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RESUMO

Santos CR. Neuronios pré-autonébmicos do hipotalamo e sinalizagdo noradrenérgica
ascendente: efeitos da hipertenséo, treinamento aerdébio e desnervacdo sino adrtica. [Tese
(Doutorado em Ciéncias — Fisiologia Humana)]. S&o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Universidade de Sdo Paulo; 2018.

Introducdo: As vias suprabulbares assim como nucleos bulbares sdo de vital importancia na
modulacéo cardiovascular. As informacdes aferentes que chegam ao NTS ascendem a areas
suprabulbares por neurénios noradrenérgicos (NORérgicos) projetando-se principalmente a
neurdnios pré-autonémicos do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) em sua maioria
ocitocinérgicos (OTérgicos) e vasopressinérgicos (VPérgicos), 0s quais se projetam a areas
bulbares, fechando um pronto circuito modulatério. E nossa hipotese de trabalho que a
hipertensdo e/ou o treinamento possam alterar a plasticidade de vias NORérgicas
ascendentes as quais, modificando a sinalizacdo aferente, desencadeariam respostas plasticas
e funcionais nos neurdnios pre-autondmicos do PVN, alterando a modulag&o cardiovascular
nestas situacdes. Objetivo: estudar o funcionamento da algca suprabulbar de modulagéo
autondmica, avaliando os efeitos sequenciais da hipertensdo e do treinamento sobre a
sinalizacdo NORérgica ascendente e sobre a plasticidade/atividade de neurdnios OTérgicos e
VPérgicos do PVN que se projetam a areas bulbares de controle cardiovascular. Material e
Meétodos: Protocolo | - Ratos Wistar adultos foram submetidos a T de baixa intensidade
(50-60% da capacidade méxima, 5 dias/semana, 1h/dia) ou foram mantidos sendentérios (S)
por 8 semanas. Apos registros da hemodindmica basal nas semanas 0 (So=To), 1 (T1), 2 (T2),
4 (T4) e 8 (Tge Sg) [protocolo Analise Temporal do Treinamento], ap6s 8 semanas de T ou S
[para protocolo de leséo seletiva dos neurdnios NORérgicos ascendentes pela saporina], e,
apos 12 semanas de T ou S [para os protocolos SHAM & DSA] os ratos foram eutanasiados
para perfuséo e fixacdo do encéfalo. Cortes (30 um) do PVN foram processados para imuno-
histoquimica de dupla marcacdo para OT e dopamina beta-hidroxilase (DBH); imagens
foram adquiridas pelo microscépio de fluorescéncia e confocal e analizadas pelo ImageJ e
pelo Imaris, respectivamente. Protocolo Il - SHR e WKY (4 semanas de idade no inicio dos
protocolos) foram mantidos sedentérios (S) por 8 semanas. Nas semanas experimentais 0, 1,
2, 4 e 8 avaliamos os parametros funcionais (valores basais PA e FC) e a imunoistoquimica
para VP e DBH; em outro protocolo, realizamos cirurgia Sham ou DSA em animais SHR e
Wistar de 41 dias e, apos a 13% semana realizamos estudos funcionais e a andlise
imunoistoquimica para DBH e VP. Resultados: S determinou no PVN diminuigdo idade-
dependente da OTir em todos os subndcleos magnocelular (mg), dorsal cap (dc),
ventromedial (vm) e posterior (Po), sem alteracOes significativas de DBHir, e e sem
alteracdo de OTir em aréas bulbares, como DMV, NTS, BVLc e BVLr. T induziu aumento a
partir de T» da sintese de DBH no NTS caudal, intermediario e BVLc, e o T induziu uma
diminuicdo da de DBH no BVLr. No PVNvm e Po houve pronto aumento da OTir em T2 vs
So, € DBHir em T2 vs So, e aumento de botbes sinapticos NORérgicos em neur6nios
OTérgicos, e bradicardia de repouso entre T4 e Tg, sSem alterar a presséo arterial. A remogéo
dos barorreceptores diminuiu a densidade das projecfes OTérgica no NTS intermediério,
BVLr e no PVN mg, dc, vm e Po, além disso a desnervagdo sino-adrtica bloqueiou todos os
efeitos induzidos pelo treinamento, como o aumento de DBHir no NTS caudal e
intermediario, 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 reducdo das projeces NOReérgicas induziu um
significativa queda na sintese de OT em todo o PVN medial e posterior, e 0 T néo foi capaz
em aumentar a OTir. Em areas bulbares, observamos que a DBHXx induziu reducdo na
DBHir e de neurénios NORérgicos no NTS caudal e intermediario e BVLc, porém néo
houve alteragcdo no BVLr em animais S. No grupo DBHXx-T houve aumento na sintese



proteica de DBH em todo o bulbo, com excecdo do BVLr. Houve uma marcada reducédo das
projecdes Otérgicas em todo bulbo, mas ndo houve alteragdo da OTir em DBHYX, e nao foi
observado bradicardia de repouso. No protocolo 11, WKY e SHR, de 28 dias, possuem PA
semelhantes, qual aumentou a partir de S apenas em SHR. Animais SHR em fase pré-
hipertensiva ja possuem FC aumentada, comparado com os WKY, permanecendo com
valores superiores até o final do protocolo, em ambas as linhagens houve uma diminuigéo da
FC basal idade depende. Com a técnica de imunoistoquimica de fluorescéncia, observamos
que a VPir é maior em SHR (vs. WKY) durante as 8 semanas de avaliagdo apenas no
PVNmg, no PVNvm e posterior o conteudo de VP é semelhante entre as duas linhagens em
So (4 semanas de vida), porém h& um aumento significativo e progressivo a partir da Sy,
apenas em animais SHR. Com os experimentos DSA, observamos a eficacia da cirurgia da
remocdo dos barorreceptores, devido a auséncia da resposta reflexa bradicardica e
taquicardia em animais DSA. A DSA impediu o desenvolvimento da hipertensdo em animais
SHR, assim como houve um blogueio do aumento de VP em todo PVN medial (mg, vm e
dc) e PVN posterior. Conclusdo: A observacdo de que a instalacdo da bradicardia de repouso
(a partir de T4) ocorria apés o aumento da densidade de neurénios OTérgicos do PVN que se
projetam ao complexo solitario-vagal sugere que alteracdes induzidas pelo T no controle
autondémico do coracdo sdo dependentes da maior modulagdo OTérgica ao complexo solitério-
vagal desencadeado pela sinalizacdo NORérgica ascendente. O bloqueio destes efeitos sugere
ainda que a sinalizacdo carreada pelos barorreceptores e quimirreceptores periféricos € 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 contetdo de VP em areas que
contém neurbnios pré-autondmicos, e que os baro e quimiorreceptores desempenham papel
chave no desenvolvimento da hipertenséo.



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)]. S&o Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de S&o
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 (VVPergicos) 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 (SO 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 um) 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 Il - 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 SO, and DBHir in T2 vs SO, 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 I, 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 SO (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 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

E de suma importancia que a pressdo arterial (PA) seja mantida em niveis adequados
frente a qualquer situacdo fisioldégica como o repouso, 0 sono, a vigilia, 0 exercicio ou
mesmo em diferentes patologias, a fim de propiciar, a todos os tecidos, suprimento de
sangue com pressdo e volume adequados as necessidades momentaneas. Diversos
mecanismos sdo responsaveis por controlar/manter a PA, envolvendo respostas a longo-
prazo (balango entre a ingestdo/excrecdo de agua e sal e alteragGes estruturais) e respostas a
médio- e curto-prazo como mecanismos neurais, hormonais e locais (MICHELINI, 2012). A
regulacdo a curto- e médio-prazo, ou regulacdo neuro-hormonal da PA, envolve basicamente
mecanismos reflexos intrinsecos ao sistema cardiovascular mediados pelos barorreceptores e
quimiorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares, sendo de grande importancia para
a manutencdo da PA tanto no repouso quanto no exercicio fisico. A regulacdo comandada
pelos barorreceptores arteriais € considerada o principal mecanismo de controle momento-a-
momento da PA. (MICHELINI, 2001 e 2012; SVED & GORDON, 1994).

As aferéncias dos barorreceptores sdo ativadas através do estiramento de seus
receptores localizados na parede da xxxxx aorta e do seio carotideo durante a sistole
cardiaca. A magnitude da deformacéo arterial é codificada pela frequéncia de disparos e
integrada em areas especificas do sistema nervoso central, promovendo ajustes especificos
através da acdo simpatica e parassimpatica aos efetores cardiovasculares (MICHELINI,
2007; MICHELINI & STERN, 2009).

E bem conhecido que, no “circuito neural” de regulagdo da PA, o nlcleo do trato
solitdrio (NTS) constitui-se na 12 estacdo sindptica no sistema nervoso central das
informacdes carreadas pelos barorreceptores arteriais, como demonstrado na Figura 1
(MICHELINI & MORRIS, 1999). A cada sistole arterial, os potenciais de acdo gerados pela
distensdo dos barorreceptores trafegam pelas fibras aferentes em direcdo ao bulbo dorsal,
onde contatam e excitam neurbnios de segunda ordem localizados no NTS. Neurdnios
glutamatérgicos do NTS projetam-se para o bulbo ventrolateral caudal (BVLc) onde ativam
neurdnios inibitérios gabaérgicos que se projetam para o bulbo ventrolateral rostral (BVLr),
area em que se situam os corpos celulares dos neur6nios bulbo espinhais simpato-
excitatorios (glutamatérgicos) que se projetam aos pré-ganglionares simpaticos da medula
espinhal (colinérgicos), os quais por sua vez excitam os pés-ganglionares (noradrenergicos)
ao coracdo e vasos. Durante elevagdes da PA, frente a inibicdo do BVLr pelo BVLc, ocorre

reducdo do tono simpatico com aumento da capacitancia venosa (CV) e reducdo do retorno
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venoso (RV), reducdo da frequéncia e contratilidade cardiaca e reducdo da resisténcia
periférica (RP). Paralelamente, outros neurbnios glutamatérgicos do NTS projetam-se e
excitam os neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos (colinérgicos) localizados no nucleo
motor dorsal do vago (DMV) e no ndcleo ambiguo (NA), os quais se projetam aos poés-
ganglionares localizados intra-muralmente no coragdo reduzindo, quando estimulados, a
freqiéncia cardiaca (FC) (MICHELINI, 2012). H4, portanto durante estimula¢do aumentada
dos barorreceptores, queda da PA, corrigindo sua elevacao inicial e trazendo a PA de volta a
seus niveis basais. Respostas opostas (aumentos do RV, da FC, da contratilidade, do DC e
aumento da RP, resultando em aumento da PA) ocorrem durante quedas transitorias da PA
que estimulam menos ou ndo estimulam os barorreceptores (MICHELINI, 2012). Desta
forma os barorreceptores arteriais, sensiveis a variacdes instantaneas da PA, mantém
momento-a-momento o controle do ténus simpéatico e parassimpatico para o sistema
cardiovascular (MICHELINI & MORRIS, 1999). Esta circuitaria neuronal constitui o arco-
reflexo primério ou alca bulbar do controle cardiovascular.

Além da alca primaria de integracdo bulbar do reflexo, o controle cardiovascular conta
com outros circuitos suprabulbares de integracdo e modulagdo, 0s quais propiciam ajustes
finos e diferenciais da circulacdo em situacdes especificas como, por exemplo: o exercicio, 0
sono, situacOes de estresse, etc. As informacOes aferentes que chegam ao NTS e sdo
direcionadas a diferentes areas bulbares, também ascendem a areas suprabulbares por
neurdnios noradrenérgicos (NORérgicos) cujos corpos celulares localizam-se no NTS e
BVLc e se projetam direta e/ou indiretamente a areas hipotaldamicas (em especial aos
nacleos supradptico, SON e paraventricular, PVN), a amigdala e ao cortex (DAMPNEY,
1994). Projetam-se a neur6nios parvocelulares e magnocelulares do PVN e SON, que
sintetizam vasopressina (VP) ou ocitocina (OT) e cujos ax6nios projetam-se ao tronco
cerebral (no caso dos parvocelulares) modulando o arco reflexo primario ou a neurohipéfise
(no caso dos magnocelulares), de onde VP e OT sdo liberados para a circulagéo
(DAMPNEY, 1994; MICHELINI, 2001; MICHELINI & MORRIS 1999).

E grande o contingente de fibras NORérgicas ascendentes do NTS e BVLc que se
projetas a neurdnios parvocelulares do PVN (os chamados neurdnios pré-autondmicos),
VPérgicos e OTergicos (SAWCHENKO & SWANSON, 1982), os quais se projetam
diretamente a areas bulbares e espinais (NTS, DMV, NA, BVL, coluna intermediolateral,
SAWCHENKO & SAWNSON 1982) envolvidas no controle autonémico da circulagéo,

fechando um circuito modulatério, que constitui a chamada alca secundaria ou alca
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suprabulbar de modulagdo do controle autondmico do sistema cardiovascular. Portanto, no
controle da funcdo cardiovascular hd envolvimento conjunto de éareas bulbares e
suprabulbares, cujas conexdes reciprocas (NTS-PVN e PVN-NTS e outras areas bulbares)
formam um pronto circuito modulatorio de integracdo bulbar, podendo inclusive modular a
propria sinalizacdo aferente ao NTS (BAILEY et al., 2006; PETERS et al.,2008). As alcas
de integracdo 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 exercicio fisico) quando a integracéo
suprabulbar torna-se preponderante em garantir, por exemplo a taquicardia do exercicio
durante elevacdo da PA gerados pela atividade motora, a qual garante a eficiéncia
circulatéria (MICHELINI & MORRIS, 1999; MICHELINI, 2001, MICHELINI & STERN,
2009).

Estudos do laboratério demonstraram que as projecGes descendentes hipotalamicas
participam de ajustes do controle cardiovascular induzidas tanto pelo exercicio crénico
(treinamento) como pelo exercicio agudo. Sabe-se que durante o exercicio cronico ha em
ratos treinados ativacdo das projecdes OTergicas do PVN ao bulbo, uma vez que apenas
neste grupo houve aumento da liberacdo enddégena de OT na regido dorsal do bulbo
(abrangendo NTS/DMV), sem nenhuma alteracdo significativa nos ratos sedentérios
(BRAGA et al., 2000). Esta resposta era acompanhada de ativacdo vagal ao coracdo e menor
resposta taquicardica nos ratos treinados quando comparados aos controles sedentarios para
a mesma carga de exercicio (MICHELINI, 2001; MICHELINI & STERN, 2009; HIGA-
TANIGUCHI et al, 2009). Higa et al (2002) e Michelini (2007) também demonstraram que a
administracdo de OT no NTS/DMV durante a ativacdo dos barorreceptores causava ativacao
vagal e maior resposta bradicardica, a qual era revertida pelo bloqueio dos receptores de OT
nesta area.

Por outro lado, Michelini e Bonagamba (1988) observaram que a administragdo de VP
no NTS ndo alterava a sensibilidade do reflexo, mas deslocava o ponto de operacdo do
reflexo para niveis mais elevados de FC, diminuindo a resposta bradicardica por reduzir a
inibicdo simpatica durante elevagdes transitorias da PA, situagdo similar encontrada em uma
sessdo aguda de exercicio, em que a hd uma reducdo da inibicdo simpatica, permitindo que
ocorra, concomitante ao aumento da PA, a taquicardia de exercicio, essencial para manter
débito cardiaco aumentado e fornecer apropriado aporte sanguineo para musculos
exercitados (MITCHEL, 1990; MICHELINI, 2007).



27

2. Remodelamento neuronal ; 3. 7T excitabilidade neuronal

Modifica controle peptidérgico no DBS:

4.7 oT: | FC basal; 4 taquicardia do exercicio
5.7 vp: mudanca do ponto de operagao

i taquicardia exercicio

Baroreceptores:
Tsinalizagéo aferente

[ sinalizagao NORérgica
do NTS para PVN

Musculos esqueléticos
EXERCICIO

Controle reflexo da
circulagao

Mudangas no controle autonomico:
6. T ténus vagal; 7. { atividade simpatica

Figura 1 - Representacdo esquemética de como o treinamento aerobio induz ajustes
plasticos & funcionais em areas bulbares e suprabulbares. As areas mencionadas
facilitam o controle autondmico da circulagdo durante o exercicio. 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 ejecdo de leite
(NICKERSON et al, 1954). Trabalhos posteriores, no entanto, demonstraram que individuos
machos possuem a mesma quantidade de neurénios OTérgicos que o observado em fémeas
(CITACAO). Vérios estudos demonstraram que neurdnios OTérgicos possuem diferentes
func@es periféricas, como a natriurese (VERBALIS & DOHANICS, 1991); a reducdo da PA
(PETTY etal., 1985) e da FC (FAVARETTO et al., 1997), aléem de inimeros efeitos sociais
como o0 aumento na confianga humana (KOSFELD et al.; 2005); a alteracdo 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 comunicacdo social
(BURKETT et al.,, 2016) além do envolvimento com doencgas psiquiatricas (Autismo,
esquizofrenia, depressdo; BERNSTEIN et al.,, 2018). Em conjunto esses trabalhos
comprovaram o papel fundamental da OT em varias fungdes fisiologicas além de seu papel
na reproducéo.

Pinol e colaboradores (2014) demonstraram que fotoestimulacéo de fibras OTeérgicas
do hipotalamo ao bulbo ativa receptores OTergicos, os quais por co-liberacdo de OT e
glutamato, facilitam excitagdo de neurdnios cardio-vagais do DMV que possuem projecoes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NICKERSON%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13148259
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ao coragdo. Demonstraram ainda que a OT aumentava a facilitacdo de pulsos pareados e
prolongava a neurotransmissdo glutamatérgica, aumentando a excitacdo dos cardio-vagais e
mantendo um elevado disparo desses neurdnios responsaveis por gerar atividade
parassimpatica ao coracao.

Trabalhos do laboratério j& demonstrava que essas mesmas projeces OTérgicas do
PVN-NTS/DMV eram sdo capazes de alterar a bradicardia reflexa induzida pela variagédo
pressorica. Pré tratamento de OT no NTS aumentava a sensibilidade da bradicardia reflexa,
enquanto seu bloqueio enddgeno 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 tdnus vagal ao coracao induzido pela ativacao de
receptores de OT (HIGA et al, 2002; MICHELINI, 2007).

Uma outra forma de melhorar o ganho barorreflexo e a atividade parassimpatica ao
coracdo € a préatica continuada da atividade fisica (treinamento aerobio de baixa a moderada,
MICHELINI et al., 2015). Uma linha de investigacdo a qual o grupo da Dra. Michelini tem
se dedicado na ultima década é a de que os ajustes cardiovasculares observados durante o
treinamento (redistribuicdo de fluxo, a manutencéo de elevada FC frente a aumento da PA
durante exercicio, a bradicardia de repouso apos treinamento, etc.) seriam mediados pela
acdo conjunta de vias bulbares e suprabulbares (MICHELINI & STERN, 2009). E
conhecido que o treinamento induz alteragdes plasticas do sistema OTérgico central
modulando os ajustes especificos da FC. Estudos mais recentes, associando técnicas
funcionais as de biologia molecular, mostraram que o treinamento determinava aumento
significativo da expressdo génica e proteica de OT seja na regido biossintética (PVN) e
maior densidade de projecbes OTérgicas no NTS/DMV, indicando que o treinamento
produzia intensa ativacao das projecfes OTérgicas do PVN a regides 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 neurbnios OTérgicos no PVN correlacionava-se positivamente com a
bradicardia de repouso e com a menor resposta taquicardica ao exercicio (HIGA-
TANIGUCHI et al, 2007; CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et al, 2012).

De fato, Braga e colaboradores (2000) ja haviam demonstrado a importancia
fisiologica da liberacdo de OT em é&reas pre autondmicas. O pré-tratamento do NTS com

antagonista de receptores de OT ndo alterava a resposta pressora, mas potencializava a
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taquicardia do exercicio apenas nos ratos treinados, indicando que o treinamento ativava
mecanismos OTérgicos supra-bulbares de controle da FC os quais, determinavam reducéo
da taquicardia do exercicio nos individuos treinados; nenhuma alteracdo significativa de PA
ou FC apos blogueio dos receptores de OT foi observada em ratos sedentarios submetidos ao
exercicio dindmico (BRAGA et al., 2000). Por outro lado, tanto nos grupos treinados quanto
sedentérios, a administracdo exdgena de OT no NTS determinou reducdo significativa e
similar da taquicardia do exercicio, sugerindo que o treinamento ndo alterava receptores,
mas apenas a disponibilidade do neurotransmissor, significativamente aumentada apds
treinamento (BRAGA et al., 2000).

Um possivel mecanismo molecular para esse efeito foi demonstrado por Peters e
colaboradores (2008). Em registros de correntes pds sindpticas excitatdrias em neurdnios de
segunda ordem do NTS durante administracdo local de OT, demonstraram haver um
aumento da sinalizagdo carreada pelos barorreceptores, uma vez que a OT aumentava a
probabilidade de liberacdo glutamatérgica (mecanismo pré sinaptico) e facilitava o
fechamento de canais de potassio (mecanismo pos sindptico) com consequente aumento da
resposta bradicardica. A ativacdo das projecdes OTérgicas ao NTS/DMV (observada apenas
nos grupos treinados) a qual explicava a reducdo da taquicardia do exercicio em cargas
subméaximas. A reducdo da FC basal e da resposta taquicardica ao exercicio € um importante
indice de treinabilidade. E importante lembrar que o treinamento é acompanhado de
aumento do volume sistélico, o que permite a manutencdo do DC com menor gasto
energético (MICHELINI, 2007; MICHELINI & STERN 2009).

Em conjunto estas observacdes demonstraram a eficacia do treinamento aerébio em
ativar as vias eferentes da alca suprabulbar de modulacdo ajustando o controle bulbar da
funcdo cardiaca e aumentando sua eficiéncia em individuos treinados, mas ndo indicava
mecanismos que desencadeavam estas alteragdes. Buscando identificar esse(s)
mecanismos(s), trabalhos do laboratdrio, em colaboracdo com o Dr. Javier E. Stern nos
EUA, observaram que o treinamento induz alteracBes plasticas em projecdes
catecolaminérgicos ascendentes ao PVN, aumentando a imunorreatividade para Dopamina 3
hidroxilase (DBH) em diferentes subnucleos do PVN e, principalmente, aumentando a
densidade de botbes sinapticos DBH-positivos em neurbnios pré-autonémicos OTérgicos
que se projetam ao NTS/DMV (Higa-Taniguchi et al, 2007). O aumento da inervacao
noradrenérgica ascendente ao PVN foi também, apos treinamento, acompanhada de aumento

da excitabilidade intrinseca e da razdo “input/output” (patch clamp em fatias do hipotalamo)
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especificamente em neurénios pré-autonémicos VVPérgicos e/ou OTérgicos, com reducdo da
razdo input/output nos neurénios magnocelulares do PVN (JACKSON et al, 2005). Estas
observacdes indicaram que a ativacdo da projeces OTergicas pelo treinamento é especifica
aos neurdnios pré-autonémicos (parvocelulares) ndo modificam a liberacdo de OT
plasmética pelos neurdnios magnocelulares e que dependia da ativacdo mediada por
projecdes DBH positivias aos neuronios OT positivos, mas ndo indicavam a origem das
projecdes NORérgicas. E, portanto, um dos objetivos deste trabalho investigar qual(is)
area(s) se projeta(m) aos neurbnios pré-autondémicos OT positivos do PVN buscando
identificar toda a circuitaria neuronal envolvida. Brum et al, (2000) demonstraram que 0
treinamento facilitava a sinalizacdo aferente dos niveis de PA pelos barorreceptores arteriais
por aumentar o ganho da atividade do nervo depressor adrtico durante variagdes transitorias
da PA. Além disto, observacao recente do nosso laborat6rio, mostrou que a desnervacao
sinoaortica (DSA) abole os efeitos benéficos do treinamento sobre a FC bloqueando a
bradicardia de repouso (CERONI et al, 2009). E, portanto, possivel que a sinalizacio
aferente mediada pelos barorreceptores arteriais seja um dos mecanismos desencadeantes da
plasticidade de neurdnios pré-autonémicos OTérgicos do PVN induzidos pelo exercicio.
Embora saibamos que os barorreceptores se projetam ao NTS no tronco cerebral
(DAMPNEY, 1994) e que informagGes aferentes ascendem do tronco cerebral ao PVN por
projecdes catecolaminérgicas (KALIA; SWANSON & SAWCHENKO, 1981),
desconhecemos de quais ndcleos elas se originam. Também ndo se conhecem os efeitos da
DSA sobre a plasticidade/funcionabilidade da al¢a supra bulbar de modulagéo. Portanto, na
presente tese, buscamos identificar as alteracfes plasticas/funcionais induzidas pela remogéo
seletiva dos barorreceptores arteriais sobre expressao dos sistemas NORérgicos e OTérgicos
centrais e sobre as respostas cardiovasculares. Além disto, todas as observacbes anteriores
sobre efeitos do treinamento aerdbio de baixa intensidade e alteracfes plasticas foram
obtidos apenas ao final do protocolo de treinamento. Nada se sabe sobre a sequéncia
temporal com que estes efeitos se estabelecem. Faz-se necessdria uma investigagdo mais
detalhada destas alteracbes no decorrer de todo o protocolo experimental para a
caracterizacdo do perfil temporal das alteracbes plasticas do sistema OTérgico central

induzidos pelo treinamento.
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1.2 Vasopressina e implicac6es com hipertensao

Sabe-se que 0 PVN € nicleo altamente heterogenio. Além de neur6nios OTérgicos,
h& neurdnios positivos para somatostatina, met- e leu-encefalina, horménio 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
tubulos renais a agua (VP é também inicialmente como horménio anti diurético), através de
seus receptores V2 (NIELSEN et al., 2002); nos vasos através dos receptores V1, promove
vasoconstricdo arteriolar e, em casos de hipotensdo severa, como por exemplo na
hemorragia, os niveis de VP podem elevar-se para valores mais altos, contribuindo
expressivamente com vasoconstricdo generalizada e aumento da pressdo arterial
(OHLSTEIN & BERKOWITZ, 1986). Centralmente a VP atua como neurotransmissor, seus
receptores sao encontrados em varias estruturas do sistema nervoso central, estando a VP
relacionada ao comportamento social, a agressividade (ALBERS, 2015), a aspectos
emocionais, ao aprendizado e memoria, ansiedade, depressdo (IOVINO et al., 2018), além
da regulacdo doritmo circadiano (KALSBEEK et al., 2010), controle da secrecdo
do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (ZELENA
et al., 2015). A VP participa também do controle autondmico de respostas fisiol6gicas como
o exercicio (MICHELINI & MORRIS, 1999) e patol6gicas como a hipertensdo (MARTINS
et al., 2005) e a insufiencia cardiaca (POTAPENKO et al., 2012).

Diversos estudos demonstraram haver projecfes VPérgicas do PVN a areas de
controle autondmico do bulbo, como BVLr (BIANCARDI et al, 2010; GRIFFITHS et al,
2017) e NTS, area me que demonstraram seus efeitos durante a pratica do exercicio
(DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI & MORRIS, 1999; MICHELINI, 2007). A ativagéo
de projecbes VPeérgicas ao NTS (que ocorre tanto nos grupos sedentarios quanto nos
treinados) determina, durante o exercicio agudo, deslocamento temporario do controle
reflexo da FC para niveis mais elevados de pressdo, permitindo a oclusdo da bradicardia
reflexa durante as elevacOes de pequena magnitude da PA (faixa de 10~15 mmHg) que
ocorrem durante a atividade fisica. Esta oclusdo, caracteristica do exercicio dindmico,
permite o aparecimento da resposta taquicardica essencial ao aumento do DC (MICHELINI,
2007; MICHELINI & STERN 2009). Pré-tratamento do NTS com antagonista V1 néo
alterou a resposta pressora, mas determinou reducdo da taquicardia do exercicio em ratos
sedentarios e treinados, com resposta de maior magnitude nos individuos treinados

sugerindo que a ativagdo das projeces VPérgicas ao NTS/DMV facilita o aparecimento da
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taquicardia do exercicio (DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI et al, 2015). De fato
observou-se durante exercicio aumento do contetdo enddgeno de VP especificamente na
regido dorsal do bulbo que abrange o NTS e 0 DMV, indicando que a ativacdo das projecoes
VPérgicas a reduz a inibicdo simpatica durante elevacdes da PA induzidas pelos exercicio
contribuindo, ao deslocar a faixa de funcionamento do reflexo barorreceptor, para a ocluséo
da bradicardia reflexa (DUFLOTH et al, 1997; MICHELINI, 2007). Nesta linha de
raciocinio, Bailey et al (2006) demonstraram que a administracdo de VP no NTS reduz a
ativacdo de neurdnios de 22 ordem pelos barorreceptores, determinando menor resposta
bradicardia reflexa. Observou-se também que embora ndo houvesse alteracdo da densidade
de receptores V1 no NTS, o treinamento era eficaz em aumentar a sensibilidade destes
receptores ao agonista enddgeno (SOUZA et al, 2001).

Interessante foi a observacdo de que embora ativadas durante exercicio agudo, a
densidade de neurdnios VP positivos ndo era modificada pelo treinamento aerdbio (Santos,
2013) mas aumentada na hipertensdo (BIANCARDI et al, 2010; CRUZ & MICHELINI,
dados ndo publicados), sugerindo que os neurbnios pré-autondmicos VPérgicos do PVN
teriam funcdes distintas daquelas desempenhadas pelos neurénios OTérgicos no controle da
circulacdo. De fato, estudos anteriores ja haviam demonstrado elevados niveis plasmaticos
de VP e aumento de sua expressdo no PVN de ratos hipertensos (MORRIS et al, 1981)
sugerindo que, além da vasoconstricdo periférica, VP agiria como um neurotransmissor nas
projecdes PVN-BVLr e PVN-neur6nios espinhais, modulando a atividade simpética aos
rins, medula adrenal e coracdo (COOTE, 2004). Demonstrou-se também que a estimulacdo
do PVN aumentava a atividade simpatica renal e a PA, efeitos estes que eram bloqueados
pela administracdo intratecal do antagonista de VP (MALPAS & COOTE, 1994).

Observamos também que a hipertensdo, além da facilitacdo do sistema VPérgico
central, aumentava a expressdo de receptores V1 na regido dorsal do bulbo, conforme
evidenciado pelas técnicas de RT-PCR (sigla em inglés de Reverse transcription polymerase
chain reaction, Transcricdo Reversa- reagédo em cadeia da polimerase) e hibridizagdo in situ
(MARTINS et al, 2005; FELIX & MICHELINI, 2007). Estas alteracbes poderiam
condicionar os déficits da regulacdo reflexa da PA que caracterizam a hipertensao
(MOREIRA et al, 1992; SANTOS et at, 1998; BEZERRA et al, 2001). Realmente a
eficiéncia do reflexo barorreceptor encontra-se bastante comprometida na hipertensao
arterial cronica (KRIEGER et al, 1982): durante elevagfes mantidas da PA, o0s

barorreceptores deslocam sua faixa de funcionamento para os niveis da hipertenséo,
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adaptando-se ao novo nivel pressorico e possibilitando a manutengédo da funcdo barorreflexa
(KRIEGER et al, 1982). No entanto a adaptacédo a hipertensdo é acompanhada de reducéo
na sensibilidade dos aferentes adrticos e carotideos em sinalizar as alteracdes pressoricas
(KRIEGER et al, 1982), prejuizo da integracdo bulbar (MICHELINI & BONAGAMBA,
1989), alteracdo do balango simpato-vagal ao coragdo, com predominio do ténus simpatico
(BEZERRA et al, 2001). Embora as alteracGes induzidas pela hipertensdo na al¢a priméria
do controle barorreflexo sejam relativamente bem conhecidas, pouco se sabe sobre os efeitos
da hipertensdo na alca supra-bulbar de integracdo e em especial sobre os neurénios pre-
autondmicos VP positivos. Uma observacdo recente de nosso laboratorio (CERONI et al,
2009) tem indicado que o treinamento aerdbio de baixa intensidade é eficaz em minimizar o
déficit do controle reflexo da FC em ratos hipertensos espontaneos (SHR) porém nao
sabemos quais mecanismos centrais que condicionam este efeito.

Trabalho em andamento no laboratério tem mostrado que a desnervagdo sinoadrtica
também reduz a densidade de neurbnios VPérgicos no PVN de SHR (Michelini,
comunicacdo pessoal), mas desconhecemos as vias neurais pelas quais os barorreceptores e
quimiorreceptores mantem a tonicidade dos neurénios VP positivo nos hipertensos. Estaria
a sinalizacdo NORérgica ascendente ao PVN envolvida ou ndo alteracdo da densidade dos
neurbnios VP positivos na hipertensdo e apds desnervacdo sinoadrtica? Também ndo
sabemos se 0s SHR ja nascem com maior numero de neurénios VPérgicos, ou se sua
expressao aumentaria durante o estabelecimento da hipertensdo. Pretendemos, portanto,
neste trabalho identificar os efeitos sequenciais do estabelecimento da hipertensdo e da
desnervacao sinoadrtica sobre a densidade de neur6nios VPérgicos no PVN, bem como a
participacdo da informacdo aferente (plasticidade dos terminais DBH-positivos que se
projetam a estes neurdnios) nestas respostas.

Foi, portanto, nossa hipotese de trabalho que o treinamento aerébio e a hipertensdo
arterial, via projecGes NORérgicas ascendentes do bulbo ao hipotadlamo, determinariam
alteracOes plasticas especificas a diferentes grupos de neurénios pré-autonémiocos do PVN
—0s OTeérgicos no caso do treinamento e 0s VPérgicos no caso da hipertensdo. Foi também
nossa hipdtese de trabalho que o estimulo desencadeante dessas adaptagdes cardiovasculares
ao treinamento e a hipertensdo 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 alca suprabulbar de modulagdo do controle cardiovascular no
treinamento e na hipertensdo, seja em ratos intactos, seja naqueles submetidos a remocao
dos barorreceptores arteriais. Sdo eles: 1) Estudo dos efeitos sequenciais do treinamento
sobre neurénios ocitocinérgicos do PVN e sua sinalizacdo noradrenérgica, e, 2) Estudo dos
efeitos sequenciais da instalacdo da hipertensdo sobre neurénios vasopressinérgicos do PVN
e sua sinalizacdo noradrenérgica.

Foram nossos objetivos especificos:

1. utilizando-se ratos normotensos e dupla marcacdo com DBH e OT, identificou-se 0s
efeitos sequénciais do treinamento aerdbio sobre a expressdo de neurénios OTérgicos em
areas pré-autonémicas do PVN e sobre a plasticidade de terminacdes NORérgicas que se
projetam a estes neurdnios (microscopia confocal),

2. avaliou-se em ratos treinados e seus controles sedentarios os efeitos da desnervacao
sinoadrtica sobre a expressdo de neurbnios OTérgicos do PVN e sobre a plasticidade de
terminac6es NORérgicas que se projetam a estes neurdnios,

3. avaliamos os efeitos da lesdo especifica dos neurdnios NORérgicos que se projetam
ao PVN em animais submetidos ao treinamento ou sedentarismo por 8 semanas,

4. utilizando-se SHR na fase pré-hipertensiva e a dupla marcacdo com DBH e VP,
identificamos os efeitos temporais da instalacdo da hipertensdo sobre a expressdo de
neurdnios VPérgicos em areas pré-autondmicas do PVN e sobre a plasticidade de
terminacGes NORérgicas que se projetam a estas subareas,

5. avaliamos em ratos SHR e em controles Wistar pareados por idade os efeitos da
desnervacdo sinoadrtica sobre a expressdo de neurdnios VPérgicos do PVN e sobre a
plasticidade de terminacGes NORérgicas que se projetam a estes neurbnios,

6. correlacionamos a plasticidade de algca suprabulbar de modulacdo as adaptacdes
funcionais do sistema cardiovascular induzidas pelo induzida pelo treinamento e pela

hipertensdo na presenga e auséncia da desnervagéo sinoadrtica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais experimentais

De acordo com o0s objetivos propostos, realizamos dois protocolos diferentes, um
para se avaliar os efeitos temporais do treinamento a plasticidade de neurénios OTérgicos e
a participacdo da inervacdo NOREérgica a estes neurbnios neste processo e atividade dos
barorreceptores (Protocolo ) e outro, relativo aos efeitos da instalagdo da hipertensédo sobre
plasticidade de neurbnios VPérgicos e a participacdo da inervacdo NORérgica a estes
neuronios (Protocolo I1). Em ambos os protocolos foram avaliados os efeitos da remogéo
das aferéncias periféricas sobre a plasticidade e funcionamento da al¢ca suprabulbar de
modulacéo.

Os ratos (descritos nos pontos 5.1 e 5.2) foram provenientes do Biotério de Criacdo
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sdo Paulo—SP e do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia — CEDEME da
Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP, e todos foram mantidos no Biotério de
Experimentagdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica durante todo o periodo de
experimentacdo. Foram alocados em gaiolas coletivas (3-4 ratos/caixa), a temperatura
ambiente adequada (entre 22-24° C), umidade relativa constante (50-55%), renovacéao do ar
ambiente (15-20 trocas/h) e controle automatico de iluminacdo (foto-periodo de 12:12 h,
com luz das 7 as 19 hs). A racdo foi fornecida ad libitum, sendo livre o acesso dos animais a
agua. O peso corporal (balanca Filizzola) foi aferido semanalmente. Todos os procedimentos
cirargicos e protocolos foram realizados de acordo com o Manual Institucional para
Experimentacdo Animal e aprovados pelo Comité de Bioética do ICB (registrado sob n°141

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

3.2 Razbes pela mudanca 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 necessario mudar a
linhagem controle, pois ndo foi possivel desnervar os animais WKY, portanto optamos pelos
animais Wistar. Além da alteracdo da linhagem, os animais eram fornecidos pelo Biotério de
Criagdo do ICB da Universidade de S&o Paulo, porém, a partir de agosto de 2015 esse
biotério e suas Matrizes de ratos foram extintos, e iniciou-se atividades do Biotério de
Producédo de Ratos da Rede de Biotérios da USP, produzindo ratos de padrdo sanitario SPF

(Specific Pathogen Free).
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Para a desnervacdo dos nervos dos barorreceptores, nos guiamos por determinados
pontos anatdbmicos, no entanto, esses animais do novo biotério ndo permitiu achar essas
marcacdes anatdbmicas e nao possibilitou a desnervacdo desses animais, sendo assim

procuramos outras fontes de producdo de animais, como o0 CEDEME.

3.3 Protocolo |

Para Protocolo I, foram utilizados um total de 65 ratos para analise sequencial do
treinamento (objetivo 1) e 45 ratos para o protocolo SHAM & DSA (objetivo 2), Wistar com
~12 semanas de idade no inicio dos protocolos, foram utilizados ratos nessa faixa etéria pois
é correspondente a idade de animais utilizado em estudos anteriores do laboratorio
envolvendo os efeitos do T (CAVALLERI et al, 2011). Adicionalmente, para os estudos do
objetivo 3, foi realizado o protocolo de lesdo de neurénios 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 Avaliacao da capacidade aerdbia méxima dos animais

Inicialmente, a primeira semana foi destinada a adaptacdo ao espago no Biotério de
Manutencdo e a esteira, e a segunda a familiarizacdo com a corrida na esteira (5 sessdes,
durante 10 minutos, a 0,4- 0,7Km/h, com 0% de inclinacdo VERAS-SILVA et al, 1997). Os
ratos foram selecionados segundo a habilidade em andar/correr na esteira ergométrica, sendo
excluido dos protocolos os animais inaptos para andar/correr na esteira. A intensidade do
esforgo fisico foi avaliada indiretamente (distdncia maxima percorrida) através do teste de
esforco maximo durante exercicio 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 exaustdo do animal. A carga maxima considerada foi aquela

em que o animal ndo conseguiu mais correr espontaneamente.

3.3.2 Protocolo de treinamento Fisico ou Sedentarismo

Os protocolos de treinamento ou sedentarismo foram similares entre todos 0s
protocolos aplicados no presente projeto, o unico diferencial foi o periodo em esses
protocolos foram aplicados. Para os experimentos de Analise Temporal do Treinamento e
Lesdo de Neurdnios Noradrenérgicos, o periodo de treinamento ou sedentarismo foi de 8

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

No inicio dos experimentos, 0s ratos Wistar passaram por um periodo de adaptacao,
como descrito no item 4.3.1. No final da segunda semana, aqueles considerados aptos foram
entdo submetidos ao teste maximo de esforco em esteira. O teste de esforco maximo também
foi realizado em 3 momentos durante os protocolos experimentais. O primeiro teste, na
semana 0, foi utilizado para determinar a capacidade aer6bia méxima de cada animal, o que
possibilitou classificar animais com igual desempenho aos grupos experimentais (S:
sedentario e T: treinado) e determinou a intensidade do treinamento aerobio. O segundo teste
na 4% semana do treinamento serviu para ajustar a intensidade do grupo T as novas
capacidades méximas. No final do experimento (8% semana), o teste foi realizado para
possibilitar a comparacdo do desempenho entre 0os grupos e para avaliar a eficacia 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 sedentarios pudessem ser
avaliados nos testes maximos e no final do protocolo, os mesmos foram mantidos
sedentarios por periodo equivalente ao treinamento fisico e colocados uma vez por semana

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

12 teste 22 teste 32 teste

| 5 |
QAdaptacio » So DT, DT, » DT, p » D Dis)

Figura 2 - Esquema do protocolo de treinamento ou sedentarismo incluindo e os 3 testes de
esforco méaximo realizados para os grupos Analise Temporal do Treinamento.

3.3.2.2 SHAM & DSA

Ap0s o periodo de recuperacéo cirurgica, os ratos dos grupos SHAM & DSA foram
submetidos a novo teste de esforco maximo (semana zero) para quantificagdo do
desempenho individual inicial, cujo resultado foi utilizado para alocar-se ratos com
desempenho similar aos subgrupos sedentario (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
calculo da intensidade de T. Segundo protocolo padronizado em nosso laboratério
(DUFLOTH et al., 1997; BRAGA et al., 2000; AMARAL et al., 2000), T aerobio de baixa a
moderada intensidade (T=50-60% da velocidade atingida no teste de esforco) foi realizado
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durante 5dias/semana, 1h/dia, entendendo-se por 3 meses. A intensidade do exercicio foi
aumentada gradativamente pela combinacdo da velocidade e duragdo, sem inclinacdo, até
atingir velocidade estabelecida. Nas semanas 6 e 12 foram realizados novos testes de esfor¢o
maximo para reajuste de intensidade de treinamento nos grupos T e calculo de sua eficacia
ao final dos protocolos, respectivamente, assim como ilustrado na Figura 2. Os ratos
alocados aos grupos S foram mantidos sedentarios por igual periodo 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 a manipulacdo experimental e aprendesse a realizar os testes maximos. Ambos

0s grupos (S e T) realizaram o teste de esforco maximo nos mesmos periodos supra-citados.

3.3.2.3 Leséo neurdnios noradrenérgicos que se projetam ao PVN e Sham

Assim como os animais dos grupos DSA &Sham, apds o primeiro teste de esforgo
maximo, foram realizados os experimentos em esteriotaxia para lesdo dos neurénios DBH
positivos, com saporina-DBH. Animais anestesiados foram adaptados a um aparelho
esteriotaxico Kopf (modelo Kopf 1760) e ap6s uma incisdo longitudinal na pele e no tecido
subcutaneo para a exposi¢éo da calota craniana, o lambda e o bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar as cabecas dos animais.

Nos animais alocados para 0s grupos sedentarios e treinados foram realizados 2
microinjecdes bilaterais de 100nl, na concentracdo 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 didmetro interno de 0,3mm. As coordenadas para as inje¢des na regiao
do PVN seguiram o0s seguintes parametros: antero-posterior = -1,6 e - 2,0 mm em relacéo ao
bregma; lateral = + 0,4 mm em relacdo ao seio venoso e dorso-ventral = - 7,6 mm ventral a
dura mater.

Apbs a cirurgia encefalica, os ratos receberam dose subcutaneo de analgésico
(cetoprofeno 3 mg/kg, subcutaneo) e antibidtico (Pentabidtico Veterinario 18.000 Ul/kg,
subcutaneo). Esses animais repousaram em caixas individuais por 24 horas, e foram
reagrupados em caixas de 3-4 animais por caixa. Permaneceram em recuperagdo por 2
semanas, e foram submetidos a um segundo teste de esforco 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 sedentarios 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
encefalico para imunoistoquimica. A confirmacdo da microinjecdo de Saporina-DBH no
PVN foi realizada através da quantificacdo da marcacao de DBH no PVN.

12 teste 22 teste 32 teste 42 teste

Adaptacao I Clrurgla/~ I TouS I TouS I
Recuperagao

2 semanas 2 semanas 6 semanas 6 semanas
4 semanas 4 semanas

Figura 3 - Esquema do protocolo de treinamento ou sedentarismo incluindo o periodo de
adaptacdo, cirurgia e recuperacdo e os 4 testes de esforco méximo realizados
para 0s protocolos Desnervacdo sino adrtica e Lesdo dos neurbnios
noradrenérgicos.

3.4 Protocolo 11

Para as analises experimentais do Protocolo Il foram utilizados cerca de 40 ratos
Wistar, 60 ratos WKY e 100 ratos espontaneamente hipertensos (SHR - spontaneously
hypertensive rats), com 4 semanas no inicio dos protocolos. Esta faixa etaria foi necessaria
para avaliarmos as alteracdes no contetdo proteico de VP desde a fase pré-hipertensiva até a
fase adulta com a hipertensdo arterial ja instalada, que esta por volta de 12 semanas de vida.
Ratos do protocolo Il ndo foram submetidos ao treinamento. Assim como o protocolo I,
houve duas abordagens distintas: analise 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, analise dos efeitos
da desnervacao sino-aortica ao final dos protocolos. A remocéo das aferéncias 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 instalacdo da hipertensdo

No inicio dos experimentos, os ratos WKY e SHR foram alocados no biotério, assim
como descrito no item 4.1, foram mantidos sedentarios por, no maximo, 8 semanas. A cada
periodo selecionado (semana 0, 1, 2, 4 e 8 experimental) alguns animais foram selecionados,
de maneira aleatdria, para eutanasia e coleta de tecidos centrais e periféricos. Esse desenho
experimental resultou em 10 grupos experimentais: WKY So, WKY Si, WKY Sz, WKY Sy,
WKY Sg, SHR So, SHR S1, SHR Sz, SHR S4 e SHR Ss.
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3.4.2 Efeitos da desnervacgao sino-aortica em animais pré-hipertensos e normotensos

Os procedimentos cirurgicos 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 Il da desnervacdo: Wistar-SHAM; Wistar- DSA,
SHR-SHAM; e SHR-DSA.

3.5 Desnervacao sino-aortica (DSA) ou cirurgia ficticia (SHAM)

Ap6s o primeiro teste de esforco méaximo, os ratos alocados a este grupo
experimental foram submetidos a cirurgia de desnervacdo sinoaortica (DSA) ou a cirurgia
ficticia (SHAM). A remocdo 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 solucdo 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
incisdo médio-cervical anterior para separacdo dos musculos pré-traqueais e localizacdo
bilateral do feixe vasculo-nervoso (car6tida, vago e tronco simpatico, vide Figura 4). Foram
identificadas e seccionadas as fibras barorreceptoras aorticas que trafegam junto ao tronco
simpatico ou como nervo isolado. O outro contingente de fibras barorreceptoras que podem
situar-se junto ao nervo laringeo inferior foi interrompido através da sec¢do do nervo
laringeo superior. A seguir localizou-se bilateralmente a bifurcacdo das carotidas, que foi
exposta e dissecada para destruicdo completa das fibras carotideas, destruindo-se inclusive o
corpusculo carotideo. Os ratos do grupo SHAM foram submetidos a operacdo ficticia, que
consiste nas mesmas etapas cirdrgicas, exceto a seccdo/remocdo das fibras baro- e
quimiorreceptoras. Apds a sutura e assepsia da pele, os ratos foram tratados com analgésico
(cetoprofeno 3 mg/kg, subcutdneo) e antibidtico (Pentabidtico Veterinario 18.000 Ul/kg,

subcutaneo) e foram mantidos em caixas individuais até a completa recuperacao cirdrgica.
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Figura 4 - llustracdo da remogéo dos baro- e quimiorreceptores.

3.6 Comprovacdo da desnervacao sino-aortica

A comprovacdo da eficiéncia da remocao cirurgica dos barorreceptores em eliminar
todas as aferéncias dos barorreceptotres arteriais foi realizada ap6s os registros de PA e FC
através da administracdo i.v. de fenilefrina e nitroprussiato de sodio (concentracGes
crescentes de 0,1 a 12,8 ug/kg e de 0,2 a 25,6 ug/kg, respectivamente, em volumes de
0,1ml). A auséncia de bradicardia e taquicardia reflexas indicam a eficacia da desnervacao
cirargica. O indice de sensibilidade barorreflexa foi calculado pela razdo entre a resposta de
variagdao da FC em fung¢do da variacdo da PA (AFC/APAM).

3.7 Canulacao arterial e venosa e registro da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca

(FC) basais

Nos diferentes tempos experimentais todos os ratos foram anestesiados com a
combinacdo de 100 mg/Kg de Cloridrato de Cetamina e 10 mg/Kg de Cloridrato de
Xylasina, i.p. A fossa iliaca foi dissecada para isolamento e canulagdo da artéria e veia
femorais (canulas intra-arteriais confeccionadas com Tygon, preenchidas com salina,
mantidas ocluidas por pino de aco inoxidavel). Apds a introducdo dos cateteres e a fixacdo

dos mesmos na artéria e veia, a parte externa de ambas as canulas foi exteriorizada no dorso



42

dos animais, onde foram fixadas com fios de algoddo. Apds a sutura e assepsia da pele, os
ratos foram tratados com analgésico (3mg/kg de Cetoprofeno subcutaneo) e foram mantidos
em caixas individuais para recuperacdo pdés-cirdrgica. Os registros basais de PA e FC
(cénula arterial acoplada ao sistema de registro) foram obtidos 24 horas subseqlientes a
canulagdo, com os animais acordados e com livre movimentacdo. A canula arterial
exteriorizada foi devidamente conectada a um transdutor de pressao (Modelo CDX 111, Cobe
Labs., Lakewood, CO, USA), o qual estard acoplado a um amplificador (ML224 Quad
Bridge Amp, ADInstruments, New South Wales, Australia) que, por sua vez, estava
conectado a um sistema de aquisicdo de dados digital (PowerLab, ADInstruments, New
South Wales, Australia). A freqiiéncia de aquisicdo utilizada para as medidas hemodinédmica
foi de 2000 Hertz. Foi aguardado um periodo suficiente (~20-30 min) para reducdo da
atividade exploratoria do animal e estabilizacdo dos parametros cardiovasculares. PA e FC

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

3.8 Andlise espectral de parametros cardiovasculares

Resumidamente, as andlises, abrangendo tanto o dominio do tempo quanto o da
frequéncia, foram avaliadas em condicdo de repouso para cada animal, utilizando-se um
periodo de 5 min de registro continuo, selecionado apo0s a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares. A densidade da analise espectral foi obtida através da transformacéo
rapida de Fourier pelo método de Welch e janelas de Hanning com sobreposicdo de 50%. Os
componentes da analise espectral para os componentes de muito baixa frequéncia (MBF,
<0,20 Hz), baixa (BF, 0,20-0,75 Hz) e alta frequéncia (AF, >0,75 Hz) foram obtidos pelas
médias da integracdo das densidades dos espectros dentro da largura das bandas de
frequéncia, utilizando-se uma rotina customizada (MATLAB R2012a, Mathworks, Natick,
MA, USA)

3.9 Obtencéo do tecido cerebral para analise da imuno-histoquimica

Apls o0s registros funcionais, aproximadamente 3-5 animais/grupo foram
profundamente e anestesiados. Imediatamente ap6s a parada respiratoria foi realizada a
perfusdo (fluxo constante de 40 ml/min) do cérebro, via ventriculo esquerdo, com 300ml de
solugdo Dubecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma) previamente resfriada, seguida de
perfusdo com fixador (Paraformaldeido 4% - PFA em 0,1 M de tampéo fosfato — phosphate

buffer, PB, Sigma). Apds a perfusdo o animal foi decapitado para a remoc¢éo do encéfalo. O
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encéfalo foi pos-fixado em PFA em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4 por 48 horas e depois
crioprotegido em solucéo de sacarose 20% e 30% em PB em temperatura ambiente por 24
horas cada. Os encéfalos foram armazenados em geladeira (~4 °C) até a realizacdo dos
experimentos de imunoistoquimica. Os encéfalos foram seccionados em criostato (cortes
coronais de 30 um, Leica, CM 3050, Germany) abrangendo toda a extensdo dos nucleos 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 porcdo do
caudal (3-4 slices), o qual foi considerado a partir da separacdo do Ndcleo grécil; e
intermediéario (3-4 slices) fotografado e quantificado a regido que possuia Aréa Postrema até
abertura do 4° ventriculo (-14,40 ao -13,68 em relacdo ao Bregma); o BVLc /A1 (6-8 slices)
quantificado nos slices contendo a aréa postrema e regido mais caudal (-14,40 ao -13,68 do
Bregma); e a aréa do BVLr/CL1 (3 slices) foi fotografada nos cortes caudal ao Ndcleo Facial
e por haver duas populagdes de neurdnios catecolaminérgico, foi quantificado os neurénios
da porcéo mais lateral, como demosntrado na Figura 5 (-12,24 ao -12,48). Os cortes coronais
foram coletados sequencialmente em tampdo fosfato (0,1 M) em placas divididos em 6
poc¢os para o bulbo e 3 pocos para 0 PVN (devido a sua menor extencdo), sendo assim 0s
cortes analisados possuiam 150 um de distancia entre um corte e outro para as areas do
bulbo e 60 um para os cortes do PVN, todos os cortes foram armazenados em uma solucéo
anti-congelante até a realizacdo da reacdo de imunoistoquimica.

No processo de incubacdo de anticorpos da imunoistoquimica, inicialmente as
seccOes foram lavadas com uma solugdo tampdo, contendo 0,3% de Triton, sendo a seguir
incubadas em solugdo de soro normal de burrro 10%. Posteriormente, os cortes foram
incubados com os anticorpos primarios 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 a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens
com tampaéo fosfato os cortes foram incubados com anticorpo secundario Alexa-594 anti-OT
ou VP e Alexa 488 anti-DBH (ambos 1:500 - Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.)
durante 5 horas a temperatura ambiente. Apos lavagens com tampédo fosfato os cortes foram
entdo montados em laminas previamente gelatinizadas, as quais foram examinadas em
microscopio de fluorescéncia (Axioimager Al, Zeiss, Muenchen, Germany) e a
quantificacdo da expressédo de VP, OT e DBH foi realizada pelo software ImageJ (NIH).
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Apo6s a andlise das laminas por microscopia de fluorescéncia, alguns cortes foram
selecionados para analise por microscopia confocal.

Apdbs a montagem das laminas, prior a aquisi¢do das imagens, o tempo de exposi¢ao
foi padronizado para que 0s mesmos paramétros fossem utilizados para todas as laminas sem
que nenhum grupo ou rato tivesse o tempo de exposicdo extrapolado, sendo assim todas as
imagens do mesmo filtro e de um mesmo protocolo tiveram 0s mesmos tempos de
exposicao, ganho e intensidade.

Seguida da aquisicdo das imagens, essas foram analisadas no software ImageJ.
Inicialmente, desenhou-se areas de interesse para quantificacdo dos subnucleos 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 subtracdo dos
valores de média do background dos valores das areas de interesse. Para quantificacdo de
fracdo de éarea, 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 posicao

rostro-caudal semelhante.

Figura 5: Fotomicrografia da regido do BVLr contendo neurdnios catecolaminérgicos,
foram quantificados os neurdnios mais laterais (circulo amarelo)
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3.10 Obtencéo de imagens por confocal e quantificacéo.

Todos os animais analisados por microscopia de fluorescéncia de ambos os desenhos
experimentais do Protocolo | (Anélise Temporal do Treinamento e Sham& DSA), foram
fotografados por microscopia Confocal e, posteriormente, quantificado para analise de
botBes sinapticos noradrenérgicos em neurbnios OTérgicos. Todas as imagens foram
adquiridas em Microscopio Confocal Zeiss LSM 780-NLO (Zeiss, Alemanha) disponivel no
Centro de Facilidades de Apdio a Pesquisa da USP (CEFAP-USP), operado pelo
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responsavel 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 reconstrucdo e analise em 3D.
Resumidamente, de cada animal, de ambos os experimentos (Decurso temporal e SHAM &
DSA) foram fotografados 3 campos do subnucleo ventromedial do PVN medial e 3 campos
do PVN posterior, ambas as areas foram selecionadas por mostrarem ter maior respostas
experimentais induzidas pelo treinamento. As analises foram realizadas pelo software Imaris
(Bitplane, Zurique-Suica). Esse software permite a reconstrucdo das imagens em 3D e a

analise de contato sinaptico entre os dois marcadores.

3.11 Apresentacao dos dados e analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste Levene para homogeneidade das variangas e
foram apresentados como médias £ EPM. Para analise dos dados de teste de esforco do
protocolo | foi realizado analise ANOVA com medidas repetidas e pos hoc em Fisher.
Dados funcionais e da expressdo proteica dos sistemas aminérgicos e peptidérgicos
encefalicos do protocolo Decurso Temporal foi realizado a analise de variancia ANOVA de
uma via, comparando os efeitos temporal do treinamento (TO, T1, T2, T4 e Ts) e ANOVA
fatorial de duas vias da condigdo (T x S) nos diferentes tempos experimentais (0 e 8) com
pos hoc em Fisher; dados funcionais e da expressdo proteica para os protocolos SHAM &
DSA e SHAM & DBHx foi realizado ANOVA fatorial analisando os efeitos da cirurgia
(SHAM ou DSA /DBHXx) e condicdo (T x S) pos hoc em Bonferroni. Para o protocolo da
instalacdo da hipertenséo a andlise estatistica foi semelhante ao do protocolo I. Realizamos
analise de variancia (ANOVA) fatorial para os efeitos das linhagens (WKY X SHR) e nos
diferentes tempos (So, S1, S2, Sa e Sg), e também para o efeito da cirurgia (SHAM ou DSA) e
linhagem (WISTAR X SHR) o teste post-hoc foi Tucker. Para todas estas analises foi
utilizado o software STATISTICA 12.0 (Stat Soft Inc.) e o nivel de significancia adotado foi
de P<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Protocolo |

4.1.1 Efeitos sequenciais do T aerobio

Ratos Wistar foram submetidos ao treinamento aerobio de baixa a moderada
intensidade (T = 50%-60% da capacidade aer6bia maxima) ou mantidos sedentarios (S) por
8 semanas. Os ratos S e T foram avaliados nas semanas 0 (So=To), 1 (T1), 2 (T2), 4 (T4) e 8

(Tse Sg). 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
aerobia 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 ja a partir da 42 semana
(+36%) com pequeno aumento adicional entre as semanas 4 e 8 (+55%). Por outro lado, o0s
ratos mantidos sedentarios mostraram perda significativa de desempenho na 82 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).
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Figura 7 - Evolucdo temporal do desempenho em esteira (velocidade méxima alcangada nos
testes de esforco em km/h) durante os protocolos de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). * vs. Semana 0; T vs. Wistar-S, p<0,05.
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4.1.1.2 Alteracdes sequenciais dos parametros hemodinamicos durante T e S

Comparado aos ratos S, o T durante 8 semanas determinou ligeira reducdo, mas nao
causou alteracdes significativas na PAM de repouso dos ratos Wistar (Figura 8A). Os ratos
T também mostraram ligeira queda, ndo significativa, da FC de repouso entre as semanas 1 e
4 (de 406+7 para 399+7 b/min), sendo a instalacdo da bradicardia de repouso observada na
82 semana de treinamento (378+13 b/min, P<0,05, Figura 8B). Ndo houve alteracdo da FC

basal nos ratos submetidos ao sedentarismo (Tabela 2, Figura 8B).
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Figura 8 - Evolugéo 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,
tvs S, P<0,05

Também analisamos os efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre
parametros espectrais. Assim como observado com os niveis de PAM basal, variabilidade da
pressdo arterial sistdlica (Var. PAS, Figura 9A) e o componente de baixa frequéncia da PAS
(BF-PAS, Figura 9B), um indice de modulacdo vasomotora simpatica, ndo foram alteradas
nos grupos treinados e sedentarios durante 8 semanas de protocolo (Tabela 3 e FiguraA).
Apo0s 8 semanas do protocolo de sedentarismo, a modulagdo parassimpatica ao coracdo nao
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 alteracdo significante
(Figura 9E, Tabela 3). O grupo sedentario mostrou nao haver alteracdes significantes na
variabilidade do IP (-17% em S8). Em contraste, ap6s 8 semanas de treinamento a
modulagéo parassimpatica ao coracao foi aumentada (+2,2 vezes no componentes AF-IP, T8
vs. TO, Figura 9D), apesar de ndo haver alteracdo significante no componente BF-IP (Figura
9E, Tabela 3). Variabilidade do IP aumentou em T8, porém um grande erro padrdo da média
desse grupo impediu alteracgo significativa (Figura 9C, Tabela 3). E importante notar que a

melhora da atividade parassimpatica foi acompanhada por um aumento significante da
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sensibilidade do barorreflexo esponténea, como indicado pelo alfa-AF (+63%, T8 vs. TO,
Figura 9F, Tabela 3)
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Figura 9 - Evolucdo temporal dos parametros espectrais durante os protocolos de
treinamento (T) e sedentarismo (S) * vs semana 0, T vs S, P< 0,05

4.1.1.3 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre os neurénios Noradrenérgicos
em aréas bulbares de integracdo cardiovascular.

Sabendo que os niveis de FC dependem da sinaliza¢do dos barorreceptores (primeira
integracdo no bulbo) para gerar atividade simpatica e parassimpatica (31,32), avaliamos 0s
efeitos do treinamento na circuitaria aferente/eferente hipotalamica onde um importante
nucleo modulatorio autonémico esta localizado (2,4,31). Considerando que a informagéo
convertida pelos barorreceptores ascendem do NTS e BVLc ao hipotalamo através de fibras
NORérgicas (2,5,7), primeiro analizamos os efeitos do treinamento na expressdo de

neurdnios DBH positivos em nucleos 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
sedentarios(Figura 10). Dados quantitativos indicaram que neurénios DBH positivos
ocuparam uma area 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, 0s animais apresentaram uma reducdo de 30% na densidade de
DBH. O treinamento bloqueou essa reducdo e aumentou a densidade de DBH nos dois
nucleos apods 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 diferenga no contelido de DBH foi observado
entre ratos treinados e sedentarios (aumento de 73% e 79% no NTS e BVLc,
respectivamente, Figura 10A e 10B, Tabela 4). Interessantemente, efeito oposto foi
observado no BVLr, qual € o principal local de corpos celulares de neurdnios pré-motores
inervando neurénios pré-ganglionares na coluna intermediolateral da espinha dorsal. Quando
comparado com TO, signifancante reducGes de 23%, 22% e 36% foram observadas em T2,
T4 e T8, respectivamente (Figura 10C, Tabela 4). Note que a densidade de neurdnios DBH
positivos no BVLr ndo foram alterados nos animais sedentarios durante 8 semanas de

protocolo.
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NTS BVLc BVLr

Figura 10 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurénios Noradrenérgicos
(em verde) no NTS intermediario, BVLc e BVLr de ratos Wistar sedentarios (So e
Se) e treinados (T, T2 e Ts). Objetiva 20X.
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Figura 11 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade (%
de area) de DBHir em diferentes ndcleos do tronco cerebral: nucleo do trato
solitario (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 expressdo de DBH e OT

nos diferentes subnucleos do PVN

Analisamos, nos mesmos ratos utilizados para a imunoistoquimica no tronco
cerebral, os efeitos do treinamento do sedentarismo na densidade de fibras DBH positivas
ascendentes ao PVN e suas relagcbes com neurénios 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 areas de interesse (ADIs) no
PVNvm (Figura 12) e PVN posterior, 2 importantes ndcleos pré-autonomico. Dados
guantitativos mostraram que a densidade de fibras DBH positivas ndo alteraram em ambos
0s nucleos apos 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 neurdnios
OT positivos (Figrua 13B, Tabela 5). Durante as 8 semanas de protocolo, animais
sedentarios apresentaram uma marcante reducdo da densidade de OT, no ventromedial (-

54%, p<0,05) e no PVN post (-38%, p>0,05). Contudo, o treinamento ndo apenas bloqueou
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as reducoes 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 informacdo aferente proveniente do NTS e BVLc possa ter
contribuido para as alterac6es plasticas observadas nos neurénios OTérgicos parvocelulares.

Quanto ao ‘dorsal cap’, outro subntcleo autonoémico, as alteragdes induzidas pelo
treinamento foram de menor magnitude e mais tardias, com aumento significativo na DBHir
observado em T4 (+34%) e pequena elevacdo da OTir apenas em Tg (+12%; Tabela 5,
Figura 13). Por outro lado, o aumento das projecdes DBH-positivas a area em que se
localizam os neurdnios magnocelulares do PVN, também observado em T4 (+58%), ndo foi
acompanhado de alteragdes proporcionais na expressao de neurdnios OT-positivos, mas sim
de queda na expressdo de OTir (-37% em Tg, Tabela 5, Figura 13). Estes achados nos
sugerem que 0s neurbnios OTérgicos magnocelulares do PVN ndo participam diretamente
dos ajustes funcionais desencadeados pelo exercicio de baixa a moderada intensidade e que
a sinalizacdo catecolaminérgica observada nesta area pode ser devida a fibras de passagem.
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Figura 12 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurbénios OTérgicos
(vermelho, painéis a esquerda) e terminais NORégicos (verde, painéis a
direita) no PVN medial de ratos Wistar sedentarios (S) e treinados (T) nos
semanas experimentais 0, 2 e 8. Objetiva de 20X. 3V — terceiro ventriculo; dc
— dorsal cap; MG — magnocelular; VM — ventromedial.
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Figura 13 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade
(em % de area) de OTir (A) e DBHir (B) em diferentes subnucleos 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 botbes

sinapticos NORérgicos em neurdnios OTérgicos do PVN

Mesmo que as densidades de DBH e OT foram medidas nas mesmas ADI do PVN,
ndo implica que essas fibras de DBH estdo em contato com os neurdnios Otérgicos. Para
confirmar que essas fibras DBH positivas fazem contato com os neurénios OT positivo,
contamos o numero de botbes sinapticos que estdo em contato com o corpo celular e
dendritos proximais. ldentificamos os neurdnios Otérgicos do PVN vm e PVN post,
fotografamos no plano Z para reconstrucdo e contagem de botdes DBH sobrepostos aos
neurdnios Otérgicos. Figura 14 compara os diferentes efeitos do sedentarismo e treinamento
em 2 neurbnios Otérgicos reconstruidos fotografados no PVN post na 8* semana
experimental. Como observado, o nimero de botdes sobrepostos em T8 é maior que seu
respectivo controle S8. Contagem de botdes foi realizado em toda superficie neuronal dos
neurbnios Otégicos selecionados do PVN post e vm e os resultados sdo apresentados na
Figura 15 e Tabela 6.

Dados quantitativos apresentados na Tabela 7 mostraram que tanto a area (em pm?)
quanto o volume (em umq) dos neurdnios OTégicos do PVN ventromedial e posterior nio
foram alterados pelos protocolos de treinamento e sedentarismo. A média de nimero de
botées DBH+/neur6nio OT+ é similar em ambos os ndcleos do PVN (PVN vm = 15,0+2,7,
PVN post = 15,3+1,5), eles sdo diferentemente afetados pelo protocolo de sedentarismo
(Figura 15A e B) em que ndo ha alteracdo no PVN vm (Figura 15A), mas ha uma marcante
reducdo no PVN post (-71%, Figura 15B). O treinamento prontamente, em T2, aumentou o0
namero de botbes sinapticos em neurénio OT positivos no PVN post (aumento de +137%
em T2, +31% em T8 vs. T0). Nestes neur6nios, a reducdo idade-dependente dos botBes
DBH positivos foi também observada, porém, ap6s 8 semanas experimental, ratos treinados
ainda exibiram um aumento de 4,6 vezes dos botdes DBH+/neurénios OT+ comparados com
os controles S8 (Figura 15B, Tabela 6). Efeito do treinamento foi observado no PVN vm
(botdes DBH+/neurdnios OT+ foi 47% e 27% maior em T2 e T8 vs. TO, Figura 15A), porém

ndo foram estatisticamente diferente.
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Figura 14 - Fotomicrografias adquiridas por Microscopia Confocal com reconstrucéo 3D de
neuronios OTérgicos e das projecbes NORergicas, destacando os botdes
sinapticos DBH-positivos que fazem sinapse (em roxo) daquelas que nao
contatam (tons amarelados) os neurénios OT-positivos no PVN de um rato
treinado (Te — painel superior) e outro sedentario (Ss — painel inferior).
Objetiva 63X.
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Figura 15 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade de
botbes sindpticos por neurénio OTérgico no PVN ventromedial (painel da
esquerda) e PVN posterior (painel da direita). * vs Semana 0, 1 vs S, P<0,05.

4.1.1.6 Efeitos temporais do treinamento e sedentarismo sobre a densidade de projecdes
sinapticas OTérgicas a areas bulbares de controle cardiovascular
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Figura 16 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a densidade (%
de area) de OTir em diferentes nicleos do tronco cerebral: Nucleo motor dorsal
do vago (DMV); NTS caudal e intermediario, Bulbo ventro-lateral caudal
(BVLc) e rostral (BVLr). * vs Semana 0, 1 vs S, P<0,05.

Sabendo-e que estes neurdnios se projetam a areas bulbares de controle autonémico e
modulam o ténus simpatico e vagal a periferia (BUIJS ET AL, 1978; SWANSON &
SAWCHENKO, 1982; SOFRONIEW ET AL, ...; MICHELINI, 2007; MICHELINI &
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STERN, 2009) avaliamos se alteragdes plasticas idade-dependente e induzidas pelo
treinamento nos corpos celulares Otergicos no PVN sdo acompanhadas por alteracdes em
suas projecOes, quantificamos a densidade de fibras Otérgicas no NTS, DMV, BVLc e o
BVLr. Medidas da densidade de OT em ADI especificas no inicio dos protocolos indicaram
que as fibras de OT ocupam uma &reas 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 areas exibiram ndo haver
alteracdes na densidade de fibras OT positivas em ratos mantidos sedentarios 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 8% semana de

treinamento, sem alterar no BVLr.

4.1.1.7 Efeitos temporais do treinamento da correlacdo da circuitaria suprabulbar e

modulacéo parassimpatica e bradicardia de repouso.

As andlises de imunofluorescéncia e medidas funcionais foram feitas nos mesmos
animais, realizamos correlacdo entre esses dois parametros. Alteracdes plasticas nos
neurdnios DBH+ em areas bulbares e suas projecdes hipotalamicas e em neurdnios OT+ do
PVN e suas projecOes bulbares se correlacionaram com atividade parassimpatica ao coragdo
e FC basal (Tabela 8 e Figura 17), mas ndo houve correlacdo 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 circuitaria modulatéria
suprabulbar assim como aumento na densidade de neurdnios DBH+ no NTS e BVLc, que se
projetam para areas pré-autondmicas e com a densidade dos neur6nios OT+ do PVN
posterior e ventromedial que se projetam novamente para areas do bulbo. Portanto, reducéo
da FC basal induzida pelo treinamento foi negativamente correlacionada com todas as
alteracdes plasticas determinadas pelo treinamento repetitivo na circuitaria suprabulbar no
PVN ventromedial e posterior. Foram observadas significancias e fortes correlagdes entre
fibras Otérgicas no NTS e DMV e parametros funcionais (Figura 17). Mais especificamente,
alteracOes na atividade parassimpética ao coragdo e FC basal, induzida pelo treinamento e
sedentarismo s&o proporcionais as redugOes idade-dependente e aumento induzido pelo
treinamento das projecdes OT+ ao NTS (primeira estacdo sinaptica de receptores periféricos
no encefalo) e DMV (area que contém os corpos celulares de neurdnios pré ganglionares

parassimpaticos que se projetam a 6rgaos periféricos).
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Figura 17 — Correlacdes entre a frequéncia cardiaca (FC) e alteracdes plasticas em

diferentes componentes da alca suprabulba modulando o controle da FC.
Valores da FC basal sdo correlacionados negativamente com a densidade de
neuronios DBH+; com as fibras DBH+ sobrepostas aos neurdnios do PVN
posterior; com neurénios pré-autonémicos OT+ do PVN posterior; com fibras
ocitocinérgicas no NTS e DMV. Equacdo de regressdao, coeficientes de
correlacdo e valores de P sdo apresentados na Tabela 8. * P<0.05 denota
correlacdo significante.

4.1.2 Efeitos da desnervagdo sino-aortica sobre os parametros funcionais em ratos

sedentérios e treinados (protocolo DSA vs SHAM)

Neste segundo protocolo experimental analisamos se a sinalizagdo carreada pelas

aferéncias periféricas originarias dos barorreceptores e quimiorreceptores arteriais participa
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ou ndo na alteracdo da plasticidade da alca de modulagéo suprabulbar determinada pelo
treinamento aerobio. Para tanto comparamos os efeitos do treinamento em ratos intactos
com outros submetidos a desnervacdo sinoaortica. Além disto, para determinarmos se 0S
efeitos observados ap0s 8 semanas experimentais eram ou ndo 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

Apo6s a adaptacdo e o primeiro teste de desempenho em esteira, metade dos ratos
foram submetidos a DSA e a outra metade a cirurgia ficticia. Houve perda de desempenho
no grupo DSA (-0,21+0,05 km/h), mas ap0s 2 semanas de recuperacdo cirirgica, quando
foram iniciados os protocolos T ou S, os ratos desnervados mostravam uma pequena
reducdo de 9% que, no entanto, ndo diferia da velocidade média atingida pelo grupo SHAM
(semana 0 na Tabela 9 e Figura 18). O teste de esforco méximo no inicio 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 a observada no protocolo do ‘Analise Temporal do Treinamento .
Observamos também que a desnervacgdo sinoadrtica ndo impediu a melhora de desempenho
durante o treinamento, pois como mostrado na Tabela 9 e Figura 18, o ganho de velocidade
maxima atingida foi progressivo e paralelo ao observado para os ratos SHAM. Ao final dos
protocolos 0 ganho de desempenho (semana 12 - semana 0) foi similar para 0s grupos
SHAM e DSA (+ 0,47+0,10 km/h e + 0,33+0,11km/h, respectivamente, Tabela 9). Por outro
lado, DSA mantidos sedentarios apresentaram queda significativa de desempenho (Tabela 9,
Figura 18)
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Figura 18 - Evolucdo 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 AlteragGes dos parametros hemodindmicos 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 relacdo a dos SHAM-S (13143 e 135+3
mmHg vs. 122+3 e 118+2 mmHg, respectivamente, P<0,05, Tabela 10, Figura 19A). A
semelhanca do grupo Andlise Temporal do Treinamento o treinamento também néo 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 blogueada pela DSA, com
reversdo da bradicardia de repouso a taquicardia basal nos DSA-T (de 364+9 para 407+15
b/min, Tabela 10, Figura 19B).

Apb6s os registros hemodindmicos, confirmamos a eficicia da desnervacéo
sinonoaodrtica pelo teste do funcionamento do reflexo barorreceptor cardiaco. 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 reducdo 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 redugdes
de cerca de 83%). Nesta situacdo o treinamento aerébio ndo foi capaz de alterar a resposta
barorreflexa (Tabela 10, Figura 19).
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Figura 19 - Comparacdo dos valores basais de pressdo arterial média (PAM) e da
Frequéncia Cardiaca (FC) e da sensibilidade do reflexo barorreceptor cardiaco
durante hipertensdes bradicardia reflexa) e hipotensdes transitérias (taquicardia
reflexa) nos grupos SHAM e DSA submetidos ao treinamento (T) ou
sedentarismo (S). * vs. Sham; T vs. S (p<0,05).

4.1.2.3 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressdo proteica de DBH nas diferentes

areas bulbares

A Figuras 20 compara os efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a alteracédo 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 fluorescéncia dos neurénios NORérgicos DBH-positivos no NTS e BVLc, mas
reducdo da DBHir no BVLr, observacbes estas similares as obtidas anteriormente no
protocolo do Anélise Temporal do Treinamento. Por outro lado, a desnervagao sinoadrtica
bloqgueou nos DSA-T os efeitos do treinamento observados no grupo SHAM. A
quantificacdo da DBHir nas diferentes &reas bulbares (Tabela 11, Figura 21) confirmou
nossas observacOes qualitativas, ou seja, nos ratos mantidos sedentérios a DSA ndo alterou a
DBHir no BVLc, mas determinou no NTS e no BVLr importante reducdo da expressdo
proteica de DBH (reducdes 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 reducdo 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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reversdo dos efeitos do treinamento sobre a expressédo de neurdnios DBH-positivos, ou seja
os ratos DSA-T apresentaram pequeno aumento, mas significativo da DBHir quando
comparado aos respectivos controles sedentarios (+71% DSA-T vs Sham-T; Tabela 11,

Figura 21).

NTS BVLc BVLr

Figura 20 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade para DBH em neurénios
NORérgicos (verde) no NTS intermediario, BVLc e BVLr de ratos SHAM e
DSA submetidos a 12 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). Objetiva
20X. cc — canal central; AP — area postrema; DMV — nucleo dorso motor do
vago.



65

A NTS B BVLc
- 1t -
@ 154 @ 15
2 3 Sham-S 2 3 Sham-S
= Bl Sham-T = Bl Sham-T
T 104 I DSAS T 10- + 3 DSA-S
m * * m —
o EE DSA-T o El DSA-T
3 S
2 5 v 5.
o °
: § ’L.
w
[ c
g o - . & o .
BVLr
154

3 Sham-S

5 Bl Sham-T
104 t [ DSA-S
B DSA-T

Densidade de DBH (% area)
Qo Gll'!
ﬁ | K
T *
*

Figura 21 - Comparacdo dos efeitos da desnervacdo sinoadrtica e do treinamento aerdébio
sobre a densidade (% de area) de DBHir em diferentes nlcleos bulbares: NTS;
BVLc e BVLr. *vs SHAM, } vs Sedentario, P<0,05.

4.1.2.4 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressdo proteica de OT e DBH nos

diferentes subnucleos do PVN

Analisamos também, nos mesmos animais, a expressdo de DBH e OT no PVN. A
analise qualitativa em fotomicrografias de PVN medial (Figura 22) e PVN posterior (Figura
23) de ratos SHAM e DSA sedentarios e treinados mostrou que 12 semanas de treinamento
em ratos intactos determinaram intenso aumento na expressao de neurbnios OTérgicos,
assim como de terminais DBH-positivos, especialmente na &rea correspondente ao
subnucleo ventromedial. Observa-se também que a DSA foi acompanhada de intensa
reducdo da imunorreatividade para OT e DBH em praticamente todos os subnucleos, sem
alteracdes detectaveis apds o treinamento.

Os dados semiquantitativos da expressao proteica de OT e DBH sdo apresentados na
Tabela 12 e comparados na Figura 24. Em coeréncia a analise qualitativa e aos resultados
observados no protocolo do Analise Temporal do Treinamento, o treinamento determinou
nos ratos intactos elevada imunofluorescéncia em neurdnios OTérgicos localizados nos
subnucleos ventromedial e posterior do PVN (+64% e +80%, respectivamente, P<0,05), com
simultdneo aumento das projecdes DBH-positivas a estas areas (+40%, P<0,05 e +26%,

P<0,05, Tabela 12, Figura 24). Nao foram observadas alteracdes significativas nos demais
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subnucleos do PVN. J& a desnervacdo sinoaortica determinou, em todos os subnucleos do
PVN dos ratos sedentarios, intensa reducdo tanto da imunorreatividade para OT (reducdes
de 39%, 17%, 21% e 24% da OTir nos subnucleos magnocelular, ‘dorsal cap’, ventromedial
e posterior, respectivamente), por outro lado ndo houve reducdo na DBHir nesses mesmos
subnicleos (Tabela 12, Figura 24). Além disto, apds a DSA o treinamento foi ineficaz em
alterar a expressdo de terminais NORérgicos e neurdnios OTérgicos no PVN ventromedial e
posterior (Tabela 12, Figura 24).
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Figura 22 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurbnios OTérgicos
(vermelho, painéis a esquerda) e terminais NORérgicos (verde, painéis a
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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SHAM-S

SHAM-T

Figura 23 - Fotomicrografias ilustrando a imunorreativadade de neurbnios OTérgicos
(vermelho) e terminais NORérgicos (verde) no PVN Posterior de ratos SHAM
e DSA submetidos a 12 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S).
Obijetiva 20x.
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Figura 24 - Comparacdo dos efeitos da desnervacdo sinoadrtica e do treinamento aerobio
sobre a densidade (% de area) de DBHir (painéis a esquerda) e de OTir (painéis
a direita) em diferentes subnucleos do PVN medial: magnocelular; dorsal cap;
ventromedial e no PVN posterior. * vs SHAM, 7 vs Sedentério; P<0,05.

4.1.2.5 Efeito do treinamento aerdbio e sedentarismo associados a DSA sobre a densidade de

botdes sinapticos NORérgicos em neurdnios OTérgicos

Analisamos também os efeitos da DSA e do treinamento na densidade de botdes

sinapticos DBH-positivos ascendentes do NTS e/ou BVLc que contatam nos neurbnios

OTérgicos do PVN. Para tanto identificamos nas imagens obtidas no plano Z pela
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microscopia confocal foram utilizadas para a reconstrucdo tridimensional dos neurdnios
Otérgicos e quantificamos apenas os botdes que fariam contato sindptico com esses
neurdnios (Figura 25). Observamos que a DSA bloqueia os efeitos do treinamento
determinando nos DSA -T importante reducdo do numero de botdes sinapticos em neurdnios
OTérgicos (identificados em roxo na Figura 25).

Dados quantitativos indicaram que da mesma forma que o observado no protocolo do
Analise Temporal do Treinamento, o treinamento assim como a DSA ndo alteraram a area e
0 volume neuronal (Tabela 13). Ja a densidade dos botdes sinapticos 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). Alteracbes de menor magnitude foram observadas no PVN ventromedial (Figura 26A,
p>0,05). Em presenca da DSA o treinamento mostrou-se ineficaz em aumentar o nimero de
botdes sindpticos nos neurdnios Otérgicos em ambas as areas, PVN ventromedial e posterior
(Tabela 13, Figura 26).



Figura 25 - Fotomicrografias da reconstrucdo 3D de neurdnios OTérgicos (em vermelho) e
das projectes DBH-positivas (em verde) obtidas pela Microscopia confocal em
um rato SHAM treinado (SHAM-T) e outro DSA treinado (DSA-T). Os botbes
NORérgicos que fazem contato sinaptico com o neurdnio OTérgico estdo

representados em roxo e aqueles que ndo fazem contato em tons amarelados.
Aumento de 63X.
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Figura 26 - Comparacdo dos efeitos da desnervacdo sinoaortica e do treinamento aerobio
sobre a densidade de botdes sindpticos no PVN ventromedial (painel da
esquerda) e no PVN posterior (painel da direita). * vs SHAM, { vs Sedentario;
P<0,05.
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4.1.2.6 Efeitos do treinamento e DSA sobre a expressao proteica de OT nas diferentes areas

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 diminuicdo de 37% das projecdes OTérgicas apenas no NTS, sem alteracdo no
DMV (DSA-S vs. SHAM-S, Tabela 14 e Figura 27), e blogueia completamente o efeito do
treinamento de aumentar as projecoes OTérgica ao NTS e DMV (DSA-T vs. DAS-S, Figura
27)

O treinamento também induziu aumentos das projecGes OTérgicas nos grupamentos
caudal e rostral do bulbo ventro-lateral, como demonstrado na Figura 27 e Tabela 14. Na
regido do BVLc, houve um aumento de 1,4 vezes dos terminais OTérgico, quando
comparamos SHAM-T vs. SHAM-S, e uma significativa diminuicdo de 30% das projec6es
OTérgica induzida pela DSA (DSA-S vs. SHAM-S), e o treinamento ndo 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 projecoes
em 47% quando comparamos DSA-S com SHAM-S. Em ambos nucleos o treinamento apos
a DSA ndo foi capaz de aumentar as proje¢cdes OTérgicas (DSA -T vs. DSA -S, Figura 27 e
Tabela 14).
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Figura 27 - Comparacdo dos efeitos da desnervacdo sinoaortica e do treinamento aerdbio
sobre a densidade (% de area) de OTir em diferentes nucleos bulbares: NTS
commisural e intermediario; BVLc e BVLr. * vs SHAM, t vs Sedentario,
P<0,05.

4.1.3 Efeitos da lesdo especifica de neurénios DBH-positivos em ratos sedentarios e
treinados (protocolo DBH-SAPORINA)

Para confirmarmos a via pelo qual as informacGes provenientes dos baro- e
quimiorreceptores ascendem do bulbo ao PVN e medeiam a plasticidade de neurbnios
OTérgicos e dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo treinamento, realizamos lesao
seletiva das projecGes NORérgicas pela administracdo de DBH-saporina (DBHX) ou veiculo
(SHAM) no PVN e repetimos os protocolos de treinamento ou sedentarismo. Nestes grupos
experimentais comparamos o0s efeitos do treinamento em ratos intactos com o do
treinamento naqueles em que o0s barorreceptores e quimiorreceptores permaneceram
intactos, mas que foram submetidos a les@o especifica de projecdes 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

maximas atingidas durante os testes de esforco realizados apds a lesdo das projecoes
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NORérgicas ou cirurgia ficticia bem como as alteragdes de velocidade obtidas nos testes
esforco méaximos realizados durante os protocolos de T e S.

Diferentemente ao observado ao protocolo SHAM & DSA, a lesdo seletiva dos
neurdnios noradrenergicos que se projetam ao PVN ndo induziu reducdo na performance em
esteira, permitindo que todos os grupos partissem da mesma capacidade (Tabela 15). No
inicio dos experimentos, ambos 0s grupos apresentaram desempenho similar em esteira
(0,9840,14 km/h para os 4 grupos apresentados, Figura 28). Houve nos grupos SHAM-S e
DBHXx-S queda discreta do desempenho durante as 8 semanas experimentais. Por outro lado,
ambos SHAM-T e DBHXx-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)

Teste de esforgo

2,0+
'@ Sham-S
154 =& Sham-T
’ ‘B DBHx-S
=B DBHx-T

o
[3]
1

Perfomance em esteira (km/h)
[=]
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Semanas

Figura 28 - Comparacdo dos efeitos da desnervacdo sinoadrtica e do treinamento aerébio
sobre a densidade de botbes sindpticos no PVN ventromedial (painel da
esquerda) e no PVN posterior (painel da direita). * vs semana 0; T vs. S, p <
0,05

4.1.3.2 Alteracdes dos parametros hemodinamicos induzidas pelo treinamento e DBHXx

Os valores médios absolutos de PAM e FC basais para 0s 4 grupos experimentais sao
apresentados na Figura 29 e Tabela 16. Em repouso SHAM-S, SHAM-T, DBHx-S e DBHXx-
T exibiram valores similiares de PAM (Figura 29A). No grupo SHAM, o T foi efetivo em
determinar a instalacdo 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,
o0 treinamento induziu aumentos na sensibilidade barorreflexa mas com significancia apenas
na resposta taquicardica (+xxx%; Sham-T vs Sham-S, Figura 29C e D), sem alterar nas

resposta bradicardica (Figura 29C). A microinje¢édo de Saporina-DBH no PVN, néo 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. DBHXx-S, p<0,05, Figura 29D)
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Figura 29 - Comparacao dos efeitos da lesdo seletiva dos neur6nios NORérgicos (DBHX)
que se projetam ao PVN e do treinamento aerébio sobre valores basais de
pressdo arterial média (PAM — painel da esquerda) e frequéncia cardiaca (painel
da direita) e sensibilidade do barorreflexo em taquicardia e bradicardia. * vs

SHAM, 7 vs Sedentéario, P<0,05.

4.1.3.3 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressao proteica de DBH nas diferentes

areas bulbares

A Figura 30 compara os efeitos de 8 semanas de treinamento ou sedentarismo em
ratos SHAM e DBHXx sobre a alteracdo da imunorreatividade para DBH (DBHir) no NTS
intermediario, BVLc e BVLr. A semelhanca dos protocolos anteriores, observa-se que o
treinamento nos ratos SHAM foi acompanhado de aumento da fluorescéncia de neurénios
NORérgicos no NTS intermediario e no BVLc, mas ndo no BVLr. Observa-se também que a
DBH-saporina administrada no PVN induziu retrogradamente a lesdo de neurbnios
NOREérgicos e reducdo 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 imunofluorescéncia no NTS e BVLc, mas ndo no BVLr (Figura

30).
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Os dados semiquantitativos da expressdo proteica de DBH e da densidade de
neurdnios DBH-positivos em areas bulbares (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32) confirmam
estas observagdes. 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 alteraces significativas do nimero de neurénios 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 reducdo da DBHir (-38%, P<0.05,
Tabela 17, Figura 31), novamente sem alteracdo significativa da contagem neuronal (Tabela
18, Figura 32).

Por outro lado, a reducdo do DBHir nos grupos tratados com DBH-saporina (NTS: -
41%; BVLc: -37%, Tabela 17, Figura 32) foi acompanhada de reducdo significativa da
densidade neuronal nestes 3 ndcleos (dados na Tabela 18 e Figura 31). Ja a DBH saporina
administrada no PVN néo alterou a imunorratividade e nem a densidade de neuronios DBH-
positivos no BVLr (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32). A quantificacdo da imunorreatividade
para 0 DBH nos grupos DBHx-T e DBHX-S nos mostrou ainda que em o0posi¢do ao
observado nos ratos DSA, a lesdo de neurénios NORérgicos do NTS e BVLc que se
projetam a neurdnios OTérgicos do PVN ndo impediu 0 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 0 nimero de neurénios DBH-
positivos (Tabela 18, Figura 31). Quanto ao BVLr, o treinamento ndo causou nenhuma

alteracdo apos a administracdo de saporina no PVN (Tabelas 17 e 18, Figuras 31 e 32).
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Figura 30 - Fotomicrografias ilustrando a imunofluorescéncia e a densidade de neurdnios
NORérgicos em diferentes areas bulbares: NTS intermediario (painéis a
esquerda); BVLc (painéis centrais); e BVLr (painéis a direita) dos grupos
SHAM e DBHx submetidos a 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo
(S). Obejtiva 20X.



A NTS BLVc
w15 + m 15
_% — 3 sham-S _% O sham-S
2 + Bl Sham-T 2 + Bl Sham-T
g 10 N 3 DBHx-S T 10 I [ DBHx-S
o * Bl DBHxT a * ok B DBHxT
o o
- -]
[T 95
o o
: : d
0 0
= c
a0 8o .
C BVLr
T 15
\% 3 sham-S
Bl Sham-T
I 10 3 DBHx-S
a BN DBHxT
Q
°
- ’l-—
-]
T
0
c
& o T T

Figura 31 - Comparagdo dos efeitos da lesdo dos neurdnios noradrenéergicos e do
treinamento aerébio sobre a densidade (% de area) de DBHir (painéis a
esquerda) e OTir (painéis a direita) em diferentes nucleos do bulbo: Dorso
motor do vago (DMV); nicleo do trato solitario (NTS) caudal; NTS
intermediario; BVLc (medula ventro-lateral caudal); e BVLr medula ventro-

lateral rostral). * vs SHAM, 7 vs Sedentarios P<0,05.
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Figura 32 - Comparacdo dos efeitos da lesdo de neurdnios NOReérgicos e do treinamento
aerobio sobre o ndmero de corpos celulares DBH-positivos em diferentes
nacleos bulbares: nacleo do trato solitario (NTS) caudal; NTS intermediario;
BVLc (bulbo ventrolateral caudal); e BVLr (bulbo ventrolateral rostral). * vs

SHAM, 7 vs Sedentério; P<0,05.
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4.1.3.4 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressdo proteica de OT e DBH nos

diferentes subnucleos do PVN

A Figura 33 ilustra e compara a imunofluorescéncia de neurdnios OTérgicos e
projecdes NORérgicas no PVN medial de ratos Sham e DBHX, sedentarios e treinados. No
grupo SHAM-S observa-se denso agrupamento de neurénios OT positivos no subnucleo
ventromedial e distribuicdo mais ou menos homogénea das projecdes DBH positivas; no
SHAM-T observa-se intenso aumento de ambas fluorescéncias. Em contraste, a expressao
de projecbes DBH positivas assim como de neurdnios OTérgicos encontra-se bastante
deprimida apos a lesdo pela DBH-saporina, ndo sendo afetada apds treinamento (Figura 33).

Os dados quantitativos (Figura 34 e Tabela 19) confirmam estas observacgdes. A
semelhanca do observado no protocolo SHAM & DSA, os SHAM-T, quando comparados
aos SHAM-S, mostraram elevacdes significativas da DBHir nos subnucleos ventromedial e
posterior (aumentos de cerca de 1,2 vezes e 95%, respectivamente) com aumento simultaneo
da expressédo proteica de OT nestas areas (+96% e +56%, respectivamente). Houve também
pequeno aumento de DBHir no dorsal cap, sem alteracdo de Otir nesta area. Nenhuma
alteracdo significativas foi observada no magnocelular (Figura 34 e Tabela 19). Como
esperado, houve em todos os subntcleos do PVN dos ratos tratados com saporina reducées
marcantes da expressao de DBH (reducdo média de 67%) acompanhadas de intensa queda
da OTir (reducdo meédia de 50%). Nesta situacdo os efeitos do treinamento sobre a inervacao
NOR¢érgica e a densidade de neurdnios OTergicos, 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 imunofluorescéncia de terminais NORérgicos
(verde, painéis a esquerda) e neurdnios OTérgicos (vermelho, painéis a direita)
dos grupos SHAM e DBHx submetidos a 8 semanas de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). Objetiva 20x
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Figura 34 - Comparacdo dos efeitos da DBH-saporina e do treinamento aerébio sobre a
densidade (% de area) de DBHir (painéis a esquerda) e OTir (painéis a direita)
em diferentes subnucleos do PVN medial: magnocelular; dorsal cap;
ventromedial e PVN posterior. * vs SHAM, { vs Sedentario; P<0,05.

4.1.3.5 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a densidade de botbes sindpticos NORérgicos

em neur6nios OTérgicos

Selecionamos algumas imagens de imunofluorescéncia do PVN e as reanalisamos

pela microscopia confical para avaliarmos os efeitos da lesdo especifica de neurdnios
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NORergicos sobre a densidade de botdes sinapticos que contatam 0s neurdnios
preautondémicos OTergicos. A Figura 35 ilustra e compara a imunofluorescéncia de
neurdnios OTérgicos e projecdes 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 marcagdo de OT e DBH no grupo SHAM-T, enquanto que o DBHX-T apresenta, além
de grande diminuicdo da densidade das projecdes NORérgicas, uma intensa reducdo da
imunorreatividade dos neurénios OTérgicos. Para uma melhor observacdo desta imagem, foi
inclusive necessario aumentar-se o tempo de exposi¢do da mesma.

Utilizando-se o recurso de sobreposicao das imagens obtidas com os flu6foros Alexa
488 (verde, indicativo de terminais DBH-positivos) com o Alexa 594 (vermelho, indicativo
dos neurénios OTérgicos) foi possivel visualisarmos a co-localizacdo de ambos (pontos
brancos na Figura 35) a qual indica a presenca de contatos sinapticos entre as projecoes
NORérgicas e neurénios OTérgicos (vermelho). Esta anélise nos permitiu diferenciar entre
as projecGes NORérgicas que apenas passam pelo PVN daquelas que de fato fazem sinapses
com 0s neurdnios OTérgicos, além de permitir uma analise qualitativa dos efeitos da lesdo
dos neurbnios NORérgicos ascendentes sobre a plasticidade de neurdnios pré-autonémicos
do PVN. Observamos no rato DBHx-T, quando comparado ao SHAM-T, uma marcante
reducdo da densidade de botdes sinapticos em neurbnios OTérgicos (Figura 35) sugerindo a
importancia da informacéo aferente carreada pelas projecGes ascendentes do bulbo ao PVN

nas alteracdes plasticas de neurdnios pré-autondmicos induzida pelo treinamento aerobio.
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Figura 35 - Fotomicrografias de neur6nios OTérgicos (em vermelho) e de projecoes
NOR¢érgicas (em verde) obtidas pela microscopia confocal em um rato SHAM
treinado (SHAM-T) e outro tratado com saporina também treinado (DBHX-T).
Os botdes mostrando a co-localizacdo DBHir-OTir (em branco, ressaltados
pelas setas) indicam o0s contatos sindpticos terminal-neurdnio. Observe a
grande reducdo de contatos sinapticos determinada pelo tratamento com DBH-
saporina. Aumento de 63X.
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4,1.3.6 Efeitos do treinamento e DBHx sobre a expressdo proteica de OT e DBH nas

diferentes areas bulbares

Analisamos também a densidade das projecdes OTérgicas a areas bulbares (Tabela
20, Figura 36). Como ja demonstrado nos protocolos precedentes, no grupo SHAM o
treinamento foi eficaz em aumentar a densidade de proje¢des OTérgicas em todas as areas
bulbares, com aumentos médios de cerca de 1,5 vezes quando comparados aos respectivos
SHAM-S. O tratamento com DBH-saporina determinou ligeira reducdo, mas ndo alterou
significativamente a densidade dos terminais OTérgicos no DMV, BVLc e BVLr (P>0,05
para as comparagdes DBHXx-S vs. SHAM-S, Tabela 20, Figura 36). No NTS observamos um
reducdo significativa de 19%, quando comparado com Sham-S (Figura 36A). Em oposicéo
NTS e DMV, em que observamos um significante aumento da Otir de 40% e 73% (DBHXx-T
vs DBHX-S, Figura 36A e 36B), o pré-tratamento com saporina impediu o aumento da
densidade de projeces OTérgicas induzido pelo treinamento nas regides caudal e rostal do
bulbo ventro-lateral. Quando comparadas as respostas observadas nos SHAM-T, a densidade
de OTir nos DBHx-T encontrava-se significantemente reduzida em todos os nucleos
bulbares (Tabela 20, Figura 36).
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Figura 36 - Comparagdo dos efeitos da lesdo dos neurbnios noradrenérgicos e do
treinamento aerdébio sobre a densidade (% de area) de DBHir (painéis a
esquerda) e OTir (painéis a direita) em diferentes nicleos do bulbo: Dorso
motor do vago (DMV); nicleo do trato solitario (NTS) caudal; NTS
intermediario; BVLc (medula ventro-lateral caudal); e BVLr medula ventro-
lateral rostral). * vs SHAM, t vs Sedentarios P<0,05.
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4.2 Protocolo 11

Nos experimentos do Protocolo Il foram utilizados ratos de 3 linhagens diferentes,
como descritos no item 4.4: Wistar, WKY e SHR com aproximadamente 4 semanas de idade
no inicio dos protocolos experimentais. Para investigarmos a participacdo de neurdnios
preautondmicos VPeérgicos do PVN na instalacdo e na manutencdo da hipertensdo arterial
analisamos as alteracdes na expressdo e conteldo proteico de VP desde a fase pre-
hipertensiva (~1 més de idade) até a fase cronica da hipertenséo arterial (~3 meses de idade),
assim como os efeitos tardios da desnervacdo sinoaodrtica realizada precocemente, quando 0s

ratos tinham entre 39 a 42 dias de vida.

4.2.1 Evolucdo dos niveis pressoricos da fase pré-hipertensiva a fase cronica da

hipertensao.

Ratos WKY e SHR com 4 semanas de idade foram alocados ao Biotério de
Experimentagdo e mantidos sedentarios por 8 semanas. Ambas as linhagens foram avaliadas
nas semanas experimentais 0 (So= 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 Evolucéo temporal dos niveis basais de presséo arterial e frequéncia cardiaca 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 (So, S1, S2, S4 e Sg) estdo apresentados na Figura 37
e Tabela 21. No inicio do protocolo (So) ndo havia diferenca significativa de PAM entre
ratos normotensos e hipertensos pareados por idade (WKY =98+2 e SHR = 1065 mmHg,
Figura 37A e Tabela 21). Por outro lado, a FC basal encontrava-se significativamente
elevada nos hipertensos (SHR = 48849 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 elevacgdo entre Ss e Sg vs. So. Quanto a FC basal
dos WKY, observou-se reducgdo progressiva ao longo do tempo, com quedas significativas a
partir de S> (-8%) atingindo reducdo de 15% em S, quando comparado & Sp (Figura 37B e
Tabela 21). Nos SHR observamos aumentos intensos e progressivos a partir da Sz (+23% vs
So) até Sg, quando 0s niveis pressoricos se encontravam aumentados em +72% quando

comparados a So (Figura 37A). Na 82 semana experimental, quando atingiam 3 meses de
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idade, os SHR-Sg apresentavam niveis pressoricos 52% elevados quando comparados a seus
controles normotensos (WKY-Sg). Os SHR também apresentaram marcante reducdo da FC

em Si (-21% vs. So), mantendo-se neste patamar até o final do protocolo (Figura 37B e

Tabela 21).
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Figura 37 - Evolucdo dos niveis basais de pressdo arterial média (PAM) e frequencia
cardiaca (FC) em ratos normotensos (WKY) e hipertensos espontaneos (SHR)
durante as 8 semanas experimentais. * vs SO, T vs WKY’; P<0,05.

4.2.1.2 Efeitos temporais sobre a expressdo proteica de VP e DBH nos diferentes subnucleos

do PVN

Na Figura 38 sdo apresentadas imagens ilustrativas da imunofluorescéncia para VP e
DBH no PVN medial de ratos normotensos nas semanas experimentais So e Sg e de ratos
hipertensos nas semanas So, S2 e Ss. Observa-se nos ratos WKY sedentérios que o0s
neurdnios VPérgicos concentram-se preferencialmente no subnicleo magnocelular, nédo
sendo alterados pelas 8 semanas de sedentarismo. Os SHR apresentam ja no inicio do
protocolo experimental maior densidade de neurdnios VPérgicos no PVN magnocelular, e, a
partir de S> sensivel aumento desses neurdnios no PVN ventromedial, os quais sdo ainda
mais densos em Sg. Interessante observar-se que a densidade de projecdes NORérgicas ao
PVN dos SHR também apresenta aumento idade-dependente, que se verifica a partir de S».

Dados semi-quantitativos referentes a expresséo de DBH e VP nos diferentes
subnucleos do PVN encontram-se nas Tabelas 22 e 23 e sdo comparados na Figura 39. A
expressao de neurdnios VPérgicos no PVN dos ratos WKY é bastante diminuta e localizada
essencialmente no subnucleo magnocelular de onde se projetam a hipdfise posterior,
liberando VP para a circulacdo frente a estimulos osmaticos e/ou pressoricos. Observamos
também ndo haver alteracfes significativas de seu contetdo nos diferentes subnucleos

durante as 8 semanas experimentais (Tabela 22, Figura 39). Um padrédo de expressao
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completamente diverso foi observado no SHR durante o desenvolvimento/estabelecimento
da hipertensdo. Com 1 més de idade os SHR ainda na fase pré-hipertensiva, quando
comparados a seus controles temporais, apresentam aumento significativo da densidade de
neurdnios VPeérgicos no magnocelular (+80%, valores mantidos mais ou menos neste
patamar até o final dos experimentos), mas valores similares aos normotensos nos demais
subndcleos (Tabela 22, Figura 39). A partir da 12 e a 22 semanas experimentais, quando ha
elevacdo significativa da PAM, observamos aumentos significativos e progressivos da VPir
apenas no PVN ventromedial e posterior, reconhecidas areas de controle autonémico. A
expressdo de VPir no dorsal cap dos SHR mostrou-se bastante reduzida apresentando
pequeno aumento na 82 semana experimental (Tabela 22, Figura 39). Quanto as terminagdes
DBH-positivas que se projetam a estes subnucleos, observamos ndo haver diferencas entre
SHR e WKY na semana 0, mas aumento significativo da densidade de projecdes
NORérgicas no PVN ventromedial dos hipertensos a partir da 12.-22. semanas experimentais,
coincidindo a maior expressao de neurdnios VVPérgicos nesta area e com a elevagdo da PAM.
Nos SHR observamos também aumento das projecdes DBH-positivas ao PVN magnocelular

a partir da 22. semana experimental (Tabela 23, Figura 39).



88

3V

SHR-S,
3v

SHR-S,
3v

SHR-S,

Figura 38 - Fotomicrografias da imunorreativadade de terminais NORégicos (verde, painéis
a esquerda) e neurdnios VVPérgicos (vermelho, painéis a direita) no PVN medial
de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) em diferentes idades (So = 4
semanas de vida; Sz = 6 semanas de vida; e Sg = 12 semanas de vida). Objetiva
10X.
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