERN 2009).  

Em conjunto estas observações demonstraram a eficácia do treinamento aeróbio em 

ativar as vias eferentes da alça suprabulbar de modulação ajustando o controle bulbar da 

função cardíaca e aumentando sua eficiência em indivíduos treinados, mas não indicava 

mecanismos que desencadeavam estas alterações. Buscando identificar esse(s) 

mecanismos(s), trabalhos do laboratório, em colaboração com o Dr. Javier E. Stern nos 

EUA, observaram que o treinamento induz alterações plásticas em projeções 

catecolaminérgicos ascendentes ao PVN, aumentando a imunorreatividade para Dopamina  

hidroxilase (DBH) em diferentes subnúcleos do PVN e, principalmente, aumentando a 

densidade de botões sinápticos DBH-positivos em neurônios pré-autonômicos OTérgicos 

que se projetam ao NTS/DMV (Higa-Taniguchi et al, 2007). O aumento da inervação 

noradrenérgica ascendente ao PVN foi também, após treinamento, acompanhada de aumento 

da excitabilidade intrínseca e da razão “input/output” (patch clamp em fatias do hipotálamo) 
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especificamente em neurônios pré-autonômicos VPérgicos e/ou OTérgicos, com redução da 

razão input/output nos neurônios magnocelulares do PVN (JACKSON et al, 2005). Estas 

observações indicaram que a ativação da projeções OTérgicas pelo treinamento é específica 

aos neurônios pré-autonômicos (parvocelulares) não modificam a liberação de OT 

plasmática pelos neurônios magnocelulares e que dependia da ativação mediada por 

projeções DBH positivias aos neurônios OT positivos, mas não indicavam a origem das 

projeções NORérgicas. É, portanto, um dos objetivos deste trabalho investigar qual(is) 

área(s) se projeta(m) aos neurônios pré-autonômicos OT positivos do PVN buscando 

identificar toda a circuitaria neuronal envolvida. Brum et al, (2000) demonstraram que o 

treinamento facilitava a sinalização aferente dos níveis de PA pelos barorreceptores arteriais 

por aumentar o ganho da atividade do nervo depressor aórtico durante variações transitórias 

da PA. Além disto, observação recente do nosso laboratório, mostrou que a desnervação 

sinoaórtica (DSA) abole os efeitos benéficos do treinamento sobre a FC bloqueando a 

bradicardia de repouso (CERONI et al, 2009). É, portanto, possível que a sinalização 

aferente mediada pelos barorreceptores arteriais seja um dos mecanismos desencadeantes da 

plasticidade de neurônios pré-autonômicos OTérgicos do PVN induzidos pelo exercício. 

Embora saibamos que os barorreceptores se projetam ao NTS no tronco cerebral 

(DAMPNEY, 1994) e que informações aferentes ascendem do tronco cerebral ao PVN por 

projeções catecolaminérgicas (KALIA; SWANSON & SAWCHENKO, 1981), 

desconhecemos de quais núcleos elas se originam. Também não se conhecem os efeitos da 

DSA sobre a plasticidade/funcionabilidade da alça supra bulbar de modulação. Portanto, na 

presente tese, buscamos identificar as alterações plásticas/funcionais induzidas pela remoção 

seletiva dos barorreceptores arteriais sobre expressão dos sistemas NORérgicos e OTérgicos 

centrais e sobre as respostas cardiovasculares. Além disto, todas as observações  anteriores 

sobre efeitos do treinamento aeróbio de baixa intensidade e alterações plásticas foram 

obtidos apenas ao final do protocolo de treinamento. Nada se sabe sobre a sequência 

temporal com que estes efeitos se estabelecem. Faz-se necessária uma investigação mais 

detalhada destas alterações no decorrer de todo o protocolo experimental para a 

caracterização do perfil temporal das alterações plásticas do sistema OTérgico central 

induzidos pelo treinamento.  

   



31 

 

 

 1.2 Vasopressina e implicações com hipertensão 

Sabe-se que o PVN é núcleo altamente heterogenio. Além de neurônios OTérgicos, 

há neurônios positivos para somatostatina, met- e leu-encefalina, hormônio liberador de 

corticotrofina e vasopressina (VP) (SWANSON & SAWCHENKO, 1982). A VP possui 

diferentes efeitos periféricos e centrais. Nos rins, aumenta a permeabilidade das células dos 

túbulos renais à água (VP é também inicialmente como hormônio anti diurético), através de 

seus receptores V2 (NIELSEN et al., 2002); nos vasos através dos receptores V1, promove 

vasoconstrição arteriolar e, em casos de hipotensão severa, como por exemplo na 

hemorragia, os níveis de VP podem elevar-se para valores mais altos, contribuindo 

expressivamente com vasoconstrição generalizada e aumento da pressão arterial 

(OHLSTEIN & BERKOWITZ, 1986). Centralmente a VP atua como neurotransmissor, seus 

receptores são encontrados em várias estruturas do sistema nervoso central, estando a VP 

relacionada ao comportamento social, a agressividade (ALBERS, 2015), a aspectos 

emocionais, ao aprendizado e memória, ansiedade, depressão (IOVINO et al., 2018), além 

da regulação do ritmo circadiano (KALSBEEK et al., 2010), controle da secreção 

do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (ZELENA 

et al., 2015). A VP participa também do controle autonômico de respostas fisiológicas como 

o exercício (MICHELINI & MORRIS, 1999) e patológicas como a hipertensão (MARTINS 

et al., 2005) e a insufiencia cardíaca (POTAPENKO et al., 2012). 

Diversos estudos demonstraram haver projeções VPérgicas do PVN a áreas de 

controle autonômico do bulbo, como BVLr (BIANCARDI et al, 2010; GRIFFITHS et al, 

2017) e NTS, área me que demonstraram seus efeitos durante a prática do exercício 

(DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI & MORRIS, 1999; MICHELINI, 2007). A ativação 

de projeções VPérgicas ao NTS (que ocorre tanto nos grupos sedentários quanto nos 

treinados) determina, durante o exercício agudo, deslocamento temporário do controle 

reflexo da FC para níveis mais elevados de pressão, permitindo a oclusão da bradicardia 

reflexa durante as elevações de pequena magnitude da PA (faixa de 10~15 mmHg) que 

ocorrem durante a atividade física. Esta oclusão, característica do exercício dinâmico, 

permite o aparecimento da resposta taquicárdica essencial ao aumento do DC (MICHELINI, 

2007; MICHELINI & STERN 2009). Pré-tratamento do NTS com antagonista V1 não 

alterou a resposta pressora, mas determinou redução da taquicardia do exercício em ratos 

sedentários e treinados, com resposta de maior magnitude nos indivíduos treinados 

sugerindo que a ativação das projeções VPérgicas ao NTS/DMV facilita o aparecimento da 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Neurotransmissor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_central
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ritmo_circadiano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio_adrenocorticotr%C3%B3fico
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taquicardia do exercício (DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI et al, 2015). De fato 

observou-se durante exercício aumento do conteúdo endógeno de VP especificamente na 

região dorsal do bulbo que abrange o NTS e o DMV, indicando que a ativação das projeções 

VPérgicas a reduz a inibição simpática durante elevações da PA induzidas pelos exercício 

contribuindo, ao deslocar a faixa de funcionamento do reflexo barorreceptor, para a oclusão 

da bradicardia reflexa (DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI, 2007). Nesta linha de 

raciocínio, Bailey et al (2006) demonstraram que a administração de VP no NTS reduz a 

ativação de neurônios de 2ª. ordem pelos barorreceptores, determinando menor resposta 

bradicardia reflexa. Observou-se também que embora não houvesse alteração da densidade 

de receptores V1 no NTS, o treinamento era eficaz em aumentar a sensibilidade destes 

receptores ao agonista endógeno (SOUZA et al, 2001). 

Interessante foi a observação de que embora ativadas durante exercício agudo, a 

densidade de neurônios VP positivos não era modificada pelo treinamento aeróbio (Santos, 

2013) mas aumentada na hipertensão (BIANCARDI et al, 2010; CRUZ & MICHELINI, 

dados não publicados), sugerindo que os neurônios pré-autonômicos VPérgicos do PVN 

teriam funções distintas daquelas desempenhadas pelos neurônios OTérgicos no controle da 

circulação. De fato, estudos anteriores já haviam demonstrado elevados níveis plasmáticos 

de VP e aumento de sua expressão no PVN de ratos hipertensos (MORRIS et al, 1981) 

sugerindo que, além da vasoconstrição periférica, VP agiria como um neurotransmissor nas 

projeções PVN-BVLr e PVN-neurônios espinhais, modulando a atividade simpática aos 

rins, medula adrenal e coração (COOTE, 2004). Demonstrou-se também que a estimulação 

do PVN aumentava a atividade simpática renal e a PA, efeitos estes que eram bloqueados 

pela administração intratecal do antagonista de VP (MALPAS & COOTE, 1994).  

Observamos também que a hipertensão, além da facilitação do sistema VPérgico 

central, aumentava a expressão de receptores V1 na região dorsal do bulbo, conforme 

evidenciado pelas técnicas de RT-PCR (sigla em inglês de Reverse transcription polymerase 

chain reaction, Transcrição Reversa- reação em cadeia da polimerase) e hibridização in situ 

(MARTINS et al, 2005; FELIX & MICHELINI, 2007). Estas alterações poderiam 

condicionar os déficits da regulação reflexa da PA que caracterizam a hipertensão 

(MOREIRA et al, 1992; SANTOS et at, 1998; BEZERRA et al, 2001). Realmente a 

eficiência do reflexo barorreceptor encontra-se bastante comprometida na hipertensão 

arterial crônica (KRIEGER et al, 1982): durante elevações mantidas da PA, os 

barorreceptores deslocam sua faixa de funcionamento para os níveis da hipertensão, 
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adaptando-se ao novo nível pressórico e possibilitando a manutenção da função barorreflexa 

(KRIEGER et al, 1982).  No entanto a adaptação à hipertensão é acompanhada de redução 

na sensibilidade dos aferentes aórticos e carotídeos em sinalizar as alterações pressóricas 

(KRIEGER et al, 1982), prejuízo da integração bulbar (MICHELINI & BONAGAMBA, 

1989), alteração do balanço simpato-vagal ao coração, com predomínio do tônus simpático 

(BEZERRA et al, 2001). Embora as alterações induzidas pela hipertensão na alça primária 

do controle barorreflexo sejam relativamente bem conhecidas, pouco se sabe sobre os efeitos 

da hipertensão na alça supra-bulbar de integração e em especial sobre os neurônios pré-

autonômicos VP positivos. Uma observação recente de nosso laboratório (CERONI et al, 

2009) tem indicado que o treinamento aeróbio de baixa intensidade é eficaz em minimizar o 

déficit do controle reflexo da FC em ratos hipertensos espontâneos (SHR) porém não 

sabemos quais mecanismos centrais que condicionam este efeito. 

Trabalho em andamento no laboratório tem mostrado que a desnervação sinoaórtica 

também reduz a densidade de neurônios VPérgicos no PVN de SHR (Michelini, 

comunicação pessoal), mas desconhecemos as vias neurais pelas quais os barorreceptores e 

quimiorreceptores mantem a tonicidade dos neurônios VP positivo nos hipertensos.   Estaria 

a sinalização NORérgica ascendente ao PVN envolvida ou não alteração da densidade dos 

neurônios VP positivos na hipertensão e após desnervação sinoaórtica? Também não 

sabemos se os SHR já nascem com maior número de neurônios VPérgicos, ou se sua 

expressão aumentaria durante o estabelecimento da hipertensão. Pretendemos, portanto, 

neste trabalho identificar os efeitos sequenciais do estabelecimento da hipertensão e da 

desnervação sinoaórtica sobre a densidade de neurônios VPérgicos no PVN, bem como a 

participação da informação aferente (plasticidade dos terminais DBH-positivos que se 

projetam a estes neurônios) nestas respostas. 

Foi, portanto, nossa hipótese de trabalho que o treinamento aeróbio e a hipertensão 

arterial, via projeções NORérgicas ascendentes do bulbo ao hipotálamo, determinariam 

alterações plásticas específicas a diferentes grupos de neurônios pré-autonômiocos do PVN 

– os OTérgicos no caso do treinamento e os VPérgicos no caso da hipertensão. Foi também 

nossa hipótese de trabalho que o estimulo desencadeante dessas adaptações cardiovasculares 

ao treinamento e a hipertensão seja iniciado pela maior ou menor atividade dos 

baroreeceptores e quimiorreceptores arteriais. 
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2 OBJETIVOS 

Essa tese de doutorado envolvou na realidade 2 subprojetos distintos em que buscamos 

estudar o funcionamento da alça suprabulbar de modulação do controle cardiovascular no 

treinamento e na hipertensão, seja em ratos intactos, seja naqueles submetidos à remoção 

dos barorreceptores arteriais. São eles: 1) Estudo dos efeitos sequenciais do treinamento 

sobre neurônios ocitocinérgicos do PVN e sua sinalização noradrenérgica, e, 2) Estudo dos 

efeitos sequenciais da instalação da hipertensão sobre neurônios vasopressinérgicos do PVN 

e sua sinalização noradrenérgica.  

Foram nossos objetivos específicos: 

1. utilizando-se ratos normotensos e dupla marcação com DBH e OT, identificou-se os 

efeitos sequênciais do treinamento aeróbio sobre a expressão de neurônios OTérgicos em 

áreas pré-autonômicas do PVN e sobre a plasticidade de terminações NORérgicas que se 

projetam a estes neurônios (microscopia confocal),  

2. avaliou-se em ratos treinados e seus controles sedentários os efeitos da desnervação 

sinoaórtica sobre a expressão de neurônios OTérgicos do PVN e sobre a plasticidade de 

terminações NORérgicas que se projetam a estes neurônios,  

3. avaliamos os efeitos da lesão específica dos neurônios NORérgicos que se projetam 

ao PVN em animais submetidos ao treinamento ou sedentárismo por 8 semanas, 

4. utilizando-se SHR na fase pré-hipertensiva e a dupla marcação com DBH e VP, 

identificamos os efeitos temporais da instalação da hipertensão sobre a expressão de 

neurônios VPérgicos em áreas pré-autonômicas do PVN e sobre a plasticidade de 

terminações NORérgicas que se projetam a estas subáreas,   

5. avaliamos em ratos SHR e em controles Wistar pareados por idade os efeitos da 

desnervação sinoaórtica sobre a expressão de neurônios VPérgicos do PVN e sobre a 

plasticidade de terminações NORérgicas que se projetam a estes neurônios,  

6. correlacionamos a plasticidade de alça suprabulbar de modulação às adaptações 

funcionais do sistema cardiovascular induzidas pelo induzida pelo treinamento e pela 

hipertensão na presença e ausência da desnervação sinoaórtica. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais experimentais 

De acordo com os objetivos propostos, realizamos dois protocolos diferentes, um 

para se avaliar os efeitos temporais do treinamento a plasticidade de neurônios OTérgicos e 

a participação da inervação NORérgica a estes neurônios neste processo e atividade dos 

barorreceptores (Protocolo I) e outro, relativo aos efeitos da instalação da hipertensão sobre 

plasticidade de neurônios VPérgicos e a participação da inervação NORérgica a estes 

neurônios (Protocolo II). Em ambos os protocolos foram avaliados os efeitos da remoção 

das aferências periféricas sobre a plasticidade e funcionamento da alça suprabulbar de 

modulação.  

Os ratos (descritos nos pontos 5.1 e 5.2) foram provenientes do Biotério de Criação 

do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São Paulo–SP e do Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia – CEDEME da 

Universidade Federal de São Paulo, UNIFESP, e todos foram mantidos no Biotério de 

Experimentação do Departamento de Fisiologia e Biofísica durante todo o período de 

experimentação. Foram alocados em gaiolas coletivas (3-4 ratos/caixa), à temperatura 

ambiente adequada (entre 22-24º C), umidade relativa constante (50-55%), renovação do ar 

ambiente (15-20 trocas/h) e controle automático de iluminação (foto-período de 12:12 h, 

com luz das 7 às 19 hs). A ração foi fornecida ad libitum, sendo livre o acesso dos animais à 

água. O peso corporal (balança Filizzola) foi aferido semanalmente. Todos os procedimentos 

cirúrgicos e protocolos foram realizados de acordo com o Manual Institucional para 

Experimentação Animal e aprovados pelo Comitê de Bioética do ICB (registrado sob nº141 

na folha 110 do livro 02 para uso de animais em experimentação). 

3.2 Razões pela mudança de animais 

No projeto inicial proposto foi descrito, no objetivo 5 trabalhar com animais SHR e 

animais pareados com a idade WKY (Wistar Kyoto), porém foi necessário mudar a 

linhagem controle, pois não foi possível desnervar os animais WKY, portanto optamos pelos 

animais Wistar. Além da alteração da linhagem, os animais eram fornecidos pelo Biotério de 

Criação do ICB da Universidade de São Paulo, porém, a partir de agosto de 2015 esse 

biotério e suas Matrizes de ratos foram extintos, e iniciou-se atividades do Biotério de 

Produção de Ratos da Rede de Biotérios da USP, produzindo ratos de padrão sanitário SPF 

(Specific Pathogen Free).  
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Para a desnervação dos nervos dos barorreceptores, nos guiamos por determinados 

pontos anatômicos, no entanto, esses animais do novo biotério não permitiu achar essas 

marcações anatômicas e não possibilitou a desnervação desses animais, sendo assim 

procuramos outras fontes de produção de animais, como o CEDEME.  

3.3 Protocolo I 

Para Protocolo I, foram utilizados um total de 65 ratos para análise sequencial do 

treinamento (objetivo 1) e 45 ratos para o protocolo SHAM & DSA (objetivo 2), Wistar com 

~12 semanas de idade no início dos protocolos, foram utilizados ratos nessa faixa etária pois 

é correspondente à idade de animais utilizado em estudos anteriores do laboratório 

envolvendo os efeitos do T (CAVALLERI et al, 2011). Adicionalmente, para os estudos do 

objetivo 3, foi realizado o protocolo de lesão de neurônios NORérgicos que se projetam ao 

PVN, utilizando saporina conjugado com DBH, para esse protocolo foram utilizados 25 

animais Wistar, também com 12 semanas de vida. 

3.3.1  Avaliação da capacidade aeróbia máxima dos animais 

Inicialmente, a primeira semana foi destinada à adaptação ao espaço no Biotério de 

Manutenção e à esteira, e a segunda à familiarização com a corrida na esteira (5 sessões, 

durante 10 minutos, a 0,4- 0,7Km/h, com 0% de inclinação VERAS-SILVA et al, 1997). Os 

ratos foram selecionados segundo a habilidade em andar/correr na esteira ergométrica, sendo 

excluído dos protocolos os animais inaptos para andar/correr na esteira. A intensidade do 

esforço físico foi avaliada indiretamente (distância máxima percorrida) através do teste de 

esforço máximo durante exercício escalonado em esteira ergométrica (Inbramed, Millenium, 

adaptada para ratos). O teste foi iniciado com a velocidade de 0,3 km/h, com incremento de 

0,3 km/h a cada 3 minutos até a exaustão do animal. A carga máxima considerada foi aquela 

em que o animal não conseguiu mais correr espontaneamente.  

3.3.2 Protocolo de treinamento Físico ou Sedentarismo 

 Os protocolos de treinamento ou sedentarismo foram similares entre todos os 

protocolos aplicados no presente projeto, o único diferencial foi o período em esses 

protocolos foram aplicados. Para os experimentos de Análise Temporal do Treinamento e 

Lesão de Neurônios Noradrenérgicos, o período de treinamento ou sedentarismo foi de 8 

semanas, enquanto para os experimentos Sham e DSA o período foi de 12 semanas. 
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3.3.2.1  Análise Temporal do Treinamento 

 

No início dos experimentos, os ratos Wistar passaram por um período de adaptação, 

como descrito no item 4.3.1. No final da segunda semana, aqueles considerados aptos foram 

então submetidos ao teste máximo de esforço em esteira. O teste de esforço máximo também 

foi realizado em 3 momentos durante os protocolos experimentais. O primeiro teste, na 

semana 0, foi utilizado para determinar a capacidade aeróbia máxima de cada animal, o que 

possibilitou classificar animais com igual desempenho aos grupos experimentais (S: 

sedentário e T: treinado) e determinou a intensidade do treinamento aeróbio. O segundo teste 

na 4ª semana do treinamento serviu para ajustar a intensidade do grupo T às novas 

capacidades máximas. No final do experimento (8ª semana), o teste foi realizado para 

possibilitar a comparação do desempenho entre os grupos e para avaliar a eficácia do 

treinamento, assim como demonstrado na Figura 1.  O protocolo de T foi similar ao utilizado 

para o grupo SHAM & DSA. De forma complementar, com intuito de acostumar os animais 

ao manuseio experimental e permitir que os animais dos grupos sedentários pudessem ser 

avaliados nos testes máximos e no final do protocolo, os mesmos foram mantidos 

sedentários por período equivalente ao treinamento físico e colocados uma vez por semana 

na esteira (0,4-0,7 km/h) por 5-10 minutos. 

 

Figura 2 - Esquema do protocolo de treinamento ou sedentarismo incluindo e os 3 testes de 

esforço máximo realizados para os grupos Análise Temporal do Treinamento. 

3.3.2.2 SHAM & DSA 

 

Após o período de recuperação cirúrgica, os ratos dos grupos SHAM & DSA foram 

submetidos a novo teste de esforço máximo (semana zero) para quantificação do 

desempenho individual inicial, cujo resultado foi utilizado para alocar-se ratos com 

desempenho similar aos subgrupos sedentário (S) e treinado (T): DSA -S (n=9), DSA -T (n 

=12) e SHAM-S (n =12), SHAM-T (n =12). Estes resultados foram também utilizados para 

cálculo da intensidade de T. Segundo protocolo padronizado em nosso laboratório 

(DUFLOTH et al., 1997; BRAGA et al., 2000; AMARAL et al., 2000), T aeróbio de baixa a 

moderada intensidade (T=50-60% da velocidade atingida no teste de esforço) foi realizado 
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durante 5dias/semana, 1h/dia, entendendo-se por 3 meses. A intensidade do exercício foi 

aumentada gradativamente pela combinação da velocidade e duração, sem inclinação, até 

atingir velocidade estabelecida. Nas semanas 6 e 12 foram realizados novos testes de esforço 

máximo para reajuste de intensidade de treinamento nos grupos T e cálculo de sua eficácia 

ao final dos protocolos, respectivamente, assim como ilustrado na Figura 2. Os ratos 

alocados aos grupos S foram mantidos sedentários por igual período de tempo e, apenas 1 

vez/semana colocados na esteira (5-10 min. com velocidade de 0,3-0,6 Km/h) para que se 

habituassem à manipulação experimental e aprendesse a realizar os testes máximos. Ambos 

os grupos (S e T) realizaram o teste de esforço máximo nos mesmos períodos supra-citados. 

3.3.2.3 Lesão neurônios noradrenérgicos que se projetam ao PVN e Sham 

 

 Assim como os animais dos grupos DSA &Sham, após o primeiro teste de esforço 

máximo, foram realizados os experimentos em esteriotaxia para lesão dos neurônios DBH 

positivos, com saporina-DBH. Animais anestesiados foram adaptados a um aparelho 

esteriotáxico Kopf (modelo Kopf 1760) e após uma incisão longitudinal na pele e no tecido 

subcutâneo para a exposição da calota craniana, o lambda e o bregma foram utilizados como 

referência para nivelar as cabeças dos animais. 

 Nos animais alocados para os grupos sedentários e treinados foram realizados 2 

microinjeções bilaterais de 100nl, na concentração de 0,21 ng/nl (SILVA, TAKAKURA E 

MOREIRA, 2016) da toxina saporina conjugada anti-dopamina beta hidroxilase (Advanced 

Targeting Systems, San Diego, CA, USA), ou salina, como grupo controle. Foram realizadas 

utilizando uma seringa Hamilton (5ul), conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma 

agulha injetora com o diâmetro interno de 0,3mm. As coordenadas para as injeções na região 

do PVN seguiram os seguintes parâmetros: antero-posterior = -1,6 e - 2,0 mm em relação ao 

bregma; lateral = ± 0,4 mm em relação ao seio venoso e dorso-ventral = - 7,6 mm ventral à 

dura máter.  

 Após a cirurgia encefálica, os ratos receberam dose subcutâneo de analgésico 

(cetoprofeno 3 mg/kg, subcutâneo) e antibiótico (Pentabiótico Veterinário 18.000 UI/kg, 

subcutâneo). Esses animais repousaram em caixas individuais por 24 horas, e foram 

reagrupados em caixas de 3-4 animais por caixa. Permaneceram em recuperação por 2 

semanas, e foram submetidos a um segundo teste de esforço para determinar a velocidade do 

treino. Os animais dos grupos treinados foram submetidos ao protocolo de treinamento de 8 

semanas, 1 hora/dia, 5 dias/semana, enquanto os animais sedentários foram para esteira uma 
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vez por semana por apenas 10 minutos. Ao final dos protocolos de treinamento e 

sedentarismo, os animais foram canulados, registrados e eutanasiados para coleta do tecido 

encefálico para imunoistoquímica. A confirmação da microinjeção de Saporina-DBH no 

PVN foi realizada através da quantificação da marcação de DBH no PVN.  

 

Figura 3 - Esquema do protocolo de treinamento ou sedentarismo incluindo o período de 

adaptação, cirurgia e recuperação e os 4 testes de esforço máximo realizados 

para os protocolos Desnervação sino aórtica e Lesão dos neurônios 

noradrenérgicos. 

3.4 Protocolo II  

Para as análises experimentais do Protocolo II foram utilizados cerca de 40 ratos 

Wistar, 60 ratos WKY e 100 ratos espontaneamente hipertensos (SHR - spontaneously 

hypertensive rats), com 4 semanas no início dos protocolos. Esta faixa etária foi necessária 

para avaliarmos as alterações no conteúdo proteico de VP desde a fase pré-hipertensiva até a 

fase adulta com a hipertensão arterial já instalada, que está por volta de 12 semanas de vida. 

Ratos do protocolo II não foram submetidos ao treinamento. Assim como o protocolo I, 

houve duas abordagens distintas: análise temporal nas semanas 0, 1, 2, 4 e 8 dos protocolos, 

ou seja, quando os ratos estavam com 4, 5, 6, 8 e 12 semanas de idade, e, análise dos efeitos 

da desnervação sino-aórtica ao final dos protocolos. A remoção das aferências periféricas foi 

realizada em animais de 39 a 42 dias de vida, e seus efeitos foram avaliados quando estavam 

com 13 semanas de vida. 

3.4.1 Efeitos temporais da instalação da hipertensão  

No início dos experimentos, os ratos WKY e SHR foram alocados no biotério, assim 

como descrito no item 4.1, foram mantidos sedentários por, no máximo, 8 semanas. A cada 

período selecionado (semana 0, 1, 2, 4 e 8 experimental) alguns animais foram selecionados, 

de maneira aleatória, para eutanasia e coleta de tecidos centrais e periféricos. Esse desenho 

experimental resultou em 10 grupos experimentais: WKY S0, WKY S1, WKY S2, WKY S4, 

WKY S8, SHR S0, SHR S1, SHR S2, SHR S4 e SHR S8. 
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3.4.2  Efeitos da desnervação sino-aórtica em animais pré-hipertensos e normotensos 

Os procedimentos cirúrgicos foram os mesmos que aplicados ao protocolo I, como 

descrito no ponto 4.5. Foi realizada as cirurgias em animais de 39-42 dias de idade, que 

foram mantidos no biotério até completarem 12-13 semanas de idade. Assim obtivemos 4 

grupos experimentais desse protocolo II da desnervação: Wistar-SHAM; Wistar- DSA; 

SHR-SHAM; e SHR-DSA.  

3.5 Desnervação sino-aórtica (DSA) ou cirurgia fictícia (SHAM) 

Após o primeiro teste de esforço máximo, os ratos alocados a este grupo 

experimental foram submetidos à cirurgia de desnervação sinoaórtica (DSA) ou à cirurgia 

fictícia (SHAM). A remoção dos barorreceptores arteriais foi realizada de acordo com a 

técnica descrita por Moreira e Krieger (CERONI et al., 2009). Os ratos foram anestesiados 

com uma solução anestésica contendo 100 mg/Kg de Cloridrato de Quetamina (Ketalar, 

Parke-Davis) e 10 mg/Kg de Cloridrato de Xilasina (Rompum, Bayer, i.p. Realizou-se uma 

incisão médio-cervical anterior para separação dos músculos pré-traqueais e localização 

bilateral do feixe vásculo-nervoso (carótida, vago e tronco simpático, vide Figura 4). Foram 

identificadas e seccionadas as fibras barorreceptoras aórticas que trafegam junto ao tronco 

simpático ou como nervo isolado. O outro contingente de fibras barorreceptoras que podem 

situar-se junto ao nervo laríngeo inferior foi interrompido através da secção do nervo 

laríngeo superior. A seguir localizou-se bilateralmente a bifurcação das carótidas, que foi 

exposta e dissecada para destruição completa das fibras carotídeas, destruindo-se inclusive o 

corpúsculo carotídeo. Os ratos do grupo SHAM foram submetidos à operação fictícia, que 

consiste nas mesmas etapas cirúrgicas, exceto a secção/remoção das fibras baro- e 

quimiorreceptoras. Após a sutura e assepsia da pele, os ratos foram tratados com analgésico 

(cetoprofeno 3 mg/kg, subcutâneo) e antibiótico (Pentabiótico Veterinário 18.000 UI/kg, 

subcutâneo) e foram mantidos em caixas individuais até a completa recuperação cirúrgica. 
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Figura 4 - Ilustração da remoção dos baro- e quimiorreceptores. 

3.6 Comprovação da desnervação sino-aórtica 

A comprovação da eficiência da remoção cirúrgica dos barorreceptores em eliminar 

todas as aferências dos barorreceptotres arteriais foi realizada após os registros de PA e FC 

através da administração i.v. de fenilefrina e nitroprussiato de sódio (concentrações 

crescentes de 0,1 à 12,8 g/kg e de 0,2 à 25,6 g/kg, respectivamente, em volumes de 

0,1ml). A ausência de bradicardia e taquicardia reflexas indicam a eficácia da desnervação 

cirúrgica. O índice de sensibilidade barorreflexa foi calculado pela razão entre a resposta de 

variação da FC em função da variação da PA (ΔFC/ΔPAM). 

3.7 Canulação arterial e venosa e registro da pressão arterial (PA) e freqüência cardíaca 

(FC) basais 

Nos diferentes tempos experimentais todos os ratos foram anestesiados com a 

combinação de 100 mg/Kg de Cloridrato de Cetamina e 10 mg/Kg de Cloridrato de 

Xylasina, i.p. A fossa ilíaca foi dissecada para isolamento e canulação da artéria e veia 

femorais (cânulas intra-arteriais confeccionadas com Tygon, preenchidas com salina, 

mantidas ocluídas por pino de aço inoxidável). Após a introdução dos cateteres e a fixação 

dos mesmos na artéria e veia, a parte externa de ambas as cânulas foi exteriorizada no dorso 
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dos animais, onde foram fixadas com fios de algodão. Após a sutura e assepsia da pele, os 

ratos foram tratados com analgésico (3mg/kg de Cetoprofeno subcutâneo) e foram mantidos 

em caixas individuais para recuperação pós-cirúrgica. Os registros basais de PA e FC 

(cânula arterial acoplada ao sistema de registro) foram obtidos 24 horas subseqüentes à 

canulação, com os animais acordados e com livre movimentação. A cânula arterial 

exteriorizada foi devidamente conectada à um transdutor de pressão (Modelo CDX III, Cobe 

Labs., Lakewood, CO, USA), o qual estará acoplado a um amplificador (ML224 Quad 

Bridge Amp, ADInstruments, New South Wales, Austrália) que, por sua vez, estava 

conectado a um sistema de aquisição de dados digital (PowerLab, ADInstruments, New 

South Wales, Austrália). A freqüência de aquisição utilizada para as medidas hemodinâmica 

foi de 2000 Hertz. Foi aguardado um período suficiente (~20-30 min) para redução da 

atividade exploratória do animal e estabilização dos parâmetros cardiovasculares. PA e FC 

foram registradas continua e simultaneamente por um período de 40-50 min.  

3.8 Análise espectral de parâmetros cardiovasculares 

Resumidamente, as análises, abrangendo tanto o domínio do tempo quanto o da 

frequência, foram avaliadas em condição de repouso para cada animal, utilizando-se um 

período de 5 min de registro contínuo, selecionado após a estabilização dos parâmetros 

cardiovasculares. A densidade da análise espectral foi obtida através da transformação 

rápida de Fourier pelo método de Welch e janelas de Hanning com sobreposição de 50%. Os 

componentes da análise espectral para os componentes de muito baixa frequência (MBF, 

<0,20 Hz), baixa (BF, 0,20-0,75 Hz) e alta frequência (AF, >0,75 Hz) foram obtidos pelas 

médias da integração das densidades dos espectros dentro da largura das bandas de 

frequência, utilizando-se uma rotina customizada (MATLAB R2012a, Mathworks, Natick, 

MA, USA) 

3.9 Obtenção do tecido cerebral para análise da imuno-histoquímica 

Após os registros funcionais, aproximadamente 3-5 animais/grupo foram 

profundamente e anestesiados. Imediatamente após a parada respiratória foi realizada a 

perfusão (fluxo constante de 40 ml/min) do cérebro, via ventrículo esquerdo, com 300ml de 

solução Dubecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma) previamente resfriada, seguida de 

perfusão com fixador (Paraformaldeído 4% - PFA em 0,1 M de tampão fosfato – phosphate 

buffer, PB, Sigma). Após a perfusão o animal foi decapitado para a remoção do encéfalo. O 
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encéfalo foi pós-fixado em PFA em tampão fosfato 0,1M, pH 7,4 por 48 horas e depois 

crioprotegido em solução de sacarose 20% e 30% em PB em temperatura ambiente por 24 

horas cada. Os encéfalos foram armazenados em geladeira (~4 ºC) até a realização dos 

experimentos de imunoistoquímica. Os encéfalos foram seccionados em criostato (cortes 

coronais de 30 m, Leica, CM 3050, Germany) abrangendo toda a extensão dos núcleos de 

interesse: PVN, NTS/DMV, BVLc e BVLr (PAXINOS & WATSON, 2009).  

Como demonstrado na Figura 6, foi fotografado e quantificado o PVN medial (3-4 

slices) e posterior (2 slices) 1,80 a 2,04 mm caudal ao Bregma; o NTS/A2 na porção do 

caudal (3-4 slices), o qual foi considerado a partir da separação do Núcleo grácil; e 

intermediário (3-4 slices) fotografado e quantificado a região que possuia Aréa Postrema até 

abertura do 4º ventrículo (-14,40 ao -13,68 em relação ao Bregma); o BVLc /A1 (6-8 slices) 

quantificado nos slices contendo a aréa postrema e região mais caudal (-14,40 ao -13,68 do 

Bregma); e a aréa do BVLr/C1 (3 slices) foi fotografada nos cortes caudal ao Núcleo Facial 

e por haver duas populações de neurônios catecolaminérgico, foi quantificado os neurônios 

da porção mais lateral, como demosntrado na Figura 5 (-12,24 ao -12,48). Os cortes coronais 

foram coletados sequencialmente em tampão fosfato (0,1 M) em placas divididos em 6 

poços para o bulbo e 3 poços para o PVN (devido a sua menor extenção), sendo assim os 

cortes analisados possuiam 150 um de distância entre um corte e outro para as áreas do 

bulbo e 60 um para os cortes do PVN, todos os cortes foram armazenados em uma solução 

anti-congelante até a realização da reação de imunoistoquímica. 

No processo de incubação de anticorpos da imunoistoquímica, inicialmente as 

secções foram lavadas com uma solução tampão, contendo 0,3% de Triton, sendo a seguir 

incubadas em solução de soro normal de burrro 10%. Posteriormente, os cortes foram 

incubados com os anticorpos primários para OT (cobaia anti ocitocina - Millipore, 

1:200.000) e DBH (camundongo anti DBH n-terminal - 1:3000), e VP (cobaia anti-Arg 8-

vasopressina, 1:25.000) e DBH durante 24 horas à temperatura ambiente. Após 3 lavagens 

com tampão fosfato os cortes foram incubados com anticorpo secundário Alexa-594 anti-OT 

ou VP e Alexa 488 anti-DBH (ambos 1:500 - Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.) 

durante 5 horas à temperatura ambiente. Após lavagens com tampão fosfato os cortes foram 

então montados em lâminas previamente gelatinizadas, as quais foram examinadas em 

microscópio de fluorescência (Axioimager A1, Zeiss, Muenchen, Germany) e a 

quantificação da expressão de VP, OT e DBH foi realizada pelo software ImageJ (NIH). 
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Após a análise das lâminas por microscopia de fluorescência, alguns cortes foram 

selecionados para análise por microscopia confocal. 

Após a montagem das lâminas, prior à aquisição das imagens, o tempo de exposição 

foi padronizado para que os mesmos paramêtros fossem utilizados para todas as lâminas sem 

que nenhum grupo ou rato tivesse o tempo de exposição extrapolado, sendo assim todas as 

imagens do mesmo filtro e de um mesmo protocolo tiveram os mesmos tempos de 

exposição, ganho e intensidade.  

Seguida da aquisição das imagens, essas foram analisadas no software ImageJ. 

Inicialmente, desenhou-se áreas de interesse para quantificação dos subnúcleos e para 

background, todas as imagens 8-bits tiveram o background e a média da intensidade 

quantificado, os valores de intensidade das imagens foram adquiridos com a subtração dos 

valores de média do background dos valores das áreas de interesse. Para quantificação de 

fração de área, as imagens foram tranformadas em escalas de cinza e os valores de 

background foram multiplicados por valores constantes, 1,5 para os corpos celulares de OT; 

2,0 para os corpos celulares de VP e DBH; e 3,0 para os terminais de DBH, VP e OT, 

constantes que foram padronizados previamente. As imagens analisadas estavam em posição 

rostro-caudal semelhante. 

 

 

Figura 5: Fotomicrografia da região do BVLr contendo neurônios catecolaminérgicos, 

foram quantificados os neurônios mais laterais (círculo amarelo) 
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Figura 6 - Quadro esquemático das áreas analisadas incluindo núcleo do trato solitário 

(NTS), dorso motor do vago (DMV), bulbo ventro-lateral caudal (BVLc), bulbo 

ventro-lateral rostral (BVLr) e núcleo do Paraventricular (PVN). Fonte: Paxinos & 

Watson (2009) 
 

3.10 Obtenção de imagens por confocal e quantificação. 

 Todos os animais analisados por microscopia de fluorescência de ambos os desenhos 

experimentais do Protocolo I (Análise Temporal do Treinamento e Sham& DSA), foram 

fotografados por microscopia Confocal e, posteriormente, quantificado para analise de 

botões sinápticos noradrenérgicos em neurônios OTérgicos. Todas as imagens foram 

adquiridas em Microscópio Confocal Zeiss LSM 780-NLO (Zeiss, Alemanha) disponível no 

Centro de Facilidades de Apóio à Pesquisa da USP (CEFAP-USP), operado pelo 
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responsável do equipamento. As imagens, foram excitadas pelos filtros 488 (Argon) e 543 

(HeNe), escaneadas no eixo z em fatias de 0,5 um para futura reconstrução e analise em 3D.  

Resumidamente, de cada animal, de ambos os experimentos (Decurso temporal e SHAM & 

DSA) foram fotografados 3 campos do subnúcleo ventromedial do PVN medial e 3 campos 

do PVN posterior, ambas as áreas foram selecionadas por mostrarem ter maior respostas 

experimentais induzidas pelo treinamento. As análises foram realizadas pelo software Imaris 

(Bitplane, Zurique-Suiça). Esse software permite a reconstrução das imagens em 3D e a 

análise de contato sináptico entre os dois marcadores. 

3.11 Apresentação dos dados e análise estatística 

Os resultados foram submetidos ao teste Levene para homogeneidade das varianças e 

foram apresentados como médias ± EPM. Para análise dos dados de teste de esforço do 

protocolo I foi realizado análise ANOVA com medidas repetidas e pos hoc em Fisher. 

Dados funcionais e da expressão proteica dos sistemas aminérgicos e peptidérgicos 

encefálicos do protocolo Decurso Temporal foi realizado a análise de variância ANOVA de 

uma via, comparando os efeitos temporal do treinamento (T0, T1, T2, T4 e T8) e ANOVA 

fatorial de duas vias da condição (T x S) nos diferentes tempos experimentais (0 e 8) com 

pos hoc em Fisher; dados funcionais e da expressão proteica para os protocolos SHAM & 

DSA e SHAM & DBHx foi realizado ANOVA fatorial analisando os  efeitos da cirurgia 

(SHAM ou DSA /DBHx) e condição (T x S) pos hoc em Bonferroni. Para o protocolo da 

instalação da hipertensão a análise estatistica foi semelhante ao do protocolo I. Realizamos 

análise de variância (ANOVA) fatorial para os efeitos das linhagens (WKY X SHR) e nos 

diferentes tempos (S0, S1, S2, S4 e S8), e também para o efeito da cirurgia (SHAM ou DSA) e 

linhagem (WISTAR X SHR) o teste post-hoc foi Tucker. Para todas estas análises foi 

utilizado o software STATISTICA 12.0 (Stat Soft Inc.) e o nível de significância adotado foi 

de P<0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Protocolo I 

4.1.1 Efeitos sequenciais do T aeróbio 

 Ratos Wistar foram submetidos ao treinamento aeróbio de baixa a moderada 

intensidade (T = 50%-60% da capacidade aeróbia máxima) ou mantidos sedentários (S) por 

8 semanas.  Os ratos S e T foram avaliados nas semanas 0 (S0=T0), 1 (T1), 2 (T2), 4 (T4) e 8 

(T8 e S8). A seguir apresentamos os resultados funcionais obtidos. 

4.1.1.1 Desempenho em esteira 

A Tabela 1 e a Figura 7 ilustram o ganho de desempenho induzido pelo T ou S 

durante as 8 semanas experimentais. Ambos os grupos S e T, partiram de igual capacidade 

aeróbia na semana 0 (1,11±0,07 km/h e 1,10±0,04 km/h, respectivamente). O treinamento 

determinou um aumento significativo do desempenho em esteira já a partir da 4ª. semana 

(+36%) com pequeno aumento adicional entre as semanas 4 e 8 (+55%).  Por outro lado, os 

ratos mantidos sedentários mostraram perda significativa de desempenho na 8ª. semana 

experimental. Ao final dos protocolos observou-se ganho significativo de desempenho nos 

Wistar-T, enquanto que os Wistar-S mostraram perda de desempenho em esteira 

(+0,580,10 vs. -0.270,08 km/h, respectivamente, Tabela 1).  

 

 
 

Figura 7 - Evolução temporal do desempenho em esteira (velocidade máxima alcançada nos 

testes de esforço em km/h) durante os protocolos de treinamento (T) ou 

sedentarismo (S).   * vs. Semana 0; † vs. Wistar-S, p<0,05. 
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4.1.1.2 Alterações sequenciais dos parâmetros hemodinâmicos durante T e S  

Comparado aos ratos S, o T durante 8 semanas determinou ligeira redução, mas não 

causou alterações significativas na PAM de repouso dos ratos Wistar (Figura 8A). Os ratos 

T também mostraram ligeira queda, não significativa, da FC de repouso entre as semanas 1 e 

4 (de 406+7 para 399+7 b/min), sendo a instalação da bradicardia de repouso observada na 

8ª. semana de treinamento (378+13 b/min, P<0,05,  Figura 8B). Não houve alteração da FC 

basal nos ratos submetidos ao sedentarismo (Tabela 2, Figura 8B). 

 

 
Figura 8 - Evolução temporal da PAM basal (A) e FC basal (B) durante os protocolos de 

treinamento (T) e sedentarismo (S) nas 8 semanas experimentais. * vs semana 0, 

† vs S, P< 0,05 
 

Também analisamos os efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre 

parâmetros espectrais. Assim como observado com os níveis de PAM basal, variabilidade da 

pressão arterial sistólica (Var. PAS, Figura 9A) e o componente de baixa frequência da PAS 

(BF-PAS, Figura 9B), um índice de modulação vasomotora simpática, não foram alteradas 

nos grupos treinados e sedentários durante 8 semanas de protocolo (Tabela 3 e FiguraA). 

Após 8 semanas do protocolo de sedentarismo, a modulação parassimpática ao coração não 

foi alterada (AF-IP = 13%, P>0,05, Figura 9D), considerando que o componente BF-IP 

aumentou 75%, embora um grande EPM impediu que houvesse alteração significante 

(Figura 9E, Tabela 3). O grupo sedentário mostrou não haver alterações significantes na 

variabilidade do IP (-17% em S8). Em contraste, após 8 semanas de treinamento a 

modulação parassimpática ao coração foi aumentada (+2,2 vezes no componentes AF-IP, T8 

vs. T0, Figura 9D), apesar de não haver alteração significante no componente BF-IP (Figura 

9E, Tabela 3). Variabilidade do IP aumentou em T8, porém um grande erro padrão da média 

desse grupo impediu alteração significativa (Figura 9C, Tabela 3). É importante notar que a 

melhora da atividade parassimpática foi acompanhada por um aumento significante da 
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sensibilidade do barorreflexo espontânea, como indicado pelo alfa-AF (+63%, T8 vs. T0, 

Figura 9F, Tabela 3) 

 

Figura 9 - Evolução temporal dos parametros espectrais durante os protocolos de 

treinamento (T) e sedentarismo (S) * vs semana 0, † vs S, P< 0,05 
 

4.1.1.3 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre os neurônios Noradrenérgicos 

em aréas bulbares de integração cardiovascular. 

 Sabendo que os níveis de FC dependem da sinalização dos barorreceptores (primeira 

integração no bulbo) para gerar atividade simpática e parassimpática (31,32), avaliamos os 

efeitos do treinamento na circuitaria aferente/eferente hipotalâmica onde um importante 

núcleo modulatório autonômico está localizado (2,4,31). Considerando que a informação 

convertida pelos barorreceptores ascendem do NTS e BVLc ao hipotálamo através de fibras 

NORérgicas (2,5,7), primeiro analizamos os efeitos do treinamento na expressão de 

neurônios DBH positivos em núcleos ddo bulbo. Fotomicrografias tiradas em diferentes 
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tempos durante os protocolos de treinamento e sedentarismo revelaram que a densidade de 

DBH estava aumentada no NTS e BVLc dos animais treinados, comparados aos controles 

sedentários(Figura 10). Dados quantitativos indicaram que neurônios DBH positivos 

ocuparam uma área de 10,3±0,7% e 8,4±0,5% no NTS e BVLc, respectivamente, no inicio 

dos protocolos (Figura 10A e 10B, Tabela 4). Dados confimaram também que, durante as 8 

semanas de sedentarismo, os animais apresentaram uma redução de 30% na densidade de 

DBH. O treinamento bloqueou essa redução e aumentou a densidade de DBH nos dois 

núcleos após 2 semans (Figura 10A e 10B, Tabela 4). Houve aumento de 18%, 26% e 19% 

no NTS e 26%, 17% e 25% no BVLc para T2, T4 e T8, respectivamente comparado com 

T0. Ao final dos protocolos, uma marcante diferença no conteúdo de DBH foi observado 

entre ratos treinados e sedentários (aumento de 73% e 79% no NTS e BVLc, 

respectivamente, Figura 10A e 10B, Tabela 4). Interessantemente, efeito oposto foi 

observado no BVLr, qual é o principal local de corpos celulares de neurônios pré-motores 

inervando neurônios pré-ganglionares na coluna intermediolateral da espinha dorsal. Quando 

comparado com T0, signifancante reduções de 23%, 22% e 36% foram observadas em T2, 

T4 e T8, respectivamente (Figura 10C, Tabela 4). Note que a densidade de neurônios DBH 

positivos no BVLr não foram alterados nos animais sedentários durante 8 semanas de 

protocolo. 
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Figura 10 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurônios Noradrenérgicos 

(em verde) no NTS intermediário, BVLc e BVLr de ratos Wistar sedentários (S0 e 

S8) e treinados (T, T2 e T8). Objetiva 20X. 
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Figura 11 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade (% 

de área) de DBHir em diferentes núcleos do tronco cerebral: núcleo do trato 

solitário (NTS), Bulbo rostroventrolateral caudal (BVLc) e rostral (BVLr). * vs 

Semana 0, † vs S, P<0,05. 
 

4.1.1.4 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre a expressão de DBH e OT 

nos diferentes subnúcleos do PVN 

 Analisamos, nos mesmos ratos utilizados para a imunoistoquímica no tronco 

cerebral, os efeitos do treinamento do sedentarismo na densidade de fibras DBH positivas 

ascendentes ao PVN e suas relações com neurônios OTérgicos que se projetam ao bulbo 

(1,3,4) os quais demonstraram estar envolvidos no controle da FC mediado pelo 

barorreceptor (20,33,34). Consistente com os efeitos observado no bulbo, treinamento 

aumento significantemente a densidade das fibras de DBH em áreas de interesse (ADIs) no 

PVNvm (Figura 12) e PVN posterior, 2 importantes núcleos pré-autonomico. Dados 

quantitativos mostraram que a densidade de fibras DBH positivas não alteraram em ambos 

os núcleos após 8 semanas de sedentarismo, porém, apartir de T2, ratos treinados exibiram 

um marcante aumento no PVN vm (aumento de 3,3 vezes a 5,0 vezes) e PVN post (+1,4 a 

2,2 vezes, Figura 13A, Tabela 5). Nessas mesmas ADI, analisamos a densidade de neurônios 

OT positivos (Figrua 13B, Tabela 5). Durante as 8 semanas de protocolo, animais 

sedentários apresentaram uma marcante redução da densidade de OT, no ventromedial (-

54%, p<0,05) e no PVN post (-38%, p>0,05). Contudo, o treinamento não apenas bloqueou 
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as reduções idade-dependente, mas aumentou significantemente a densidade de OT no PVN 

vm (de 39% em T2 a 62% em T8, Figura 13B) e no PVN post (de 40% em T2 a 73% em 

T8%), sugerindo que a informação aferente proveniente do NTS e BVLc possa ter 

contribuído para as alterações plásticas observadas nos neurônios OTérgicos parvocelulares. 

 Quanto ao ‘dorsal cap’, outro subnúcleo autonômico, as alterações induzidas pelo 

treinamento foram de menor magnitude e mais tardias, com aumento significativo na DBHir 

observado em T4 (+34%) e pequena elevação da OTir apenas em T8 (+12%; Tabela 5, 

Figura 13). Por outro lado, o aumento das projeções DBH-positivas à área em que se 

localizam os neurônios magnocelulares do PVN, também observado em T4 (+58%), não foi 

acompanhado de alterações proporcionais na expressão de neurônios OT-positivos, mas sim 

de queda na expressão de OTir (-37% em T8, Tabela 5, Figura 13). Estes achados nos 

sugerem que os neurônios OTérgicos magnocelulares do PVN não participam diretamente 

dos ajustes funcionais desencadeados pelo exercício de baixa a moderada intensidade e que 

a sinalização catecolaminérgica observada nesta área pode ser devida a fibras de passagem.  
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Figura 12 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurônios OTérgicos 

(vermelho, painéis à esquerda) e terminais NORégicos (verde, painéis à 

direita) no PVN medial de ratos Wistar sedentários (S) e treinados (T) nos 

semanas experimentais 0, 2 e 8. Objetiva de 20X. 3V – terceiro ventrículo; dc 

– dorsal cap; MG – magnocelular; VM – ventromedial. 

                    

 

 



55 

 

 

 

Figura 13 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade  

(em % de área) de OTir (A)  e DBHir (B) em diferentes subnúcleos do PVN 

medial: magnocelular (painéis superiores); dorsal cap (painéis centrais); 

ventromedial (painéis centrais) e do PVN posterior (painéis inferiores).  * vs 

Semana 0, † vs S, P<0,05. 
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4.1.1.5 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre a densidade de botões 

sinápticos NORérgicos em neurônios OTérgicos do PVN  

Mesmo que as densidades de DBH e OT foram medidas nas mesmas ADI do PVN, 

não implica que essas fibras de DBH estão em contato com os neurônios Otérgicos. Para 

confirmar que essas fibras DBH positivas fazem contato com os neurônios OT positivo, 

contamos o número de botões sinápticos que estão em contato com o corpo celular e 

dendritos proximais. Identificamos os neurônios Otérgicos do PVN vm e PVN post, 

fotografamos no plano Z para reconstrução e contagem de botões DBH sobrepostos aos 

neurônios Otérgicos. Figura 14 compara os diferentes efeitos do sedentarismo e treinamento 

em 2 neurônios Otérgicos reconstruídos fotografados no PVN post na 8ª semana 

experimental. Como observado, o número de botões sobrepostos em T8 é maior que seu 

respectivo controle S8. Contagem de botões foi realizado em toda superfície neuronal dos 

neurônios Otégicos selecionados do PVN post e vm e os resultados são apresentados na 

Figura 15 e Tabela 6.  

 Dados quantitativos apresentados na Tabela 7 mostraram que tanto a área (em µm2) 

quanto o volume (em µm3) dos neurônios OTégicos do PVN ventromedial e posterior não 

foram alterados pelos protocolos de treinamento e sedentarismo. A média de número de 

botões DBH+/neurônio OT+ é similar em ambos os núcleos do PVN (PVN vm = 15,0±2,7, 

PVN post = 15,3±1,5), eles são diferentemente afetados pelo protocolo de sedentarismo 

(Figura 15A e B) em que não há alteração no PVN vm (Figura 15A), mas há uma marcante 

redução no PVN post (-71%, Figura 15B). O treinamento prontamente, em T2, aumentou o 

número de botões sinápticos em neurônio OT positivos no PVN post (aumento de +137% 

em T2, +31% em T8 vs. T0). Nestes neurônios, a redução idade-dependente dos botões 

DBH positivos foi também observada, porém, após 8 semanas experimental, ratos treinados 

ainda exibiram um aumento de 4,6 vezes dos botões DBH+/neurônios OT+ comparados com 

os controles S8 (Figura 15B, Tabela 6). Efeito do treinamento foi observado no PVN vm 

(botões DBH+/neurônios OT+ foi 47% e 27% maior em T2 e T8 vs. T0, Figura 15A), porém 

não foram estatisticamente diferente. 
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Figura 14 - Fotomicrografias adquiridas por Microscopia Confocal com reconstrução 3D de 

neurônios OTérgicos e das projeções NORérgicas, destacando os botões 

sinápticos DBH-positivos que fazem sinapse (em roxo) daquelas que não 

contatam (tons amarelados) os neurônios OT-positivos no PVN de um rato 

treinado (T8 – painel superior) e outro sedentário (S8 – painel inferior). 

Objetiva 63X.  
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Figura 15 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade de 

botões sinápticos por neurônio OTérgico no PVN ventromedial (painel da 

esquerda) e PVN posterior (painel da direita). * vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 
 

4.1.1.6 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre a densidade de projeções 

sinápticas OTérgicas a áreas bulbares de controle cardiovascular  

 

 

Figura 16 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade (% 

de área) de OTir em diferentes núcleos do tronco cerebral: Núcleo motor dorsal 

do vago (DMV); NTS caudal e intermediário, Bulbo ventro-lateral caudal 

(BVLc) e rostral (BVLr). * vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 

 

 Sabendo-e que estes neurônios se projetam a áreas bulbares de controle autonômico e 

modulam o tônus simpático e vagal à periferia (BUIJS ET AL, 1978; SWANSON & 

SAWCHENKO, 1982; SOFRONIEW ET AL, ...; MICHELINI, 2007; MICHELINI & 
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STERN, 2009) avaliamos se alterações plásticas idade-dependente e induzidas pelo 

treinamento nos corpos celulares Otergicos no PVN são acompanhadas por alterações em 

suas projeções, quantificamos a densidade de fibras Otérgicas no NTS, DMV, BVLc e o 

BVLr. Medidas da densidade de OT em ADI específicas no inicio dos protocolos indicaram 

que as fibras de OT ocupam uma áreas aproximada de 1% (NTS = 1,3±0,1%; DMV = 

1,2±0,1%; BVLc = 1,1±0,1%; BVLr = 0,8±0,1%). Todas as áreas exibiram não haver 

alterações na densidade de fibras OT positivas em ratos mantidos sedentários por 8 semanas. 

O treinamento por sua vez, induziu aumento na densidade de fibras OT positivias  apartir de 

T2 no NTS: + 35%; DMV: + 69%; e BVLc: + 71%, mantidos até a 8ª semana de 

treinamento, sem alterar no BVLr. 

4.1.1.7 Efeitos temporais do treinamento da correlação da circuitaria suprabulbar e 

modulação parassimpática e bradicardia de repouso.  

As análises de imunofluorescência e medidas funcionais foram feitas nos mesmos 

animais, realizamos correlação entre esses dois parâmetros. Alterações plásticas nos 

neurônios DBH+ em áreas bulbares e suas projeções hipotalâmicas e em neurônios OT+ do 

PVN e suas projeções bulbares se correlacionaram com atividade parassimpática ao coração 

e FC basal (Tabela 8 e Figura 17), mas não houve correlação com variabilidade PAS e PAM. 

Tabela 8 e Figura 17 demonstraram que aumento do componente de AF-PI foi 

positivamente correlacionado com aumento da densidade da circuitária modulatória 

suprabulbar assim como aumento na densidade de neurônios DBH+ no NTS e BVLc, que se 

projetam para áreas pré-autonômicas e com a densidade dos neurônios OT+ do PVN 

posterior e ventromedial que se projetam novamente para áreas do bulbo. Portanto, redução 

da FC basal induzida pelo treinamento foi negativamente correlacionada com todas as 

alterações plásticas determinadas pelo treinamento repetitivo na circuitária suprabulbar no 

PVN ventromedial e posterior. Foram observadas significâncias e fortes correlações entre 

fibras Otérgicas no NTS e DMV e parâmetros funcionais (Figura 17). Mais especificamente, 

alterações na atividade parassimpática ao coração e FC basal, induzida pelo treinamento e 

sedentarismo são proporcionais as reduções idade-dependente e aumento induzido pelo 

treinamento das projeções OT+ ao NTS (primeira estação sináptica de receptores periféricos 

no encéfalo) e DMV (área que contém os corpos celulares de neurônios pré ganglionares 

parassimpáticos que se projetam a órgãos periféricos). 
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Figura 17 – Correlações entre a frequência cardíaca (FC) e alterações plásticas em 

diferentes componentes da alça suprabulba modulando o controle da FC. 

Valores da FC basal são correlacionados negativamente com a densidade de 

neurônios DBH+; com as fibras DBH+ sobrepostas aos neurônios do PVN 

posterior; com neurônios pré-autonômicos OT+ do PVN posterior; com fibras 

ocitocinérgicas no NTS e DMV. Equação de regressão, coeficientes de 

correlação e valores de P são apresentados na Tabela 8.   P<0.05 denota 

correlação significante. 
 

4.1.2 Efeitos da desnervação sino-aórtica sobre os parâmetros funcionais em ratos 

sedentários e treinados (protocolo DSA vs SHAM) 

Neste segundo protocolo experimental analisamos se a sinalização carreada pelas 

aferências periféricas originárias dos barorreceptores e quimiorreceptores arteriais participa 
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ou não na alteração da plasticidade da alça de modulação suprabulbar determinada pelo 

treinamento aeróbio. Para tanto comparamos os efeitos do treinamento em ratos intactos 

com outros submetidos à desnervação sinoaórtica. Além disto, para determinarmos se os 

efeitos observados após 8 semanas experimentais eram ou não equivalentes aos de 

protocolos mais prolongados de treinamento (que tem sido utilizado em muitos trabalhos da 

literatura), os ratos deste grupo experimental foram treinados por 12 semanas. 

4.1.2.1 Desempenho em esteira 

Após a adaptação e o primeiro teste de desempenho em esteira, metade dos ratos 

foram submetidos à DSA e a outra metade à cirurgia fictícia. Houve perda de desempenho 

no grupo DSA (-0,21±0,05 km/h), mas após 2 semanas de recuperação cirúrgica, quando 

foram iniciados os protocolos T ou S, os ratos desnervados mostravam uma pequena 

redução de 9% que, no entanto, não diferia da velocidade média atingida pelo grupo SHAM 

(semana 0 na Tabela 9 e Figura 18). O teste de esforço máximo no início dos protocolos 

experimentais também mostrou que os ratos SHAM deste grupo experimental atingiram a 

velocidade média de 1,05±0,08 km/h e 1,08±0,08 km/h (Sham-S e Sham-T, 

respectivamente), similar à observada no protocolo do ‘Análise Temporal do Treinamento’. 

Observamos também que a desnervação sinoaórtica não impediu a melhora de desempenho 

durante o treinamento, pois como mostrado na Tabela 9 e Figura 18, o ganho de velocidade 

máxima atingida foi progressivo e paralelo ao observado para os ratos SHAM. Ao final dos 

protocolos o ganho de desempenho (semana 12 - semana 0) foi similar para os grupos 

SHAM e DSA (+ 0,47+0,10 km/h e + 0,33+0,11km/h, respectivamente, Tabela 9). Por outro 

lado, DSA mantidos sedentários apresentaram queda significativa de desempenho (Tabela 9, 

Figura 18)  
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Figura 18 - Evolução temporal do desempenho em esteira nos grupos SHAM e DSA 

durante os protocolos de treinamento (T) ou sedentarismo (S). * vs semana 0; † 

vs. S,  p ˂ 0,05 
 

4.1.2.2 Alterações dos parâmetros hemodinâmicos induzidos pelo treinamento e DSA 

Ao final das 12 semanas experimentais observamos que a PAM basal dos DSA -S e 

DSA -T mostrava-se significativamente elevada em relação à dos SHAM-S (1313 e 1353 

mmHg vs. 1223 e 1182 mmHg, respectivamente, P<0,05, Tabela 10, Figura 19A). À 

semelhança do grupo Análise Temporal do Treinamento o treinamento também não alterou a 

PAM dos ratos SHAM e DSA, mas foi eficaz em promover bradicardia de repouso no grupo 

SHAM-T (de 378+10 para 328+8 b/min), resposta esta que foi bloqueada pela DSA, com 

reversão da bradicardia de repouso à taquicardia basal nos DSA-T (de 3649 para 40715 

b/min, Tabela 10, Figura 19B).  

Após os registros hemodinâmicos, confirmamos a eficácia da desnervação 

sinonoaórtica pelo teste do funcionamento do reflexo barorreceptor cardíaco. No grupo 

SHAM, o treinamento promoveu uma melhora significativa na sensibilidade do barorreflexo 

(aumentos de 25% e 34% para a bradicardia e taquicardia reflexas, respectivamente – dados 

na Tabela 10, Figura 19C e 19D). Por outro lado, a DSA determinou intensa redução tanto 

da bradicardia quanto da taquicardia reflexas quando comparadas a seus respectivos 

controles SHAM (valores na faixa de 0,33 a 0,48 b/min/mmHg, correspondendo a reduções 

de cerca de 83%). Nesta situação o treinamento aeróbio não foi capaz de alterar a resposta 

barorreflexa (Tabela 10, Figura 19).   
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Figura 19 - Comparação dos valores basais de pressão arterial média (PAM) e da 

Frequência Cardíaca (FC) e da sensibilidade do reflexo barorreceptor cardíaco 

durante hipertensões bradicardia reflexa) e hipotensões transitórias (taquicardia 

reflexa) nos grupos SHAM e DSA submetidos ao treinamento (T) ou 

sedentarismo (S). * vs. Sham; † vs. S (p˂0,05). 

 

4.1.2.3 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressão proteica de DBH nas diferentes 

áreas bulbares 

A Figuras 20 compara os efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a alteração da 

imunorreatividade para DBH (DBHir) no NTS, BVLc e BVLr, respectivamente em ratos 

SHAM e DSA. Observa-se que o treinamento nos ratos SHAM foi acompanhado de 

aumento da fluorescência dos neurônios NORérgicos DBH-positivos no NTS e BVLc, mas 

redução da DBHir no BVLr, observações estas similares às obtidas anteriormente no 

protocolo do Análise Temporal do Treinamento. Por outro lado, a desnervação sinoaórtica 

bloqueou nos DSA-T os efeitos do treinamento observados no grupo SHAM. A 

quantificação da DBHir nas diferentes áreas bulbares (Tabela 11, Figura 21) confirmou 

nossas observações qualitativas, ou seja, nos ratos mantidos sedentários a DSA não alterou a 

DBHir no BVLc, mas determinou no NTS e no BVLr importante redução da expressão 

proteica de DBH (reduções de -30% e -60%, respectivamente, Tabela 10). Por sua vez o 

treinamento no grupo SHAM foi acompanhado de aumentos significativos no NTS (+58%) 

e no BVLc (+33%) e por redução da DBHir no BVLr (-64%), efeitos estes que foram 

completamente bloqueados pela DSA. Observamos ainda haver no BVLr do grupo DSA 
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reversão dos efeitos do treinamento sobre a expressão de neurônios DBH-positivos, ou seja 

os ratos DSA-T apresentaram pequeno aumento, mas significativo da DBHir quando 

comparado aos respectivos controles sedentários (+71% DSA-T vs Sham-T; Tabela 11, 

Figura 21). 

 

 

Figura 20 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade para DBH em neurônios 

NORérgicos (verde) no NTS intermediário, BVLc e BVLr de ratos SHAM e 

DSA submetidos a 12 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). Objetiva 

20X. cc – canal central; AP – área postrema; DMV – núcleo dorso motor do 

vago. 
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Figura 21 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade (% de área) de DBHir em diferentes núcleos bulbares: NTS; 

BVLc e BVLr.  * vs SHAM, † vs Sedentário, P<0,05. 
 

4.1.2.4 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressão proteica de OT e DBH nos 

diferentes subnúcleos do PVN 

Analisamos também, nos mesmos animais, a expressão de DBH e OT no PVN. A 

análise qualitativa em fotomicrografias de PVN medial (Figura 22) e PVN posterior (Figura 

23) de ratos SHAM e DSA sedentários e treinados mostrou que 12 semanas de treinamento 

em ratos intactos determinaram intenso aumento na expressão de neurônios OTérgicos, 

assim como de terminais DBH-positivos, especialmente na área correspondente ao 

subnúcleo ventromedial.  Observa-se também que a DSA foi acompanhada de intensa 

redução da imunorreatividade para OT e DBH em praticamente todos os subnúcleos, sem 

alterações detectáveis após o treinamento.  

Os dados semiquantitativos da expressão proteica de OT e DBH são apresentados na 

Tabela 12 e comparados na Figura 24. Em coerência à análise qualitativa e aos resultados 

observados no protocolo do Análise Temporal do Treinamento, o treinamento determinou 

nos ratos intactos elevada imunofluorescência em neurônios OTérgicos localizados nos 

subnúcleos ventromedial e posterior do PVN (+64% e +80%, respectivamente, P<0,05), com 

simultâneo aumento das projeções DBH-positivas a estas áreas (+40%, P<0,05 e +26%, 

P<0,05, Tabela 12, Figura 24). Não foram observadas alterações significativas nos demais 
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subnúcleos do PVN. Já a desnervação sinoaórtica determinou, em todos os subnúcleos do 

PVN dos ratos sedentários, intensa redução tanto da imunorreatividade para OT (reduções 

de 39%, 17%, 21% e 24% da OTir nos subnúcleos magnocelular, ‘dorsal cap’, ventromedial 

e posterior, respectivamente), por outro lado não houve redução na DBHir nesses mesmos 

subnúcleos (Tabela 12, Figura 24). Além disto, após a DSA o treinamento foi ineficaz em 

alterar a expressão de terminais NORérgicos e neurônios OTérgicos no PVN ventromedial e 

posterior (Tabela 12, Figura 24).  
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Figura 22 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurônios OTérgicos 

(vermelho, painéis à esquerda) e terminais NORérgicos (verde, painéis à 

direita)  no PVN medial de ratos SHAM e DSA submetidos a 12 semanas de 

treinamento (T) ou sedentarismo (S). Objetiva 20x. 
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Figura 23 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurônios OTérgicos 

(vermelho) e terminais NORérgicos (verde) no PVN Posterior de ratos SHAM 

e DSA submetidos a 12 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). 

Objetiva 20x. 
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Figura 24 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade (% de área) de DBHir (painéis à esquerda) e de OTir (painéis 

à direita) em diferentes subnúcleos do PVN medial: magnocelular; dorsal cap; 

ventromedial e no PVN posterior.  * vs SHAM, † vs Sedentário; P<0,05. 
 

4.1.2.5 Efeito do treinamento aeróbio e sedentarismo associados à DSA sobre a densidade de 

botões sinápticos NORérgicos em neurônios OTérgicos  

Analisamos também os efeitos da DSA e do treinamento na densidade de botões 

sinápticos DBH-positivos ascendentes do NTS e/ou BVLc que contatam nos neurônios 

OTérgicos do PVN. Para tanto identificamos nas imagens obtidas no plano Z pela 
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microscopia confocal foram utilizadas para a reconstrução tridimensional dos neurônios 

Otérgicos e quantificamos apenas os botões que fariam contato sináptico com esses 

neurônios (Figura 25). Observamos que a DSA bloqueia os efeitos do treinamento 

determinando nos DSA -T importante redução do número de botões sinápticos em neurônios 

OTérgicos (identificados em roxo na Figura 25).  

Dados quantitativos indicaram que da mesma forma que o observado no protocolo do 

Análise Temporal do Treinamento, o treinamento assim como a DSA não alteraram a área e 

o volume neuronal (Tabela 13). Já a densidade dos botões sinápticos foi aumentada no PVN 

posterior dos SHAM-T (+30%, respectivamente vs SHAM-S, P<0,05), mas 

significativamente reduzida pela DSA D (-50% no PVN posterior, P<0,05 Tabela 13, Figura 

26B). Alterações de menor magnitude foram observadas no PVN ventromedial (Figura 26A, 

p>0,05). Em presença da DSA o treinamento mostrou-se ineficaz em aumentar o número de 

botões sinápticos nos neurônios Otérgicos em ambas as áreas, PVN ventromedial e posterior 

(Tabela 13, Figura 26). 
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Figura 25 - Fotomicrografias da reconstrução 3D de neurônios OTérgicos (em vermelho) e 

das projeções DBH-positivas (em verde) obtidas pela Microscopia confocal em 

um rato SHAM treinado (SHAM-T) e outro DSA treinado (DSA-T). Os botões 

NORérgicos que fazem contato sináptico com o neurônio OTérgico estão 

representados em roxo e aqueles que não fazem contato em tons amarelados. 

Aumento de 63X.  
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Figura 26 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade de botões sinápticos no PVN ventromedial (painel da 

esquerda) e no PVN posterior (painel da direita). * vs SHAM, † vs Sedentário; 

P<0,05. 
 

4.1.2.6 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressão proteica de OT nas diferentes áreas 

bulbares 

 Pelos dados semi-quantitativos apresentados na Tabela 14 e na Figura 27, 

observamos que o treinamento induziu aumentos de terminais Otérgicos de 1,8 vezes no 

NTS e de 2,3 vezes no DMV (ambos vs SHAM-S, p<0,05). Por outro lado a DSA 

determinou diminuição de 37% das projeções OTérgicas apenas no NTS, sem alteração no 

DMV (DSA-S vs. SHAM-S, Tabela 14 e Figura 27), e bloqueia completamente o efeito do 

treinamento de aumentar as projeções OTérgica ao NTS e DMV (DSA-T vs. DAS-S, Figura 

27) 

 O treinamento também induziu aumentos das projeções OTérgicas nos grupamentos 

caudal e rostral do bulbo ventro-lateral, como demonstrado na Figura 27 e Tabela 14. Na 

região do BVLc, houve um aumento de 1,4 vezes dos terminais OTérgico, quando 

comparamos SHAM-T vs. SHAM-S, e uma significativa diminuição de 30% das projeções 

OTérgica induzida pela DSA (DSA-S vs. SHAM-S), e o treinamento não foi capaz de 

restaurar tais valores (DSA-T vs. DSA-S figura 27 e tabela 14). A mesma resposta foi 

observada no BVLr, o treinamento induziu aumento dos terminais OTérgicos (+100% 

comparando SHAM-T vs. SHAM-S), a DSA diminuiu a disponibilidade dessas projeções 

em 47% quando comparamos DSA-S com SHAM-S. Em ambos núcleos o treinamento após 

a DSA não foi capaz de aumentar as projeções OTérgicas (DSA -T vs. DSA -S, Figura 27 e 

Tabela 14). 
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Figura 27 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade (% de área) de OTir em diferentes núcleos bulbares: NTS 

commisural e intermediário; BVLc e BVLr.  * vs SHAM, † vs Sedentário, 

P<0,05. 
 

4.1.3 Efeitos da lesão específica de neurônios DBH-positivos em ratos sedentários e 

treinados (protocolo DBH-SAPORINA) 

Para confirmarmos a via pelo qual as informações provenientes dos baro- e 

quimiorreceptores ascendem do bulbo ao PVN e medeiam a plasticidade de neurônios 

OTérgicos e dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo treinamento, realizamos lesão 

seletiva das projeções NORérgicas pela administração de DBH-saporina (DBHx) ou veículo 

(SHAM) no PVN e repetimos os protocolos de treinamento ou sedentarismo. Nestes grupos 

experimentais comparamos os efeitos do treinamento em ratos intactos com o do 

treinamento naqueles em que os barorreceptores e quimiorreceptores permaneceram 

intactos, mas que foram submetidos à lesão específica de projeções NORérgicas ascendentes 

do bulbo ao PVN. 

4.1.3.1 Desempenho em esteira 

A Tabela 15 a Figura 28 apresentam os valores médios absolutos das velocidades 

máximas atingidas durante os testes de esforço realizados após a lesão das projeções 
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NORérgicas ou cirurgia fictícia bem como as alterações de velocidade obtidas nos testes 

esforço máximos realizados durante os protocolos de T e S. 

Diferentemente ao observado ao protocolo SHAM & DSA, a lesão seletiva dos 

neurônios noradrenergicos que se projetam ao PVN não induziu redução na performance em 

esteira, permitindo que todos os grupos partissem da mesma capacidade (Tabela 15). No 

inicio dos experimentos, ambos os grupos apresentaram desempenho similar em esteira 

(0,980,14 km/h para os 4 grupos apresentados, Figura 28). Houve nos grupos SHAM-S e 

DBHx-S queda discreta do desempenho durante as 8 semanas experimentais. Por outro lado, 

ambos SHAM-T e DBHx-T apresentaram aumento progressivo e similar no desempenho 

com ganho similar ao final dos protocolos (em média +0,380,08 km/h, Tabela 15 e Figura 

28) 

 

Figura 28 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade de botões sinápticos no PVN ventromedial (painel da 

esquerda) e no PVN posterior (painel da direita). * vs semana 0; † vs. S,  p ˂ 

0,05 

4.1.3.2 Alterações dos parâmetros hemodinâmicos induzidas pelo treinamento e DBHx 

Os valores médios absolutos de PAM e FC basais para os 4 grupos experimentais são 

apresentados na Figura 29 e Tabela 16. Em repouso SHAM-S, SHAM-T, DBHx-S e DBHx-

T exibiram valores similiares de PAM (Figura 29A). No grupo SHAM, o T foi efetivo em 

determinar a instalação da bradicardia de repouso (de 358±3 para 327±3 b/min, uma queda 

de 8%), mas a DBHx bloqueou este efeito (350±4 para 358±2 b/min, S vs T, 

respectivamente, Tabela 16 e Figura 29B). Assim como observado nos protocolos anteriores, 

o treinamento induziu aumentos na sensibilidade barorreflexa mas com significância apenas 

na resposta taquicardica (+xxx%; Sham-T vs Sham-S, Figura 29C e D), sem alterar nas 

resposta bradicardica (Figura 29C). A microinjeção de Saporina-DBH no PVN, não alterou a 
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atividade dos barorreceptores (DBHx-S vs. Sham-S, p>0,05, Tabela 16 e Figura 29D) e nem 

modificou o efeito do treinamento em induzir melhora da sensibilidade do barorreflexo 

taquicardico (DBHx-T vs. DBHx-S, p<0,05, Figura 29D) 

 

Figura 29 - Comparação dos efeitos da lesão seletiva dos neurônios NORérgicos (DBHx) 

que se projetam ao PVN e do treinamento aeróbio sobre valores basais de 

pressão arterial média (PAM – painel da esquerda) e frequência cardíaca (painel 

da direita) e sensibilidade do barorreflexo em taquicardia e bradicardia. * vs 

SHAM, † vs Sedentário, P<0,05. 
 

4.1.3.3 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressão proteica de DBH nas diferentes 

áreas bulbares 

A Figura 30 compara os efeitos de 8 semanas de treinamento ou sedentarismo em 

ratos SHAM e DBHx sobre a alteração da imunorreatividade para DBH (DBHir) no NTS 

intermediário, BVLc e BVLr. A semelhança dos protocolos anteriores, observa-se que o 

treinamento nos ratos SHAM foi acompanhado de aumento da fluorescência de neurônios 

NORérgicos no NTS intermediário e no BVLc, mas não no BVLr. Observa-se também que a 

DBH-saporina administrada no PVN induziu retrógradamente a lesão de neurônios 

NORérgicos e redução da DBHir no NTS e BVLc, sem, no entanto, a alterar a DBHir no 

BVLr. Interessante observar-se que nos ratos tratados com saporina, o treinamento foi eficaz 

em aumentar parcialmente a imunofluorescência no NTS e BVLc, mas não no BVLr (Figura 

30). 
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Os dados semiquantitativos da expressão proteica de DBH e da densidade de 

neurônios DBH-positivos em áreas bulbares (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32) confirmam 

estas observações. Assim como observado anteriormente, no grupo SHAM-T (vs SHAM-S) 

houve aumentos da DBHir no NTS e no BVLc (+58% e +33%, respectivamente, P<0.05, 

Tabela 17, Figura 31), sem alterações significativas do número de neurônios DBH-positivos 

(houve apenas um aumento de 16±1 para 19±1 no NTS caudal, P>0,05, Tabela 18, Figura 

32). No BVLr o treinamento foi acompanhado de ligeira redução da DBHir (-38%, P<0.05, 

Tabela 17, Figura 31), novamente sem alteração significativa da contagem neuronal (Tabela 

18, Figura 32).  

Por outro lado, a redução do DBHir nos grupos tratados com DBH-saporina (NTS: -

41%; BVLc: -37%, Tabela 17, Figura 32) foi acompanhada de redução significativa da 

densidade neuronal nestes 3 núcleos (dados na Tabela 18 e Figura 31). Já a DBH saporina 

administrada no PVN não alterou a imunorratividade e nem a densidade de neurônios DBH-

positivos no BVLr (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32). A quantificação da imunorreatividade 

para o DBH nos grupos DBHx-T e DBHx-S nos mostrou ainda que em oposição ao 

observado nos ratos DSA, a lesão de neurônios NORérgicos do NTS e BVLc que se 

projetam a neurônios OTérgicos do PVN não impediu o aumento da DBHir induzido pelo 

treinamento: houve aumentos significativos de +71% e de +67%, respectivamente para 

DBHx-T vs DBHx-S (Tabela 17, Figura 32), mas sem altera o número de neurônios DBH-

positivos (Tabela 18, Figura 31). Quanto ao BVLr, o treinamento não causou nenhuma 

alteração após a administração de saporina no PVN (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32).     
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Figura 30 - Fotomicrografias ilustrando a imunofluorescência e a densidade de neurônios 

NORérgicos em diferentes áreas bulbares: NTS intermediário (painéis à 

esquerda); BVLc (painéis centrais);  e BVLr (painéis à direita) dos grupos 

SHAM e DBHx submetidos a 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo 

(S). Obejtiva 20X. 
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Figura 31 - Comparação dos efeitos da lesão dos neurônios noradrenérgicos e do 

treinamento aeróbio sobre a densidade (% de área) de DBHir (painéis à 

esquerda) e OTir (painéis à direita) em diferentes núcleos do bulbo: Dorso 

motor do vago (DMV); núcleo do trato solitário (NTS) caudal; NTS 

intermediário; BVLc (medula ventro-lateral caudal); e BVLr medula ventro-

lateral rostral).  * vs SHAM, † vs Sedentários P<0,05. 
 

 
Figura 32 - Comparação dos efeitos da lesão de neurônios NORérgicos e do treinamento 

aeróbio sobre o número de corpos celulares DBH-positivos em diferentes 

núcleos bulbares: núcleo do trato solitário (NTS) caudal; NTS intermediário; 

BVLc (bulbo ventrolateral caudal); e BVLr (bulbo ventrolateral rostral). * vs 

SHAM, † vs Sedentário;  P<0,05. 
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4.1.3.4 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressão proteica de OT e DBH nos 

diferentes subnúcleos do PVN 

A Figura 33 ilustra e compara a imunofluorescência de neurônios OTérgicos e 

projeções NORérgicas no PVN medial de ratos Sham e DBHx, sedentários e treinados. No 

grupo SHAM-S observa-se denso agrupamento de neurônios OT positivos no subnúcleo 

ventromedial e distribuição mais ou menos homogênea das projeções DBH positivas; no 

SHAM-T observa-se intenso aumento de ambas fluorescências. Em contraste, a expressão 

de projeções DBH positivas assim como de neurônios OTérgicos encontra-se bastante 

deprimida após a lesão pela DBH-saporina, não sendo afetada após treinamento (Figura 33). 

Os dados quantitativos (Figura 34 e Tabela 19) confirmam estas observações. À 

semelhança do observado no protocolo SHAM & DSA, os SHAM-T, quando comparados 

aos SHAM-S, mostraram elevações significativas da DBHir nos subnúcleos ventromedial e 

posterior (aumentos de cerca de 1,2 vezes e 95%, respectivamente) com aumento simultâneo 

da expressão proteica de OT nestas áreas (+96% e +56%, respectivamente). Houve também 

pequeno aumento de DBHir no dorsal cap, sem alteração de Otir nesta área. Nenhuma 

alteração significativas foi observada no magnocelular (Figura 34 e Tabela 19). Como 

esperado, houve em todos os subnúcleos do PVN dos ratos tratados com saporina reduções 

marcantes da expressão de DBH (redução média de 67%) acompanhadas de intensa queda 

da OTir (redução média de 50%). Nesta situação os efeitos do treinamento sobre a inervação 

NORérgica e a densidade de neurônios OTérgicos, observados nos subgrupos ventromedial 

e posterior dos ratos SHAM, foram completamente bloqueados (Figura 34 e Tabela 19). 
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Figura 33 - Fotomicrografias ilustrando a imunofluorescência de terminais NORérgicos 

(verde, painéis à esquerda) e neurônios OTérgicos (vermelho, painéis à direita) 

dos grupos SHAM e DBHx submetidos a 8 semanas de treinamento (T) ou 

sedentarismo (S). Objetiva 20x 
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Figura 34 - Comparação dos efeitos da DBH-saporina e do treinamento aeróbio sobre a 

densidade (% de área) de DBHir (painéis à esquerda) e OTir (painéis à direita) 

em diferentes subnúcleos do PVN medial: magnocelular; dorsal cap; 

ventromedial  e PVN posterior. * vs SHAM, † vs Sedentário; P<0,05. 
 

4.1.3.5 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a densidade de botões sinápticos NORérgicos 

em neurônios OTérgicos  

Selecionamos algumas imagens de imunofluorescência do PVN e as reanalisamos 

pela microscopia confical para avaliarmos os efeitos da lesão específica de neurônios 
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NORergicos sobre a densidade de botões sinápticos que contatam os neurônios 

preautonômicos OTérgicos. A Figura 35 ilustra e compara a imunofluorescência de 

neurônios OTérgicos e projeções NORérgicas no PVN de 2 ratos treinados – um intacto 

(SHAM-T) e o outro submetido ao tratamento com DBH-saporina (DBHx-T). Observa-se 

densa marcação de OT e DBH no grupo SHAM-T, enquanto que o DBHx-T apresenta, além 

de grande diminuição da densidade das projeções NORérgicas, uma intensa redução da 

imunorreatividade dos neurônios OTérgicos. Para uma melhor observação desta imagem, foi 

inclusive necessário aumentar-se o tempo de exposição da mesma.  

Utilizando-se o recurso de sobreposição das imagens obtidas com os fluóforos Alexa 

488 (verde, indicativo de terminais DBH-positivos) com o Alexa 594 (vermelho, indicativo 

dos neurônios OTérgicos) foi possível visualisarmos a co-localização de ambos (pontos 

brancos na Figura 35) a qual indica a presença de contatos sinápticos entre as projeções 

NORérgicas e neurônios OTérgicos (vermelho). Esta análise nos permitiu diferenciar entre 

as projeções NORérgicas que apenas passam pelo PVN daquelas que de fato fazem sinapses 

com os neurônios OTérgicos, além de permitir uma análise qualitativa dos efeitos da lesão 

dos neurônios NORérgicos ascendentes sobre a plasticidade de neurônios pré-autonômicos 

do PVN. Observamos no rato DBHx-T, quando comparado ao SHAM-T, uma marcante 

redução da densidade de botões sinápticos em neurônios OTérgicos (Figura 35) sugerindo a 

importância da informação aferente carreada pelas projeções ascendentes do bulbo ao PVN 

nas alterações plásticas de neurônios pré-autonômicos induzida pelo treinamento aeróbio.    
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Figura 35 - Fotomicrografias de neurônios OTérgicos (em vermelho) e de projeções 

NORérgicas (em verde) obtidas pela microscopia confocal em um rato SHAM 

treinado (SHAM-T) e outro tratado com saporina também treinado (DBHx-T). 

Os botões mostrando a co-localização DBHir-OTir (em branco, ressaltados 

pelas setas) indicam os contatos sinápticos terminal-neurônio. Observe a 

grande redução de contatos sinápticos determinada pelo tratamento com DBH-

saporina. Aumento de 63X.  
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4,1.3.6 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressão proteica de OT e DBH nas 

diferentes áreas bulbares 

 Analisamos também a densidade das projeções OTérgicas a áreas bulbares (Tabela 

20, Figura 36). Como já demonstrado nos protocolos precedentes, no grupo SHAM o 

treinamento foi eficaz em aumentar a densidade de projeções OTérgicas em todas as áreas 

bulbares, com aumentos médios de cerca de 1,5 vezes quando comparados aos respectivos 

SHAM-S. O tratamento com DBH-saporina determinou ligeira redução, mas não alterou 

significativamente a densidade dos terminais OTérgicos no DMV, BVLc e BVLr (P>0,05 

para as comparações DBHx-S vs. SHAM-S, Tabela 20, Figura 36). No NTS observamos um 

redução significativa de 19%, quando comparado com Sham-S (Figura 36A). Em oposição 

NTS e DMV, em que observamos um significante aumento da Otir de 40% e 73% (DBHx-T 

vs DBHx-S, Figura 36A e 36B), o pré-tratamento com saporina impediu o aumento da 

densidade de projeções OTérgicas induzido pelo treinamento nas regiões caudal e rostal do 

bulbo ventro-lateral. Quando comparadas às respostas observadas nos SHAM-T, a densidade 

de OTir nos DBHx-T encontrava-se significantemente reduzida em todos os núcleos 

bulbares (Tabela 20, Figura 36).  

 

Figura 36 - Comparação dos efeitos da lesão dos neurônios noradrenérgicos e do 

treinamento aeróbio sobre a densidade (% de área) de DBHir (painéis à 

esquerda) e OTir (painéis à direita) em diferentes núcleos do bulbo: Dorso 

motor do vago (DMV); núcleo do trato solitário (NTS) caudal; NTS 

intermediário; BVLc (medula ventro-lateral caudal); e BVLr medula ventro-

lateral rostral).  * vs SHAM, † vs Sedentários P<0,05. 
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4.2 Protocolo II 

Nos experimentos do Protocolo II foram utilizados ratos de 3 linhagens diferentes, 

como descritos no ítem 4.4: Wistar, WKY e SHR com aproximadamente 4 semanas de idade 

no início dos protocolos experimentais. Para investigarmos a participação de neurônios 

preautonômicos VPérgicos do PVN na instalação e na manutenção da hipertensão arterial 

analisamos as alterações na expressão e conteúdo proteico de VP desde a fase pré-

hipertensiva (~1 mês de idade) até a fase crônica da hipertensão arterial (~3 meses de idade), 

assim como os efeitos tardios da desnervação sinoaórtica realizada precocemente, quando os 

ratos tinham entre 39 a 42 dias de vida.   

4.2.1 Evolução dos níveis pressóricos da fase pré-hipertensiva à fase crônica da 

hipertensão.  

 Ratos WKY e SHR com 4 semanas de idade foram alocados ao Biotério de 

Experimentação e mantidos sedentários por 8 semanas.  Ambas as linhagens foram avaliadas 

nas semanas experimentais 0 (S0= 1 mes de idade), 1, 2, 4 e 8 (quando completavam 3 

meses de idade). A seguir apresentamos os resultados funcionais obtidos. 

4.2.1.1 Evolução temporal dos níveis basais de pressão arterial e frequência cardíaca em 

SHR e WKY 

 Os dados gerais referentes a PA (em mmHg) e FC (em batimentos por minuto) por 

grupo experimental entre semanas 0 a 8 (S0, S1, S2, S4 e S8) estão apresentados na Figura 37 

e Tabela 21. No início do protocolo (S0) não havia diferença significativa de PAM entre 

ratos normotensos e hipertensos pareados por idade (WKY = 98±2 e SHR = 106±5 mmHg, 

Figura 37A e Tabela 21). Por outro lado, a FC basal encontrava-se significativamente 

elevada nos hipertensos (SHR = 488±9 vs WKY = 391±14 b/min, Figura 37B e Tabela 21). 

 Ao longo das 8 semanas experimentais a PAM dos animais normotensos permaneceu 

praticamente constante, com uma pequena elevação entre S4 e S8 vs. S0. Quanto à FC basal 

dos WKY, observou-se redução progressiva ao longo do tempo, com quedas significativas a 

partir de S2 (-8%) atingindo redução de 15% em S8, quando comparado à S0 (Figura 37B e 

Tabela 21). Nos SHR observamos aumentos intensos e progressivos a partir da S2 (+23% vs 

S0) até S8, quando os níveis pressóricos se encontravam aumentados em +72% quando 

comparados à S0 (Figura 37A). Na 8ª. semana experimental, quando atingiam 3 meses de 
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idade, os SHR-S8 apresentavam níveis pressóricos 52% elevados quando comparados a seus 

controles normotensos (WKY-S8). Os SHR também apresentaram marcante redução da FC 

em S1 (-21% vs. S0), mantendo-se neste patamar até o final do protocolo (Figura 37B e 

Tabela 21).  

 

 

Figura 37 - Evolução dos níveis basais de pressão arterial média (PAM) e frequencia 

cardíaca (FC) em ratos normotensos (WKY) e hipertensos espontâneos (SHR) 

durante as 8 semanas experimentais. * vs S0, † vs WKY; P<0,05. 

4.2.1.2 Efeitos temporais sobre a expressão proteica de VP e DBH nos diferentes subnúcleos 

do PVN 

 Na Figura 38 são apresentadas imagens ilustrativas da imunofluorescência para VP e 

DBH no PVN medial de ratos normotensos nas semanas experimentais S0 e S8 e de ratos 

hipertensos nas semanas S0, S2 e S8. Observa-se nos ratos WKY sedentários que os 

neurônios VPérgicos concentram-se preferencialmente no subnúcleo magnocelular, não 

sendo alterados pelas 8 semanas de sedentarismo. Os SHR apresentam já no início do 

protocolo experimental maior densidade de neurônios VPérgicos no PVN magnocelular, e, a 

partir de S2 sensível aumento desses neurônios no PVN ventromedial, os quais são ainda 

mais densos em S8. Interessante observar-se que a densidade de projeções NORérgicas ao 

PVN dos SHR também apresenta aumento idade-dependente, que se verifica a partir de S2.  

Dados semi-quantitativos referentes à expressão de DBH e VP nos diferentes 

subnúcleos do PVN encontram-se nas Tabelas 22 e 23 e são comparados na Figura 39. A 

expressão de neurônios VPérgicos no PVN dos ratos WKY é bastante diminuta e localizada 

essencialmente no subnúcleo magnocelular de onde se projetam à hipófise posterior, 

liberando VP para a circulação frente a estímulos osmóticos e/ou pressóricos. Observamos 

também não haver alterações significativas de seu conteúdo nos diferentes subnúcleos 

durante as 8 semanas experimentais (Tabela 22, Figura 39). Um padrão de expressão 
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completamente diverso foi observado no SHR durante o desenvolvimento/estabelecimento 

da hipertensão. Com 1 mês de idade os SHR ainda na fase pré-hipertensiva, quando 

comparados a seus controles temporais, apresentam aumento significativo da densidade de 

neurônios VPérgicos no magnocelular (+80%, valores mantidos mais ou menos neste 

patamar até o final dos experimentos), mas valores similares aos normotensos nos demais 

subnúcleos (Tabela 22, Figura 39). A partir da 1ª. e a 2ª. semanas experimentais, quando há 

elevação significativa da PAM, observamos aumentos significativos e progressivos da VPir 

apenas no PVN ventromedial e posterior, reconhecidas áreas de controle autonômico. A 

expressão de VPir no dorsal cap dos SHR mostrou-se bastante reduzida apresentando 

pequeno aumento na 8ª. semana experimental (Tabela 22, Figura 39). Quanto às terminações 

DBH-positivas que se projetam a estes subnúcleos, observamos não haver diferenças entre 

SHR e WKY na semana 0, mas aumento significativo da densidade de projeções 

NORérgicas no PVN ventromedial dos hipertensos a partir da 1ª.-2ª. semanas experimentais, 

coincidindo a maior expressão de neurônios VPérgicos nesta área e com a elevação da PAM. 

Nos SHR observamos também aumento das projeções DBH-positivas ao PVN magnocelular 

a partir da 2ª. semana experimental (Tabela 23, Figura 39).  
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Figura 38 - Fotomicrografias da imunorreativadade de terminais NORégicos (verde, painéis 

à esquerda) e neurônios VPérgicos (vermelho, painéis à direita) no PVN medial 

de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) em diferentes idades (S0 = 4 

semanas de vida; S2 = 6 semanas de vida; e S8 = 12 semanas de vida). Objetiva 

10X. 
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Figura 39 - Alterações sequenciais da densidade (% de área) de terminais NORérgicos 

(verde, painéis à direita) e neurônios VPérgicos (vermelho, painéis à esquerda) 

em diferentes subnúcleos do PVN dos grupos normotensos (WKY) e hipertensos 

(SHR) durante o estabelecimento da hipertensão.  S0, S4 e S8 correspondem 

respectivamente a 1, 2 e 3 meses de idade. Aumento de 10X.  * vs Semana 0; † 

vs WKY; P<0,05. 
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4.2.1.3 Correlação entre valores do conteúdo de DBH e VP e pressão arterial média nos 

animais hipertensos e seus controles normotensos  

As análises de imunofluorescência e medidas de pressão arterial média foram feitas 

nos mesmos animais, realizamos correlação entre esses dois parâmetros. Alterações plásticas 

nos neurônios VP+ na extensão do PVN medial e posterior se correlacionaram 

positivamente com pressão arterial média (Figura 40), e o conteúdo das fibras DBH+ e PAM 

se correlacionaram apenas no magnocelular. 

Tabela 25 e Figura 40 demonstraram que alterações nos valores de pressão arterial 

foram positivamente correlacionadas, porém houve significância apenas nas áreas do PVN 

PVN  magnocelular, tanto para os ratos WKY quanto para os ratos SHR, e no PVN dorsal 

cap, apenas em SHR, mas não atingiram valores de correlação forte (r entre 0,53 e 0,60, 

Tabela 25). Por outro lado, as correlações realizadas entre PAM e densidade de neurônios de 

VP mostram significâncias e forte valores de r em toda a extensão do PVN, medial e 

posterior, para o grupo hipertenso e seus controles normotensos (Figura 40 e Tabela 25).  

4.2.2 Efeito da desnervação sinoaórtica em SHR ainda na fase pré-hipertensiva SHR  

Como proposto no projeto inicial, foi realizado a desnervação sinoaórtica em ratos 

jovens. Inicialmente tentamos realizar a desnervação quando os ratos tinham 1 mês de idade, 

mas devido ao reduzido peso corporal (~50-60 g) houve grande mortalidade dos animais. 

Também tivemos muita dificuldade em identificar e seccionar as estruturas neurais dos 

WKY, mas sucesso relativo nos ratos Wistar. Fomos, portanto, obrigados a utilizar neste 

protocolo os ratos Wistar como controles dos SHR. Tivemos sucesso em realizar as DSA 

quando os ratos apresentavam cerca de 40±1 dias de idade e os SHR ainda se encontravam 

na transição entre a fase pré-hipertensiva e o início da elevação dos níveis pressóricos. Neste 

protocolo os ratos Wistar e SHR submetidos à DSA ou cirurgia fictícia foram analisados 

com 13 semanas de idade, quando foram cronicamente canulados para regitro dos 

parâmetros funcionais no dia subsequente e, posteriormente a obtenção dos encéfalos para 

análises histológicas.  

4.2.2.1 Efeito da desnervação sinoaórtica sobre parâmetros hemodinâmicos 

Ao completarem 13 semanas de idade (cerca de 3 meses), os ratos foram 

anestesiados e tiveram a artéria e veia femoral canuladas para registro basal da PA e FC em 
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repouso e teste do barorreflexo. Como apresentado na Tabela 25 e Figura 41, a pressão 

média dos SHR-SHAM mostravam-se significativamente elevadas em relação à dos Wistar-

SHAM pareados por idade (+50% para a PAM, P<0,05 Tabela 25 e Figura 41A). A DSA 

não alterou a PAM  nos ratos Wistar (10614 vs. 1064 mmHg no grupo SHAM), mas 

impediu a elevação da PAM nos SHR, cujos níveis pressóricos foram significativemente 

menores que os dos SHR-SHAM e não diferiram dos valores exibidos pelos controles 

normotensos de mesma idade. Quanto à FC basal, ela não se mostrou alterada nem a 

hipertensão nem pela DSA (Tabela 25 e Figura 41B).  

Após os registros hemodinâmicos, testamos o funcionamento do reflexo 

barorreceptor cardíaco para se avaliar a sensibilidade barorreflexa bem como a eficácia da 

cirurgia DSA.  SHR-SHAM apresentaram reduções da bradicardia e taquicardia reflexas (-

19% e -30%, respetivamente quendo comparados aos Wistar-SHAM, mas os valores não 

apresentarma níveis de significância, Tabela 23 e Figura 42). Por outro lado, após a DSA, 

tanto a bradicardia quanto a taquicardia reflexas de ambos os grupos foram acentuadamente 

reduzidos quando comparados a seus respectivos controles SHAM  (valores na faixa de 0,33 

a 0,48 e de 0,38 a 0,59 b/min/mmHg para SHR- DSA e Wistar- DSA, respectivamente, 

correspondendo a reduções de cerca de 80% quando comparados aos respectivos controles-

SHAM, Tabela 25 e Figura 41C e D). Estes resultados nos indicaram também a eficiência da 

desnervação sinoaórtica em ambos os grupos experimentais. 
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Figura 41 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica em ratos Wistar e SHR 

jovens sobre valores basais da pressão arterial diastólica, sistólica e média, da 

frequência cardíaca e da bradicardia e taquicardia reflexas, indicativas da 

eficácia da DSA em ambos os grupos experimentais. * vs Wistar, † vs SHAM; 

P<0,05. 

 

4.2.2.2 Efeito da desnervação sinoaórtica sobre a expressão de projeções NORérgicas e 

neurônios VPérgicos no PVN 

Analisamos também os efeitos da desnervação sinoaórtica na transição da fase pré-

hipertensiva para a de elevação significativa da PA sobre a imunorreatividade para VP 

(VPir) e DBH (DBHir) no PVN. Como ilustrado na Figura 42, e quantificado na Tabela 26 e 

27, Figura 43, e em concordância com nossas observações anteriores (SHR x WKY), os 

SHR-SHAM apresentavam elevada expressão de neurônios VPérgicos nos subnícleos 

magnocelular, dorsal cap, ventromedial e posterior quando comparados aos Wistar-SHAM. 

A DSA não alterou a densidade de neurônios VPérgicos em nenhum dos subnúcleos de ratos 

normotensos, mas determinou nos ratos SHR- DSA reduções marcantes de sua expressão em 

todos os subnúcleos (Figura 43). Em relação ao DBH, a Figura 43 demonstra que não houve 

alterações importantes induzidas pela hipertensão e DSA. Os dados semiquantitativos da 

expressão proteica de VP e DBH são comparados na Figura 43 e Tabela 26 e 27. 
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Figura 42 - Fotomicrografias da imunorreativadade de neurônios VPérgicos (vermelho, 

painéis à direita) e terminais NORégicos (verde, painéis à esquerda) dos grupos 

SHAM e DSA em animias normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR). Objetiva 

10X. 
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Figura 43 - Comparação dos efeitos da desnervação sinoaórtica e do treinamento aeróbio 

sobre a densidade (% de área) VPir (painéis à esquerda) e DBHir (painéis à 

direita) em diferentes subnúcleos do PVN medial: magnocelular; dorsal cap; 

ventromedial e PVN posterior. * vs SHAM, † vs Sedentário; P<0,05. 

 

Conforme observado na Figura 43 e Tabela 26 para dados semi quantitativos, a 

densidade de marcação para os neurônios VPérgicos nos ratos intactos concentra-se 

principalmente no subnúcleo magnocelular do PVN. Observa-se também nos ratos Wistar, a 

DSA não proporcionou alteração na fração de área dos neurônios VPérgicos em nenhum 

subnúcleo do PVN. Porém, a hipertensão induziu um aumento do conteúdo de VP em todos 
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núcleos do PVN (+53% no magnocelular, +69% no ventromedial e +83% no PVN posterior, 

SHR-Sham vs. Wistar Sham), com exceção do dorsal cap. Por lado, a DSA nos animais 

SHR, foi acompanhada em redução do conteúdo de VP em todo o PVN medial e posterior, 

quando comparamos os grupos SHR- DSA vs. SHR-Sham (-40% no magnocelular, -54% no 

dorsal cap, -66% no ventromedial e -78% no PVN posterior, p<0,05, Figura 43 e Tabela 26).  

A quantificação do conteúdo de DBH nestas áreas mostrou não haver alterações 

apenas pela DSA nos animais Wistar, como demonstrado na figura 40. Ao analisar o fator 

hipertensão, encontramos diferença também no dorsal cap e PVN posterior em -65% e -

32%, respectivamente. Ao associar hipertensão e DSA, observamos que houve alteração 

apenas nos neurônios do subnúcleo magnocelular em +29%, SHR- DSA vs. SHR-Sham 

(Figura 43 e Tabela 27).   
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6 DISCUSSÃO 

Como apresentado nos resultados, a discussão foi dividida discutindo-se inicialmente 

os dados relativos aos efeitos do treinamento aeróbio de baixa intensidade sobre a circuitaria 

suprabulbar de controle cardiovascular (Protocolo I) e finalmente os dados relativos a 

circuitaria suprabulbar envolvida no estabelecimento da hipertensão arterial em modelo de 

hipertensão primária ou neurogênica, o SHR (Protocolo II).  

Protocolo I 

Em conjunto nossos dados demosntraram o efeito combinado do envelhecimento e 

treinamento no controle autonômico da circulação confirmando observações prévias sobre 

melhoria induzida pelo treinamento e o prejuízo idade-dependente do controle autonômico. 

Adicionalmente nossos dados mostraram que o remodelamento deletério da circuitaria 

modulatória suprabulbar pode ser detectada em um curto período, mesmo antes do 

surgimento da disfunção autonômica. Além disso, nossos resultados indicaram que 

alterações induzidas tanto pela idade quanto pelo treinamento no controle autonômico são 

determinadas por alterações plásticas opostas nas vias neurais que conectam o hipotálamo e 

bulbo. Os dados originais deste trabalho foram: 

- ratos adultos mantidos sedentários por 8 semanas exibiram uma redução da 

densidade de neurônios NORérgicos do NTS e BVLc que se projetam aos neurônios pré-

autonômicos Otérgicos no PVN e, consequentemente, uma diminuição da densidade dos 

corpos celulares Otérgicos e suas projeções a áreas autonômicas bulbares; 

- o treinamento impediu os efeitos deletérios por aumentar a densididade de 

neurônios NORérgicos no NTS e BVLc, aumentando consequentemente suas projeções 

DBH+ que ascendem ao PVN a neurônios pré-autonômicos OT+ no PVN e induzindo 

alterações plásticas adaptativas nos corpos celulares dos neurônios pré-autonômicos 

Otérgicos e em suas projeções descendentes que inervam os neurônios pré ganglionares 

parassimpáticos ao coração; 

- os neurônios OT positivos localizados no PVN posterior contribuem para o controle 

parassimpático do coração; 

- o marcante aumento das fibras Otérgicas que se projetam à primeira estação 

sináptica dos barorreceptores e quimiorreceptores no sistema nervoso central sugere a 

habilidade do treinamento em modular a sinalização aferente carreada pelos receptores 

periféricos; e 
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- alterações plásticas induzidas pelo treinamento nas vias suprabulbar NORérgicas e 

Otérgicas, por melhorar modulação parassimpática ao coração, reverte a disfunção 

autonômica idade-dependente e reduz a FC basal em ratos controles saudáveis. 

Alterações deletérias no controle autonômico não são apenas características em 

diversas patologias, mas também estão presentes no processo do envelhecimento (DE 

MEERSMAN e STEIN, 2007; KAYE e ESLER, 2008; CORBETT et al., 2007; MASSON, 

COSTA, YSHII, 2014; CHAAR et al., 2015). Na presente tese, demonstramos, no grupo 

controle, que mesmo um curto período de tempo (de 2 a 4 meses de idade) era acompanhado 

por uma tendência em aumentar a atividade simpática e em diminuir a modulação 

parassimpática ao coração. Demonstramos que essas pequenas alterações no controle 

autonômico ocorriam simultaneamente com uma significante redução da sinalização 

NORégica ascendente ao PVN e com remodelamento deletério das via Otérgicas do PVN a 

áreas bulbares envolvidas no controle cardiovascular. Estes resultados sugerem que o 

remodelamento da circuitária neuronal induzido pela idade precede e desencadeia os déficits 

autonômico 

Interessante notar que, nossos resultados em ratos pareados por idade submetidos ao 

treinamento aeróbio de baixa a moderada intensidade o exercício repetitivo bloqueou e 

reverteu o remodelamento idade-dependente da circuitaria integrativa suprabulbar do PVN. 

Embora o presente conjunto de dados tenha fornecido apenas dados de correlação e não uma 

prova direta do envolvimento desta circuitaria integrativa no controle parassimpático do 

coração, estudos prévios mostraram  que a ativação dos neurônios Otérgicos do PVN que se 

projetam ao NTS/DMV aumentava a bradicardia reflexa durante elevações transitórias da 

pressão (HIGA et al., 2002) e reduzia a resposta taquicardica durante uma sessão de 

exercício (BRAGA et al., 2000, HIGA-TANIGUCHI, FELIX, MICHELINI, 2009). 

Treinamento também aumentava a expressão de OT no PVN e em áreas dorsais do bulbo, 

aumentava a excitabilidade dos neurônios pré-autonômicos do PVN que se projetam ao 

NTS/DMV e facilitava o surgimento da bradicardia de repouso em ratos hipertensos e 

controles normotensos (CAVALLERI et al., 2011; MARTINS et al, 2005, JACKSON et al., 

2005). Em outros estudos demosntraram que estes efeitos eram mediados pela atividade 

vagal ao coração pois a resposta bradicardica à administração de OT no NTS era bloqueada 

por aplicação i.v. de atropina (não de atenolol) (HIGA et al., 2002; MICHELINI, 2007). 

Dando suporte à proposta acima, os dados obtidos na presente tese indicaram ainda que a 

maioria das projeções Otérgicas ao bulbo são direcionadas ao DMV (onde os corpos 
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celulares das fibras pré ganglionares vagais estão localizados) um vez que este núcleo 

apresentava ao final dos protocolos uma grande diferença na densidade de fibras Otérgicas 

entre ratos treinados e sedentários. 

Nossos dados também indicaram que as alterações funcionais e plásticas induzidas 

pelo treinamento na via Otérgica PVN-bulbo são condicionadas pela sinalização aferente 

NORérgica originada no NTS e BVLc. Estudo de Sawchenko e Swanson (1981) já havia 

demonstrado que as projeções do bulbo ao PVN são predominantemente NORérgicas e se 

originam no complexo NTS/DMV (conexões monossinápticas entre neurônios A2 e 

parvocelulares do PVN) e BVLc (conexões polissinápticas entre neurônios A1 e neurônios 

magnocelulares e parvocelulares do PVN), ou seja as mesmas áreas em que o treinamento 

aumentou a densidade dos neurônios DBH positivos. Também observamos que estes 

neurônios DBH positivos se que projetam ao PVN posterior (um importante núcleo pré-

autonômico para o controle cardiovascular) exibiram importante redução na densidade dos 

botões DBH+ sobrepostos aos neurônios Otérgicos de ratos mantidos sedentários, mas 

houve um grande aumento dos mesmos em ratos treinados. Não determinamos se estas 

projeções são originárias do NTS e/ou BVLc, porém de acordo com as observações 

anteriores de Sawchenko e Swanson (1981), é provável que a maioria dessas projeções se 

originam no NTS. De fato quando analisamos as alterações induzidas pela DAS nesta 

circuitaria neuronal, observamos  que a remoção das aferências dos barorreceptores e 

quimiorreceptores periféricos reduz significativamente a densidade dos neurônios DBH 

positivos no NTS, sem alterção na densidade destes neurônios no BVLc (Figura 21). Estas 

observações confirmaram sugestão anterior de Sawchenko e Swanson (1981) e indicam que 

a principal via de informação ascendente aos núcleos pré-autonômicos do PVN é constituída 

por projeções NORérgicas originárias no NTS. De fato, o NTS, que recebe todas as 

sinalizações aferentes de receptores periféricos, sendo portanto, a principal fonte de 

informação ascendente do bulbo ao PVN. Consistente com nossas observações a densidade 

de neurônios DBH positivos no BVLr (origem dos neurônios pré motores descendentes que 

se projetam a espinha dorsal) não foi alterada em ratos sedentários e reduzida no grupo 

treinado. 

É importante que se ressalte que a DAS aboliu todas as alterações plásticas 

(densidade de neurônios DBH positivos no NTS e BVLc, número de botões sinápticos no 

PVN posterior, densidade de neurônios OT positivos em áreas pré-autonômicas do PVN, 

projeções OTérgicas a núcleos bulbares de controle cardiovascular) e funcionais induzidas 
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pelo treinamento, confirmando que os estímulos a determinar a plasticidade neuronal 

induzida pelo treinamento são realmente originados pela atividade aumentada dos 

barorreceptores e quimiorreceptores arteriais durante episódios repetitivos de atividade 

física. Evidências funcionais anteriores já haviam sugerido que o treinamento, além de 

aumentar a densidade dos neurônios OTérgicos no PVN, aumentava especificamente a 

excitabilidade de neurônios pré-autonômicos, mas não dos magnocelulares que se projetam 

ao NTS/DMV (CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et al.; 2013; Jackson et al., 2005). Estes 

efeitos foram acompanhados por uma melhora do controle reflexo da circulação, redução da 

taquicardia de exercício e indução de bradicardia de repouso, sem alterar os níveis de 

pressão arterial (CAVALLERI et al., 2011; CERONI et al, 2009; HIGA-TANIGUCHI, 

FELIX, MICHELINI, 2009). Em concordância a estes achados o presente conjunto de dados 

também indicou que o treinamento aumentava a sensibilidade do barorreflexo espontâneo e 

reduzia a FC basal sem alterar a PAM.  

 Nossos dados também destacaram o papel crucial desempenhado pelo PVN 

posterior na modulação do controle da FC, confirmando que estes efeitos são resultado de 

uma melhor modulação Otérgica da atividade parassimpática. De fato, ambos, o componente 

de alta frequência da variabilidade do intervalo de pulso e a FC basal encontraram-se 

positivamente e negativamente correlacionadas, respectivamente, com todas as alterações 

plásticas observadas: remodelamento das aferências DBH positivas ao hipotálamo, a 

densidade aumentada dos neurônios pré-autonômicos Otérgicos do PVN e suas projeções 

eferentes a áreas bulbares. Embora não tenhamos medido o tônus parassimpático ao coração, 

mas apenas um índice da variabilidade parassimpática, estudos prévios mostraram que a 

redução da FC durante ativação dos receptores Otérgicos no NTS/DMV é mediada pelo 

aumento da atividade vagal (HIGA et al, 2002; MICHELINI, 2007; MARTINS et al., 2005). 

Remodelamento plástico da aferência e eferência da circuitaria suprabulbar induzida pelo 

treinamento foi altamente efetivo em melhorar atividade vagal, portanto se opondo a 

disfunção autonômica induzida pela idade.  

Interessante observar que o treinamento aumenta projeções Otérgicas não apenas ao 

DMV e BVLr, núcleos de origem de projeções vagal e simpática ao coração, mas também 

ao NTS e BVLc, cujos neurônios DBH positivos ascendem ao PVN. Estas projeções 

recíprocas representam um pronto circuito modulatório capaz inclusive de controlar as 

informações periféricas ascendentes ao hipotálamo. Nesse sentido, Peters et al (2008) 

observaram que a OT atua em neurônios de segunda ordem do NTS aumentando a 
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transmissão sináptica visceral aferente. Não há estudos com o BVLc, embora um mecanismo 

modulatório como este poderia operar também a esse nível. Similar aos nossos achados no 

BVLr, Biancardi et al (2010) demonstraram que OT era o neuropeptídeo predominante no 

BVLr e que os neurônios OT do PVN se projetavam densamente para essa área. Biancardi et 

al (2010) também demosntraram que esses neurônios recebiam projeções tanto 

GABAérgicas quanto glutamatérgicas e que o balanço inibitório/excitatório na atividade 

neuronal poderia ser alterada em condições patológicas como a hipertensão. Não há 

informações disponíveis a respeito dos efeitos funcionais da ativação de OT no BVLr e não 

é conhecido se exercício é capaz de alterar informações inibitórias/excitatórias nesses 

neurônios. O exato mecanismo e/ou efeitos funcionais induzido pela ativação das projeções 

Otérgicas ao BVLr (e BVLc) estão por ser determinados. 

Um ressalva do presente estudo é que não realizamos marcação retrógrada para 

confirmar que os neurônios OT positivos do PVN são neurônios pré-autonomicos. No 

entanto, considerando que (1) a principal fonte de inervação Otérgica do complexo 

dorsovagal são neurônios parvoceluares do PVN (SOFRONIEW et al., 1981; 

SAWCHENKO E SWANSON, 1982); (2) as medidas da Otir e botões DBH+ em contato 

com neurônios OT+ foram realizadas no PVN post e vm, os quais são 2 importantes núcleos 

parvocelulares para o controle cardiovascular (SAWCHENKO E SWANSON, 1982; 30); e 

(3) estudos funcionais prévios mostram que o treinamento aumenta a expressão da via 

Otérgica PVN-NTS/DMV e aumenta a excitabilidade dos neurônios pré-autonômicos que se 

projetam a estas áreas do bulbo (CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et al.; 2013; Martins et 

al., 2005; Jackson et al., 2005), assim como aumenta a bradicardia reflexa (Higa et al., 2002) 

e reduz a taquicardia de exercício (Braga et al., 2000; HIGA-TANIGUCHI, FELIX, 

MICHELINI, 2009) aumentando a atividade vagal ao coração (Higa et al., 2002; Michelini, 

2007) e é altamente possível que neurônios Otérgicos do PVN sejam pré-autonômicos. 

Os resultados obtidos com ratos SHAM e DSA e submetidos ao treinamento aeróbio 

de baixa intensidade indicam que:  

- que a remoção da sinalização aferente carreada pelos barorreceptores e 

quimiorreceptores arteriais, bloqueando o reflexo barorreceptor e a sinalização NORégica 

ascendente do NTS/BVLc ao PVN, abole os efeitos benéficos do treinamento, conforme 

indicado pelo aumento da frequência cardíaca basal,  

- inibe o aumento induzido pelo treinamento na densidade de neurônios DBH-

positivos em áreas bulbares que se projetam ao PVN,  



102 

 

 

- coerentemente reduz significativamente no aumento da densidade de neurônios 

OTérgicos pre-autonômicos localizados nos subnúcleos ventromedial e posterior observada 

após treinamento, assim como induz significativa redução de terminais OTérgicos que se 

projetam ao NTS/DMV. 

A associação do bloqueio dos efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular à 

redução da sinalização OTérgica após SAD reforça nossa sugestão de que alterações 

induzidas pelo treinamento sobre o controle autonômico do coração são dependentes da 

modulação OTérgica ao complexo solitário-vagal, indicando adicionalmente que a 

sinalização carreada pelos barorreceptores e quimiorreceptores periféricos é um fator 

decisivo em desencadear os efeitos benéficos do treinamento sobre o sistema cardiovascular.  

No presente projeto foi possível indicar também, que a remoção seletiva dos 

neurônios NORérgicos que se projetam ao PVN: 

- abole os efeitos benéficos do treinamento de 8 semanas, conforme indicado pela 

ausência da bradicardia de repouso nos animais lesionados treinados (DBHx-T); 

- não inibe o aumento de síntese proteíca de DBH induzido pelo T no NTS e BVLc 

região em que se localizam neurônios NORérgicos;  

- inibe o aumento induzido pelo treinamento na expressão proteica no PVN medial e 

posterior; 

- coerentemente induz marcante redução na densidade das projeções OTérgicas aos 

núcleos analisados do Bulbo. 

Esses resultados suportam a hipótese que a inervação noradrenérgica no PVN tem 

papel fundamental no remodelamento plástico dos neurônios OTérgicos induzido pelo 

treinamento, assim como na manutenção da imunorreatividade basal desses neurônios. As 

implicações funcionais dessas alterações das aferências do PVN estão relacionadas ao 

controle cardiovascular, em induzir bradicardia de repouso em animais treinados. 

O protocolo aeróbio de baixa intensidade tem sido extensivamente utilizado como 

ferramenta não farmacológica para um melhor controle de parâmetros cardiovasculares em 

diferentes patologias como a hipertensão arterial, a insuficiência cardíaca, a diabetes, a 

obesidade e a síndrome metabólica (CHOBANIAN et al, 2003; PESCATELLO et al, 2004). 

O protocolo que utilizamos fixa uma carga de 50-60% da velocidade máxima atingida nos 

testes de esforço máximo, faixa em que como observado anteriormente há um importante 

aumento da capacidade aeróbia dos ratos com nítida melhora dos parâmetros 

cardiovasculares como o aumento da sensibilidade barorreflexa, o aumento do tônus vagal, a 
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instalação da bradicardia de repouso em normotensos e hipertensos, além da redução da 

atividade simpática vasomotora, e da queda parcial da pressão arterial em hipertensos 

(HIGA et al., 2002; JACKSON et al., 2005; MARTINS et al., 2005; CERONI et al., 2009; 

HIGA-TANIGUCHI; FÉLIX; MICHELINi, 2009, SILVA Jr. et al, 2015). Além disto, como 

mostrado por Ferreira et al (2007), esta intensidade de treino mantém o predomínio do 

metabolismo aeróbio para a produção de energia durante a realização do exercício, ou seja, a 

glicólise tecidual não ultrapassa a utilização do piruvato mitocondrial, com completa 

remoção do lactato produzido e manutenção do lactato sanguíneo em ~3 nmol/L. Em 

trabalho anterior já havia sido demonstrado que a faixa de treinamento aeróbio até 65% da 

capacidade máxima de esforço é a que promove adaptações benéficas ao sistema 

cardiovascular do rato, enquanto que exercícios aeróbios realizados acima dos 85% da 

capacidade máxima não são acompanhados destes efeitos benéficos (GAVA et al, 1995).  

Nossos resultados confirmaram que o treinamento aeróbio a de baixa a moderada 

intensidade e realizado por 8 ou 12 semanas foi igualmente eficaz em aumentar a capacidade 

aeróbia dos animais e em determinar a instalação da bradicardia de repouso em ratos 

normotensos, um bom marcador da eficácia do treinamento (AMARAL et al., 2000; 2001; 

MARTINS et al, 2005; HIGA-TANIGUCHI et al, 2009; CERONI et al, 2009). De fato, a 

redução da FC basal é uma característica marcante de treinabilidade e um indicativo de sua 

eficiência (CLAUSEN et al., 1977; SCHEUER et al, 1977).  

Além de confirmar a instalação da bradicardia de repouso, nossos dados indicaram 

ainda que o treinamento por 8 ou 12 semanas não alterarou a PAM e que a instalação da 

bradicardia de repouso é progressiva, aparecendo precocemente, atingindo níveis de 

significância já a partir da 4ª. semana de treinamento. De fato, estudos anteriores de nosso 

laboratório já haviam ressaltado o caráter progressivo de várias adaptações induzidas no 

sistema cardiovascular pelo treinamento aeróbio (MICHELINI, 2007 a e b; CERONI et al, 

2009, MICHELINI & STERN, 2009; CAVALLERI et al, 2011; CRUZ et al, 2012; 

MASSON et al, 2014; SILVA Jr et al, 2015). Neste trabalho confirmamos que os efeitos 

benéficos do treinamneto são mediados pela alça supra-bulbar de modulação do controle 

cardiovascular constituída de projeções catecolaminérgicas ascendentes do NTS e BVLc a 

áreas pré-autonômicas do PVN e por neurônios OTérgicos localizados nos subnúcleos 

ventromedial e posterior do PVN, que sabidamente são pré-autonômicos e se projetam ao 

complexo NTS/DMV. Em trabalhos anteriores já havíamos demonstrado que o treinamento 

aumenta especificamente a excitabilidade de neurônios pré-autonômicos do PVN, sem 
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alterar a excitabilidade dos neurônios magnocelulares e nem a secreção de OT e VP 

plasmáticas (DUFLOTH et al 1997; BRAGA et al, 2000 JACKSON et al, 2005; 

CAVALLERI et al, 2011). Estudando os efeitos da OT sobre a excitabilidade de neurônios 

de 2ª. ordem no NTS, Peters et al (2008) demonstraram que a liberação de OT nesta área 

potencializa a transmissão glutamatérgica o que aumenta consideravelmente a sinalização 

aferente e a sensibilidade do reflexo barorreceptor cardíaco (HIGA et al, 2002). 

Demonstramos ainda que a ativação de neurônios OTérgicos do PVN que se projetam ao 

NTS/DMV determina aumento do tônus vagal ao coração, facilitando o estabelecimento da 

bradicardia reflexa e a menor resposta taquicárdica ao exercício dinâmico observada nos 

indivíduos treinados (BRAGA et al, 2000; MICHELINI, 2001; HIGA et al, 2002; HIGA-

TANIGUCHI et al 2009; CAVALLERI et al, 2011).  

Além disto os presentes resultados após a desnervação sino-aórtica indicaram 

marcante prejuízo desta alça de modulação supra-bulbar (redução da sinalização 

catecolaminérgica ascendente e da sinalização OTérgica do PVN ao NTS/DMV) 

simultaneamente ao prejuízo do reflexo barorreceptor cardíaco e ao bloqueio da bradicardia 

de repouso nos indivíduos treinados sugerindo o envolvimento da sinalização aferente 

carreada pelos barorreceptores e/ou quimiorreceptores periféricos na mediação dos ajustes 

cardiovasculares e que o efeito benéfico do treinamento sobre o sistema cardiovascular 

depende da integridade desses aferentes periféricos. Em trabalho anterior já havíamos 

sugerido a importância desses receptores intrínsecos ao sistema cardiovascular na mediação 

dos ajustes benéficos do treinamento sobre o controle cardiovascular (CERONI et al, 2009). 

De fato, os barorreceptores e quimiorreceptores periféricos são essenciais ao controle 

momento-a-momento da pressão arterial (DAMPNEY, 1994).  

Similarmente ao observado em trabalhos anteriores do laboratório, também 

constatamos que o treinamento aeróbio não modifica a pressão basal de ratos normotensos, 

e, que a desnervação sino-aórtica aumenta a pressão arterial média de repouso (CERONI et 

al., 2009; HIGA-TANIGUCHI et al, 2009; JACKSON et al., 2005; MARTINS et al., 2005). 

Aumento do ganho da atividade barorreceptor após treinamento aeróbio já fora descrito em 

ratos normotensos e hipertensos por Brum et al. (2000). Trabalho neuroanatômico de 

Sawchenko & Swanson (1981) já havia demonstrado que neurônios catecolaminérgicos do 

NTS (grupamento A2) ascendem e se projetam a neurônios parvocelulares do PVN, onde se 

localizam neurônios pre-autonômicos, mas não para o subnúcleo magnocelular nem para o 

Núcleo Supraóptico (principais aréas de liberação hormonal); por outro lado demosntraram 
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também que neurônios do BVLc (grupamento A1) ascendem e se projetam essencialmente a 

subnúcleos parvocelulares e magnocelulares do PVN e os neurônios catecolaminérgicos do 

Locus coeruleus (grupamento A5, área não analisada no presente projeto) se projetam 

majoritariamente a região magnocelular do PVN. Interessante foi nossa observação de que o 

aumento da sensibilidade dos barorreceptores induzida pelo treinamento nos ratos intactos 

foi acompanhado de aumento na expressão de neurônios DBH-positivos no NTS e BVLc 

(região em que se localizam os corpos celulares dos neurônios catecolaminégicos 

ascendentes) e da expressão de OT no PVN ventromedial e posterior (regiões em que se 

localizam neurônios pré-autonômicos OTérgicos que se projetam a áreas de integração 

primária do reflexo barorreceptor).  

Outras evidências suportam nossa hipótese de que a via ascendente NORérgica ao 

PVN tem papel fundamental nos ajustes benéficos do T, dados que foram obsevados no 

protocolo DBHx. Com microinjeção bilateral intra-PVN de imunotoxina saporina, qual é 

ligado à um anticorpo anti-DBH e nos permitiu destruir neurônios NORérgicos com os 

corpos celulares no NTS e BVLc que possuem terminais no PVN. DBH é a enzima chave 

envolvida na conversão de dopamina em noradrenalina e é considerado um marcador para 

neurônios noradrenérgicos. Saporina-DBH se liga a vesícula de DBH, é internalizada 

durante a endocitose e é transportado retrogradamente. Ao alcançar o corpo celular, a toxina 

inativa os ribossomos interrompendo a síntese proteíca. Tal efeito produz morte celular dos 

neurônios em 1-2 semanas (BIENKOWSKI & RINAMAN, 2008). A especificidade 

neuroquímica de SBH-saporina como um agente lesivo aos neurônios noradrenérgicos tem 

sido demonstrado em diversos trabalhos e amplamente aceito (BARTHELEMY et al , 1993; 

MADDEN, STOCKER & SVED, 2006; POTES et al, 2010;  RINAMAN, 2003; 

 RITTER, BUGARITH, DINH, 2001; RITTER et al, 2003).  

Conjuntamente, demonstramos que os efeitos benéficos do treinamento aeróbio 

intrinsicamente dependente das projeções NORérgicas ao PVN, em que é possível observar 

em nossos resultados que a lesão dessas projeções provoca uma marcada redução da 

imunorreatividade dos neurônios OTérgicos do PVN, reduzindo a densidade dessas 

projeções ao NTS/DMV e por consequência abolindo a bradicardia de repouso em animais 

lesionados e treinados por 8 semanas. Muitos estudos demonstram que as projeções 

NORérgicas possuem um papel de estimular os neurônios do PVN, como o Hormônio 

Liberador de Corticotrofina (CRH; LIPOSITS et al, 1986), Vasopressina (CUMMINGS, 
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SEYBOLD, 1988) e Ocitocina (HIGA-TANIGUCHI et al 2009; ROMANO et al, 2013) via 

receptores α1 e α2.  

Nossos dados demonstraram ainda estas alterações plásticas na alça de modulação 

supra-bulbar do controle cardiovascular se processam prontamente, sendo observadas com 

apenas duas semanas de treinamento. Realmente em trabalho anterior já havíamos descrito a 

sequencia temporal das adaptações cardiovasculares ao treinamento aeróbio, indicando a 

pronta normalização do controle autonômico ao coração, que ocorre após 2 semanas de 

treinamento (MASSON et al, 2014; SILVA Jr. et al, 2015). Os dados do presente trabalho 

demonstram ainda que a idade/envelhecimento são acompanhadas de importante perda da 

inervação OTérgica pré-autonômica e que um dos importantes efeitos do treinamento 

aeróbio é se opor a esta perda, mantendo a atividade destes neurônios e que, preservando o 

tônus vagal, o treinamento se contrapõe ao aumento da atividade simpática e reduz o 

balanço simpato-vagal ao coração, que caracterizam o envelhecimento e a hipertensão 

arterial (CERONI et al, 2009; MICHELINI & STERN, 2009). Além disto, a similaridade 

dos valores de densidade de OTir dos ratos mantidos sedentários por 8 ou 12 semanas 

sugerem que a perda da inervação OTérgica pré-autonômica induzida pelo avanço da idade 

ocorre mais precocemente, ou seja entre 2-3 a 4-5 meses de idade.  

Os dados do presente trabalho também sugerem que um dos principais mecanismos a 

determinar alterações plásticas na alça supra-bulbar de modulação cardiovascular é 

desencadeado pela ativação dos barorreceptores e quimiorreceptores periféricos durante 

sessões diárias de exercício aeróbio. Realmente o aumento exercício-dependente da 

sinalização NORégica ascendente deve ser um importante fator a desencadear alterações 

plásticas dos neurônios OTérgicos com os quais fazem sinapses. De fato, observamos 

intenso aumento da densidade de neurônios OTérgicos nos subnúcleos ventromedial e 

posterior do PVN, com resposta de menor intensidade no ‘dorsal cap’.  

Projeções OTérgicas foram também observadas no BVLc, núcleo rico em neurônios 

GABAérgicos que se projetam e inibem os neurônio pré-motores simpáticos localizados no 

BVLr, com papel crítico para o controle reflexo barorreceptor (SUN & GUYENET, 1985; 

SVED et al, 2000). Não há na literatura relatos sobre projeções OTérgicas a este núcleo e 

estudos mais específicos são necessários à elucidação de um possível mecanismo de 

modulação a nível do BVLc. Observamos também que o treinamento aumenta a densidade 

de projeções OTérgicas ao BVLr. A existência de projeções OTérgicas do PVN ao BVLr, já 

havia sido descrita por Biancardi et al (2010) e Lee et al (2013), mas pouco se sabe de suas 
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funções. Estudo anterior havia demonstrado que a microinjeção de OT no BVLr induzia 

aumento da atividade cardiovascular e respiratória e o bloqueio e seus receptores abolia a 

ativação cardiorrespiratória induzida pelo PVN (MACK et al, 2002), no entanto sua função 

após treinamneto permanece por ser investigada.  

Em conjunto nossos resultados mostraram que as adaptações cardiovasculares 

induzidas pelo treinamento aeróbio dependem da atividade conjunta das alças primária (de 

integração bulbar) e secundária do controle cardiovascular (de integração hipotalâmica), 

sendo as projeções NORégicas ascendentes do NTS e BVLc ao PVN ventromedial e 

posterior de fundamental importância para ativar os neurônios OTérgicos que modulam o 

controle autonômico. Estas alterações plásticas/funcionais nos neurônios pré-autonômicos 

ocorrem precocemente e facilitam o tônus vagal ao coração, o qual determina a redução da 

taquicardia do exercício e a instalação da bradicardia de repouso que são os principais 

ajustes cardiovasculares induzidos pelo treinamento aeróbio em indivíduos normotensos. 

Protocolo II 

No protocolo II estudamos quais seriam as alterações temporais da PA e FC de 

animais a partir da fase pré-hipertensiva comparados com animais normotensos pareados 

pela idade e se os baro e quimiorreceptores estão envolvidos no desenvolvimento 

hipertensão em animais SHR. 

Em conjunto nossos resultados demonstram que: 

- animais hipertensos e normotensos com 4 semanas de vida possuem PA 

semelhantes; a PA de SHR é significativamente diferente (dos WKY) a partir da 6ª semana 

de vida, e aumenta progressivamente até a 12ª semana de vida; 

- a FC basal de SHR já está elevada em apenas 4 semanas de vida, e mantem-se em 

valores superiores em relação ao WKY; a FC basal diminui ao longo do protocolo de análise 

de 8 semanas em ambas as linhagens; 

- a imunurreatividade dos neurônios vasopressinérgicos (VPir) com apenas semanas 

de vida encontra-se superior nos animais SHR (vs. WKY) apenas no subnúcleo 

magnocelular; 

- nos subnúcleos ventromedial e PVN posterior, o conteúdo de VP é semelhantes 

entre as linhagens (SRH x WKY) na 4ª semana de vida, porém observamos um aumento 

significativo e progresssivo já a partir 5ª semana de vida, em ambas as áreas. 

Com o protocolo DSA, observamos que: 
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- a remoção dos baro e quimirreceptores em animais jovens, impede o 

desenvolvimento da hipertensão em SHR, sem alterar a PA basal de animais normotensos; 

- a DSA não altera a FC basal em ambas as linhagens; 

- observamos também que a DSA bloqueia o aumento da VPir nos animais 

hipertensos, normalizando com os valores dos animais Wistar pareados pela idade (13 

semanas de vida); 

- análise de correlação demonstrou forte e significativa correlação positiva entre o 

conteúdo de vasopressina no PVN ventromedial e posterial e os valores de pressão arterial 

média. 

Vários trabalhos na literatura já analisaram o aumento progressivo da PA nos SHR 

que nascem normotensos (SCHORK et al, 1994; LAIS et al, 1977; TSUJI, SU, LEE, 1989) e 

apresentam elevação progressiva da PA a partir da 6ª semana (OKAMOTO e AOKI, 1963) 

até se estabilizar em níveis mantidos de hipertensão ao redor da 11ª - 12ª semana de idade 

(OKAMOTO e AOKI, 1963). Os dados do presente trabalho confirmam esta elevação 

progressiva nos SHR. Avaliamos as alterações temporais da FC em ambas as linhagens, e 

observamos que os animais SHR possuem FC elevada em 4 semanas de vida e essa 

taquicardia em animais pré-hipertensos já tem sido relatado em outros trabalhos (RIOUX & 

BERKOWITZ, 1977;  TUCKER & JOHNSON, 1984.). Uma precoce FC aumentada em 

SHR pode ser um importante fator na patogênese da hipertensão, sendo considerada um 

processo primário ao desenvolvimento da hipertensão (FOLKOW, 1982). Esse aumento na 

FC encontrado em SHR jovens pode representar um aumento no débito simpático, pois em 

estudos prévios que utilizaram simpatectomia e adrenalectomia a hipertensão foi abolida em 

SHR (LEE, BORKOWSKI, LEENEN, 1991).  

Diversos mecanismos possuem papel fundamental no desenvolvimento e 

manutenção da hipertensão, como: os rins, sistema cardiovascular, sistema nervoso 

simpático, Sistema Renina Angiotensina e vasopressina. A vasopressina é um potente agente 

vasoconstritor (COWLEY; MONOSS; GUYTON, 1974), o que explicaria o grande interesse 

de diversos estudos tiveram em explorar o envolvimento da VP na etiologia da hipertensão. 

Outros trabalhos também forneceram evidências anatômicas e funcionais de que a VP agiria 

como um neurotransmissor em neurônios pré-autonômicos que se projetam do PVN ao 

BVLr e medula espinhal e que modulam o tônus simpático para o coração, rins e medula 

adrenal (SAWCHENKO; SWANSON, 1982; MALPAS; COOTE, 1994; MOTAWEI et al, 

1999; YANG; COOTE, 2003; COOTE, 2004). De fato, o estudo de MALPAS; COOTE 
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(1994) demonstrou que a estimulação do PVN aumentava a pressão arterial e a atividade 

simpática renal, cujos efeitos eram bloqueados pela administração intratecal de antagonista 

de VP. Por outro lado vários trabalhos da literatura têm associado aumentos da expressão de 

VP no PVN e elevados níveis plasmáticos de VP com a hipertensão (MORRIS et al, 1981; 

MORRIS, 1982; VAN TOL et al, 1988).  

Nossos dados de análise temporal demonstram que a principal área que contém os 

neurônios VPérgicos era o magnocelular, única área que possuía uma quantidade de VP 

maior em SHR, comparados com WKY em 4 semanas de idade, e manteve-se aumentado 

durante todo o protocolo de análise de 8 semanas. Em suporte a essas observações, Crofton 

et al (1978) já havia demonstrado que os animais da linhagem SHR de 5 semanas de vida 

possuem aumentada a concentração de VP na neurohipófise e plasma, assim como a 

excreção de VP na urina também estava aumentada. Uma observação interessante, foi que as 

áreas ventromedial e posterior, conhecidamente por possuírem neurônios pré-autonômicos, 

ou seja, que se projetam à áreas de controle cardiovascular, entre as duas linhagens havia  

imunorreatividade de VP semelhantes, porém a partir da 5ª semana de vida (S1) houve um 

aumento significativo e contínuo da VPir, período esse que precede o aumento da PA. 

Alguns estudos demonstram que SHR de 5 semanas de vida já possuem aumento da 

atividade simpática sem possuir alteração da PA, sugerindo que diversas alterações, como 

essa (desbalanço simpato-vagal) está pronunciada em fases precoces ao desenvolvimento da 

hipertensão (MUELLER & ERTEL, 1983). 

Um dos mecanismos possivelmente envolvidos na patogênese da hipertensão seria a 

atividade dos barorreceptores, em que já na fase pré-hipertensiva (4 semanas de vida) já é 

observado uma disfunção barorreflexa (RUGGERI, 2016; dados não publicados). Sendo 

assim, retiramos essas aferências em animais jovens, e de uma maneira interessante, 

pudemos observar que a retirada dos barorreceptores foram eficientes em impedir o 

desenvolvimento da hipertensão, sem alterar a PA basal dos animais normotensos nem a FC 

em ambas as linhagens. Alguns trabalhos observaram a importância da atividade no nervo 

carotídeo para o desenvolvimento de algumas doenças cardiovasculares, como a hipertensão 

essencial (ABDALA et al, 2012), hipertensão renovascular (PIJACKA et al, 2016), 

insuficiência cardíaca sistólica crônica (NIEWIŃSKI et al, 2013), hipertensão induzida por 

hipóxia intermitente crônica (DEL RIO et al, 2016) e insuficiência cardíaca (TOLEDO et al, 

2016). Abdala et al (2012) demonstraram que, ao realizarem desnervação do nervo carotídeo 

havia um atraso na gênese da hipertensão, a qual ocorreu após 11 semanas de vida dos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niewi%C5%84ski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23541331
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animais SHR, porém não impediu o desenvolvimento da hipertensão. No entanto, nossos 

dados demonstraram que, a remoção dos nervos do seio carotídeo e dos oriundos do arco da 

aorta, impediu completamente a progressão da hipertensão nos animais SHR, demonstrando 

que os barorreceptores, e não apenas os quimiorreceptores, são críticos para a gênese da 

hipertensão essencial em SHR.     

Em um estudo anterior do laboratório, em que foi realizado a DSA ou a remoção 

seletiva dos corpúsculos dos quimiorreceptores (CAVALLERI E CRUZ, dados não 

publicados) em SHR adultos (12 semanas de vida) houve uma marcada redução do contéudo 

de VP, porém não hove alteração da PA. Assim, decidimos avaliar os efeitos da desnervação 

sino-aórtica em ratos jovens, e pudemos observar que nessa idade, a DSA também reduziu 

significativamente a densidade dos neurônios VPérgicos em todos os subnúcleos do PVN. 

Esta observação sugere que a informação aferente carreada pelos barorreceptores e 

quimiorreceptores arteriais é de fundamental importância para a manutenção da tonicidade 

de ambos - os neurônios magnocelulares que se projetam à neurohipófise e os neurônios pré-

autonômicos que se projetam ao tronco cerebral e/ou medula espinhal. Em suporte a estas 

observações SHEN et al (1991) e THRASHER & KEIL (1998) mostraram que a DSA reduz 

a liberação de VP durante hipotensão hipovolêmica progressiva, marcadamente atenuando a 

relação VP plasmática x pressão arterial.  

Muitos estudos têm mostrado a relação sobre o conteúdo de VP e pressão arterial. 

Em estudos com animais Brattleboro [modelo experimental de diabetes insípido, sendo que 

em ratos homozigotos (di/di) há ausência total de VP, enquanto que em heterozigotos (di/+) 

ocorre apenas a produção de 50% - BOHUS, WIED, 1998], demonstraram que esses 

modelos não desenvolvem hipertensão tão acentuada quanto aos animais wild-type, 

resultados observados em hipertensão Doca-sal e 1Rim/1Clipe (SHARE, CROFTON, 1982), 

mas devemos considerar que esses são modelos de hipertensão volume-dependente. No 

entanto, não descartamos uma possível participação da VP na patogênese da hipertensão 

essencial, devido suas atividades em modular os tônus simpático.  

Nas projeções NORérgicas houve uma inalteração do DBHir após DSA, se a 

desnervação sino-aórtica determinou aumento da inervação NORégica especificamente a 

neurônios VPérgicos, a outros neurônios nesta e/ou outras áreas (fibras de passagem) só a 

análise da densidade de botões sinápticos DBH-positivos que realmente fazem sinapse com 

neurônios VPérgicos o poderá esclarecer.  
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Portanto, nossos resultando demonstram que, em SHR juvenil, há um aumento 

sincronizado de VPir e pressão arterial, e que a DSA impede o aumento desses dois 

paramêtros, sendo assim, as aferências dos barorreceptores são de vital importância para a 

gênese da hipertensão. 

 

7 CONCLUSÃO 

Nossos resultados experimentais sugerem que: 

- o treinamento aeróbio, via projeções NORégicas que conduzem ao hipotálamo as 

informações provenientes dos barorreceptores e quimiorreceptores periféricos ao NTS, 

aumenta a densidade e ativa os neurônios OTérgicos do PVN ventromedial e posterior, os 

quais se projetam ao complexo solitário-vagal, aumentando o tônus vagal e modulando o 

balanço autonômico para o coração, 

- a instalação da bradicardia de repouso observada nos ratos treinados depende da 

atividade conjunta da alça primária (que codificam ao sistema nervoso central as 

informações provenientes da periferia e as integram a nível bulbar) e da alça secundária de 

controle cardiovascular (de integração hipotalâmica e que modula continuamente a alça 

bulbar), 

- em animais SHR o conteúdo de VP no subnúcleo magnocelular já está aumentado na 

fase pré-hipertensiva, e no ventromedial e posterior o aumento da síntese proteíca, o que 

ocorre na S1, parece preceder o aumento da pressão arterial, a qual mostrou-se aumentada 

apenas na S2; 

- as aferências dos baro e quimiorreceptores parecerem serem fundamentais para o 

desenvolvimento da hipertensão, assim como para o aumento crescente da síntese proteíca 

de VP em todo o PVN. 
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Tabela 3 - Alterações na variabilidade da pressão arterial sistólica (PAS) e  intevalo de 

pulso (IP) e respectivos components espectrais induzidos pelos protocolos de 

treinamento (T) e sedentarismo (S) 
 

Semanas Var PAS 

(mmHg2) 

BF-PAS 

(mmHg2) 

Var IP 

(ms2) 

AF-IP 

(ms2) 

BF-IP 

(ms2) 

α AF 

(ms2/mmHg2) 

S0 

(n=3) 

11.66±1.25 4.95±0.79 24.28±3.87 3.24±0.47 1.19±0.21 1.54±0.25 

T0 

(n=3) 

11.18±1.10 3.37±0.29 23.38±5.29 3.04±0.57 1.63±0.24 1.44±0.16 

T1 

(n=7) 

10.63±2.21 4.66±1.11 30.98±8.28 3.98±0.93 1.75±0.76 1.48±0.19 

T2 

(n=9) 

9.81±0.97 3.85±0.30 35.89±6.20 5.21±0.81 1.28±0.19 1.93±0.19 

T4 

(n=7) 

10.42±1.08 3.26±0.19 34.13±8.58 4.06±0.60 1.25±0.23 1.37±0.06 

T8 

(n=9) 

9.70±0.89 4.05±0.50 47.30±8.07 6.78±1.44† 2.08±0.28 2.43±0.17† 

S8 

(n=9) 

11.38±1.56 4.73±0.55 19.92±7.01 2.76±0.62 2.42±1.51 1.44±0.26 

Valores são médias±EPM. BF, componente de baixa frequência; AF, componente de alta 

frequência. AF representa a sensibilidade barorreflexa espontanêa calculada com o 

component de AF do IP e correspondente a componente PAS. Significancias são * T8 vs. T0 

e † T8 vs. S8. 

 

Tabela 4 – Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre valores relativos da 

densidade de DBHir (% área) no NTS, BVLc e BVLr.  

 NTS BVLc BVLr 

S0 (n=2) 9,24±1,99 8,14±0,16 6,20±0,60 

T0 (n=2) 9,05±0,67 8,70±0,54 5,59±0,52 

T1 (n=4) 8,58±0,67 8,57±0,91 5,31±0,61 

T2 (n=4) 11,49±0,65* 10,52±0,63* 4,74±0,34 

T4 (n=4) 11,94±0,55* 10,00±1,73* 4,74±0,51 

T8 (n=4) 6,71±0,44*† 10,533±0,59*† 6,45±0,54 

S8 (n=4) 11,75±0,58* 5,85±0,44* 4,01±0,15 

8-12 imagens/rato; 4 ratos /grupo* vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 
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Tabela 5 - Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre valores relativos em fração 

de aréa de DBH no PVN medial e PVN posterior.  

 Magnocelular Dorsal cap Ventromedial Posterior 

S0 (n=2) 25,07±4,09 32,68±8,38 9,97±1,27 12,96±1,28 

T0 (n=2) 22,47±0,40 29,43±7,49 10,67±1,54 12,38±1,67 

T1 (n=4) 25,60±1,89 31,17±1,73 10,58±1,09 12,38±2,07 

T2 (n=4) 27,47±2,87* 36,62±3,70* 28,51±7,25 19,10±2,90 

T4 (n=4) 27,65±6,52* 48,60±5,93* 33,22±2,64 21,79±1,83 

T8 (n=4) 48,03±6,52*† 57,28±3,91*† 42,95±5,56 28,55±1,83 

S8 (n=4) 24,98±2,42* 31,41±4,59* 11,59±0,37 11,01±1,57 

8-12 imagens/rato; 4 ratos /grupo, * vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 

 

 

Tabela 6 - Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre valores relativos em fração 

de aréa de OT no PVN medial e PVN posterior.  

 Magnocelular Dorsal cap Ventromedial Posterior 

S0 (n=2) 38,55±1,87 20,19±0,84 42,56±1,42 11,50±1,55 

T0 (n=2) 40,61±4,14 16,17±0,96 34,05±2,66 10,49±1,30 

T1 (n=4) 33,31±2,12 13,52±2,18 38,62±1,22 9,12±1,58 

T2 (n=4) 33,83±4,49* 19,82±4,77* 49,46±11,00 15,79±2,10 

T4 (n=4) 24,46±6,60* 20,90±3,04* 61,59±3,01 20,55±4,03 

T8 (n=4) 25,48±4,31*† 18,09±3,04*† 61,59±2,86 18,69±1,32 

S8 (n=4) 21,56±2,95* 13,19±1,12* 16,87±5,13 6,77±1,43 

8-12 imagens/rato; 4 ratos /grupo* vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 
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Tabela 7 - Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a área e volume de neurônios 

OTérgicos e de botões sinápticos NORérgicos no PVN medial e PVN posterior.  

  S0=T0 T2 T8 S8 

PVN medial 

ventromedial 

Área neuronal 

(µm2) 

1615,08±84,63 1738,44±85,19 1623,38±58,04 1780,77±55,86 

Volume 

neuronal (µm3) 

785,38±66,84 873,41±60,60 721,21±67,72 726,02±64,97 

Botões/neurônio 16±3 22±2 20±4 13±3 

PVN 

posterior 

Área neuronal 

(µm2) 

1464,68±80,11 1500,70±109,17 1544,18±90,70 1523,19±219,64 

Volume 

neuronal (µm3) 

765,25±68,79 794,83±67,95 719,29±52,74 731,53±110,10 

Botões/neurônio 15±1 36±5* 20±1† 5±1* 

10-20 neurônios/rato; 3 ratos /grupo, * vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 

 

 

Tabela 8 - Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre valores relativos em fração 

de aréa de OT no DMV, NTS, BVLc e BVLr  

 NTS DMV BVLc BVLr 

S0 (n=2) 1,24±0,13 1,03±0,10 1,10±0,12 0,71±0,05 

T0 (n=2) 1,29±0,01 1,21±0,10 1,00±0,12 0,79±0,01 

T1 (n=4) 1,28±0,09 0,98±0,07 1,20±0,09 0,76±0,06 

T2 (n=4) 1,74±0,09* 2,02±0,24* 1,71±0,12 1,08±0,06 

T4 (n=4) 1,60±0,0,10* 1,56±0,09* 1,52±0,10 1,06±0,14 

T8 (n=4) 1,84±0,20*† 2,03±0,15*† 1,51±0,17 1,16±0,27 

S8 (n=4) 0,93±0,06* 0,75±0,05* 0,76±0,07 0,57±0,12 

8-12 imagens/rato; 4 ratos /grupo; * vs Semana 0, † vs S, P<0,05. 
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Tabela 9 - Coeficientes de correlação e valores de p das equações de regressão 

correlacionando trainamento e alterações idade-dependente na atividade 

parassimpática (AF-IP) e FC basal com alterações plásticas com a circuitaria 

sulprabulbar.  

Áreas encefálicas Equações de 

regressão 

Valores R Valores P 

Bulbo    

NTS neurônios DBH+ x AF-IP Y = 0,47x – 1,10 0,596 0,002 

BVLc neurônios DBH+ x AF-IP Y = 0,36x + 0,59 0,480 0,015 

Hipotálamo    

PVN Posterior    

Botões DBH+/neurônios OT+ x AF-

IP 

Y = 0,13x + 2,44 0,546 0,035 

neurônios OT+ x AF-IP Y =0,15x + 2,07 0,497 0,007 

PVN Ventromedial    

Botões DBH+/neurônios OT + x AF-

IP 

Y = 0,20x + 0,99 0,545 0,020 

neurônios OT+ x AF-IP Y = 0,06x + 1,73 0,466 0,011 

Bulbo    

NTS fibras OT+ x AF-IP Y = 3,73x  – 1,51 0,703 <0,001 

DMV fibras OT+ x AF-IP Y = 2,57x + 0,30 0,720 <0,001 

BVLr fibras OT+ x AF-IP Y = 2,91x + 1,30 0,509 0,011 

BVLc fibras OT+ x AF-IP Y = 2,90x + 0,14 0,532 0,007 

Bulbo    

NTS neurônios DBH+ x FC basal Y = -3,42x + 432 -0.463 0,023 

BVLc neurônios DBH+ x FC basal Y = -3,53x + 426 -0.492 0,015 

Hipotálamo    

PVN Posterior    

Botões DBH+/neurônios OT+ x FC 

basal 

Y = -1,33x + 4,15 -0,580 0,030 

neurônios OT+ x FC basal Y = -1,48x + 4,18 -0,483 0,011 

PVN Ventromedial    

Botões DBH+/neurônios OT+ x FC 

basal 

Y = -1,70x + 4,21 -0,534 0,027 

neurônios OT+ x FC basal Y = -0.62x + 4,24 -0,530 0,003 

Bulbo    

NTS fibras OT+ x FC basal Y = -32.0x + 4,41 -0,653 <0,001 

DMV fibras OT+ x FC basal Y = -21,0x + 4,24 -0,646 <0,001 

BVLr fibras OT+ x FC basal Y = -22,8x + 4,17 -0,447 0,029 

BVLc fibras OT+ x FC basal Y = -22,1x + 4,24 -0,434 0,034 

BVLc, bulbo ventro-lateral caudal; NTS, núcleo do trato solitário; PVN, núcleo do 

paraventricular do hipotálamo; BVLr, bulbo ventro-lateral rostral. Essas analyses envolvem 

todos os pontos analisados durante 8 semanas de protocol. Correlações dos dados de 

expressão de DBH e OT foram feitos com 24-29 observações/área, 3-4 rats/group; 

correlações com botões DBH/neurônios OT+ são médias por ratos e corresponde a 14-17 

observações /área, 3 ratos/grupo.  
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Tabela 12 - Comparação da expressão proteica (em unidades arbitrárias) de DBH no NTS; BVLc e 

BVLr nos grupos SHAM e DSA, submetidos ao treinamento (T) ou mantidos 

sedentários (S). * vs SHAM; † vs S, p<0,05 

 SHAM-S SHAM-T DSA-S DSA-T 

NTS  7,99+0,90 12,59+0,87† 5,60+0,52 5,40+0,84* 

BVLc 4,84+0,38 6,44+0,48† 4,46+0,24 4,93+0,28* 

BVLr 7,26+0,15 3,12+0,31† 3,44+0,13* 5,32+0,42*† 

8-12 imagens/ratos; 4 ratos/grupo † vs S; * vs Sham;, p<0,05 

 

Tabela 13 - Efeitos do treinamento e DSA sobre valores relativos em fração de aréa de DBH e OT 

no PVN medial e PVN posterior .  

  SHAM-S 

(n=4) 

SHAM-T 

(n=4) 

DSA-S 

(n=4) 

DSA-T 

(n=4) 

Magnocelular DBH 29,40±1,68 32,31±0,97 19,27±0,38* 25,22±0,51 

 OT 16,08±0,38 14,91±1,09 7,80±0,35* 6,40±0,23* 

Dorsal cap DBH 39,02±1,55 49,71±1,72 35,93±0,98* 41,90±0,57 

 OT 9,87±0,03 10,56±0,55 5,89±0,38* 5,51±0,35* 

Ventromedial DBH 13,37±1,15 22,23±0,36† 10,32±0,42 10,74±0,62* 

 OT 11,69±0,86 21,24±2,25† 6,72±0,25* 6,17±0,49* 

Posterior DBH 16,46±0,61 25,47±1,43 12,23±0,46 13,08±0,71* 

 OT 3,43±0,12 5,79±0,14† 1,94±0,10* 1,92±0,17* 

8-12 imagens/ratos; 4 ratos/grupo * vs SHAM; † vs S, p<0,05 

 

Tabela 14 - Efeitos do treinamento (T) e DSA sobre a área e volume de neurônios OTérgicos e de 

botões sinápticos NORérgicos no PVN medial e PVN posterior.  

  SHAM-S 

(n=4) 

SHAM-T 

(n=4) 

DSA-S 

(n=4) 

DSA-T 

(n=4) 

PVN medial 

ventromedial 

Área neuronal 

(µm2) 

1992,70±179,02 1999,10±188,98 1896,43 ±45,31 1821,89±56,57 

Volume 

neuronal (µm3) 

994,70±39,41 925,08±97,47 829,09±56,33 836,91±41,86 

Botões/neurônio 10±2 14±2 6±1* 7±1* 

PVN 

posterior 

Área neuronal 

(µm2) 

1846,76±110,29 1704,09±100,74 1828,90±166,81 1805,75±76,77 

Volume 

neuronal (µm3) 

965,74±97,30 880,62±111,59 933,79±147,13 863,96±58,41 

Botões/neurônio 10±1 13±1 5±1* 5±1* 

10-20 neurônios/ratos; 4 ratos/grupo * vs SHAM; † vs S, p<0,05 
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Tabela 18 - Efeitos do treinamento (T) e DBHx sobre valores relativos em fração de área de DBH 

em áreas bulbares: DMV; NTS caudal e intermediário; BVLc e BVLr.  

 SHAM-S SHAM-T DBHx-S DBHx-T 

NTS  7,06±0,45 11,39±1,07† 4,20±0,40* 7,18±0,30† 

BVLc 5,86±0,24 8,66±0,86† 3,72±0,32* 6,19±0,20*† 

BVLr 6,34±0,87 3,94±0,22† 4,70±0,76 5,51±0,47 

* vs SHAM; † vs S, p ˂ 0,05 

Tabela 19 - Efeitos do treinamento (T) e DBHx sobre valores relativos de número dos neurônios 

DBH+ em áreas bulbares: DMV; NTS caudal e intermediário; BVLc e BVLr.  

 SHAM-S SHAM-T DBHx-S DBHx-T 

NTS 17±1 20±1 12±1* 12±1* 

BVLc 12±1 12±1 8±1* 9±1* 

BVLr 11±1 9±1 10±1 10±1 

8-12 imagens/ratos; 4 ratos/grupo. * vs SHAM, † vs S, P<0,05. 

Tabela 20 - Efeitos do treinamento (T) e DBHx sobre valores relativos em fração de aréa de DBH e 

OT no PVN medial e PVN posterior. * vs SHAM, † vs S, P<0,05. 

  SHAM-S SHAM-T DBHx-S DBHx-T 

Magnocelular DBH 18,38±0,26 21,39±1,21 6,71±0,46* 5,86±0,48* 

 OT 17,58±0,38 19,69±1,52 6,27±0,71* 5,43±2,62* 

Dorsal cap DBH 21,88±0,97 28,70±1,85 6,44±0,59* 8,59±0,63* 

 OT 8,03±0,71 8,80±1,15 4,30±0,51* 3,04±0,87* 

Ventromedial DBH 9,53±0,32 16,23±0,79† 4,17±0,43* 5,67±0,35* 

 OT 13,61±0,95 26,65±3,01† 7,91±0,51* 7,80±0,69* 

Posterior DBH 8,06±0,22 13,59±0,85† 3,41±0,34* 5,27±0,94* 

 OT 3,13±0,05 5,21±0,12† 1,36±,0,13* 1,62±0,22* 

8-12 imagens/ratos; 4 ratos/grupo. * vs SHAM, † vs S, P<0,05. 

Tabela 21 - Efeitos do treinamento (T) e DBHx sobre valores relativos em fração de área de OT em 

áreas bulbares: DMV; NTS caudal e intermediário; BVLc e BVLr  

 SHAM-S SHAM-T DBHx-S DBHx-T 

NTS 1,01±0,02 2,52±0,02† 0,82±0,05 1,14±0,06* 

DMV 0,49±0,05 1,51±0,09† 0,40±0,03 0,70±0,07* 

BVLc 0,42±0,08 1,12±0,16† 0,37±0,03 0,56±0,07* 

BVLr 0,38±0,04 1,15±0,10† 0,40±0,04 0,52±0,08* 

8-12 imagens/ratos; 4 ratos/grupo. * vs SHAM, † vs S, P<0,05. 
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Tabela 24 - Efeitos temporal sobre valores relativos em fração de aréa de DBH no PVN medial e 

PVN posterior. * vs Semana 0, † vs WKY, P<0,05. 

  S0 (n=4) S1 (n=4) S2 (n=4) S4 (n=4) S8 (n=4) 

Magnocelular WKY 24,31±1,56 25,53±1,12 20,67±1,84 24,90±1,79 21,26±1,27 

SHR 26,65±1,02 28,69±0,77 32,31±1,43† 32,31±1,43† 31,18±0,77† 

Dorsal cap WKY 32,42±1,91 33,78±2,83 30,7±1,03 33,16±2,07 31,05±2,88 

SHR 26,65±0,62 33,48±2,07 33,54±1,57 33,26±1,44 34,50±1,60 

Ventromedial WKY 15,10±1,19 18,69±1,72 14,13±1,10 13,61±0,98 17,63±0,99 

SHR 19,23±0,23 25,90±2,62*† 29,95±1,54*† 26,18±1,22*† 27,79±1,38*† 

Posterior WKY 14,71±1,51 15,69±1,86 15,47±1,08 11,91±1,21 12,02±1,05 

SHR 19,08±0,90† 19,58±1,09† 18,72±0,83 20,12±0,68† 20,07±1,15† 

8-12 imgens/rato; 4 ratos/grupo. * vs Semana 0, † vs WKY, P<0,05. 

 

Tabela 25 - Correlações entre conteúdo de VP e DBH no PVN medial e PVN posterior e a 

PAM. 

Áreas encefálicas Equações de 

regressão 

Valores R Valores P 

WKY    

Magnocelular neurônios DBH+ x MAP Y = 0,12x + 16,37 0,60 0,005 

Dorsal cap neurônios DBH + x MAP Y = 0,10x + 21,21 0,36 0,121 

Ventromedial neurônios DBH + x MAP Y = 0,10x + 15,01 0,30 0,198 

Posterior neurônios DBH + x MAP Y = 0,02x + 16,96 0,19 0,432 

Magnocelular neurônios VP+ x MAP Y = 0,22x + 5,93 0,64 0,003 

Dorsal cap neurônios VP+ x MAP Y = 0,09x – 5,87 0,53 0,018 

Ventromedial neurônios VP+ x MAP Y = 0,35x - 20,99 0,74 0,002 

Posterior neurônios VP+ x MAP Y = 0,03x – 1,26 0,55 0,013 

SHR    

Magnocelular neurônios DBH+ x MAP Y = 0,04x + 23,86 0,55 0,012 

Dorsal cap neurônios DBH + x MAP Y = 0,06x + 24,58 0,53 0,016 

Ventromedial neurônios DBH + x MAP Y = 0,05x + 19,27 0,39 0,091 

Posterior neurônios DBH + x MAP Y = 0,01x + 18,14 0,21 0,374 

Magnocelular neurônios VP+ x MAP Y = 0,07x + 19,28 0,58 0,007 

Dorsal cap neurônios VP+ x MAP Y = 0,04x – 1,10 0,59 0,007 

Ventromedial neurônios VP+ x MAP Y = 0,15x – 3,78 0,85 0,001 

Posterior neurônios VP+ x MAP Y = 0,02x + 0,18 0,70 0,001 

Essas analyses envolvem todos os pontos analisados durante 8 semanas de protocolo. 

Correlações dos dados de expressão de DBH e VP foram feitos com 20 observações/área, 4 

ratPs/grupo.  
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Tabela 28 - Efeitos da hipertensão e DSA sobre valores relativos em fração de aréa de DBH no PVN 

medial e PVN posterior 

 Wistar-Sham 

(n=2) 

Wistar-DSA 

(n=2) 

SHR-Sham 

(n=5) 

SHR-DSA 

(n=5) 

Magnocelular 19,73±1,98 18,22±2,37 21,12±1,71 27,40±2,35*† 

Dorsal cap 35,98±6,03 24,01±1,44† 18,34±1,22* 25,77±2,47 

Ventromedial 19,37±1,53 14,75±1,22 15,8±1,53 16,50±1,02 

Posterior  18,82±1,05 14,8±2,14 12,48±1,27* 11,93±1,71 

 8-12 imgens/rato; 4 ratos/grupo. † vs SHAM; * vs Wistar, P<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



136 

 

 

 

Apêndice II 

 




























