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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 situacao fisiolégica como o repouso, 0 sono, a vigilia, o exercicio ou
mesmo em diferentes patologias, a fim de propiciar, a todos os tecidos, suprimento de
sangue com pressdo e volume adequados as necessidades momenténeas. Diversos
mecanismos sdo responsaveis por controlar/manter a PA, envolvendo respostas a longo-
prazo (balanco entre a ingestdo/excrecdo de agua e sal e alteracfes estruturais) e respostas a
médio- e curto-prazo como mecanismos neurais, hormonais e locais (MICHELINI, 2012). A
regulacédo a curto- e médio-prazo, ou regulacéo 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 deformacdo 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
solitario (NTS) constitui-se na 1? 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 a¢do gerados pela
distensdo dos barorreceptores trafegam pelas fibras aferentes em dire¢do 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 inibitdrios gabaérgicos que se projetam para o bulbo ventrolateral rostral (BVLr),
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area em que se situam os corpos celulares dos neurdnios bulbo espinhais simpato-
excitatorios (glutamatérgicos) que se projetam aos pré-ganglionares simpaticos da medula
espinhal (colinérgicos), os quais por sua vez excitam os pds-ganglionares (noradrenéergicos)
ao coracdo e vasos. Durante elevacdes da PA, frente a inibicdo do BVLr pelo BVLc, ocorre
reducdo do tono simpatico com aumento da capacitancia venosa (CV) e reducdo do retorno
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 pos-
ganglionares localizados intra-muralmente no coragdo reduzindo, quando estimulados, a
frequiéncia cardiaca (FC) (MICHELINI, 2012). H4, portanto durante estimulacdo 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 simpético e parassimpatico para o sistema
cardiovascular (MICHELINI & MORRIS, 1999). Esta circuitaria neuronal constitui o arco-
reflexo primario ou alga 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, os quais propiciam ajustes
finos e diferenciais da circulacdo em situacdes especificas como, por exemplo: o exercicio, 0
sono, situacGes de estresse, etc. As informacBes aferentes que chegam ao NTS e sdo
direcionadas a diferentes areas bulbares, também ascendem a areas suprabulbares por
neurbnios noradrenérgicos (NORérgicos) cujos corpos celulares localizam-se no NTS e
BVLc e se projetam direta e/ou indiretamente a areas hipotalamicas (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 ax0nios projetam-se ao tronco
cerebral (no caso dos parvocelulares) modulando o arco reflexo primario ou a neurohipdéfise
(no caso dos magnocelulares), de onde VP e OT sdo liberados para a circulagéo
(DAMPNEY, 1994; MICHELINI, 2001; MICHELINI & MORRIS 1999).
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E grande o contingente de fibras NORérgicas ascendentes do NTS e BVLc que se
projetas a neurdnios parvocelulares do PVN (os chamados neurénios pré-autonémicos),
VPérgicos e OTérgicos (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 al¢ca secundaria ou alca
suprabulbar de modulacdo 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 modulatério de integracdo bulbar, podendo inclusive modular a
prépria 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 integracdo
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 projecdes descendentes hipotalamicas
participam de ajustes do controle cardiovascular induzidas tanto pelo exercicio cronico
(treinamento) como pelo exercicio agudo. Sabe-se que durante o exercicio cronico ha em
ratos treinados ativacdo das projecbes OTérgicas do PVN ao bulbo, uma vez que apenas
neste grupo houve aumento da liberacdo endogena de OT na regido dorsal do bulbo
(abrangendo NTS/DMV), sem nenhuma alteracdo significativa nos ratos sedentarios
(BRAGA et al., 2000). Esta resposta era acompanhada de ativacdo vagal ao coragao e menor
resposta taquicardica nos ratos treinados quando comparados aos controles sedentérios 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 ativagdo 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 administragéo de VP

no NTS ndo alterava a sensibilidade do reflexo, mas deslocava o ponto de operacdo do
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reflexo para niveis mais elevados de FC, diminuindo a resposta bradicardica por reduzir a
inibicdo simpatica durante elevac@es transitorias da PA, situacdo 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).

2. Remodelamento neuronal ; 3. 7T excitabilidade neuronal

Modifica controle peptidérgico no DBS:

4.7 oT: L FC basal; taquicardia do exercicio
5. T 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 esquematica de como o treinamento aerobio induz ajustes
plasticos & funcionais em &reas bulbares e suprabulbares. As areas mencionadas
facilitam o controle autonémico da circulacdo 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 neurdnios OTérgicos que o observado em fémeas
(CITACAO). Vérios estudos demonstraram que neurdnios OTérgicos possuem diferentes
funces periféricas, como a natriurese (VERBALIS & DOHANICS, 1991); a reducéo da PA
(PETTY etal., 1985) e da FC (FAVARETTO et al., 1997), além de inumeros efeitos sociais
como 0 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 doencas psiquiatricas (Autismo,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NICKERSON%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13148259
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esquizofrenia, depressdo; BERNSTEIN et al.,, 2018). Em conjunto esses trabalhos
comprovaram o papel fundamental da OT em varias funcdes fisiologicas além de seu papel
na reproducéo.

Pinol e colaboradores (2014) demonstraram que fotoestimulacdo de fibras OTérgicas
do hipotalamo ao bulbo ativa receptores OTérgicos, os quais por co-liberacdo de OT e
glutamato, facilitam excitagdo de neurdnios cardio-vagais do DMV que possuem projecoes
ao coracdo. 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 laboratorio ja demonstrava que essas mesmas projecdes OTeérgicas do
PVN-NTS/DMV eram sdo capazes de alterar a bradicardia reflexa induzida pela variacdo
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 tonus vagal ao corac¢do induzido pela ativagao 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 pratica continuada da atividade fisica (treinamento aer6bio de baixa a moderada,
MICHELINI et al., 2015). Uma linha de investigacdo a qual o grupo da Dra. Michelini tem
se dedicado na Gltima década € a de que os ajustes cardiovasculares observados durante o
treinamento (redistribuicdo de fluxo, a manutencdo de elevada FC frente a aumento da PA
durante exercicio, a bradicardia de repouso ap6s treinamento, etc.) seriam mediados pela
acdo conjunta de vias bulbares e suprabulbares (MICHELINI & STERN, 2009). E
conhecido que o treinamento induz alteracGes 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 OTeérgicas 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
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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 liberagdo 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
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 ap06s bloqueio dos receptores de OT foi observada em ratos sedentéarios submetidos ao
exercicio dindmico (BRAGA et al., 2000). Por outro lado, tanto nos grupos treinados quanto
sedentarios, a administracdo exodgena 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 sinapticas excitatorias em neurénios de
segunda ordem do NTS durante administracdo local de OT, demonstraram haver um
aumento da sinalizacdo 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 sinaptico) com consequente aumento da
resposta bradicérdica. A ativacdo das projecdes OTérgicas ao NTS/DMV (observada apenas
nos grupos treinados) a qual explicava a reducdo da taquicardia do exercicio em cargas
submaximas. 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 observagcdes 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 alteragdes plasticas em projecdes
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catecolaminérgicos ascendentes ao PVN, aumentando a imunorreatividade para Dopamina 3
hidroxilase (DBH) em diferentes subnucleos do PVN e, principalmente, aumentando a
densidade de botdes sinapticos DBH-positivos em neurdnios 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)
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-autondmicos (parvocelulares) ndao modificam a liberacdo de OT
plasmética pelos neurdnios magnocelulares e que dependia da ativacdo mediada por
projecdes DBH positivias aos neurénios 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 neurdnios pré-autondmicos 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 aortico durante variagdes transitorias
da PA. Além disto, observacdo recente do nosso laboratério, mostrou que a desnervacdo
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 sinalizacdo
aferente mediada pelos barorreceptores arteriais seja um dos mecanismos desencadeantes da
plasticidade de neurbnios pré-autonémicos OTérgicos do PVN induzidos pelo exercicio.
Embora saibamos que os barorreceptores se projetam ao NTS no tronco cerebral
(DAMPNEY, 1994) e que informagOes 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 alca supra bulbar de modulagéo. Portanto, na
presente tese, buscamos identificar as alteragdes plasticas/funcionais induzidas pela remocéo
seletiva dos barorreceptores arteriais sobre expressao dos sistemas NORérgicos e OTérgicos
centrais e sobre as respostas cardiovasculares. Além disto, todas as observagdes anteriores
sobre efeitos do treinamento aerébio de baixa intensidade e alteracbes 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
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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.

1.2 Vasopressina e implica¢6es com hipertensao

Sabe-se que 0 PVN é 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
tibulos 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 fisiolégicas 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 VPérgicas 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 dinamico,
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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 ativacdo das projecGes VPérgicas ao NTS/DMV facilita o aparecimento da
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
ativagdo de neurdnios de 22 ordem pelos barorreceptores, determinando menor resposta
bradicardia reflexa. Observou-se também que embora ndo houvesse alteragdo 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
projecfes PVN-BVLr e PVN-neurbnios espinhais, modulando a atividade simpatica aos
rins, medula adrenal e coracdo (COOTE, 2004). Demonstrou-se também que a estimulacdo
do PVN aumentava a atividade simpaética renal e a PA, efeitos estes que eram bloqueados
pela administracéo 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
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condicionar os déficits da regulacdo reflexa da PA que caracterizam a hipertensdo
(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 elevacbes mantidas da PA, o0s
barorreceptores deslocam sua faixa de funcionamento para os niveis da hipertensdo,
adaptando-se ao novo nivel pressorico e possibilitando a manutengédo da funcdo barorreflexa
(KRIEGER et al, 1982). No entanto a adaptacédo a hipertensédo 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 alteracdes induzidas pela hipertensdo na alca primaria
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 0s neurénios pré-
autondémicos 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 neurdnios 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
neurdnios VP positivos na hipertensdo e ap0s desnervacdo sinoadrtica? Também néo
sabemos se 0s SHR ja nascem com maior numero de neurénios VPérgicos, ou se sua
expressdao aumentaria durante o estabelecimento da hipertensdo. Pretendemos, portanto,
neste trabalho identificar os efeitos sequenciais do estabelecimento da hipertensdo e da
desnervacdo sinoadrtica sobre a densidade de neurénios 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 aerdbio e a hipertensao
arterial, via projecGes NORérgicas ascendentes do bulbo ao hipotadlamo, determinariam
alteracOes plasticas especificas a diferentes grupos de neurénios pré-autonémiocos do PVN

—0s OTergicos no caso do treinamento e 0s VVPérgicos no caso da hipertensdo. Foi também
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nossa hipotese de trabalho que o estimulo desencadeante dessas adapta¢Ges cardiovasculares
ao treinamento e a hipertensdo seja iniciado pela maior ou menor atividade dos
baroreeceptores e quimiorreceptores arteriais.

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 neur6nios ocitocinérgicos do PVN e sua sinalizacdo noradrenérgica, €, 2) Estudo dos
efeitos sequenciais da instalacdo da hipertensdo sobre neur6nios 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-autondmicas do PVN e sobre a plasticidade de terminacBes 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
terminacGes NORérgicas que se projetam a estes neurénios,

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 instalagdo da hipertensdo sobre a expressdo de
neurdnios VPérgicos em areas pré-autondmicas do PVN e sobre a plasticidade de
terminac6es 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 terminagcGes NORérgicas que se projetam a estes neurdnios,

6. correlacionamos a plasticidade de alga 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 d