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RESUMO

RUGGERI, Adriana. Evolucdo temporal dos efeitos do treinamento aerdbio sobre o
contetdo de &cido y-aminobutirico e glutamato em &areas de controle autonémico de
ratos normotensos e hipertensos. 2011. 101 f. Dissertagdo (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 (GABAé&rgicos, inibitorios)
em areas centrais de controle autondmico. 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 GABAérgicas 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 e 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 WKY's
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 elevacdo mais tardia no RVLM (Tg),
por aumento da expressao de GAD67 no RVLM (T,) e por redugdo 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 exce¢ao
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 inibicdo GABA¢érgica nos normotensos € evita sua redugao nos
hipertensos.

Palavras-chave: Treinamento fisico. Hipertensdo. GAD65. GAD67. VGlut2. NTS. PVN.
RVLM.
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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. VGlIut2. NTS. PVN. RVLM.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Hipertensédo X treinamento aerdbio

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca multifatorial, caracterizada por niveis elevados e
mantidos da pressdo 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, razao pela qual ela tem sido muito estudada nas ultimas décadas. Apresenta alta
incidéncia, atingindo 15-20% da populacdo adulta e mais de 50% da populagdo idosa
(CHOBANIAN et al., 2003; LOUTZENHISER; BIDANI; CHILTON, 2002; MANCIA;
GRASSI, 1998; MUNTNER; ROCCELLA; WHELTON, 2002). Nos ultimos 20 anos a
prevaléncia da hipertensao 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 Obitos totais, sendo que deste montante 31,4% foi
devido ao acidente vascular encefélico, 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 doenga cardiovascular e suas diferentes causas no Brasil, em 2007.
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AVE, acidente vascular encefalico; DIC, doenga isquémica do coragdo; HAS, hipertensdo
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 Modulacéo do controle autonémico 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. Representagdo esquematica de como o treinamento aerdbio 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 modulagdo autondmica 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 Neurdbnios GABAEérgicos 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. Formagdo 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).
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1.6 Vias GABAGérgicas e GLUérgicas na hipertenséo 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



32

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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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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