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RESUMO

RUGGERI, Adriana. Evolucao temporal dos efeitos do treinamento aerdébio sobre o
conteido de acido y-aminobutirico e glutamato em areas de controle autondomico de
ratos normotensos e hipertensos. 2011. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Humana). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A hipertensdo arterial cursa com hiperativagdo de neurdnios glutamatérgicos
(GLU¢érgicos, excitatorios) e depressdo de neurdnios gabaérgicos (GABAérgicos, inibitorios)
em areas centrais de controle autonémico. Por outro lado, o treinamento aerdbio de baixa a
moderada intensidade (T) tem sido indicado como uma potente ferramenta para reduzir a
hipertonia simpatica do hipertenso. No presente trabalho, avaliamos em hipertensos
espontaneos (SHR) e seus controles normotensos (WKY) os efeitos temporais do T sobre a
expressao/funcionalidade das vias GABA¢érgicas e GLUérgicas no nucleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN), nucleo do trato solitario (NTS) e bulbo ventrolateral rostral (RVLM),
correlacionando-as a dados hemodinamicos. SHR ¢ WKY (2 meses de idade) foram
submetidos ao T (50-60% da capacidade méxima de exercicio, 1 hora/dia, 5 dias/semana) ou
mantidos sedentarios (S) por 3 meses. Os ratos foram nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 ¢ 12 canulados
para o registro da pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) basais, e em seguida
anestesiados e perfundidos (salina) para a remocao do encéfalo. “Punches” foram obtidos do
PVN, regido dorsal e ventral do tronco encefdlico (abrangendo NTS e RVLM,
respectivamente) e processados para expressao génica de GAD65, GAD67 e VGlut2 (RT-
PCR em tempo real, HPRT como gene de referéncia). Outros ratos dos mesmos grupos foram
perfundidos com paraformaldeido 4% e as regides hipotalamicas e bulbar processadas para
expressdo protéica (imunofluorescéncia para GAD65, GAD67 e VGlut2). SHRs vs WKYs
apresentavam elevada PAM e FC (1772 mmHg e 379+3 b/min) e niveis elevados de RNAm
de GAD67 no NTS (+ 72%). Observamos bradicardia de repouso (-8% a -10%, a partir de T,
nos SHR e de Ts nos WKY) e reducdo da PAM apenas nos SHR (-5% a partir de Tg). T
determinou nos WKY aumentos na expressao de RNAm de GAD65 no PVN (T, a Tg) e
RVLM (Ts) e de GAD67 no NTS (Ty2) ¢ RVLM (Tg). Nos SHR T foi acompanhado de
aumento precoce de RNAm de GAD65 no PVN (T,) e elevacdao mais tardia no RVLM (Tg),
por aumento da expressao de GAD67 no RVLM (T,) e por reducdo da elevada expressao de
GAD67 no NTS (T, a Ty,). Houve também aumento transitério ndo mantido do GAD67 no
PVN (T;). Em ambos os grupos aumento na expressdo de GAD induzida pelo T
correlacionava-se com a reducdo da FC basal dos individuos treinados (p<0,05). Com excecao
da queda de RNAm no NTS e da elevagdo no RVLM de SHR, o T ndo determinou alteragdes
significativas na expressdo de VGlut2. T também determinou aumento da razdo inibigao
GABA¢érgica/excitagdo GLUérgica nos WKY e evitou a redugdo desta razdo nos SHR.
Alteragdes nas expressdes génicas foram confirmadas por alteracdes similares na expressao
protéica de GAD65, GAD67 e VGlut2 nas diferentes areas autondmicas. Nossos dados
indicam, portanto, que o aumento da inibi¢do GABAérgica essencialmente no PVN de WKY
e SHR treinados ¢ um fator determinante para a instalacdo da bradicardia de repouso. Indicam
ainda que o T potencializa a inibi¢do GABA¢érgica nos normotensos e evita sua redugdo nos
hipertensos.

Palavras-chave: Treinamento fisico. Hipertensdo. GAD65. GAD67. VGlut2. NTS. PVN.
RVLM.



ABSTRACT

RUGGERI, Adriana. Temporal evolution of the effects of aerobic training on the content
of y-aminobutyric acid and glutamate in areas of autonomic control in normotensive and
hypertensive rats. 2011. 101 f. Master's thesis (Human Physiology). Biomedical Sciences
Institute University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2011.

Hypertension is accompanied by hyperactivity of glutamatergic (GLUergic,
excitatory) and depression of gabaergic (GABAergic, inhibitory) neurons in autonomic areas
driving the cardiovascular control. On the other hand low- to moderate-intensity aerobic
training (T) is an important tool for reducing sympathetic hyperactivity. In this study we
investigate the time-course changes on cardiovascular parameters and on the
expression/activity of GABAergic and GLUergic pathways in the hypothalamic
paraventricular nucleus (PVN), the nucleus of solitary tract (NTS) and the rostroventrolateral
medulla (RVLM) is sedentary (S) and trained (T) spontaneously hypertensive (SHR) and
normotensive control rats (WKY). Male SHR and WKY aged 2 month were submitted to T
(50-60% of maximal exercise capacity, 1h/day, 5 days/week) or kept S for 3 month. On weeks
0, 1, 2, 4, 8 and 12 rats were cannulated for blood pressure (BP) and heart rate (HR)
recordings and then perfused (saline) for brain removal. Hypothalamic and dorsal and ventral
brain stem punches (directed to PVN, NTS and RVLM) were obtained and processed for
GADG65, GAD67 and VGlut2 mRNA expression (Real Time PCR, HPRT as the reporter
gene). Other rats were perfused with 4% paraformaldehyde and hypothalamic and brains stem
areas processed for immunofluorescence (GAD65, GAD67 and VGlut2 protein expression).
SHRs vs WKYs exhibited elevated BP and HR (1772 mmHg, 379+3 b/min) and high
GAD67 mRNA levels within the NTS (+ 72%). T caused resting bradycardia (- 8% to -10%)
significant at T, (SHR) and Ts (WKY) and BP fall only in SHR (- 5% at Ts). In the WKY, T
also increased both GAD65 mRNA expression (PVN at T,-Ts; RVLM at Tg) and GAD67
mRNA expression (RVLM at Ts, NTS at Tj,). In the SHR, T was accompanied by either
precocious increase of GAD65 mRNA in the PVN (T,), late increase in the RVLM (Ts), by
increased expression of GAD67 in the RVLM (T;) and by reduction of the elevated
expression of GAD67 within the NTS (T; to Tj;). There was also a transient (T;), not
maintained increase of GAD67 in PVN. In both groups, T-induced increase of GAD
expression was correlated with baseline HR reduction in trained rats (p<0,05). With exception
of NTS (fall) and RVLM (increase), there was no T-induced changes in VGlut2 mRNA
expression in the SHR. T also caused augmentation of GABAergic inhibition/GLUergic
excitation ratio in the WKY, and blocked the reduction of this ratio in the SHR. Gene
expression changes were confirmed by similar changes in GAD65, GAD67 and VGlut2
protein expression in all autonomic areas. Our data indicated that increased GABAergic
inhibition within the PVN of trained WKY and SHR is a main factor determining the
appearance of resting bradycardia. Data also showed that T potentiates GABAergic inhibition
in normotensive rats and blocks its reduction in hypertensive rats.

Key words: Physical training. Hypertension. GAD65. GAD67. VGlut2. NTS. PVN. RVLM.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Hipertensiao X treinamento aerdébio

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca multifatorial, caracterizada por niveis elevados e
mantidos da pressdao arterial (PA), associada a alta morbidade e mortalidade, sendo um
importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas vasculares e cardiacas, como a
aterosclerose, o acidente vascular cerebral, o infarto do miocardio, e, doengas isquémicas
renais, razdo pela qual ela tem sido muito estudada nas ultimas décadas. Apresenta alta
incidéncia, atingindo 15-20% da populagdo adulta e mais de 50% da populacdo idosa
(CHOBANIAN et al., 2003; LOUTZENHISER; BIDANI; CHILTON, 2002; MANCIA;
GRASSI, 1998; MUNTNER; ROCCELLA; WHELTON, 2002). Nos ultimos 20 anos a
prevaléncia da hipertensdo arterial chegou a 30% em cidades brasileiras, sendo que em 32,5%
destes a PA era > 140/90mmHg (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).
Em 2003, no Brasil, 27.4% dos o6bitos foram causados por doencas cardiovasculares
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006). Ja em, 2007 as doengas
cardiovasculares representaram 29,4% dos 6bitos totais, sendo que deste montante 31,4% foi
devido ao acidente vascular encefalico, 30% a doenca isquémica do coragdo, 12.8% a
hipertensdo arterial sistémica e 25.1% a outras causas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010; Figura 1).

Figura 1. Taxa de mortalidade por doenca cardiovascular e suas diferentes causas no Brasil, em 2007.
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AVE, acidente vascular encefalico; DIC, doenga isquémica do coragdo; HAS, hipertensio
arterial sistémica e outras causas.
FONTE: Adaptado de Sociedade Brasileira de Cardiologia (2010)
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Por outro lado, pratica regular de exercicios fisicos (treinamento aerobio) traz muitos
efeitos benéficos para a saude, reduzindo o risco de diversas doengas cardiovasculares como a
hipertensdo, a obesidade, o diabetes e as doengas coronarianas, cerebrais e renais, o que tem
sido extensivamente confirmado pela literatura cientifica (CHOBANIAN et al., 2003;
MCARDLE; KATCK; KATCH, 2002; PESCATELLO et al., 2004). Tém-se demonstrado
que quanto maior o nivel de condicionamento fisico, menor o risco cardiovascular e vice-
versa (CHOBANIAN et al., 2003; MCARDLE; KATCK; KATCH, 2002; PESCATELLO et
al., 2004).

Entre os muitos fatores condicionantes da hipertensdo (vide revisdes de AMARAL;
MICHELINI, 2011; CHOBANIAN et al.,, 2003; MICHELINI, 2004, 2008), citam-se o
desequilibrio do controle autondmico da circulacdo, com predominio do simpatico e aumento
das catecolaminas circulantes (adrenalina e noradrenalina cuja liberagdo ¢ intensificada pela
propria hipertonia simpatica), a hiperativacdo do sistema renina-angiotensina plasmatico e
tecidual, o aumento dos niveis plasmaticos de vasopressina, o desequilibrio entre fatores
relaxantes e contrateis derivados do endotélio com predominio destes ultimos, o aumento da
resisténcia a insulina, alteragdes estruturais em vasos de resisténcia (com aumento da
espessura ¢ da razdo parede/luz de artérias/arteriolas) e capilares (rarefacdo) nos diferentes
territorios, maior sensibilidade ao sal, aumento da volemia, entre outros fatores. Dentre estes
fatores, o sistema nervoso autdonomo ¢ de fundamental importincia porque inerva todos os
efetores do sistema cardiovascular - o coracdo, inervado pelo simpatico e parassimpatico, e,
os vasos de resisténcia e de capacitancia inervados pelo simpatico - sendo fundamental para o
controle momento-a-momento da PA (MICHELINI, 2008).

Os mecanismos pelos quais o treinamento aerdbio desencadeia a reducdo da PA sdo
controversos (AMARAL; MICHELINI, 2011). Quedas da PA apods o treinamento tém sido
associadas a varios fatores como a reducdo da atividade vasomotora simpatica (CERONI et
al., 2009; MUELLER, 2010), redu¢do da resisténcia a insulina (CHEN et al., 2010), redugao
do volume plasmatico e menor débito cardiaco (VERAS-SILVA et al., 1997), menor
reatividade vascular (PASQUALINI et al., 2010), redugd@o da resisténcia muscular esquelética
e da resisténcia periférica total (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000; MELO;
MARTINHO; MICHELINI, 2003), redu¢do da atividade do sistema renina-algiotensina-
aldosterona e reducao do estresse oxidativo (FELIX; MICHELINI, 2007; PIALOUX et al.,
2009), alteragdo do balanco entre fatores relaxantes e contrateis derivados do endotélio, com
predominio dos primeiros (LAUGHLIN et al., 2001), bem como, indu¢do de genes anti-
apoptoticos (WATSON et al., 2007).
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Deve-se notar que o treinamento aerdbio, entre os varios ajustes periféricos e centrais que
desencadeia, ¢ fundamental para alterar a atividade do parassimpatico e do simpatico ao
coracdo e vasos (MICHELINI, 2007a), o que faz do sistema nervoso autonomo (SNA) um
alvo importante para o estudo dos mecanismos condicionantes dos efeitos deletérios da

hipertensdo, bem como os efeitos benéficos do treinamento aerdbio.

1.2 O SNA no controle da PA

Ajustes instantaneos da PA sdo controlados reflexamente pelo sistema nervoso autbnomo
(MICHELINI, 2008). Aferéncias periféricas (barorreceptores e quimiorreceptores arteriais,
receptores cardiopulmonares, receptores de distensdo muscular, aferéncias renais e viscerais,
etc) detectam e sinalizam ao sistema nervoso central informagdes sobre o funcionamento da
circulagdo (variacdes da PA, P0O,, PCO, e pH sanguineos, retorno venoso, distensdo das
camaras cardiacas, nivel de atividade da musculatura esquelética, pressao de perfusdo nos
diferentes tecidos, etc). Estas informacgdes sdo direcionadas ao ntcleo do trato solitario (NTS),
a 1* estagdo sinaptica dos aferentes periféricos (DAMPNEY, 1994; MICHELINI, 2008;
MIURA; REIS, 1969; VAN GIESBERGEN; POLKOVITS; DE JONG, 1992;). Por sua vez,
neurénios do NTS glutamatérgicos (GLUérgicos) projetam-se e excitam os nucleos dorsal
motor do vago (DMV) e ambiguo (NA), de onde emergem os neurdnios pré-ganglionares
parassimpaticos que inervam o coracdo (poés-ganglionares colinérgicos sdo intracardiacos);
projetam-se também ao bulbo ventrolateral caudal (CVLM), que contém neurdnios
gabaérgicos (GABAérgicos), os quais se projetam e inibem o bulbo ventrolateral rostral
(RVLM). O RVLM contém neurdnios pré-motores simpaticos (GLUérgicos) que se projetam
aos neurdnios pré-ganglionares situados na coluna intermédio-lateral da medula espinhal
(IML, colinérgicos) e destes aos pos-ganglionares (noradrenérgicos) que inervam coragao e
vasos (MICHELINI, 2008). Respostas autondmicas, desencadeadas pela atividade dos
aferentes periféricos, determinam alteracdes apropriadas dos efetores, promovendo ajustes
instantaneos da capacitdncia venosa, débito cardiaco e resisténcia periférica, de forma a
corrigir eficientemente os desvios para mais ou para menos da PA. Este ¢ o chamado arco-
reflexo bulba ou alca priméria do controle cardiovascular (Figura 2).

Além da algca primaria de integragdo cardiovascular, outros circuitos suprabulbares
integram e modulam o controle reflexo da circulacio (DAMPNEY, 1994; MICHELINI;
MORRIS, 1999; MICHELINI; STERN, 2009). As informag¢des aferentes que chegam ao NTS

(e CVLM) também sdo direcionadas vias neurdnios catecolaminérgicos (CAérgicos) a
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diferentes areas suprabulbares, em especial ao nicleo paraventricular do hipotalamo (PVN),
uma regido de controle autondémico, conhecida por integrar respostas vegetativas,
neuroenddcrinas e comportamentais (DAMPNEY, 1994; KALIA et al., 1985a, b, c;
PALKOVITS, 1980; SAWCHENKO; SAWNSON, 1981). As projecoes CAérgicas
ascendentes ao hipotdlamo projetam-se tanto a neurdénios magnocelulares do PVN e que
sintetizam vasopressina (VP) e ocitocina (OT) e as liberam para a circulagdo via
neurohipéfise (DAMPNEY, 1994), como a neurdnios parvocelulares do PVN (os chamados
neurdnios pré-autondmicos, também VPérgicos e OTérgicos), que se projetam ao NTS, DMV,
NA e RVLM, além da IML (BUIJIS et al., 1978; NILAVER et al., 1980; SAWCHENKO;
SAWNSON, 1982; SOFRONIEW; SCHRELL, 1981), fechando um importante circuito
modulatorio do controle autondmico da circulagdo. Este ‘arco-reflexo’ “NTS/CVLM — PVN
— NTS/DMV/NA/RVLM” constitui as chamadas al¢as secundarias ou suprabulbares de
modulacdo do controle cardiovascular (Figura 2), cuja fungdo ¢ realizar ajustes finos da
regulacdo bulbar, ajustando o controle autondmico e a resposta circulatéria a diferentes
situacdes funcionais e patoldgicas, como, por exemplo, o exercicio fisico e a hipertensao
arterial (MICHELINI, 2007a, 2007b; MITCHELL, 1990, ROWELL, 1992; ROWELL; O’
LEARY, 1990).

1.3 Modulac¢io do controle autonomico durante exercicio

Uma das principais linhas de pesquisa do laboratério da Profa. Dra. Lisete C. Michelini,
ao qual me agreguei nestes ultimos anos, refere-se a investigacdo da modulagdo exercida
pelas projecdes suprabulbares sobre o tonus autondmico durante ajustes da resposta
cardiovascular ao exercicio agudo e do treinamento aerdbio. Durante o exercicio leve a
moderado realizado em esteira ergométrica, ha elevagdo mantida da PA (faixa de 15 a 20
mmHg, essencial para redistribuir o fluxo sanguineo aos diferentes territérios) que nao ¢
acompanhado de bradicardia reflexa, mas sim de elevada freqiiéncia cardiaca (FC). A
taquicardia do exercicio ndo pode ser explicada apenas pela integracdo bulbar, uma vez que
pelos mecanismos bulbares, elevagdes da PA sempre resultam em bradicardia reflexa. Muitos
estudos de nosso e outros laboratérios, como discutido a seguir, tém contribuido para o
entendimento de como a al¢a de modulacdo suprabulbar medeia a instalagdo dos ajustes

funcionais e adaptativos do controle cardiovascular ao exercicio.
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Em trabalho pioneiro, Brum et al. (2000) descreveram que o treinamento aerobio de baixa
intensidade facilitava a sinalizacdo aferente pelos barorreceptores (aumento do ganho do
nervo depressor adrtico em WKY e SHR, com reducdo de ED50 em SHR), demonstrando
uma maior eficiéncia de sinalizagdo pelas aferéncias barorreceptoras que integram a alca

primaria de modulagao (Figura 2).

Figura 2. Representac@o esquematica de como o treinamento aerobio induz ajustes plasticos & funcionais
em areas bulbares e suprabulbares.
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Areas mencionadas facilitam o controle autonémico da circulagdo durante o exercicio
FONTE: Adaptado de Michelini; Stern, 2009.

Trabalhos anteriores do nosso laboratério ja haviam demonstrado que as projegoes
VPérgicas do PVN ao NTS tinham efeito tonico sobre o funcionamento do reflexo
barorreceptor cardiaco, ou seja, a VP deslocava o ponto de operacdao do reflexo para niveis
mais elevados de PA e FC, sem alterar a sensibilidade baroreflexa (MICHELINI;
BONAGAMBA, 1988; MICHELINI, 1994, 1998), o que poderia explicar a adaptacao parcial
do reflexo durante exercicio dindmico. Observou-se que também que as ativagdes das
projecoes OTérgicas do PVN ao NTS aumentava a sensibilidade da bradicardia reflexa sem
alterar a da taquicardia reflexa (HIGA-TANIGUCHI et al., 2002). Posteriormente, observou-
se que a VP modulava o simpatico cardiaco reduzindo a resposta bradicardica por diminuir a

inibi¢do simpatica durante elevacdes transitorias da PA (MICHELINI; BONAGAMBA, 1988;
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MICHELINI, 1994; 1998), enquanto que a OT potencializava a bradicardia reflexa por
facilitar o tonus vagal ao coragdao (HIGA-TANIGUCHI et al., 2002; MICHELINI, 2007a).
Trabalhos de nosso laboratdrio também mostraram que as proje¢des VPérgicas do PVN ao
bulbo dorsal eram ativadas durante o exercicio dindmico. Observou-se imediatamente apds o
exercicio dinamico aumento especifico do contetido endégeno de VP na regido dorsal do
bulbo (DBS, abrangendo o NTS e o DMV) nos normotensos sedentarios e treinados, que foi
de maior magnitude nos treinados, sugerindo que o exercicio ativava as projecdes VPérgicas a
esta area, com efeito mais intenso apds treinamento (DUFLOTH; MORRIS; MICHELINI,
1997; MICHELINI; MORRIS, 1999; MICHELINI, 2007a); observou-se também nao haver
ap6s treinamento alteracdo da densidade de receptores V; no NTS, mas aumento da
sensibilidade destes receptores a seu agonista endogeno (SOUZA; MICHELINI; FIOR-
CHADI, 2001). Coerentemente o pré-tratamento do NTS com antagonista V; determinou
reducdo da taquicardia do exercicio, sem alterar a resposta pressora, em ratos treinados e
sedentarios, com resposta de maior magnitude nos individuos treinados, confirmando a
potencializacdo da taquicardia pelas projecdes VPérgicas (DUFLOTH; MORRIS;
MICHELINI, 1997; MICHELINI; MORRIS, 1999; MICHELINI, 2007a).

Com relagdo as projecdes OTérgicas do PVN ao DBS, observou-se serem ativadas durante
exercicio dindmico, mas apenas nos animais treinados. Nestes houve, imediatamente apos
exercicio dindmico, aumento do conteudo enddégeno de OT no DBS, sem nenhuma alteragao
significativa nos ratos sedentarios (BRAGA et al., 2000; MICHELINI, 2001). Observou-se
também haver apds o treinamento, aumento da imunorreatividade para a OT no NTS/DMV
(MARTINS et al., 2005). Coerentemente, o pré-tratamento do NTS com antagonista de
receptores de OT (OTRr) ndo alterou a resposta pressora, mas potencializou a taquicardia do
exercicio apenas nos ratos treinados, sugerindo ativagdo especifica dos mecanismos
OTeérgicos supra-bulbares de controle da FC pelo treinamento, a qual propiciaria a menor
taquicardia do exercicio, caracteristica de individuos treinados (BRAGA et al., 2000;
MICHELINI, 2001).

Estudando os efeitos do treinamento aerdbio sobre a plasticidade das projecdes CAérgicas
ascendentes, demonstrou-se ainda haver em ratos normotensos treinados aumento
significativo do nimero e da densidade de botdes sindpticos em neurdnios OTérgicos do PVN
que se projetam ao NTS e que estes botdes sinapticos eram imunorreativos para a dopamina
B-hidroxilase, indicando apos treinamento aumento da inervagao noradrenérgica (NORégica)

e da sinalizacdo aferente ao PVN (HIGA-TANIGUCHI et al., 2007). Em hipertensos
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treinados as alteracdes foram no mesmo sentido, mas ndo atingiram niveis de significAncia
(HIGA-TANIGUCHI et al., 2007). Trabalhos do nosso laboratorio descreveram ainda em
normotensos que o treinamento aumentava especificamente a excitabilidade intrinsica de
neurdnios pré-autondmicos do PVN (OTérgicos e VPérgicos) que se projetam ao NTS, sem
alterar a excitabilidade dos neuronios magnocelulares que sintetizam e liberam OT ¢ VP
plasmaticos (JACKSON et al., 2005; MICHELINI, 2007a). Estas observagdes mostraram que
o treinamento aerdbio de baixa intensidade determinava altera¢des da plasticidade de vias
NORérgicas ascendentes ao hipotdlamo associadas a alteracdes funcionais apenas nos
neurdnios parvocelulares (OTérgicos e VPérgicos) que se projetam ao NTS, ou seja, na via da
modula¢do autondmica e nao na via neuroendocrina de controle hidroeletrolitico.

Em conjunto estes dados indicavam que o treinamento aerdbio de baixa intensidade, além
dos j& conhecidos efeitos periféricos (remodelagem cardiaca com aumento do volume
sistélico e do débito cardiaco; angiogénese capilar e neoformagao de vénulas, com aumento
da condutancia vascular em tecidos exercitados e remodelamento arteriolar com redugao da
razdo parede/luz e da resisténcia periférica; AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000;
AMARAL et al., 2001; CLAUSEN, 1977, MELO; MARTINHO JR; MICHELINI, 2003;
SCHEUER; TIPTON, 1977), também alterava em individuos normotensos a plasticidade e a
funcionalidade de vias peptidérgicas e CAérgicas que interligam bulbo e hipotdlamo
(MICHELINI, 2007a; 2007b, MICHELINI; STERN, 2009). O fato de estas alteragdes terem
sido acompanhadas de alteracdes no balanco autondmico ao coragdo, com reducdo do
simpatico em hipertensos (CERONI et al., 2009; MICHELINI, 2007a; 2007b) e aumento do
tonus vagal em normotensos e hipertensos (HIGA-TANIGUCHI et al., 2002; HIGA-
TANIGUCHI et al., 2009; MARTINS et al., 2005), com importantes repercussdes funcionais,
indicava claramente a potencialidade do treinamento aerdbio de baixa intensidade em modular
a expressdo e o funcionamento da alca suprabulbar do controle autondémico do sistema

cardiovascular.

1.4 Exercicio X modula¢ao autonémica na hipertensao

Mais recentemente procurou-se também investigar os efeitos do treinamento aerobio sobre
alteragdes plasticas e funcionais em vias autondmicas centrais de hipertensos. Sabe-se que a
hipertensdo arterial (assim como insuficiéncia cardiaca, obesidade, sindrome metabdlica,
diabetes) ¢ acompanhada de alteracdes mantidas do balan¢o autonémico, com predominio do

simpatico (GRASSI; MANCIA , 2004). Este predominio, provavelmente se da por desbalango
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entre a atividade vagal e simpatica e nos hipertensos, com hipertonia simpatica (facilitada pela
depressio do funcionamento do reflexo barorreceptor; KRIEGER; BRUM; NEGRAO, 1999),
a qual determina o aumento da pré-carga e da contratilidade, a elevacdo da FC e débito
cardiaco e intensa vasoconstri¢ao periférica. Estas respostas levam ao remodelamento arterial
eutrofico ou hipertréfico e, conseqiientemente, a hipertrofia concéntrica do coracao,
condicionando a génese/manutencdo da hipertensdo, bem como a progressdao de lesdes em
orgaos-alvo (GRASSI; MANCIA, 2004; KORNER, 1989).

Sabe-se que o tonus simpatico ¢ gerado centralmente através da atividade integrada de
diferentes areas do sistema nervoso central como o nucleo caudal da Rafe, o RVLM, no
bulbo, o agrupamento A5 na ponte ¢ o0 PVN, no hipotadlamo, a atividade das quais se encontra
exacerbada na hipertensdo (GUYENET, 2006; SPYER, 1994; SUN, 1995). Sabe-se também
que os neurdnios GLUérgicos constituem a principal fonte de excitagdo no sistema nervoso
central (HANG et al., 2004). Neurdnios contendo 4cido y-Aminobutirico (GABA) também
fazem parte da circuitaria neuronal que controla o sistema nervoso auténomo, exercendo
funcdo predominante inibitéria. Foi ainda demonstrado que a hipertensdo cursa com
hipertonia do sistema renina-angiotensina, cuja hiperatividade ¢ de longa data associada a
hipertonia simpatica (BEZERRA et al., 2001; FELIX; MICHELINI, 2007; MCKINLEY et
al., 2003; NISHIMURA et al., 1992; SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004), com
a marcante depressao dos sistemas OTérgico (MARTINS et al., 2005; MICHELINI 2007a) e
GABAérgico centrais (CZYEWSKA-SZAFRAN et al., 1989; HORN et al., 1998; LI; PAN,
2006, 2007). A depressdo de sistemas inibitdrios, como ¢ o caso do GABAérgico, pode
também contribuir de maneira significativa para a génese da hipertonia simpéatica (HORN et
al., 1998; KRAMER, et al., 2000, 2001, 2002; LITTLE et al., 2001).

A importancia da depressao dos sistemas OTérgico ¢ GABAérgico no controle
autonomico de hipertensos ¢ ressaltada pelo fato de que tanto as proje¢cdes OTérgicas quanto
as GABA¢érgicas fazem parte do circuito neuronal basico de regula¢do cardiovascular: as
OTeérgicas interligando o PVN ao bulbo dorsal, onde determinam aumento do tonus vagal
(BRAGA et al., 2000; HIGA-TANIGUCHI et al., 2002; MARTINS et al., 2005; MICHELINI
2007b), as GABA¢érgicas funcionando como interneurdnios locais de inibigdo em sitios
especificos das alcas suprabulbar (no PVN , CHEN et al., 2006; LEE et al, 2008; LI; PAN,
2006, 2007) e bulbar (no RVLM e no NTS, BLESSING; REIS, 1983; DEGTYARENKO;
HASSER, 2006; KAUFMAN, 2005; MUELLER; POTTS, 2006). Realmente trabalhos da

ultima década tém sistematicamente mostrado em hipertensos que a modulagdo GABAérgica
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encontra-se deprimida em areas hipotalamicas de integracao do controle cardiovascular como
0 PVN e o hipotadlamo caudal (CZYEWSKA-SZAFRAN et al., 1989; HORN et al., 1998; LI;
PAN, 2006, 2007; SHONIS; WALDROP, 1993a, SHONIS et al., 1993b), contribuindo
significativamente para o aumento do ‘drive’ simpatico a circulagdo. Estas observacdes
ganham importancia se considerarmos que neurdnios GABAérgicos no PVN tem sido
considerados como um dos mais importantes moduladores negativos da simpatoexcitagdao
(LEE et al., 2008).

Assim, sabendo-se que os neuronios GLUérgicos e GABAérgicos sdo os principais
responsaveis, respectivamente, pela atividade neural excitatoria e inibitdria em areas centrais
de controle autondémico, ¢ nossa hipdtese de trabalho que a hiperatividade simpatica que
acompanha a hipertensdo bem como sua reducdo, condicionada pelo treinamento fisico,
possam estar relacionadas com alteracdes na atividade destes neuronios.Torna-se, portanto,
importante investigar os efeitos do treinamento e do treinamento associado a hipertensao

sobre as vias GABA¢érgicas e GLUérgicas centrais.

1.5 Neuronios GABAérgicos e GLUérgicos

Neuronios GABAérgicos sdo abundandes em varias regides do encéfalo como a
substancia negra, o hipotdlamo, o globo pélido, os coliculos superior e inferior, nicleos da
ponte e do bulbo, as quais apresentam concentracdes bastante elevadas do neurotransmissor
inibitdrio acido y-Aminobutirico (GABA), da ordem de 2 a 10 umol/g tecido (HANG et al.,
2004). O GABA, o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central, ¢
sintetizado a partir do a-cetoglutarato (do Ciclo de Krebs) pela transaminase conhecida como
GABA-T que o converte em acido L-glutdmico; este por sua vez ¢ decarboxilado pela
decarboxilase do acido glutdmico (GAD, expressa somente em células que usam o GABA
como neurotransmissor) para formar o GABA (OLSEN; BETZ, 2006; Figura 3). Frente a
despolarizagdo do neurénio, o GABA ¢ liberado na fenda sindptica, podendo agir em
receptores especificos: GABAs e GABA( (ionotrdpicos, que operam canais de Cl os quais
medeiam a inibi¢do sinaptica) e GABAg (metabotropicos, acoplados a proteina G, os quais
medeiam a ativagdo de canais de K " ou a reducio da condutincia ao Ca™ e produzem
correntes inibitorias lentas; BLOOM, 2001; CHEBIB; JOHNSTON, 1999; OLSEN; BETZ,
2006). O GABA presente na fenda sindptica pode também ser recaptado pelo terminal
nervoso ou pela glia (HANG et al., 2004; OLSEN; BETZ, 2006).
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A enzima de conversdo do glutamato em GABA, a GAD, possui duas isoformas
conhecidas como GAD65 e GAD67 (sendo que 65 e 67 designam seus pesos moleculares em
kDa). Ambas medeiam a sintese de GABA, sendo expressas em diferentes areas como o
cortex, hipocampo, hipotdlamo, bulbo e medula espinhal (BELICHENKO et al., 2009;
DEUCHARS et al., 2005; FONG et al., 2005; HORN et al., 1998; SEARLES et al., 2000;
STORNETTA; GUYENET, 1999). Enquanto GADG65 foi preferencialmente observada em
corpos celulares de neuronios do cortex, hipocampo e nicleos hipotalamicos (BELICHENKO
et al., 2009; SEARLES et al., 2000). O GAD67 pareceu distribuido preferencialmente nos
terminais nervosos do hipotalamo (BIANCARDI; CAMPOS; STERN, 2010). J4 no NTS e
outras areas bulbares ambas GAD65 e GAD67 sdo expressas no corpo celular e terminagdes
nervosas com clevada densidade da isoforma 67 no NTS (FONG et al., 2005; STORNETTA;
GUYENET, 1999).

E também sabido que o glutamato ¢ o principal neurotransmissor de agdo excitatoria
encontrado no sistema nervoso central. Este pode ser formado por diferentes vias: a partir da
glutamina, pela agdo da glutaminase e a partir do a- oxoglutarato pela agdo da enzima GABA-
T. Sua formagao possui interconexdo com a sintese do GABA (Figura 3), o que dificulta seu
estudo, uma vez que ndo hd uma uUnica enzima especifica para forma-lo. Além disso, o
glutamato além de ser um neurotransmissor, tem fun¢do metabolica, pois sua formagdo esta
ligada aos reservatorios metabdlicos (Ciclo de Krebs). O Glutamato ¢ estocado em vesiculas,
que ao serem estimuladas por transientes de Calcio, liberam o neurotransmissor por exocitose
para a fenda sinaptica (HANG et al, 2004).

Existem trés isoformas das vesiculas transportadoras de glutamato: VGlutl, VGIlut2 e
VGlut3, as quais sdo expressas no sistema nervoso central de mamiferos. A VGlutl ¢
expressa em neurdnios dos cortex cerebelar e cerebral, no hipocampo e na parte posterior e
ventromedial do nucleo talamico do hipotdlamo (FREMEAU et al., 2004; MOECHARS et al.,
2006). A VGIut2 encontra-se expressa no mesencéfalo, tronco encefalico, tdlamo e
hipotdlamo (PVN e NTS, partes anterodorsal e reticular do nucleo talamico) sendo mais
expressa no desenvolvimento inicial do individuo (FREMEAU et al., 2004; MOECHARS et
al., 2006). Varoqui et al. (2002), afirmam que VGlut2 ¢ expressa em vias sensoriais €
autonomicas, sendo um marcador da neurotransmissdo. Os VGluts 1 e 2 sdo
preferencialmente localizados no terminal pré-sinaptico dos neurdnios (HARKANY et al.,
2004); por sua vez, a VGlut3 estd mais restrita a um pequeno numero de neurdnios do

estriado, hipocampo, cortex cerebral e nicleo da rafe (GRAS, et al., 2002) e/ou em neurdnios



do putamen caudal, tubérculo olfatério, nucleo accumbens, hipocampo e nucleos
interpeduncular e dorsal, nucleo da rafe (parte medial) e cortex cerebral (HERZOG et al.,

2004).

Figura 3. Formacao dos neurotransmissores GABA e Glutamato
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O glutamato, apos ser liberado na fenda sinaptica, age em receptores ionotropicos
(NMDA, AMPA, densamente distribuidos no cortex, nos ganglios da base, nas vias sensorias,
etc e o cainato, que possui distribui¢do mais restrita) ou em receptores metabotropicos
(acoplados a proteina G e a outros segundos mensageiros intracelulares). Os receptores
NMDA sdao amplamente distribuidos pré e pds-sinapticamente, sendo encontrados na glia e
em terminagdes neurdnais e encontram-se ligados a transmissdo nervosa, a excitotoxidade e a
plasticidade sinaptica. Ja os receptores AMPA sdo também amplamente distribuidos nas
regides pos-sindpticas dos neurdnios, agindo basicamente na transmissdo de potenciais de
acdo rapidos. Os receptors cainato estdo localizados em regides pré e pos-sinapticas (fungdes
ligadas a potenciais rapidos). A outra classe de receptores, os metabotropicos, estao
localizados pré e pos-sindpticamente e tém fungdes relacionadas a modulagdo sinéptica e a

excitotoxidade (HANG et al., 2004).



28

1.6 Vias GABAérgicas e GLUérgicas na hipertensio e treinamento aerdbio

Duas observacdes interessantes de nosso laboratorio foram as de que a hipertensdo
espontanea (spontaneously hypertensive rat, SHR; o melhor modelo experimental da
hipertensdo primaria ou essencial no homem) era acompanhada de reducdo da expressao do
sistema OTérgico (menor expressao de RNAm de OT no PVN e do receptor de OT (OTg) no
DBS (abrangendo o NTS e o DMV, MARTINS et al., 2005), e que o treinamento aerobio era
eficaz em corrigir o déficit da expressao de OT no PVN, sem afetar a expressdo de seu
receptor no DBS (CAVALLERI et al., 2011; MARTINS et al., 2005). Para ambos os grupos
normotensos € hipertensos, o aumento da expressao génica e protéica de OT no PVN
correlacionava-se positivamente com a bradicardia de repouso (CAVALLERI et al., 2011) e o
bloqueio de seus efeitos a nivel do NTS/DMV determinava aumento da taquicardia do
exercicio, com efeitos de menor magnitude nos SHR (HIGA-TANIGUCHI, FELIX;
MICHELINI, 2009). Estas observagdes indicam que a liberagao de OT encontra-se associada
a reducdo da FC e confirmam a potencialidade do treinamento aerdbio em alterar a
plasticidade neuronal corrigindo alteragdes deletérias induzidas pela hipertensdo em vias
peptidérgicas centrais.

Dados da literatura quantificando os niveis de expressao de RNAm de GAD mostraram
reducdo desta proteina formadora de GABA em ratos SHR. HORN et al. (1998), utilizando
imunocitoquimica e northern blotting para GAD67 em WKY e SHR, observaram no
hipotdlamo caudal que a quantidade de neurdnios imunorreativos para GAD67 era 42%
menor em SHR quando comparado aos WKY e notaram redu¢dao de 33% na expressdo de
RNAm de GAD67 de SHR (vs WKY). Estas diferengas nao foram observadas entre WKY e
SHR no coértex, mesencéfalo, cerebelo e tronco encefalico. Anteriormente, Czyzewska-szafran
et al. (1989), ao estudarem diferentes areas encefalicas de SHR e WKY, ja haviam revelado
que o conteido de GABA , a atividade de GAD ¢ a expressdao do receptor GABA, eram
significativamente menores na substancia negra, hipotalamo e hipocampo de SHR (vs WKY).
Estes estudos, de forma conjunta, sugerem que a hipertensdo ¢ acompanhada de redu¢do da
atividade de neur6nios GABAérgicos no hipotalamo.

Nao se sabe se o treinamento fisico ¢ ou ndo eficaz em corrigir as alteragdes deletérias
sobre a expressao de neuronios GABAérgicos centrais de hipertensos e se hd ou nao
alteragdes na expressao/atividade de neuronios GLUérgicos. Observagdes anteriores relativas
aos efeitos do exercicio sobre a expressdo de GAD e receptores GABAA no hipotalamo tém

mostrado efeitos conflitantes: Little et al. (2001) notaram aumentos de GAD65 ¢ GAD67 no
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hipotdlamo caudal de SHR treinados; por outro lado Molteni, Yin e Pinilla (2002), usando a
técnica de microarray descreveram que o treinamento fisico reduzia a expressdo do GAD e do
receptor GABAA no hipocampo de ratos Sprague-Dawley. Em trabalho mais recente,
utilizando hibridizagao in situ, Hill et al. (2010) demonstraram que as alteragdes no sistema
GABAérgico central eram regido-especifica, uma vez que o treinamento reduzia a expressao
do RNAm de algumas subunidades do receptor GABA,, mas nao alterava a expressao de
GAD no cortex pré-limbico e infra-limbico, no putamen, e no septo lateral, enquanto que no
nicleo acumbens a redu¢do de RNAm para o GABA, era acompanhada de aumento da
expressdo de GAD apo6s exercicio. Também no PVN o exercicio foi acompanhado de reducao
da expressao de GABA,, com aumento da expressao de GAD na regido peri-PVN (HILL et
al., 2010). Kramer et al. (2001, 2002), observaram reducdo de GABA na hipertensdo e que o
treinamento aumentou a inibicdo GABAérgica no hipotdlamo caudal.

Nao ha, portanto, um conceito claro sobre os efeitos do treinamento fisico na
expressao/atividade de neuronios GABA¢érgicos. Também nao se sabe se o exercicio e/ou o
exercicio associado a hipertensdo possam alterar diferencialmente a atividade das isoformas
GADG65 e GADG67. A expressdo destas enzimas, bem como alteragcdes de seu conteudo em
diferentes areas centrais de controle autonomico frente a hipertensdo e ao treinamento podem,
assim, se constituir em ferramentas Uteis para se avaliar a contribui¢do de neurdnios
GABA¢érgicos nestas situagoes.

Embora o envolvimento dos neurdénios GLUérgicos com a hipertensdo seja relativamente
bem esclarecida (BIANCARDI; CAMPOS; STERN, 2010; LI; PAN, 2007) quase nada se
sabe sobre os efeitos do treinamento sobre a expressdo/atividade de neurdnios GLUérgicos.
Frente a escassez de dados sobre a funcionalidade de neurdnios GLUérgicos no treinamento
fisico e conhecendo-se a diversidade das vias de formagdo do glutamato, optamos em analisar
os efeitos da hipertensdo e do treinamento aerdbio sobre a expressdo de neurdnios
GLUérgicos em areas de controle autonémico, utilizando como marcador, a Transportador
Vesicular de Glutamato tipo 2, a VGlut2, cuja expressao foi demonstrada no PVN de ratos
hipertensos (BIANCARDI; CAMPOS; STERN, 2010). Esta escolha se deu por ser um
transportador vesicular do glutamato, encontrado na maioria dos ntcleos encefalicos
(hipotalamo, hipocampo, cerebelo e cortex cerebral), e por estar relacionado a
neurotransmissao. Sua quantificacdo pode, portanto, ser outra ferramenta util para se avaliar a
contribui¢do dos neurdnios GLUérgicos na hipertensdo e no exercicio.

E possivel que alteragdes cardiovasculares induzidas pelo treinamento sejam dependentes

da intensidade/volume do exercicio e da duragdo do mesmo, mas nao ha nenhuma informagao
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relativa a isto. Também ndo sabemos se hd ou ndo coincidéncia temporal entre alteragdes
plésticas de neurdnios GABAérgicos e GLUérgicos e a manifestacdo temporal dos ajustes
funcionais ao treinamento (bradicardia de repouso nos normotensos e hipertensos, queda da
pressdo arterial em hipertensos): seriam elas coincidentes? antecederiam os ajustes
funcionais?

E, portanto, nossa hipétese de trabalho que a hipertensdo possa induzir em areas centrais
de controle autonémico um desbalango entre vias GABAérgicas e GLUérgicas, e que este
balango possa ser alterado e/ou corrigido pelo treinamento aerébio de intensidade baixa a
moderada. Pretendemos, portanto, no presente projeto avaliar em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR) as alteragdes temporais na expressao de neurdnios GABAérgicos e
GLUérgicos no PVN, DBS e VBS, bem como as alteragdes temporais das respostas
funcionais induzidas pelo treinamento aerobio de intensidade baixa a moderada. A
importancia do conhecimento a ser gerado pode ser confirmada pela crescente utilizagdo de
tratamentos ndo farmacologicos, em especial do treinamento aerobio, na redugdo da
hipertonia simpdatica, dos niveis pressoricos e da morbi-mortalidade de hipertensos
(CHOBANIAN et al., 2003; KAPLAN, 1998; PESCATELLO et al., 2004; TIPTON, 1999). O
treinamento aerdbio de intensidade baixa a moderada tem sido extensivamente indicado como
a conduta terapéutica de escolha no tratamento de hipertensdao leve a moderada e como um
adjuvante ao tratamento medicamentoso em estdgios mais avancados da hipertensdo
(CHOBANIAN et al., 2003; KAPLAN, 1995, 1998; PESCATELLO et al., 2004) ¢ tem
contribuido significativamente para melhorar a qualidade de vida de hipertensos assim como a

de individuos normotensos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho visa avaliar os efeitos temporais do treinamento aerdbio de
intensidade baixa a moderada, em WKY e SHR, nas altera¢des de expressdo gé€nica e protéica
das vias GABAérgicas e GLUérgicas em 4areas centrais do controle autondmico,
correlacionando-as aos dados funcionais e hemodinamicos. Adicionalmente, sdo avaliados em
WKY e SHR os efeitos do sedentarismo nestas mesmas vias. Sdo, portanto, objetivos
especificos deste trabalho:

1. Identificar, através do RT-PCR em tempo real, os efeitos temporais das altera¢des das
expressoes do RNAm de GAD65, GAD67 e do VGlut2 no hipotalamo (PVN), bulbo
dorsal (DBS, abrangendo o NTS) e bulbo ventral (VBS, abrangendo o RVLM), de
WKY e SHR submetidos aos protocolos de treinamento e sedentarismo;

2. Confirmar através da técnica de imunofluorescéncia nos mesmos grupos, nas mesmas
areas € nos mesmos tempos experimentais se as alteracdes observadas na expressao
génica refletem-se em alteragdes da expressao protéica do GAD65, GAD67 e VGlut2,
ou seja, confirmar se ha a tradugd@o protéica e identificar as dreas em que esta ocorre;

3. Correlacionar as alteragdes observadas em neurdnios GABAérgicos ¢ GLUérgicos as
alteragdes hemodinamicas e funcionais induzidas pela hipertensao e pelo treinamento

aerobio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Utilizamos ratos (Rattus norvegicus), com dois meses de idade e peso entre 200-250 g.
Metade destes pertencia a linhagem Wistar- Kyoto (WKY), que sdao normotensos, € a outra
metade a linhagem Spontaneously Hypertensive Rat (SHR), que s3o os espontaneamente
hipertensos. Todos eram provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP) e foram alojados no Biotério de
Manutengao do Departamento de Fisiologia e Biofisica, durante todo o estudo. Nestes locais
eram mantidos em ambiente com temperatura entre 22 © e 25 °C, em ciclo claro-escuro (12/12
horas) e com dieta ad libitum. Os procedimentos cirrgicos e protocolos experimentais foram
desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular e no Biotério de Manutengdo do
Departamento de Fisiologia e Biofisica ; estavam de acordo com o Manual Institucional para
Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Bioética do ICB, em 20 de
outubro de 2009 (protocolo registrado sob n°142 na folha 78 do livro 2 para uso de animais

em experimentagao).

3.2 Protocolos de Treinamento Fisico e Sedentarismo

O treinamento foi realizado em esteira ergométrica (Millenium, Inbramed, Porto Alegre-
Brasil) adaptada para ratos, com 10 raias individuais (raias de aluminio com tampas acrilicas
transparentes cuja parte frontal, pintada de preto, criava um ambiente de penumbra para o
qual os ratos eram atraidos durante a corrida; além disso, estas raias possuiam muitos orificios
para a circulagdo de ar).

No inicio dos experimentos , SHR e WKY passaram por um periodo de adaptagdo. A
primeira semana foi destinada a adaptacdo ao espago no Biotério de Manutengao e a esteira, ¢
a segunda a familiarizagdo com a corrida na esteira (5 sessdes, durante 10 minutos, a 0,4-
0,7Km/h, com 0% de inclina¢do). No final desta segunda semana, os animais inaptos para
corrida foram excluidos do estudo. Aqueles considerados aptos foram entdo submetidos ao
teste maximo de esfor¢co em esteira.

O teste de esfor¢o maximo foi mensurado de forma indireta e individual, considerando-se

o desempenho fisico de cada rato. O teste, sem inclinacdo da esteira, iniciava-se com
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velocidades de 0,3 Km/h, com acréscimos de 0,3 Km/h a cada 3 minutos, até a exaustdo
quando o animal ndo mais conseguia realizar o exercicio. Registramos a velocidade e tempo
maximos que cada rato conseguia atingir, imediatamente antes da exaustdo. O teste de esforgo
maximo foi realizado em 4 momentos durante os protocolos experimentais. O primeiro teste,
na semana 0, foi utilizado para determinar a capacidade aerdbia méxima de cada animal, o
que possibilitou classificar animais com igual desempenho aos grupos experimentais
(sedentario e treinado) e determinou a velocidade do treinamento fisico. Nos segundo e
terceiro momentos, apés a 4* e 8* semanas do treinamento respectivamente, os testes foram
realizados novamente para ajustar a intensidade do treinamento as novas capacidades
maximas. No final do experimento (12* semana), o teste foi realizado para possibilitar a
comparacdo do desempenho entre os grupos e para avaliar a eficacia do treinamento nos
grupos normotensos € hipertensos.

O protocolo de treinamento adotado foi o aerdbio de intensidade baixa a moderada (50—
60% da velocidade maxima atingida no teste de esfor¢o) realizado durante 1 hora/dia, 5
dias/semana, durante 12 semanas. A intensidade do exercicio foi aumentada gradativamente
pela combinagdo da velocidade e duracdo, sem inclinagdo, até atingir velocidade estabelecida.
Este protocolo foi padronizado em nosso laboratorio (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000;
BRAGA et al., 2000; DUFLOTH; MORRIS; MICHELINI, 1997) e tem sido extensivamente
utilizado (CERONI et al., 2009; HIGA-TANIGUCHI et al., 2007; HIGA-TANIGUCHI;
FELIX; MICHELINI, 2009; JACKSON et al., 2005; MARTINS et al., 2005). Ferreira et al.
(2007) ja haviam comprovado que o treinamento a 60% da velocidade maxima obtida no teste
de esforco em esteira melhora a capacidade aerdbia do animal mantendo o predominio do
metabolismo aerébio, ou seja, a glicolise tecidual ndo ultrapassa a utilizagdo do piruvato
mitocondrial, sendo o lactato produzido completamente removido (manutencdo do lactato
sanguineo a 3nmol / L). Portanto, a intensidade do treinamento em nosso estudo (50-60% da
capacidade maxima) utiliza primordialmente vias aerdbias para promog¢ao de energia durante
a realizacdo do exercicio fisico.

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.
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3.3 Grupos experimentais

Os animais WKY e SHR foram subdivididos em treinados (T) e sedentarios (S), e
alocados aos subgrupos, descritos no Quadro 1 e apresentavam no inicio dos protocolos o

mesmo desempenho fisico.

Quadro 1. Grupos experimentais divididos por linhagem (WKY e SHR), tratamento (S ou T) e tempo
(0,1,2, 4, 8 ¢ 12 semanas)

WKY SHR
Controle ou S, Controle ou S,
T, T,
T, T,
T, T,
Tg Ts
T, T,
SIZ SIZ

FONTE: Ruggeri (2011).

Assim, para avaliar as alteragdes temporais da expressao génica e protéica de GADG6S,
GADG67 e do VGlut2 , varios subgrupos de S e T foram formados: Sy, Ty, T2, T4, Ts, T12 € Si2,
sendo que S ou T designa o tratamento (protocolo utilizado) e os niimeros identificam apds
qual semana de treinamento o animal foi sacrificado (Quadro 1). Cada subgrupo foi composto

por 12-16 ratos.

3.4 Canulacao Arterial e Registro Direto da PA e FC

As canulacdes foram feitas para permitir o registro direto dos parametros hemodinamicos
(PA e FC) nos diferentes tempos experimentais. A implantagdo arterial da canula era feita 24
horas antes dos registros funcionais, na sala de cirurgia do Laboratério Cardiovascular. Os
animais treinados foram canulados 1 a 2 horas apds a tltima sessdo de exercicio de forma que
os parametros hemodinamicos, a expressdo gé€nica e o protéica fossem estudadas sempre ao
mesmo tempo, ou seja, 25-26 horas apds a ultima sessao de treinamento.

Os animais foram anestesiados (cloridrato de cetamina 10%, 100 mg/Kg e cloridrato de
xylasina 2%, 20 mg/Kg) e mantidos em mesa cirurgica aquecida (37 °C). Sob assepsia e lupa

cirargica (Surgical microscope DFV M90) foi realizada tricotomia da parte interna do
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membro posterior esquerdo, seguida de incisdo na altura da articulagdo coxo-femoral para
isolamento da artéria femoral. A canula de Tygon mais fina (5 cm com 0,25 mm de diametro
interno) soldada a outra mais grossa (17 cm e 0,50 mm de diametro interno), preenchida com
solugdo fisioldgica heparinizada (20 Ul/ml) foi introduzida e fixada na artéria, na dire¢ao
cranial. A extremidade distal mais expessa foi, através do espago subcutineo, exteriorizada e
fixada na regido cervical. No dia subsequente PA e FC basais foram registradas por 30-40
minutos com o animal acordado e com livre movimentagdo, na propria gaiola, apods
estabilizagdo dos parametros cardiovasculares.

A canula arterial foi conectada ao sistema de registro (transdutor + pré-amplificador
GOULD e Biotach Gould) e os sinais de PA e FC gravados em poligrafo (Gould 3400) e/ou
computador + placa de conversdao A-D; amostragem em 2000 Hz, registrada no software da
DataQ Instruments (DataQ Instruments , Inc., “WINDAQ™ Waveform Browser”, versdo

2.19, Akron, Ohio, USA).

3.5 Técnica de PCR em Tempo Real

3.5.1 Obtencao do tecido encefélico

Apds os registros funcionais os animais (~8 ratos/grupo experimental) foram
anestesiados profundamente e, imediatamente apos a parada respiratoria, perfundidos via
ventriculo esquerdo com solucdo salina esteril e tamponada, durante 5 min. A perfusdo
(Bomba Peristaltica, ~20 ml/min) foi realizada sobre pressdo em niveis semelhantes aos
registrados nos animais conscientes. Os animais foram decapitados para a retirada do
encéfalo, o qual foi imediatamente acondicionado em gelo. Foram feitas fatias coronais (800-
1000 um de espessura) nas regides do 6bex e do hipotalamo. Apos a identificacdo dos ntcleos
de interesse, foram feitos ““punches” com agulha romba (gauge 20), direcionados a regido
dorsal (DBS, abrangendo o NTS, DMV e regides vizinhas) e ventral (VBS, abrangendo o
RVLM e regides vizinhas) do tronco encefilico e ao PVN do hipotdlamo (também
abrangendo as regides vizinhas), como demonstrado nas Figuras 4 e 5. O volume de cada
“punch” foi padronizado em ~2,5 pg. Cada nucleo de interesse foi armazenado em eppendorf
autoclavado, identificado e contendo 500 pl de TRIzol® da Invitrogen (Life Technologies
Corporation, Grand Island, N. Y., USA); estes foram imediatamente acondicionados em gelo

seco e apos armazenados em freezer a -80 °C.
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Figura 4. Posicionamento do corte coronal a nivel do 6bex para localiza¢do do DBS e do VBS.

Corte coronal a nivel do 6bex (esquerda), para localizacdo do DBS (centro) e do VBS (direita),
onde foram feitos os “punches” bilaterais.
FONTE: Zampieri, 2011.

Figura 5. Posicionamento do corte coronal na regido do hipotalamo para localizagdo do PVN.
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Corte coronal na regido do hipotalamo (esquerda), para localizagdo do PVN (direita), onde

foram feitos os “punches” bilaterais.
FONTE: Zampieri, 2011.

3.5.2 Extracédo do RNAtotal, sintese do cDNA e real time

De todas as amostras coletadas extraiu-se o RNA total segundo o protocolo do fabricante
(TRIzol® Reagent, Invitrogen Brasil, Cat. No. 15596-026), o qual incluia as fases de
homogeneizagdo, separacdo, precipitagdo, lavagem e dilui¢do. A integridade do RNA obtido
foi quantificado em espectofotometro (“Ultrospec 3100 pro”, UV/Visible Spectophotometer)
nos comprimentos de onda de 260 e 280 mm, e armazenado a -80 °C.

Para a sintese de cDNA, amostras de 2ug de cada RNA total passaram por tratamento
como DNase I, Aplification Grade (Invitrogem '™, Cat. No. 18068-015,) seguindo o
protocolo padrdo do fabricante e foram submetidas a reagcdo de transcri¢do reversa
(Invitrogem ™, Improm-II ™ Reverse Transcriptase, Cat. No. #A3803), utilizando-se
Ramdom Primers (Invitrogem ™, Cat. No. 48190-011,), dNTPmix (Invitrogem ™, Cat No.
10297-018,) e RNAse out (Invitrogem ™ Cat. No. 10777-019,), também de acordo com os
protocolos dos fabricantes.

As expressdoes de RNAm do GAD65, GAD67 e VGlut2 foram estimadas mediante o PCR
em tempo real (utilizamos equipamento da Corbett Research e software Rotor-Gene 6000

Series Software 1.7). Para tal, aplicamos a técnica de coloracdo “SYBR Green” (principio
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FRET -Fluorescente Resonance Energy Transfer) que fluoresce quando ligada ao DNA dupla
fita, utilizando o kit Plantinum® SYBR® green qPCR Sper Mix-UDG (Invitrogem ™, Cat.
No. 11733-038,). Para cada reacdo foram padronizados os volumes dos reagentes conforme o
manual do fabricante: 12,5ul Plantinum Mix, 10,5uL dgua DEPC, 0,5uL de primer sense e
0,5uL de primer anti-sense e por fim 1pl. da amostra. Todas as reacdes passaram por
desnaturacdes iniciais a 52 °C por 2 min, 95 °C por 5 min, seguidas dos ciclos de desnaturagdo
(95 °C, 15s), anelamento (60 °C, 60s) e extensdo (72 °C, 20s), seguido da curva de dissociacao
(65-99 °C). A especificidade da rea¢io com SYBR" Green foram confirmadas pelo “melting
point”. A quatificagdo do RNAm foi expressa em valores de “cycle threshould” (Ct) usando o
método AACt (LIVAK; SCHMITTEN, 2001; PFAFFL, 2001). Para a comparacdo dos
resultados entre grupos, genes e areas, os valores d¢ RNAm foram normalizados pelo valor

controle do GAD65 do PVN do grupo WKY (calibrador interno).

3.6 Gene de referéncia escolhido

O gene de referéncia (enddgeno/constitutivo) escolhido foi a hipoxantina-guanina
fosforibosil transferase (HPRT), a qual ¢ continuamente expressa em todas as células e que,
em experimentos-piloto, ndo mostrou alteragdes significativas com o treinamento, com a

hipertensdo e com a idade dos animais (ZAMPIERI, 2011).

3.7 Primers utilizados e seus testes de linearidade e eficiéncia

Os primer do GAD65, GAD67 e Vglut2, e seus respectivos tamanhos (pares de base)
estdo listados na Tabela 1. Estes foram desenhados de forma cuidadosa para obter
especificidade e alta qualidade, evitando-se a formagao de hairpin, dimer, false priming e
cross dimers.

Os primers indicados na Tabela 1 foram testados para se determinar a linearidade e
eficiéncia das respectivas reacdes de PCR em todas as regides analisadas neste estudo (PVN,
DBS e VBS). Para tanto, diluimos serialmente uma amostra de cDNA , nas propor¢des 1:1,
1:5, 1:10 e 1:20, para realizacao de PCR em tempo real. A linearidade foi calculada pelos Cts
de amplificagio das dilui¢des, sendo considerada linear para R* proximo de 1. Neste teste

também verificamos a eficiéncia da reagdo para cada gene, usando da férmula abaixo (1):
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Eff: [10(—1/inc1ina950)]_1] (1)

Tabela 1. Sequéncia dos primers para HPRT, GAD65, GAD67 e VGlut2 com suas respectivas
temperaturas de anelamento (TM), tamanho do fragmento (Amplicom, em pares de bases).

Gene Primers ™™ (°C) Amplicon

F: 5°- 3’ TTTGCTGACCTGCTGGATTAC 53

HPRT 125
R: 5’-3’ACTTTTATGTCCCCCGTTGA 51
F: 5°- 3’ GGCAGACCAACCGCAAAATC 55

GADG65 138
R: 5°-3’CAATCTGCTGCTAATCCAACCAT 53
F: 5°- 3’ GGTCAAATAAAGATGGTGATGGGA 53

GAD67 136
R: 5’-3’AGGACCAGTTTGGGCACAGC 57
F: 5°- 3’GGTAAGGCTGGACACGAG 51

VGlut2 121
R: 5’-3’AGCACCCTGTAGATCTGTCC 52

FONTE: Ruggeri (2011)

3.8 Técnica de Imunofluorescéncia

Para obtencao dos tecidos encefélicos, apds os registros funcionais (~3-4 animais/grupo
experimental) os animais foram anestesiados e perfundidos como descrito anteriormente
(inicio do item 3.5.1), com excecdo do fluido de perfusdo. Para a fixacdo foi utilizado
primeiramente perfusao com tampao fosfato (PBS 0,01M, ~100 ml, pH 7,4, ~20 ml/min),
seguido do fixador (paraformaldeido 4%, PBS a 0,01M, ~400mL, ~ 10 ml/min). Em seguida
os animais foram decapitados para remocdo do cérebro. O cérebro foi pds-fixado em
paraformaldeido 4% em PBS 0,01M, pH 7.4, por 4 horas e depois crioprotegido em sacarose
30% em PBS a 4 °C por 2-3 dias. A seguir os encéfalos foram blocados e armazenados a -80
°C.

Blocos contendo o hipotdlamo e tronco encefalico foram colocados no pedestal do
criostato (Leica, CM3050, Germany), com auxilio de gel (Tissue Freezing Médium- TBS).
Cortes sequenciais de 30 um abrangendo toda a extensdo dos nucleos de interesse foram
obtidos ¢ utilizando-se as localizagdes anatdmicas descritas por Paxinos ¢ Watson (2009)
(PVN de 1,3 22,3 mm; DBS de 13,6 a 14,3 mm e VBS de 11,6 a 13,2 mm, todos em relacao
ao bregma). Os cortes coronais foram coletados sequencialmente em pogos de placa de

cultura (Falcon 3047) contendo PBS a 0,01M (pH 7,4). Posteriormente, foram lavados e
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armazenados em solugdo antifrizze (150g de sacarose, 500ml de PBS 0,05M e pH7,4, 300 ml
de etilenoglicerol), no congelador a -20 °C.

Assim, apos todos os cérebros terem sidos cortados demos o inicio ao protocolo de
imunofluorescéncia que incluia as seguintes etapas: pré-tratamento, pré-incubacdo (usados
para diminuir a possibilidade de ligagdes inespecificas), incubagdo com anticorpos primarios,
incubagdo com anticorpos secundarios, montagem das laminas e aquisi¢ao das imagens.

No pré-tratamento, os cortes foram lavados durante 20 min com PBS 0,1M (pH 7,4) e
depois foram colocados em 1% de borohidreto de sddio (Sodium Borohydrite, approx. 98%,
Sigma, S-9125, Lot. 38H3440) em PBS 0,01M (pH 7,4), durante 10 min. Posteriormente,
foram lavados novamente com PBS 0,1M (pH 7.4) durante 20 min, colocados em 1% de
peroxido de hidrogénio com 10% de alcool metilico em PBS 0,01M (pH 7,4) durante 20 min
e, a seguir, lavados com PBS 0,1M (pH 7,4) durante mais 20 min.

J& na pré-incubacdo, os tecidos foram colocados durante 30 min em solugdo com 2% de
soro especifico diluido em PBS 0,01M (pH 7,4). Para os cortes destinados para marcacao de
GAD65 e GAD67 usamos soro de cabra (Normal Goat Serum, 60 mg/ml, Cod. 005-000-121,
Jackson Immuno Research), enquanto para VGlut2 usamos soro de burro (Normal Donkey
Serum S30, Lot. NMM1609452).

Em seguida, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios com 2% de soro
especifico (para GAD65 e GAD67 o soro de cabra e para VGlut2 soro de burro) e 3% de
Triton 10% em PBS 0,01M (pH 7,4). Os anticorpos utilizados nesta etapa, suas especificagdes

comerciais e diluigcdes estdo expostos na tabela a seguir (Tabela 2):

Tabela 2. Anticorpos primdrios, suas especifica¢cdes comerciais e dilui¢cdes utilizadas.

Anticorpo ) Concentracdo
o Hospedeiro . Catalogo Lote Empresa
primario utilizada
Policlonal em .
GADG65S 1:5000 AB5082 LV1751362 Millipore
Coelhos
monoclonal em
GAD67 1:10000 MAB5406 LV1746182 Millipore
camundongo

Polyclonal em
VGlut2 porco da 1:10000 AB2251 NG1752506 Millipore

india

FONTE: Ruggeri (2011)
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Para esta incubagdo dos anticorpos primarios, os frascos ja com tecidos e solugdes,
permaneceram durante 3 horas na temperatura ambiente e depois foram colocados na
geladeira (4 °C) durante 48 horas, sendo que durante toda a incubagdo foram mantidos em
frascos acoplados no “carrossel” (tecidos foram banhados com liquido em baixa agitagao).

Apbs este periodo, para a incubacdo dos anticorpos secundarios (anticorpos que
promovem a fluorescéncia), os cortes foram retirados da geladeira e mantidos durante 30 min
na temperatura ambiente e, em seguida, foram lavados com PBS 0,01M (pH 7,4) durante 20
min. Depois foram colocados em solugdo contento o anticorpo secundario (com dilui¢des
especificas para cada marcagdo), com 1% de soro especifico (para GAD65 e GAD67 o soro
de cabra e para VGlut2 soro de burro) diluido em PBS 0,01M (pH 7.,4), onde permaneceram
durante 1 hora (frascos sempre recobertos com papel aluminio, para evitar degrada¢do da
marcagdo). Os anticorpos secundarios, suas especificacdes comerciais e dilui¢des utilizadas

estdo expostas na tabela que se segue (Tabela 3):

Tabela 3. Anticorpos secundarios, suas especificagdes comerciais e dilui¢des utilizadas.

) Usada
Anticorpo ) ] Concentragdo
Hospedeiro Anti para Catalogo Lote Empresa
secundario utilizada
marcagao
CY3 cabra coelho 1:400 GAD65 | 111-165-003 | 92153 *
FITC cabra Camundongo 1:200 GADG67 | 115-095-166 | 84450 *
Porco da
CY3 burro i 1:400 VGlut2 | 706-165-148 | 86928 *
india

* Jackson ImmnoResearch Laboratories, Inc.
FONTE: Ruggeri (2011)

Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS 0,01M (gelado e pH 7,4) durante 1h30
e somente depois foram colocados na lamina (uso de pincel). Apos ordenacdo dos cortes de
acordo com sequéncia descrita no Paxinos e Watson (2009), as laminas foram montadas secas
ao ar livre (sem claridade) e depois receberam o vectashield (VECTASHIELD® Mounting
Medium, Cat.No. H-10000, Vector Laboratories Inc.), para serem recobertas com laminula
(processo cauteloso, para evitar a formag¢do de bolhas). As laminas foram armazenadas na
geladeira (4 °C) em caixas escuras.

As imagens foram capturadas em microscopio optico de fluorescéncia (Leica DFC
300FX), objetivas de 20X e 40X, e teve como principais objetivos verificar a expressao

protéica do GAD65, GAD67 e VGlut2 e confirmar sua localizagdo nos grupos WKY e SHR
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nos diferentes tempos experimentais : Sy ou Ty, Ts e Ty, escolhidos a partir da analise da

expressao génica.

3.9 Analise Estatistica

Os resultados sdao apresentados como média = EPM. O desempenho em esteira foi
analisado pela ANOVA de 3 fatores (grupo e condi¢do com medidas repetidas no fator
tempo).

Para comparacdo das expressdes basais de RNAm de GAD65, GAD67 e VGlut2 nas
diferentes areas estudadas na semana 0, utilizamos a ANOVA fatorial para fatores grupo
(WKY e SHR) e area (PVN, VBS e NTS). De forma semelhante, os efeitos do treinamento e
do sedentarismo sobre os valores de PA e FC, e sobre a expressdo de GAD65, GAD67 e
VGlut2 nas diferentes areas cerebrais nos grupos WKY e SHR foram avaliadas pela ANOVA
fatorial (fatores grupo e tempo). Em uma primeira andlise comparamos WKY Sy, WKY S5,
SHR Sy e SHR S;; num segundo momento comparamos WKY Ty, WKY T;, WKY T,, WKY
T4, WKY Ts, WKY T2, e, SHR Ty, SHR T}, SHR T,, SHR T4, SHR Tg e SHR Tj5.

O teste post hoc foi o de Fisher LSD. Para estas analises foi utilizado 0 software
STATISTIC 7.0 (Stat Soft Inc.). O nivel de significancia foi fixado em p<0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do desempenho em esteira
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Os dados relativos ao desempenho na esteira (em km/h) e ao ganho de capacidade

fisica (Akm/h), nos grupos WKY e SHR, sedentérios (S) e treinados (T), nas semanas 0, 4, 8 ¢

12, sdo apresentados na Tabela 4 e Figura 6.

Tabela 4- Valores obtidos nos testes de esforco maximo em esteira, durante os protocolos de treinamento
ou sedentarismo em normotensos (WKY) e hipertensos (SHR).

WKY SHR
S T S T
(n) (n) (n) (n)
Semanas (km/h) (km/h) (km/h) (km/h)
0 1,10+0,04 1,10£0,03 1,50£0,05°  1,50+0,03"
(45) (109) (38) (84)
4 1,10£0,05  1,50+0,04*7 | 1,20+0,07*  2,10+0,07" "
25) (52) (24) (46)
8 1,0040,07  1,80+0,07"" | 1,10+0,08*  2,30+0,09""
25) (40) (25) (26)
12 1,0040,10  2,04+0,08" " | 1,20£0,10°  2,50+0,18""
(15) (23) (17) (1
Ganho (-)0,10+£0,06  1,10£0,30 | (-)0,30+0,10  1,0040,20
(15) (23) (17) (11)

Valores sao médios =+ EPM. Ganho representa a diferenga entre as semanas 12 e
zero. Significancias (p<0,05) # vs semana 0, + vs S, * vs WKYY.
FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 6. Evolucdo temporal no desempenho em esteira (velocidade maxima alcancada nos testes de
esforco) durante os protocolos de treinamento ou sedentarismo em normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR).

-0- WKYs
- WKYt
o- 8HRs
-~ SHRt

Desempenho na esteira
{km/h)

semanas

Significancias (p < 0,05) # vs semana 0, + vs S, * vs WKY.
FONTE: Ruggeri (2011)

No inicio dos protocolos (semana 0) o grupo SHR ja apresentava desempenho fisico
superior ao do grupo WKY, fato observavel até o fim dos protocolos (Tabela 4, Figura 6).
Além disso, observamos que os grupos SHR sedentério e treinado partem de um mesmo nivel
inicial de capacidade fisica (SHRg: 1,504+0,05 km/h, SHRy: 1,50+£0,03 km/h), a mesma
situacdo sendo observada para os grupos WKY (WKYs: 1,10+£0,04 km/h, WKY: 1,10+0,03
km/h) (Tabela 4, Figura 6). Ao longo do protocolo de treinamento tanto os SHR como os
WKY apresentaram aumentos paralelos e significativos da velocidade maxima nas semanas 4,
8 e 12, sendo que no ultimo teste atingiram as seguintes velocidades: SHRt: 2,50+0,18 km/h;
WKYr: 2,04+0,08 km/h. Por outro lado no grupo WKYs nao houve alteragdo significativa da
capacidade maxima durante o protocolo (WKYs: 1,00+0,10 km/h na semana 12); em
contrapartida observou-se nos SHRg pequena redugdo do desempenho, j& aparente na semana
4, que se manteve até a semana 12, quando os animais atingiram a velocidade de 1,20+0,10
km/h (Tabela 4, Figura 6).

A Figura 7 compara o ganho de capacidade fisica (diferenga de desempenho entre as
semanas 12 e 0), demonstrando a eficacia do treinamento em aumentar a capacidade fisica dos
animais treinados em relacdo ao inicio do protocolo. Houve aumentos significativos e
similares em ambos os grupos treinados (SHRy: +1,00+0,20 km/h ¢ WKY1:+1,10+£0,30). Os
WKY ndo apresentaram alteragdo significativa (-0,10 £ 0,06km/h) quando comparada com a

semana 0, enquanto que os SHRg apresentaram pequena, mas significativa, perda de
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desempenho (-0,30+0,10 km/h). Importante notar que o ganho de desempenho apos o

treinamento foi similar nos grupos SHR e WKY (Figura 7, Tabela 4).

Figura 7. Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre ganho de capacidade fisica dos animais.
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Ganho obtido pela diferenca de desempenho entre as semanas 12 ¢ 0.

Significancia (P < 0,05) + vs S; # diferenca significativa entre as semanas 0 e 12
FONTE: Ruggeri (2011)
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4.2 Alteracoes Temporais de PA e FC basais induzidas pelo treinamento

Os dados de frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial média (PAM) nos grupos

WKY e SHR, submetidos ao treinamento ou sedentarismo sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Valores basais de PA e FC durante os protocolos de treinamento e sedentarismo em
normotensos (WKY) e hipertensos (SHR).

WKY SHR
PAM FC PAM FC
(mmHg) (b/min) (mmHg) (b/min)
(n) (n) (m m
Controle 123+1 320+8 177+2 379+13
(15) (15) (15) (14)
T, 12241 332+13 179+3" 360+8"
(7 (7 @) (7
T, 12142 309+8 175+3" 348+13""
(15) (15) (12) (12)
T, 122+3 308+9 178+2" 346+7""
(14) (14) (12) (12)
Ts 12242 287+9" 169+3% 344+13""
(15) (15) (10) (10)
Tia 128+1 292+6"* 170427 333+17°°°
(18) (12) (10) (10)
Stz 12942 326+9 18142° 375+10°
(14) (13) (16) (17)

Valores sdo médios = EPM. S, indica os dados referentes aos sedentarios na 12°.semana.
Significancias (p< 0,05) * vs WKY. # vs Controle, + vs S12
FONTE: Ruggeri (2011)

No inicio dos experimentos os SHRs vs WKYs apresentavam valores mais elevados de
PA (177£2 vs 123+tImmHg) e de FC (379413 vs 320+£8b/min) (Tabela 5). O treinamento
determinou queda gradativa da FC dos grupos WKY e SHR (Tabela 5, Figura 8). Nos WKY
observou-se queda significativa de 10% na 8*.semana (287+9 b/min), a qual foi mantida até a
12%semana (292+6 b/min). Por sua vez, os SHRt apresentaram queda mais precoce da FC
basal, significativa a partir da 2*.semana (348+13 b/min, correspondendo a reducdo de 8%) a
qual se manteve entre a 4. ¢ 8*.semana (346+7 b/min e 344413 b/min, respectivamente), com
ligeira redu¢do adicional na 12*.semana (33317 b/min, correspondendo a uma reducdo de

12% na FC basal; Figura 8). Quando comparamos os grupos sedentdrios e treinados na
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12% semana (Anexo a Figura 8), notamos a presenga da bradicardia de repouso nos WKYrt
(292+6 vs 326+9 b/min nos WKYj, correspondendo a uma redugdo de 34+7 b/mim), assim
como nos SHRrt (33317 vs 375£10 b/min nos SHRs, correspondendo a uma redugdo de
42413 b/min), comprovando a eficicia do treinamento aerdbio. Observamos, no entanto, que
durante e mesmo apds o treinamento, os SHR sempre apresentaram niveis de FC mais

elevados que os respectivos WKY (Figura 8).

Figura 8. Evolugdo temporal FC basal durante o treinamento em normotensos (WKY) e hipertensos

(SHR).
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Barra transversal indica duragdo do treinamento. No anexo, valores da FC basal ao final dos
protocolos de treinamento e sedentarismo, em WKY e SHR. Significancias (p<0,05) * vs
WKY # vs Controlo, + Vs S».

FONTE: Ruggeri (2011)

Em relacdo a PA, deve-se notar que os experimentos foram iniciados quando os
animais tinham 3 meses de idade e que, portanto, os SHR ja se encontravam na fase
estabelecida da hipertensdo (PAM= 17742 mmHg, Tabela 5), enquanto que os WKY
pareados por idade apresentavam PAM de 123+1 mmHg. O treinamento aerdbio determinou
queda de pequena magnitude, mas significativa na PAM nos SHRy a partir da 8*semana
(169+3 mmHg, correspondendo a reduciao de 5%) que se manteve até a 12*.semana (17042

mmHg, Figura 9, Tabela 5).
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Figura 9. Evolugdo temporal PA basal durante o treinamento em normotensos (WKY) e hipertensos

(SHR).
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Barra transversal indica duragdo do treinamento. No anexo, valores da PA basal no final dos
protocolos de treinamento e sedentarismo, em WKY e SHR. Significancias (p < 0,05) # vs
semana 0, + Vs controles sedentario, * vs WKY.

FONTE: Ruggeri (2011)

A comparacdo entre SHRg e SHRt na 12%semana (Anexo a Figura 9), indica uma
diferenca da PAM de 6% entre os treinados e sedentarios (SHRt=170+2 vs SHRg=181+2
mmHg). Nenhuma alteracdo significativa de PAM foi observada ao longo das doze semanas
no grupo WKYrt (Tabela 5, Figura 9). Adicionalmente, notamos que durante todo o periodo

experimental a PAM dos SHR foi sempre superior a dos WKY (Figura 9).
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4.3 Testes de linearidade e eficiéncias dos primers

Realizamos testes com os primers GAD65, GAD67, VGIlut2 e do HPRT (gene
constitutivo) em amostras das trés areas encefalicas estudadas (PVN, DBS e VBS). Para o
calculo das eficiéncias dos primers, fixamos o threshold em 0,03 para obtengdo dos valores de
Ct, nas diluigdes seriadas das amostras (1:1, 1:5, 1:10 e 1:20). Os dados obtidos estdo
apresentados na Tabela 6 ¢ comprovam a linearidade (R*= 1,0) e de eficiéncia (proximo de

1,0) dos primers utilizados, demonstrando sua adequacao ao presente estudo.

Tabela 6: Eficiéncia e coeficiente de correlagdo (R”) obtidos nos testes dos primers do GAD65, GAD67,
HPRT e VGlut2 no PVN, DBS e VBS.

Area
Primer cerebral R’ Eficiéncia
PVN 0,99 1,0
GADG65 DBS 1,00 1,0
VBS 1,00 1,0
PVN 1,00 0,9
GAD67 DBS 0,99 1,0
VBS 0,99 1,0
PVN 0,99 1,1
HPRT DBS 0,99 1,0
VBS 0,99 1,0
PVN 0,99 1,0
VGlut2 DBS 0,99 1,0
VBS 0,98 0,8

FONTE: Ruggeri (2011)
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4.4 Expressoes basais de GAD65, GAD67 e VGlut2 em areas de controle autonémico em
normotensos e hipertensos

Inicialmente, analisamos e comparamos entre WKY e SHR sedentarios as expressoes

basais (controle ou semana 0) de RNAm de GAD65, GAD67 ¢ VGlut2, nas diferentes aéreas
estudadas (PVN, DBS e VBS) (Tabela 7).

Tabela 7. Valores basais da expressdo de RNAm de GAD65, GAD67 e VGlut2 no PVN, DBS ¢ VBS, de

WKY e SHR
Valores Basais (Semana 0)
Area WKY SHR
GADG65 GAD67 VGlut2 GADG65 GAD67 VGlut2

(n) (n) (n) (n) (m) (n)
PVN | 1,10+0,17 0,73+0,13 0,22+0,04 1,26+0,12 0,80+0,18 0,194+0,05

(7 (3) ) (7 (7 (6)
DBS 1,28+0,17 0,90+0,18 0,14+0,04 1,2740,10  1,55+0,28*"  0,5040,24

(®) ) (8) (®) (®) (7
VBS | 0,62+0,07**  0,40+0,09 0,14+0,02 | 0,89+0,14*  0,59+0,17 0,32+0,19

(7

(7

(M

®)

®)

(M

Valores sao médios = EPM. Significancias (P < 0,05); * vs WKY, A vs PVN, ¢ vs DBS , § vs

VBS.

FONTE: Ruggeri (2011)

Ao confrontarmos as expressdes de GAD65 no inicio dos protocolos (Figura 10),

notamos que elas eram equivalentes no PVN e DBS de WKY, mas a expressao de RNAm no

VBS era 51% menor, quando comparada ao DBS e 43% menor quando comparada ao PVN.

O mesmo padrao foi observado nos SHR, ou seja, menor expressdo de RNAm de GAD65 foi

observada em VBS, que estava 30% reduzida em relacdo ao DBS e PVN, com diferenga

significativa sendo observada entre VBS e DBS (Figura 10, Tabela 7).
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Figura 10. Comparacio da expressdo basal (semana 0) de RNAm de GAD65 no PVN, DBS e VBS em

WKY e SHR.
GADG65

2.0 -
» [ PVN
.% 15 Il DBS
o ' = vBS
x
o & ¢
w = 1.0 -+
g o ¢A
S 05
[

0.0

WKY SHR

Significancias (P<0,05), A vs PVN, ¢ vs DBS.
FONTE: Ruggeri (2011).

Ao avaliarmos as expressdes basais de RNAm de GAD67, também observamos
tendéncia a reducdo no VBS, mas ndo houve diferengas significativas nos WKY entre as
aéreas estudadas. Nos SHR, a expressio de GAD67 no DBS estava aumentada em 93%
quando comparada ao PVN e em 162% quando comparada ao VBS. Além disso, a expressao
de GAD67 no DBS de SHR foi significamente maior em relagdo aos WKY (1,55+0,28 ¢
0,90+0,18, respectivamente; Figura 11, Tabela 7).

Figura 11. Comparacdo da expressdo basal (semana 0) de RNAm de GAD67 no PVN, DBS e VBS em

WKY e SHR.
GADG67
© 1 PVN
-% 15 Il DBS
) ’ = VvBS
x e
O <
w—=> 1.0
ho
o
52 0.5 -
L
0.0

WKY SHR

Significancias (P<0,05); * vs WKY, A vs PVN, 1 vs VBS
FONTE: Ruggeri (2011).
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Por outro lado, ao compararmos as expressoes basais de RNAm de VGlut2, observamos
serem estas bastante reduzidas e ndo notamos diferengas significativas entre areas (PVN, DBS

e VBS) e nem entre as linhagens (WKY e SHR; Figura 12, Tabela 7).

Figura 12. Comparag@o da expressdo basal (semana 0) de RNAm de VGIut2 no PVN, DBS e VBS de

WKY e SHR.
VGlut2

2.0 -
© 1 PVN
2 . B DBS
% : @O vBS
x e
18 <ZE 1.0 ~
& x
o
S 05
Ll

oo L[

WKY SHR

FONTE: Ruggeri (2011).

4.5 Efeitos da hipertensao e do treinamento aerdbio sobre a expressio de GADG65,
GADG67 e VGlut2 em areas autondmicas

4.5.1 Expressao génica e protéica do GAD65

Na Tabela 8, sdo apresentados os valores basais da expressdo relativa de RNAm de
GADG65 no PVN, DBS e VBS, obtidos antes (controle, semana 0) e durante o protocolo de
treinamento em WKY e SHR. Para efeito de comparagido sdo também apresentados os valores

do grupo sedentario ao final do protocolo (Si,).



Tabela 8. Valores basais ¢ alteragdes temporais da expressdo de RNAm de GAD65 no PVN, DBS ¢

VBS, induzidas pelo treinamento em WKY e SHR.

Grupo PVN DBS VBS
WKY SHR WKY SHR WKY SHR

(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Controle| 1,10£0,17  1,26+0,13 | 1,28+0,17 1,27+0,10 | 0,62+0,07 0,89+0,14

_____________________________ @a O ®) ®) Q) ®

T, 1,50£0,15  1,62+0,17 | 1,46+0,11  1,2940,09 | 0,85+0,09 0,97+0,17
(8) (6) (8) (8) (8) (8)

T, 1,7040,23%  1,79+0,25% | 1,11£0,14  1,21+0,18 | 1,05+0,14  0,91+0,08
(7 (7 (3) (3) (3) (8)

T, 1,5740,08 1,97+0,26" | 1,31+0,07 1,3440,16 | 0,97+0,21  0,91+0,15
(7 @) (7 (8) (5) (8)

Ts 1,63+0,12%  1,83+0,21" | 1,61+0,18  1,20+0,07 | 1,44+0,19" 1,34+0,34
(7) (6) (8) (8) (8) (8)

T 1,3540,13  1,57+0,24 | 1,57£0,23  1,27+0,09 | 0,94+0,15 1,14+0,19

_____________________________ o O 1 ® ®) ©) ®

Si2 1,14+0,14  1,35+0,31 | 1,51+0,16  1,24+0,11 | 0,99+0,13  1,21+0,15
(7 ) (8) (8) (7) (8)
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Valores sdo média + EPM. Sy, indica os valores do grupo sedentario na semana 12;
Significancia (P < 0,05) # vs semana 0.
FONTE: Ruggeri (2011)

Observamos que o treinamento aerobio de intensidade baixa a moderada aumentou
significamente a expressao relativa de RNAm de GAD65 no PVN de WKY (Figura 13), em
relacdo ao seu controle basal: houve em T, aumentos de 55% (atingiu valor de 1,70+0,23) e
de 48% em Ts (1,63+0,12), que no entanto ndo se mantiveram até a 12*.semana. Nos SHR
observamos também aumentos significativos em T, (42%, atingindo o valor de 1,79+0,25), T4
(+ 56%, atingindo 1,97+0,26) e Ts (+ 45%, correspondendo ao valor de 1,83+0,21). Também
nos SHR a elevagdo, induzida pelo treinamento, na expressdo de GAD65 no PVN foi de
menor magnitude na 12%.semana, quando os valores nio mais diferiam significamente
daqueles apresentados no periodo controle (Figura 13, Tabela 8). Interessante observar que a
resposta do GADG65 ao treinamento foi similar entre WKY e SHR. Quanto aos individuos
sedentarios (Anexo a Figura 13) ndo houve em ambos os grupos quaisquer diferengas entre as

semanas 12 ¢ 0.
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Figura 13. Evolucédo temporal da expressdo de RNAm de GAD65 no PVN ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
GADG65-PVN
2.5
©
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Controle 0 2 4 6 8 10 12 14| 2% os
semanas 00 _— .
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Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, comparagdo da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. Significancias (P < 0,05) # vs semana 0
FONTE: Ruggeri (2011).

Ao compararmos a expressdo relativa de RNAm de GAD65 no DBS (Figura 14,
Tabela 8), observamos que tanto em WKY, quanto em SHR ndo houve altera¢des expressivas
ao longo do treinamento. Da mesma forma, ao compararmos nas semana 0 ¢ 12 os individuos

sedentarios WKY e SHR, ndo observamos alteragdes significativas (Anexo da Figura 14).

Figura 14. Evolugio temporal da expressio de RNAm de GAD65 no DBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
GAD65-DBS
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semanas WKy SHR

Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, comparacao da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12.
FONTE: Ruggeri (2011)
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Ao confrontarmos a expressao basal de RNAm de GAD65 no VBS (Figura 15, Tabela
8), ndo observamos diferencas entre SHR e WKYY. Também nao observamos alteragdes
significativas na expressao de GAD65 durante o treinamento nos SHR, enquanto os WKY
apresentaram elevagdo em Tg, chegando a 1,44+0,19, correspondendo a aumento de 2,3 vezes
vs a expressao de GAD65 na situagdo controle. Os ratos mantidos sedentarios nao

apresentaram alteragdes significativas na 12% semana, como ilustrado no anexo da Figura 15.

Figura 15. Evolugdo temporal da expressdo de RNAm de GAD65 no VBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
GADG65-VBS
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Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, comparacao da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. Significancia (P < 0,05) # vs semana 0.
FONTE: Ruggeri (2011)

Nas Figuras 16 e 17 ilustram para os grupos WKY e SHR as alteracdes na expressao
protéica de GADG65 induzidas pelo treinamento aerébio no PVN medial ¢ RVLM,
respectivamente. Observamos que para ambos WKY e SHR um intenso aumento da
imunofluorescéncia para GADG65 na 8%.semana de treinamento, com ligeira reducdo da
imunofluorescéncia na 12%semana (Figura 16). Além disso, pudemos comprovar que estas
alteracdes foram restritas ao PVN, ndo se alterando em areas circunvizinhas.

Em relagdo a imunofluorescéncia para GAD65 no RVLM, pudemos comprovar
aumento de sua expressdo protéica na 8".semana de treinamento dos WKY (Figura 17),
observacao que se repetiu nos SHR. Houve nos WKY tendéncia a redugdo, mas manutengao
da fluorescéncia na 12% semana de treinamento dos SHR (Figura 17).

Como ilustrado na Figura 18, tanto no PVN quanto no RVLM o GAD65 encontrava-se

essencialmente localizado no corpo celular dos neurénios GABAérgicos.
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Figura 16. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia para GAD65 no PVN medial de WKY e
SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

T12 Tl

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e Ty, (inferior); Acima, vista anterior do corte

coronal na regido do hipotdlamo, com destaque (vermelho) para a area fotografada com
aumento de 200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 17. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia para GAD65 no RVLM de WKY e SHR em
trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

T12 T12

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T, (inferior). Acima, vista anterior do corte
coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 18. Imunofluorescéncia para GAD65 no PVN e RVLM em neurdnios GABAérgicos.

A

PVN

RVLM

PVN (A e B) e RVLM (C e D); B e D sdo ampliagdes das areas especificadas em A e C
ilustrando a marcag@o para GAD65 em neurénios GABAérgicos.
FONTE: Ruggeri (2011)



4.5.2 Expressao génica e proteica do GAD67

Na Tabela 9, sdo apresentados os valores da expressdo relativa de RNAm de GAD67

no PVN, DBS ¢ VBS, em ratos WKY ¢ SHR.

Tabela 9. Valores basais e alteragdes temporais da expressdo de RNAm de GAD67 no PVN, DBS e

VBS, induzidas pelo treinamento em WKY e SHR.

PVN DBS VBS
Grupo
WKY SHR WKY SHR WKY SHR
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Controle | 0,73+0,13  0,80+0,18 | 0,90+0,18 1,55+0,28" | 0,40+0,09 0,59+0,17
(8) (7) (8) (8 (7) (8)
T, 0,97+0,11 1,31+0,34% | 1,17£0,14 0,76+0,11% | 0,42£0,06  0,83+0,21
(8) (7) (8) (8) (8) (8)
T, 1,00+£0,07  1,09+0,28 | 0,96+0,20 0,84+0,26" | 0,55+£0,09 1,17+0,26"
(8) (8) (8) (6) (8) (8)
T, 1,0120,11  1,06+0,29 | 1,21+0,17 - 0,3440,06  0,58+0,14
(7) (8) (7) (6) (8)
Ts 0,93+0,10  1,02+0,22 | 1,2440,30  1,08+0,23 | 1,21+0,39* 0,50+0,06"
(7) (7) (8) (7) (8) (8)
Ti2 1,19+0,15  0,90+0,10 | 1,70£0,27" 0,90+0,17*| 0,61£0,06 1,03+0,22"
(7 (6) (8) (8) (N (8)
Si 0,88+0,15  0,99+0,11 | 1,0840,12  1,09+0,16 | 0,72+£0,14  0,95+0,19
(7) (8) (7) (8) (7) (8)

Valores sao média = EPM. S, indica os valores do grupo sedentario na semana 12;
Significancia (P < 0,05) # vs semana 0.
FONTE: Ruggeri (2011)

Em relacdo a expressiao de GAD67 no PVN (Figura 19), constatamos que o
treinamento ndo provocou mudancas significativas ao longo do tempo em WKY. Contudo, os
SHR apresentaram em T, elevacdo transitéria, mas significativa, de 64% em relagdo ao
controle basal, alcangando o valor de 1,31+£0,34. Observamos que os individuos sedentérios
(Anexo na Figura 16) também nao apresentaram quaisquer diferencas na expressao de GAD

67 entre as semanas 0 e 12, nesta area.
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Figura 19. Evolugdo temporal de expressdo de RNAm de GAD67 no PVN ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
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Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, comparagdo da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. (P < 0,05) # vs semana 0.
FONTE: Ruggeri (2011)

Ao avaliarmos a expressdo relativa de GAD67 no DBS (Figura 20, Tabela 9),
observamos nos WKY, o treinamento tendeu a aumentar a expressao do RNAm do GAD67, a
qual atingiu niveis de significancia em T, quando comparada ao seu controle (1,70+0,27 vs
0,90+0,18, representando um aumento aproximado de 89%).

Por sua vez, os SHR sedentarios que exibiam elevada expressio de GAD67 no DBS
(vs WKY), apresentaram resposta inversa ao exercicio. Houve grande reducao na expressao
relativa de RNAm de GAD67 em T, e T, com quedas significativas de 51% e 46%,
respectivamente, que se mantivaram até T, - 42% (valores na Tabela 9, Figura 20). Em T,
observamos reversdo da expressdo de GAD67 no DBS, quando comparado aos controles
sedentarios: menor nos SHR (0,90+0,17) e maior nos WKY (1,70+0,27). O sedentarismo nao
causou quaisquer alteracdes no grupo WKY (anexo da Figura 20), mas determinou

normalizacdo da expressdo de GAD67 no DBS de SHR.
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Figura 20. Evolucdo temporal da expressdo de RNAm de GAD67 no DBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR
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Barra transversal indica dura¢do do treinamento. No anexo, compara¢do da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. Significancias (P < 0,05) # vs semana 0, * vs
WKY.

FONTE: Ruggeri (2011)

Analisando a expressdo relativa de RNAm de GAD67 no VBS (Figura 21, Tabela 9),
notamos que durante o treinamento os WKY apresentaram um aumento significativo em Ty,
quando atingiram 1,21+0,39 (elevacao de 3 vezes quando comparados ao controle, Tabela 9).
Esta elevacdo, no entanto ndo se manteve em Tj;. Também, nos SHR o treinamento
determinou expressao elevada de GAD67 nos tempos T, e Ty, (elevagdes de 98% e 75%,
respectivamente, quando comparados seu controle, Tabela 9). Adicionalmente, ndo houve

alteracdo da expressdao de GAD67 nos grupos sedentarios (Anexo da Figura 21).
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Figura 21. Evolugdo temporal da expressio de RNAm de GAD67 no VBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
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Barra transversal indica duragdo do treinamento. No anexo, compara¢do da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. Significancias (P < 0,05) # vs semana 0, * vs
WKY.

FONTE: Ruggeri (2011)

Nas Figuras 22, 23 e 24 comparamos em WKY e SHR as alteragdes na expressao
protéica do GAD67 induzidas pelo treinamento aerdébio no NTS caudal e medial (Figuras 22 e
23, respectivamente) e no RVLM (Figura 24). Comprovamos em S, (controle) a maior
expressao protéica de GAD67 no NTS de SHR (vs WKY) (Figuras 22 e 23). Observamos
também o intenso aumento da imunofluorescéncia na 12*.semana do treinamento nos WKY e
a reducdo da imunofluorescéncia para GAD67 no NTS medial e caudal dos SHR treinados,
detectavel na 8*. e 12% semanas.

Quanto a expressdo protéica de GAD67 no RVLM, observamos que o treinamento
aerobio induziu aumento da imunofluorescéncia em Ty do WKY e em T, dos SHR (Figura
24).

Também para areas bulbares o GAD67 localizava-se preferencialmente no corpo

celular de neurdnios GABA¢érgicos, como ilustrado na Figura 25.
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Figura 22. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia para GAD67 no NTS caudal de WKY e

SHR em trés momentos do treinamento aerdbio.

WKY SHR

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S,
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T;, (inferior). Acima, vista anterior do corte
coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 23. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia para GAD67 no NTS medial de WKY e
SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T, (inferior). Acima, vista anterior do corte

coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 24. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia com marcagdo para GAD67 no RVLM de
WKY e SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Ty (parte média) e T}, (inferior). Acima, vista anterior do corte
coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 25. Imunofluorescéncia para GAD67 no NTS e RVLM em neurénios GABAérgicos

NTS

RVLM

NTS (A e B) e RVLM (C e D); B ¢ D sdo ampliagoes das areas especificadas em A ¢ C,
ilustrando a marcag@o em neurénios GABAérgicos
FONTE: Ruggeri (2011)



4.5.3 Expressao génica e protéica de VGlut2

Na Tabela 10, sdo apresentados os valores da expressao relativa de RNAm de VGlut2

no PVN, DBS e VBS, em WKY ¢ SHR.

Tabela 10. Valores basais ¢ alteracdes temporais da expressdo de RNAm de VGlut2 no PVN, DBS e

VBS, induzidas pelo treinamento em WKY e SHR.

PVN DBS VBS
Grupo
WKY SHR WKY SHR WKY SHR
(m) (m) (n) (m) (m) (m)
Controle | 0,2240,04  0,19+0,05 | 0,14+0,04 0,50+0,24" | 0,14+0,03  0,32+0,19
®) (6) (7 ®) (7 (7
T, 0,16+0,02  0,24+0,10 | 0,11£0,02 0,1940,05" | 0,13+0,02  0,16+0,07
®) (8) (8) ®) ®) (8)
T, 0,18+0,02  0,39+0,17 | 0,17+0,05 0,26+0,13 | 0,10+0,02 0,30+0,10
®) (8) (8) ®) (7 (8)
T4 0,18+0,06  0,36+0,10 | 0,13+0,03  0,324+0,09 | 0,07+0,01  0,34+0,15
(7) (6) (7) (8) (7) (6)
Ts 0,2240,04  0,25+0,06 | 0,18+0,04 0,39+0,19 | 0,12+0,03 0,72+0,25"
®) (7) (8) ®) (6) (8)
Tia 0,14+0,03  0,24+0,10 | 0,09+0,01 0,30+0,05 | 0,46+0,14 0,59+0,24
®) (7) ®) (M ®) (7)
Si2 0,12+0,02  0,19+0,08 | 0,21+0,03 0,38+0,12 | 0,39+0,07 0,43+0,16
(6) (6) (8) (8) (8) (8)

No PVN, nao observamos nos grupos WKY e SHR altera¢des marcantes na expressao
de VGlut2 ao longo do treinamento (Figura 26, Tabela 10). Também ndo se observaram

alteragdes significativas nos grupos mantidos sedentarios por 12 semanas (Anexo da Figura

26).

Valores sdo média + EPM. S;, indica os valores do grupo sedentirio na semana 12;
Significancia (P < 0,05) # vs semana 0.
FONTE: Ruggeri (2011).
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Figura 26. Evolucdo temporal da expressdo de RNAm de VGIut2 no PVN ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
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Barra transversal indica duragdo do treinamento. No anexo, compara¢do da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12.
FONTE: Ruggeri (2011).

No DBS, a expressao relativa de RNAm de VGlut2 (Figura 27, Tabela 10), mostrou-se
mais elevada em SHR do que em WKY (WKY controle=0,14+0,04 € nos SHR ntr01e=0,5040,24).
Nos WKY a expressdo relativa de RNAm de VGlut2 nao foi alterada pelo treinamento,
enquanto que nos SHR, houve uma queda transitéria mas significativa em T;, atingindo
valores de 0,19+0,05. Ao comparamos a expressao de RNAm de VGlut2 entre WKY e SHR
nas semanas 0 e 12 de sedentarismo, ndo observamos diferencas significativas no DBS

(Anexo da Figura 27).
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Figura 27. Evolugdo temporal da expressdo de RNAm de VGlut2 no DBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
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Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, comparacao da expressdo de
RNAm em sedentérios nas semanas 0 e 12. Significancias (P < 0,05), * vs WKY, # vs semana
0.

FONTE: Ruggeri (2011)

A evolucao temporal da expressdo relativa de RNAm de VGlut2 no VBS (Figura 28,
Tabela 10), mostra que nos WKY nao houve alteragdo significativa ao longo das 12 semanas,
enquanto os SHR houve tendéncia a aumento de sua expressdo a partir da 4*.semana,
atingindo niveis de significancia em Tg (0,72+0,25, uma elevacao de 2,3 vezes em relacdo ao
controle, Tabela 10). Em Tg o valor do VGlut2 nos SHR foi 6 vezes maior que os dos WKY.
No VBS de WKY e SHR a expressao de VGlut2 também nao foi alterada pelo sedentarismo
(Anexo da Figura 28).
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Figura 28. Evolugdo temporal da expressdo de RNAm de VGlut2 no VBS ao longo do treinamento em

WKY e SHR.
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Barra transversal indica duracdo do treinamento. No anexo, compara¢do da expressdo de
RNAm em sedentarios nas semanas 0 e 12. Significancias (P < 0,05) # vs semana 0, * vs
WKY.
FONTE: Ruggeri (2011)
As Figuras de 29 a 32 ilustram para os grupos WKY e SHR a expressdo protéica do
VGlut2 no PVN (Figuras 29), NTS caudal e medial (Figura 30 e 31, respectivamente) e
RVLM (Figura 32). Observamos no NTS medial de SHR (Figura 31) maior

imunofluorescéncia para VGIut2 quando comparado aos WKY na fase inicial dos protocolos

(Semana 0).

Por outro lado, o treinamento ndo causou no PVN e NTS de WKY e SHR (Figuras 29
e 30) e no RVLM de WKY (Figura 32) alteragdes marcantes de imunofluorescéncia para
VGlut2. Houve apenas aumento da imunofluorescéncia do VGIlut2 no RVLM de SHR
submetidos ao treinamento aerobio, como observado nas semanas 8 e 12 do treinamento
(Figura 32). Em maior aumento (Figura 33) podemos observar a presenga de VGlut2
essencialmente em terminais nervosos no RVLM. Este mesmo padrao foi observado nas

demais areas.
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Figura 29. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia com marcagdo para VGlut2 no PVN de

WKY e SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

g
y

WKY " SHR

T12 T12

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T, (inferior). Acima, vista anterior do corte

coronal na regido do hipotalamo e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento
de 200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 30. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia com marcagdo para VGlut2 no NTS caudal
de WKY e SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

T12 T12

C.C

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: Sy
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T, (inferior). Acima, vista anterior do corte

coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)



72

Figura 31. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia com marcagdo para VGlut2 no NTS medial
de WKY e SHR em trés momentos do treinamento aerobio.

WKY SHR

T12 T12

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S,
(semana 0, parte superior), Ty (parte média) e Ty, (inferior). No topo, vista anterior do corte

coronal ao nivel do obex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 32. Fotomicrografia ilustrando a imunofluorescéncia com marcagdo para VGlut2 no RVLM de
WKY e SHR em trés momentos do treinamento aerdbio.

T12 T12

WKY (painéis a esquerda) e SHR (painéis a direita); Momentos do treinamento aerobio: S
(semana 0, parte superior), Tg (parte média) e T, (inferior). Acima, vista anterior do corte
coronal ao nivel do o6bex e destaque (vermelho) para a area fotografada com aumento de
200x.

FONTE: Ruggeri (2011)
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Figura 33. Imunofluorescéncia para VGlut2 no RVLM em neurdénios GLUérgicos

/
RVLM

RVLM (A) e ampliacdo da area especificada (B), ilustrando a marcagdo em neurénios
GLUérgicos
FONTE: Ruggeri (2011)
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4.6 Relagio entre inibicio GABAérgica e excitacio GLUérgica em dreas autondomicas

Para melhor entender, o feito do treinamento sobre vias inibitoérias e excitatorias
(neuronios GABA¢érgicas e GLUérgicos, respectivamente) presentes em areas autondmicas,
calculamos as razdes entre a expressao relativa de RNAm de GAD65/expressao relativa de

RNAm de VGlut2 e a expressao de relativa RNAm de GAD67/ expressao relativa de RNAm
deVGlut2.

4.6.1 Razdo entre GAD65/VGlut2

A tabela 11 apresenta as razdoes de GAD65/VGlut2 no PVN, DBS e VBS de WKY ¢

SHR obtidos antes (controle, semana 0) e durante os protocolos de treinamento e

sedentarismo.

Tabela 11. Alteracdes temporais induzidas pelo treinamento na razdo entre expressio de RNAm de
GADG65/expressdo de RNAm de VGlut2 no PVN, DBS e VBS de WKY e SHR.

PVN DBS VBS
Grupo

WKY SHR WKY SHR WKY SHR

(n) (n) (n) (n) i (n) (n)
Controle | 528+0,52  6,60+0,84 | 842+0,74 3,72+0,72" | 5,01:0,64  4,00£0,79
T, 10,14+1,57"  6,54+1,59"| 12,46+1,19" 6,13+0,64"| 6,04+0,53  5,50+1,06
T, 9.85+1,35" 5,70£0,96 | 6,51+1,37  4,49+0,94 | 10,42+1,09" 3,54+0,97
T, 9,92+1,05"  6,22+0,87°| 10,28+1,45 4,98+0,96 | 14,55+2,20" 3,51+0,98"
Ts 7,56+0,53  7,89+0,99 | 9,26+1,56  4,37+0,81° | 10,41+1,25" 2,62+0,52"
Tz 9,33+1,31"  5,91+1,09"| 14,82+2,08" 523+0,83" | 2,80+0,58  2,79+0,60
S12 8,77+1,16  6,79+120 | 8,51+1,78  4,19+1,22 | 3,38+0,99  2,67+0,35

Valores sdo média + EPM. S, indica os valores do grupo sedentario na semana 12; 7-8 ratos
por subgrupo perfazendo 50-56 ratos por linhagem. Significancias (P < 0,05) # vs semana 0,
*vs WKY.

FONTE: Ruggeri (2011)

No PVN, o exercicio determinou aumento significativo na razdo GAD65/VGlut2
apenas nos WKY (Figura 34A), com elevacdo de aproximadamente 1,9 vezes em T, T, e Ty
(valores de 10,14+1,57; 9,85+1,35; 9,92+1,05; respectivamente, Tabela 11) e, embora a razao

ndo se mostrasse alterada em Tg, alcangou valores de 9,33+1,31 em T;,, um aumento de 1,8
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vezes. Nos SHR embora as expressoes relativas de GAD65 (semanas 2, 4 e §) aumentassem
significativamente com o treinamento (Figura 13), o pequeno aumento observado na
expressdo de VGlut2 (Figura 26) determinou inalteragdo da razdo GAD65/VGlut2 durante o
treinamento (Figura 34A). Deve-se, também, ressaltar que em T;, T,, T4 e T, os WKY
apresentavam razoes significativamente maiores do que os SHR (Figura 34A), sugerindo que
o treinamento facilita a inibicdo GABA¢érgica em detrimento da potencializacdo GLU¢érgica e
que este efeito ¢ especialmente observavel nos WKY.

Da mesma forma que observado no PVN, o treinamento determinou aumentos
significativos das razdes GAD65/VGlut2 no DBS dos WKY, que atingiram niveis de
significancia em T, (+1,5 vezes) e Ty, (+1,8 vezes; Figura 34C, Tabela 11). No DBS dos SHR
a inalteracdo da expressdao do GADG6S5 associada a ligeira redugdo da expressdao do VGlut2
(veja Figuras 14 e 27) determinaram, com excecdo de T, inalteracdo da razdo
GAD65/VGlut2 (Figura 34C). Também a semelhanga do observado para o PVN, as razdes
dos SHR foram menores que as observadas para os WKY, com significancia nas semanas 0,
1,4, 8 e 12 (Figura 34C).

No VBS de WKY, observarmos alteracdes significativas da razdo de RNAm de
GAD65/RNAm VGlut2, pois o treinamento determinou aumentos marcantes em T, T4 e Tg
(razao foi aumentada em 2,1 a 2,9 vezes, com o pico na semana 4, Figura 34E). No VBS dos
SHR houve tendéncia a reducdo da razdo GADG65/VGlut2 durante todo o protocolo de
treinamento, a qual, no entento, ndo foi significativamente alterada (Figura 32E). Portanto, o
calculo da razdo entre vias inibitorias/excitatorias também mostrou no VBS potencializagao

da inibigao GABA¢érgica pelo treinamento fisico apenas em WKY.

4.6.2 Razdo entre GAD67/VGlut2

A tabela 12 apresenta as razoes de GAD67/VGlut2 no PVN, DBS e VBS de WKY e
SHR obtidos antes (controle, semana 0) e durante os protocolos de treinamento e

sedentarismo.



Tabela 12. Alteragdes s temporais induzidas pelo treinamento na razdo entre expressdo de RNAm de

GADG67/expressdo de RNAm de VGlut2 no PVN, DBS e VBS de WKY e SHR.

77

PVN DBS VBS
Grupo

WKY SHR WKY SHR WKY SHR

(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Controle | 3,78+0,54 3,68+0,51 | 5,58+£0,54 4,41+0,95 | 2,84+025  2,31+0,42
T, 6,44+0,75"  4,65+0,64" | 9,78+1,29" 3,99+0,34" | 3,74+0,65  5,84+1,45"
T, 535+0,77 3,42+0,65 | 4,97+1,05 4,15+0,91 | 5,42+0,97"  3,72+0,85
T, 6,49+0,97" 434+1,33"| 10,1042,34 6,88+1,80 | 5,81+1,37"  2,93+0,79°
Ts 4,65+0,86  4,84+0,63 | 9,04+2,52  4,78+2,00 | 6,47+0,92°  1,26+0,46"
T 9,09+1.12%  3,77+0,19°| 16,30+2,91" 4,11+0,99°| 3,79+1,72  2,02+0,53
Si2 6,92+1,19  4,90+0,84 | 5,98+1,17 3,55+0,99 | 2,37+0,63  2,17+0,25

Valores sao média + EPM. S, indica os valores do grupo sedentario na semana 12; 7-8 ratos
por subgrupo perfazendo 50-56 ratos por linhagem. Significancias (P < 0,05) # vS semana 0,
*vs WKY.

FONTE: Ruggeri (2011)

No PVN de WKY, a razio GAD67/VGlut2 foi aumentada de 1,7 vezes em T; e T4
(6,44+0,75; 6,49+0,97; respectivamente), atingindo aumento de 2,4 vezes em T, (9,09+1.12
vs 3,78+0,54, Tabela 12, Figura 34B). Nao houve alteracdes significativas da razdo
GAD67/VGlut2 durante o treinamento de SHR, o que determinou diferencas significativas
entre WKY e SHR (Figura 34B).

Da mesma forma que o observado para a razdao GAD65/VGlut2, o treinamento
determinou no DBS de WKY aumentos significativos das razio GAD67/VGlut2, que
atingiram niveis de significancia em T; ( +1,8 vezes) e T, (+2,9 vezes; Figura 34D , Tabela
12). No DBS de SHR, a queda da expressdo do GAD67 associado a ligeira reducdo da
expressao do VGlut2 (veja Figuras 20 e 27) determinou neste grupo durante o treinamento
inalteragdo das razdo GAD67/VGlut2 (Figura 34D). Portanto, a razdo inibi¢ao/excitacdo nos
SHR foi menor que a observada para os WKY nas semanas 1 e 12 (Figura 34D).

No VBS dos WKY, a razio RNAm de GAD67/RNAm de VGIlut2 estava aumentada
em T,, T4 e Ts, chegando a elevagdes de 1,9 a 2,3 vezes, que se manteve entre as semanas 2 €
8 (Figura 34F).Por sua vez, os SHR apresentaram um pico transitorio desta razdo em T;, com
tendéncia a reducdo da razdo GAD67/VGlut2 durante a maior parte do protocolo de
34F). no VBS, o

inibitorias/excitatorias também mostrou nos WKY potencializagdo da inibigdo GABAérgica

treinamento  (Figura Assim, calculo da razdo entre vias

pelo treinamento aerdbio, enquanto que este efeito ndo foi observado nos SHR.
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Figura 34. Comparagdo das razdes entre expressdo de GAD65/ VGlut2 e de GAD67/VGlut2, no PVN, no
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Expressdao de GAD65/ VGlut2 (A, C e E) e de GAD67/VGlut2 (B, D e F) no PVN (A e B),
no DBS (C e D) e no VBS (E e F), Barra transversal indica dura¢do do treinamento.
Significancias (P < 0,05), * vs WKY # vs semana 0.

FONTE: Ruggeri (2011)
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4.7 Correlacio entre a expressao relativa de GAD e FC basal

A Figura 35 mostra para os grupos WKY e SHR nas diferentes areas autonomicas
estudadas, a correlagdo entre a expressao de GAD65 ou GAD67 com a FC basal apresentada
pelos mesmos animais. Observa-se no PVN que o aumento da expressdo de GAD65 induzida
pelo treinamento foi acompanhado de reducdo da FC basal, com correlagdes negativas nos
WKY e SHR, ou seja, quanto maior a expressdo de GAD neuronal, maior a bradicardia de
repouso observada. Correlagdes similares e significativas entre GAD 67 e FC basal foram
também observadas para a expressdo de GAD no NTS e RVLM de WKY (Figura 35). Por
outro lado a correlagdo entre GAD67 no RVLM e FC basal dos SHR apresentou grande
variabilidade ndo atingindo niveis de significancia. Interessantemente, a resposta oposta ao
treinamento observada no NTS de SHR (redugdo da expressao de GAD67- Figura 20) foi
acompanhada de correlagdo positiva entre os valores de FC basal e os niveis de GAD67 no
NTS, ou seja, neste caso a bradicardia de repouso aparecia simultaneamente a reducdo da

expressao de GAD67 no NTS (Figura 35).
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Figura 35. Correlagdes entre a expressao relativa de GAD65 e GAD67 em diferentes areas autonomicas e
os respectivos valores de FC basal durante o protocolo de treinamento em WKY e SHR.
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Equagoes de regressao lineares: PVN: Ywgy= - 0,005x + 2,90; r = 0,450; p<0,001;Y sjr= -
0,010x + 5,14, r=-0,727, p<0,001; NTS: Ywky= - 0,007x + 3,34, r = -0,374, p= 0,008; Ysr=
0,006x — 1,19, r = 0,475, p= 0,001; RVLM: Ywky= - 0,003x + 1,29, r= -0,326, p= 0,017,
Ysur= - 0,003x + 1,88, r=-0,209, p= 0,123.

FONTE: Ruggeri (2011)
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5 DISCUSSAO

Os dados do presente estudo confirmaram observagdes anteriores sobre a eficacia do

treinamento aerobio em reduzir a FC de normotensos e hipertensos e a PA de hipertensos,

revelando adicionalmente que:

a)

b)

d)

2)

h)

a queda da PA nos SHR e da FC em ambos os grupos instalam-se progressivamente, a
bradicardia de repouso aparecendo mais precocemente nos SHR (T2) que nos WKY
(Ts);

em areas de controle autonomico a expressdo génica basal do GAD foi mais intensa
que do VGlut2; enquanto que a expressao basal do VGlut2 ndo apresentou diferengas
entre as areas do estudo, a do GADG65 e 67 apresentava-se mais elevada no DBS dos
SHR quando comparado a do PVN, mostrando-se reduzida no VBS de ambos os
grupos;

nos WKY o treinamento aer6bio aumentou a expressao de GAD, alterando
principalmente a expressao do GAD65 no PVN, a expressao do GAD67 no DBS ¢ a
expressao de ambos no VBS;

nos SHR, o treinamento também causou aumento da expressdo do GAD65 no PVN,
de GADG65 e 67 no VBS, mas reduziu a elevada expressdo de GAD67 observada no
DBS de SHR sedentarios;

as alteracdes na expressao do VGlut2 induzidas pelo treinamento apareceram apenas
nos SHR, foram de pequena magnitude, com redu¢ido no DBS, mas elevag¢dao no VBS;
alteragdes na expressdao génica de GAD65, GAD67 ¢ VGIlut2 no PVN, DBS ¢ VBS
foram confirmadas por alteracdes na expressao protéica de GAD65, GAD67 e VGlut2
no PVN, NTS e RVLM;

a razdo entre inibicio GABAérgica/excitagdo GLUérgica durante o treinamento foi
aumentada nos WKY, mantendo-se inalterada nos SHR e similar a dos adultos jovens
sedentarios, mesmo em idade mais avangada;

houve em ambos os grupos correlacdo significativa entre aumento da expressao génica
de GAD em areas autondmicas e redu¢do da FC basal, com predominancia dos ajustes
observados no PVN.

Dados funcionais de desempenho fisico na esteira confirmam dados anteriores do

nosso laboratorio (FELIX; MICHELINI, 2007; HIGA-TANIGUCHI et al., 2007; HIGA-
TANIGUCHI; FELIX; MICHELINI, 2009) e comprovam que o treinamento aerébio de baixa
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a moderada intensidade (50-60% da capacidade méaxima de exercicio) ¢ eficaz em melhorar o
desempenho na esteira ¢ o ganho da capacidade fisica tanto em WKY quanto SHR ao longo
do protocolo de treinamento. Nossos dados indicam também que os SHR apresentavam desde
o inicio dos protocolos, um desempenho melhor que os WKY, o que pode ser explicado por
fatores comportamentais ligados a ansiedade e locomog¢ao dos SHR, que se mostraram mais
agitados (KULIKOV et al., 1997, RAMOS et al.,, 1997). Além disso, ambos os grupos
treinados WKY e SHR apresentaram ganhos similares de capacidade fisica, indicando que
ambos os grupos foram submetidos a0 mesmo estimulo comportamental.

A pequena redug¢do do desempenho observada nos SHRs quando comparados aos
WKYs, indica ainda que a hipertensdo associada ao envelhecimento influencia negativamente
este pardmetro. A analise dos pardmetros hemodindmicos mostrou durante todo o periodo
experimental PA e FC mais elevadas nos SHR, o que indica que os SHR encontravam-se
desde o inicio dos protocolos na fase estabelecida da hipertensdo. E sabido que a hipertensdo
espontanea cursa com o aumento da atividade simpatica periférica (FOLKOW, 1982), a qual
propicia o aumento da PA e FC basais. E também sabido que o ténus simpético para o
coragdo e vasos ¢ gerado centralmente pela integracao da atividade de varias areas encefalicas
como a medula espinhal, o RVLM, o NTS e varios nucleos hipotaldmicos dentre os quais se
destaca o PVN (COOTE, 2007; GUYENET, 2006). Varios estudos t€ém ainda sugerido que o
elevado tonus simpdtico na hipertensdo espontinea ¢ condicionado e/ou potencializado por
déficit no funcionamento de projecdes GABAérgicas inibitorias em dareas hipotalamicas,
bulbares e espinhais (HORN et al., 1998; KRAMER et al., 2000; SASAKI et al.,1986, 1990,
1992; SHONIS; WALDROP, 1993a, SHONIS et al.,1993b; WANG et al., 2008) e/ ou por
facilitagdo de proje¢des GLUérgicas excitatorias do PVN a areas bulbares e/ou espinhais
(KLEIBER et al., 2010; KAWABE et al., 2008; SVED, 2004).

Nao detectamos, no entanto, nos hipertensos sedentarios (VS respectivos normotensos
sedentarios) reducdo da expressdo absoluta do GAD65 e do GAD67 em nenhuma das areas
investigadas (PVN, DBS e VBS). Resultados similares foram também observados em outro
modelo de hipertensao - a hipertensdo renal 2 rins - 1 clip (BIANCARDI; CAMPOS; STERN,
2010). Por outro lado, Shonis e Waldrop (1993a) e Shonis et al. (1993b) descreveram em
SHR aumento da atividade neuronal no hipotdlamo caudal, que era determinado por
deficiéncia de GABA nesta area, a qual poderia contribuir para o desenvolvimento e
manuten¢do da hipertensdo. No entanto observaram que esta deficiéncia ndo estava presente
em SHR jovens (6 a 8 semanas de idade), mas se estabelecia a partir da 11* e 16*. semanas

(SHONIS et al., 1993b). Deve-se observar que nossos ratos tinham entre ao redor de 10
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semanas no inicio do treinamento, encontrando-se, portanto, na fase em que a deficiéncia
GABA¢érgica ainda ndo se encontrava estabelecida. Ao final dos protocolos os ratos
encontravam-se entre 22% e 23% semanas de idade, mas os animais sedentarios (So X S;2) ndo
apresentaram alteracdes significativas na expressio de GAD65 ¢ GADG67. E possivel que a
deficiéncia na funcionalidade do sistema GABAérgico descrito por varios autores (HORN et
al., 1998; SASAKI et al., 1986, 1990, 1992; SHONIS et al., 1993a, 1993b; WANG et al.,
2008) ndo implique necessariamente na atividade biossintética do GABA, mas na sintese/
armazenamento, liberagdo do neurotransmissor e/ou expressdo de seus receptores. Estas
possibilidades estdo ainda para serem investigadas.

Interessante observar-se que o treinamento aerdbio determinou em ambos os grupos
instalag¢do progressiva da bradicardia de repouso. A reducdo da FC basal ¢ uma caracteristica
marcante do treinamento aerobio e um indicativo de sua eficiéncia (CLAUSEN et al., 1977;
SCHEUER; TIPTON, 1977). A eficacia do treinamento aerébio em reduzir a FC basal de
normotensos € hipertensos ja fora descrita por varios grupos de pesquisa, seja em animais de
experimentacdo, seja em humanos (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000; AMARAL et al.,
2001; CERONI et al, 2009; CLAUSEN, 1977; CORNELISSEN; FAGARD, 2005;
FOLKOW, 1982; HIGA-TANIGUCHI et al, 2007; HIGA-TANIGUCHI; FELIX;
MICHELINI, 2009; MARTINS et al., 2005; MELO; MARTINHO JR; MICHELINI, 2003;
PESCATELLO et al., 2004; SCHLUTER; SCHRECKENBERG; REBELO, 2010; SILVA et
al., 1997; VERAS-SILVA at al.,, 1997). A novidade do presente trabalho estd na
demonstracdo das alteragdes temporais com que as redugdes de FC se verificam.
Demonstramos que a bradicardia de repouso aparecia mais precocemente nos SHR (queda
significativa a partir da 2®.semana) e mais tardiamente nos WKY (a partir da 8*semana)
mantendo-se nestes niveis até o final do treinamento.

Trabalhos anteriores de nosso laboratério ja haviam demonstrado que a bradicardia de
repouso subsequente ao treinamento era facilitada por ajustes do controle autonémico ao
coracao: aumento da atividade vagal em normotensos e hipertensos, a qual era mediada por
ativagdo das projecdes OTérgicas do PVN ao NTS/DMV (CAVALLERI et al., 2011;
MARTINS et al., 2005; MICHELINI, 2007a, 2007b; MICHELINI; STERN, 2009;) e redugao
da atividade simpatica em hipertensos (CERONI et al., 2009; MICHELINI; STERN, 2009).
Estas respostas, determinando alteracdo do balango simpato-vagal ao coragdo, com
predominio do tonus vagal, condicionavam a bradicardia de repouso. Negrdo et al. (1992) e
Boyett (2009) também destacaram a redugdo da freqiiéncia cardiaca intrinsica do marcapasso

apods treinamento aerébio de baixa intensidade como uma possivel contribui¢do a instalagao
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da bradicardia de repouso. Os dados do presente trabalho vém sugerir um possivel fator
determinante da reducao do simpatico induzida pelo treinamento aerdbio de baixa a moderada
intensidade: a facilitagdo do sistema GABAérgico central em areas de controle autondmico,
propiciando uma maior inibi¢do da circuitaria neuronal geradora do tonus simpdtico, o que,
consequentemente, reduz a FC. De fato observamos haver nos WKY facilitacdo da
expressao/atividade de neurdnios GABA¢rgicos em todas as areas de controle autondmico
estudadas e no PVN e RVLM de SHR. Deve-se observar que os efeitos do treinamento sobre
os neurdnios GABA¢érgicos dos WKY foram similares nas 3 areas autonomicas testadas e em
todas o aumento da expressdo de GAD induzida pelo treinamento correlacionava-se com a
reducdo da FC basal observada nos animais treinados. Nos SHR, por outro lado, a queda da
FC foi acompanhada de aumento marcante do conteido de GAD apenas no PVN, com
elevagdo ndo significativa no RVLM, mas correlagdo inversa no NTS, ou seja, a bradicardia
de repouso se estabeleceu frente a reducdo do elevado conteudo de GAD observado nos SHR
sedentarios. Estas observacdes sugerem a preponderancia da inibicdo GABAérgica no PVN
de ratos treinados em desencadear a bradicardia de repouso (observe nos diferentes grupos a
coincidéncia temporal entre a alteracdo da expressdo de GAD neuronal no PVN e a redugao
da FC) e que a reducdo da inibicdo GABAérgica induzida pelo treinamento no NTS de SHR
deva estar relacionada a outro mecanismo de modulacao. Nesta linha de raciocinio, trabalhos
funcionais ja haviam demonstrado que a administragdo intracerebroventricular de GABA
(SASAKI et al., 1986) e a inibi¢do de sua degradacdo (SASAKI et al., 1990) reduziam a FC
basal enquanto que o bloqueio da sintese de GABA no hipotdlamo de SHR determinava
aumento da FC (SHONIS et al., 1993b). Mais recentemente Moreira et al. (2005) também
demonstraram que a ativagcdo de receptores GABA, com muscimol no CVLM aumentava a
FC. Estas observagdes confirmam os efeitos da ativacdo ou inibi¢do do sistema GABAérgico
central em reduzir ou aumentar a FC. O que nossos dados vieram demonstrar ¢ que o
treinamento aerobio per se ¢ capaz de aumentar a expressdo (dados de imunofluorescéncia) e
a funcionalidade (correlacao entre expressao de GAD e FC basal) de neurénios GABA¢érgicos
em areas de controle autondmico de WKY e SHR, determinando em consequéncia a
instalag¢@o da bradicardia de repouso nos animais treinados.

Discordante destes achados foi a observagdo de que o treinamento determinava
reducdo da expressao de GAD67 no NTS dos SHR. Deve-se ter presente que os SHR
apresentavam na situacdo basal niveis mais elevados de GAD67 quando comparados aos
respectivos controles, o que poderia representar uma tentativa de compensagdo aos elevados

niveis da PA. Neste sentido Mueller e Hasser (2006) ja haviam demonstrado que a
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administracao bilateral de muscimol (agonista GABA,) no NTS aumentava, enquanto que a
administracao bilateral de bicuculina (antagonista de receptores GABA,) reduzia a PA, a FC
e a atividade simpatica lombar, respostas estas que apresentavam marcante reducdo apos
treinamento aerobio. Embora o significado funcional destas observagdes esteja por ser
identificada, estas comprovam a reducao do tonus GABAérgico no NTS apo6s o treinamento.

Uma observacdo interessante de nosso estudo foi a da expressao preferencial de
GADG65 no PVN e de GAD67 no NTS, bem como os efeitos do treinamento em aumentar a
GADG65 no PVN, mas o GAD67 no NTS. Fong et al. (2005) demonstraram que ambas as
isoformas, GAD65 ¢ GADG67, sdo expressas em areas autondmicas do encéfalo e medula
espinhal: imunoreatividade para GADG65 foi observada no cortex e hipocampo
(BELICHENKO et al., 2009), em vérios nucleos hipotalamicos (SEARLES et al., 2000),
varias areas bulbares (STORNETTA; GUYENET, 1999) e na medula espinhal (DEUCHARS
et al., 2005). Da mesma forma a expressdo de GAD67 foi descrita em diferentes nucleos
hipotalamicos (BIANCARDI; CAMPOS, STERN, 2010; HORN et al., 1998; SEARLES et
al., 2000;) e bulbares (FONG et al., 2005; STORNETTA; GUYENET, 1999), bem como na
medula espinhal (DEUCHARS et al., 2005). Biancardi, Campos e Stern (2010) mostraram
que a imunofluorescéncia para o GAD67 no PVN concentra-se preferencialmente nas
terminacdes nervosas, enquanto Stornetta; Guyenet (1999) e Fong et al. (2005) descrevem que
no NTS e outras areas bulbares que GAD65 e GAD67 expressavam-se no corpo celular e
terminacdes nervosas, com elevada densidade do GAD67 no NTS (FONG et al., 2005).
Nossos dados, mostrando que o treinamento aerébio elevou preferencialmente o GAD65 no
PVN e 0 GAD67 no NTS e no RVLM, sugerem que o efeito do treinamento manifestou-se
com maior intensidade no corpo celular de neurdnios GABAérgicos, ou seja, na area
biossintética.

Observamos também queda de pequena magnitude, mas significativa, da PAM apenas
nos SHR, a partir da 8% .semana de treinamento. A queda da PA induzida pelo treinamento
aerobio de baixa a moderada intensidade ja fora descrita por nosso e outros laboratorios em
dieferentes modelos de hipertensdo (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000; AMARAL et al.,
2001; CERONI et al., 2009; HIGA-TANIGUCHI et al., 2007; HIGA-TANIGUCHI; FELIX;
MICHELINI, 2009; LITTLE et al., 2001; MARTINS et al., 2005; MELO; MARTINHO JR;
MICHELINI, 2003; SCHLUTER; SCHRECKENBERG; REBELO, 2010; SILVA et al.,
1997, VERAS-SILVA at al., 1997), bem como no homem (CORNELISSEN; FAGARD,
2005; PESCATELLO et al., 2004). Varios mecanismos tém sido propostos para se explicar a

reducdo da PA de hipertensos apds o treinamento: remodelamento da parede arteriolar com
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reducdo da relagdo parede/luz (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000; MELO;
MARTINHO; MICHELINI, 2003); alteragao do balaco entre fatores relaxantes e contrateis
derivados do endotélio, com predominio dos primeiros (HIGASHI; YOSHIZUMI, 2004); a
reducdo do tonus simpatico cardiaco e vasomotor (CERONI et al., 2009; MICHELINI;
STERN, 2009; NELSON et al., 1986). Embora a redu¢do da FC basal nos SHR treinados
indicasse redugcdo do tonus simpdtico a partir da 2%.semana do treinamento, este fator
isoladamente ndo foi suficiente para reduzir a PA, que mostrou queda significativa na
8*.semana de treinamento. Demonstramos anteriormente que a queda da PA subsequente ao
treinamento aerobio correlacionava-se com a redug¢do da razdo parede/luz de arteriolas
musculares esqueléticas e com a resisténcia vascular local (AMARAL; ZORN, MICHELINI,
2000; AMARAL; MICHELINI, 2011). O treinamento por 2 semanas provavelmente nao foi
suficiente para remodelar as arteriolas e a queda da PA s6 foi observada quando a redugao do
tonus simpatico somou-se a remodelagem estrutural dos vasos de resisténcia.

Dados da literatura tém indicado que a hipertensao arterial ¢ acompanhada de
hipertetonia das proje¢des excitatorias do PVN a areas bulbares e/ou espinhais (KAWABE et
al., 2008; KLEIBER et al., 2010 SVED, 2004). Nossos resultados relativos a expressao génica
e protéica de VGlut2 mostraram aumento significativo do contetido de VGlut2 no NTS de
SHR sedentarios vs WKY sedentarios, sem alteragdes significativas nas demais areas
estudadas. Com excecdo da reducdo transitoria (T1) da expressdo de RNAm para VGlut2 no
NTS de SHR e do aumento da sua expressio no RVLM de SHR apoés 8 semanas, o
treinamento ndo alterou a expressdo gé€nica e o conteudo protéico de VGIlut2 nas areas
autondmicas estudadas. Sdo raros na literatura os trabalhos relativos aos efeitos do
treinamento sobre a expressao/funcionalidade de neurénios GLUérgicos. Em um dos pouco
trabalhos disponiveis Mueller e Hasser (2005) mostraram que a ativagdo do NTS com
microinjecdo de glutamato produziam redugdes dose-dependentes de PA, FC e atividade
simpatica lombar que n3o eram alteradas pelo treinamento aerébio. Da mesma forma
respostas pressoras € simpato-excitatérias a administracdo bilateral de antagonista de
receptores GLUé¢rgicos ionotropicos no NTS também ndo eram alteradas pelo treinamento
(MUELLER; HASSER, 2006). Por outro lado, Kleiber et al. (2008) observaram que
administracaao de M-metil-D-aspartato (NMDA) no PVN causava aumento da atividade
simpatica renal, a qual era normalizada apds treinamento fisico. Nossos dados indicaram nos
SHR redug¢do precoce e transitoria da expressao de VGlut2 no NTS e aumento da mesma no
RVLM apés a 8*.semana de treinamento, sem alteragdes nos animais normotensos. E possivel

que as alteragdes induzidas pelo treinamento na atividadae das vias GLU¢rgicas difira de uma
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para a outra area cerebral e entre diferentes modelos experimentais. Esta possibilidade
também aguarda confirmagao experimental.

Embora utilizado com sucesso anteriormente (BIANCARDI; CAMPOS, STERN,
2010; KAWABE et al., 2008) ¢ possivel também que o marcador utilizado para se investigar
em neurdnios GLUérgicos as alteragdes induzidas pela hipertensdo e pelo treinamento - o
transportador vesicular de glutamato, isoforma 2 (VGlut2) - ndo reflita com precisdo os
ajustes em neurdnios GLUérgicos desencadeados pelo exercicio (alteragdes na sintese?
liberacdo? expressdo de receptores?). Com efeito em trabalho recente demonstrou-se no
cortex motor, cerebelo e estriado que o treinamento determinava alteragdes na expressao das
subunidades 1 e 2/3 de receptor de glutamato tipo AMPA, a qual variada com a duracao do
treinamento: houve aumento na expressao das subunidades de receptores AMPA apo6s 30 dias,
mas efeitos opostos foram observados entre 3 e 7 dias de treinamento (REAL et al., 2010).
Deve-se ter presente que a sintese de glutamato, diferentemente da de GABA, conta com a
participagdo de varias enzimas, dificultando seu estudo e que o treinamento envolve processos
regulatorios complexos, muitos dos quais ainda ndo foram devidamente estudados.

O fato da expressdao do VGlut2 ndo alterar com o treinamento no PVN, NTS e RVLM
dos WKY proporcionou nestes grupos aumentos marcantes da razio GAD/VGlut2, indicando
que nos ratos normotensos o treinamento favoreceu a inibicdo GABA¢érgica frente a ativagao
GLUérgica. Nos SHR a ligeira elevagao da expressdao de VGIut2 no PVN (ndo significativa) e
sua elevagdo tardia no RVLM compensavam o aumento da expressdao de GAD, determinando
durante o treinamento inalteracao da razdo GAD/VGlut2. Por outro lado a queda na expressao
de VGlut2 no NTS dos SHR compensou a queda na expressao do GAD nesta area, elevando
inicialmente a razao inibi¢ao/excitagdo, mas mantendo-a proximo aos niveis basais durante o
treinamento. Desta forma, nas 3 areas estudadas dos SHR, a razdo inibicdo/excitacdo foi
mantida constante e em niveis similares a dos adultos jovens sedentarios mesmo com idade
mais avangada. Estes dados indicam que o treinamento foi eficaz em evitar nos SHR a
deficiéncia GABA¢érgica induzida pelo envelhecimento conforme proposta por varios autores
(SASAKI et al., 1986, 1990, 1992; SHONIS et al., 1993b; HORN et al., 1998). Dados
anteriores da literatura, comparando a atividade da GAD em éreas enceféalicas de SHR e seus
controles normotensos ja haviam demonstrado o regula¢ao negativa do sistema GABAérgico
no hipotalamo posterior, hipocampo e substancia negra dos SHR (CZYZEWKA; SZAFRAN
et al., 1989). Também HORN et al. (1998), demonstraram que o hipotalamo posterior de SHR
apresentava reduzida imunorreatividade para RNAm de GAD67. Por outro lado SASAKI et
al. (1989) descreveram que o conteido de GABA no hipotdlamo de SHR ndo diferia do



88

observado nos WKY, mas que a quantidade de GABA acumulada apés inibi¢do de sua
degradacao era menor em SHR. Foi também descrito que a administragao intraventricular do
agonista de receptor GABA, reduzia mais a PA de SHR que dos WKY (SASAKI et al., 1990)
e que a microinjecao de inibidor da sintese de GABA no hipotdlamo posterior, aumentava a
PA e FC de SHR jovens (6-8 semanas), mas ndo tinha efeito em SHR mais velhos (11 a 16
semanas) (SHONIS et al., 1993b), sugerindo deficiéncia da atividade GABA¢érgica em SHR
mais velhos. Nossos resultados, confirmam, portanto, a eficicia do treinamento aerébio em se

contrapor a perda da inibicio GABAérgica nos animais hipertensos.
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6 CONCLUSOES

Os dados do presente trabalho nos permitem afirmar que o treinamento aerdbio
aumenta, em areas de controle autonomico de normotensos e hipertensos, a expressdo génica
e protéica do acido glutamico descarboxilase, a enzima responsavel pela sintese de GABA e
que esta resposta adaptativa ao treinamento contribui sobremaneira para a reducdo da FC
basal dos individuos treinados. O aumento da inibicdlo GABAérgica subsequente ao
treinamento esta presente em diferentes areas autonomicas, sendo fundamental importancia
sua ocorréncia no PVN de normotensos e hipertensos. Os dados mostram ainda inalteracdo da
expressao génica e protéica de VGlut2 em normotensos treinados, elevagdao de sua expressao
no RVLM mas queda no NTS. Estas respostas induzidas pelo treinamento determinam
aumento significativo da razdo inibicio GABA¢érgica/ excitagdo GLU¢érgica nos normotensos
e evitando a redugdo da mesma, que caracteriza o envelhecimento dos hipertensos
espontaneos. Podemos, portanto, afirmar que a facilitacdo da inibigdo GABA¢rgica induzida
pelo treinamento nas dreas de controle autonomico ¢ um dos mecanismos condicionantes dos

efeitos benéficos do treinamento sobre o sistema cardiovascular.
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