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RESUMO
Cavalleri MT. Efeitos do treinamento aerdbio e da remocgdo dos barorreceptores
arteriais sobre a modulagéo ocitocinérgica do controle cardiovascular em normotensos
e hipertensos. [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Demonstramos anteriormente que as projegdes ocitocinérgicas (OTérgicas)
provenientes do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) que se projetam para o
tronco cerebral sdo responsaveis por mediar os ajustes da frequéncia cardiaca (FC) e
esses efeitos benéficos induzidos pelo treinamento fisico (TF) sdo abolidos pela
desnervacao sinoadrtica (DSA; Ceroni et al.,, 2009). No presente estudo procuramos
determinar o efeito combinado do treinamento e da DAS sobre os neurdnios OTérgicos
do PVN em SHR e WKY. Os ratos foram submetidos a cirurgia DSA ou SHAM e
treinados (55% da capacidade maxima) ou mantidos sedentarios por trés meses. Apos
as medidas hemodinamicas basais, os ratos foram profundamente anestesiados. Os
cérebros frescos foram congelados e fatias foram cortadas para isolar o PVN; as
amostras foram processadas para a expressédo de OT (Real Time PCR) e os cérebros
fixados foram processados para imunofluorescéncia para OT. Nos ratos SHAM o TF
determinou um aumento na capacidade fisica e no ganho do controle reflexo da FC. O
TF reduziu a FC de repouso (-8%) em ambos os grupos, com uma queda na pressao
arterial (~10%) apenas nos ratos SHR. Essas mudangas foram acompanhadas por um
aumento significativo da expressado do mRNA paraOT no PVN (3,9 e 2.2
vezes em WKY e SHR, respectivamente) e na densidade de OT nos neurdnios
OTérgicos do PVN (2,6 vezesem ambos o0s grupos) com correlagdes

significativas entre o conteudode OT e a bradicardia de repouso induzida pelo
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treinamento . A DSA aboliu a expressio do mRNA de OT noPVN e reduziu
drasticamente a densidade de OT no PVN de WKY e SHR. O TF néo teve efeito sobre
a FC, mRNA para OT ou conteudo de OT apdés a DSA. A auséncia crbnica da
sinalizacdo aferente dos barorreceptores e quimiorreceptores revela o papel
fundamental da sinalizacdo aferente em mediar a plasticidade/atividade dos neurénios
OTérgicos do PVN como os efeitos benéficos do treinamento sobre o controle

cardiovascular.

Palavras-chave: Hipertensao. Treinamento fisico. DSA. Ocitocina.



ABSTRACT
Cavalleri MT. Afferent signaling drives oxytocinergic preautonomic neurons and
mediates training-induced plasticity. [Ph. D. thesis]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2012.

We showed previously that oxytocinergic (OTergic) projections from the
hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) to the dorsal brainstem mediate training-
induced heart rate (HR) adjustments and that beneficial effects of training are blocked
by sinoaortic denervation (SAD; Exp Physiol 2009,94:630-40; 1103-13). We sought now
to determine the combined effect of training and SAD on PVN OTergic neurons in SHR
and WKY. Rats underwent SAD or SHAM surgery and were trained (55% of maximal
capacity) or kept sedentary for 3 months. After hemodynamic measurements at rest, rats
were deeply anesthetized. Fresh brains were frozen and sliced to isolate the PVN;
samples were processed for OT expression (Real Time PCR) and fixed brains were
processed for OT immunofluorescence. In SHAM rats, training improved treadmill
performance and increased the gain of baroreflex control of HR. Training reduced
resting HR (-8%) in both groups, with a fall in blood pressure (-10%) only in SHR rats.
These changes were accompanied by marked increases in PVN OT mRNA expression
(3.9- and 2.2-fold in WKY and SHR rats, respectively) and peptide density in PVN
OTergic neurons (2.6-fold in both groups), with significant correlations between OT
content and training-induced resting bradycardia. SAD abolished PVN OT mRNA
expression and markedly reduced PVN OT density in WKY and SHR. Training had no
effect on HR, PVN OT mRNA, or OT content following SAD. The chronic absence of

inputs from baroreceptors and chemoreceptors uncovers the pivotal role of afferent



signaling in driving both the plasticity and activity of PVN OTergic neurons and the

beneficial effects of training on cardiovascular control.

Key words: Hypertension. Exercise. SAD. Oxytocin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mecanismos bulbares e suprabulbares no controle da pressao arterial

A pressao arterial (PA) é a forgca motriz responsavel pela manutengdo da
perfusdo sistémica adequada. E resultante da combinagdo entre o débito cardiaco,
resisténcia periférica e capacitancia venosa. E de suma importancia que a PA seja
mantida em niveis adequados frente a qualquer situagao fisiolégica como o repouso, o
sono, a vigilia, o exercicio ou mesmo em diferentes patologias. Diversos mecanismos
sdo responsaveis por controlar/manter a pressao arterial (PA) através de ajustes da
volemia, da capaciténcia e retorno venoso, do débito cardiaco (DC) e da resisténcia
periférica (RP). Estes mecanismos envolvem respostas a longo prazo (balango entre a
ingestao/excregdo de agua e sal), fatores estruturais e respostas mais rapidas
(mecanismos neurais, hormonais e locais) (Michelini, 2008). A regulacdo a curto e
meédio prazo ou regulagdo neuro-hormonal da PA envolve basicamente mecanismos
reflexos mediados pelos mecanorreceptores arteriais (barorreceptores),
quimiorreceptores arteriais, receptores cardiopulmonares além de outros receptores
extrinsecos ao sistema cardiovascular, sendo de grande importancia para a
manutencdo da PA tanto no repouso quanto no exercicio fisico. A regulacao
comandada pelos barorreceptores arteriais € considerada o principal mecanismo de
controle fasico da PA.

Os barorreceptores sao terminagdes nervosas sensiveis a deformagao
localizadas na adventicia e borda media advencial do arco aodrtico e seio carotideo. Sao
estimulados por alteracbes da PA que sao codificadas em freqliéncia de potenciais de
acao o0s quais sao enviados estas informagdes a areas de integracdo central,
desencadeando respostas neurais e hormonais para corrigir de forma rapida as
elevagdes e/ou quedas da PA, propiciando uma rapida e eficiente estabilizacdo da PA
batimento a batimento (Michelini e Franchini, 1999).

E bem conhecido que no “circuito neuronal” de regulacdo da PA, o nucleo do
trato solitario (NTS), ocupa uma posi¢céo chave para a integragao cardiovascular por

que se constitui na 12 estagao sinaptica dos barorreceptores periféricos (Bailey et al.,
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2006; Dampney, 1994; Michelini e Morris, 1999; Miura e Reis, 1969). A cada sistole
arterial, a distensdo dos receptores causa despolarizagdo dos terminais nervosos,
gerando potenciais de acédo que trafegam pelas fibras aferentes dos barorreceptores
em direcdo ao bulbo dorsal, onde contatam e excitam neurénios de segunda ordem
localizados no NTS. Neurbnios glutamatérgicos do NTS projetam-se para o bulbo
ventrolateral caudal (BVLc) onde ativam neurdnios inibitorios gabaérgicos que se
projetam para o bulbo ventrolateral rostral (BVLr), area em que se situam os corpos
celulares dos neurdnios bulbo espinhais simpatoexcitatorios (glutamatérgicos) que se
projetam aos pré-ganglionares da medula espinhal (colinérgicos), os quais por sua vez
pelo BVLc, ocorre redugcdo do tono simpatico com aumento da capacitancia venosa
(CV) e reducéo do retorno venoso (RV), reducéo da frequéncia (FC) e contratilidade
cardiacas e reducado da resisténcia periférica (RP). Paralelamente, outros neurdnios
glutamatérgicos do NTS projetam-se e excitam os neurbnios pré-ganglionares
parassimpaticos (colinérgicos) localizados no nucleo motor dorsal do vago (DMV) e no
nucleo ambiguo (NA), os quais se projetam aos pds- ganglionares localizados intra
muralmente no coragao, reduzindo, quando estimulados, a freqiéncia cardiaca (FC)
(Michelini, 2008). Ha, portanto durante estimulagdo dos barorreceptores, queda da PA,
corrigindo sua elevacéo inicial e trazendo a PA de volta a seus niveis basais. Respostas
opostas (aumento do RV, aumento da FC da contratilidade e do débito cardiaco (DC),
aumento da RP resultando em aumento da PA) ocorrem durante quedas transitorias da
PA que estimulam menos ou ndo estimulam os barorreceptores arteriais (Michelini,
2008). Desta forma os barorreceptores arteriais, sensiveis a variagdes instantadneas da
PA, mantém momento-a-momento o controle do ténus simpatico e parassimpatico para
o sistema cardiovascular (Dampney, 1994: Michelini, 1999; 2004; Palkovits, 1980).

Além das respostas neurais, a maior ou menor estimulagcado dos barorreceptores
arteriais acarreta importantes respostas hormonais. Assim durante quedas mantidas de
PA ha liberagdo de catecolaminas plasmaticas, intensa liberacdo de renina, com
consequente ativagdo de formagdo de angiotensina Il e aldosterona, aumento da

concentragao de vasopressina plasmatica e reducédo da liberagdo de fator natriurético
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atrial, os quais aumentando a resisténcia periférica e propiciando a retengcao hidrica
contribuem de forma importante para o restabelecimento da PA a seus niveis basais.
Respostas opostas (redugcédo das catecolaminas plasmaticas e dos niveis circulantes de
angiotensina Il aldosterona e vasopressina e aumento da liberagdo do fator natriurético
atrial) sdo desencadeadas durante elevagbes da PA, determinado reducdo da
resisténcia periférica e do volume circulante, os quais favorecem a queda da PA e seu
retorno aos niveis basais.

Além das projegcdes bulbares o NTS projeta-se também direta ou indiretamente,
para diferentes areas suprabulbares de integragao cardiovascular como o hipotalamo
(nucleos supra-ético, SON e paraventricular, PVN), a amigdala e o cortex (Dampney,
1994; Palkovits, 1980; Sawchenko e Swanson, 1981). O NTS recebe também,
projecdbes monossinapticas e/ou polissinapticas de inumeras estruturas corticais,
hipotalamicas (em especial do PVN), da amigdala, do mesencéfalo, da ponte e do
préprio bulbo (Bujis et al., 1978; Nilaver et al., 1980, Sawchenko e Swanson, 1982;
Sofroniew e Schrell, 1981). Estas conexdes ascendentes do NTS a areas hipotalamicas
(Kannan e Yamashita, 1985; Van Der Kooy et al., 1984; Ricardo e Koh, 1978) e
descendentes do hipotalamo ao NTS e outras areas bulbares e da medula espinhal
(Badoer e Merolli, 1998; Kannan e Yamashita, 1985; Pyner e Coote, 2000; Shafton et
al., 1998; Swanson e Sawchenko, 1980) fornecem a estrutura anatébmica para um
pronto circuito de controle suprabulbar. Além disso, o NTS esta em estreita aposi¢cao e
recebe densa projecado aferente da area postrema (AP), 6rgdo circunventricular que
detecta niveis de horménios circulantes no sangue e no liquido cefalorraquidiano
(Ferrario et al., 1986; Bishop e Hay, 1993).

O hipotalamo é uma importante area de integracao de fungdes neuro-vegetativas
e comportamentais. Entre os “centros” de modulagdo, o PVN é de fundamental
importancia para o controle neuroenddcrino, autonémico e comportamental. O PVN
compreende grupamentos de neurbnios vasopressinérgicos (VPérgicos) e
ocitocinérgicos (OTérgicos) magnocelulares e parvocelulares, cujos axdnios projetam-
se respectivamente a neurohipdfise (liberagcdo de vasopressina (VP) e ocitocina (OT)

para o plasma) e ao bulbo e medula espinhal (proje¢cdes VPérgicas e OTérgicas que
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estdo envolvidas no controle autonémico da circulagao). Enquanto a alga primaria de
regulacao cardiovascular (aferentes periféricos e areas de integracéo bulbar) utiliza
como neurotransmissores os aminoacidos excitatorio (GLU) e inibitério (GABA), a alga
suprabulbar (NTS—PVN—-NTS, Figura 1) utliza-se de neurotransmissores
catecolaminérgicos e peptidérgicos, de efeito mais lento e que agem como
moduladores de integracdo primaria bulbar (Dampney, 1994; Michelini, 2007a, b;
Michelini e Stern, 2009; Sved e Gordon, 1994). As proje¢des monossinapticas
reciprocas entre NTS — PVN (predominantemente noradrenérgicas (Norégicas) (Kalia
et al., 1985; Sawchenko e Swanson, 1981) e entre PVN — NTS, (essencialmente
VPérgicas e OTérgicas) (Buijs et al., 1978; Michelini e Morris, Figura 1; Nilaver et al.,
1980; Sawchenko e Swanson, 1982; Sofroniew e Schrell, 1981) fornecem substrato
anatébmico para um importante e pronto sistema de controle através do qual o PVN,
controla parametros cardiovasculares.

As algas de integragdao bulbar e suprabulbar (Figura 1) ativadas pelos
barorreceptores funcionam conjuntamente de forma a garantir um controle mais eficaz
da PA, principalmente durante atividades comportamentais (como é o caso do exercicio
fisico) quando a integragdo suprabulbar torna-se preponderante em garantir as
respostas necessarias a eficiéncia circulatéria (Michelini e Morris, 1999; Michelini,
2001). Por exemplo, elevagbes de pequena magnitude da PA durante exercicio
dindmico (~10-15 mmHg) ndo sdo acompanhadas de bradicardia reflexa, mas de
intensa resposta taquicardica, essencial ao aumento do DC, garantindo o fluxo
sanguineo adequado nesta situagdo (Ludbroock, 1983; Michelini e Morris, 1999;
Mitchell, 1990; Michelini, 2007b; Rowell, 1990).

Por outro lado, a eficiéncia do reflexo barorreceptor encontra-se bastante
comprometida na hipertensédo arterial crénica (Guo e Abboud, 1984; Krieger et al.,
1982; Moreira et al., 1988; Santos et al., 1995, 1998). A manutengcdo da fungao
barorreflexa durante elevacdo mantida da PA é possibilitada pela adaptacdo dos
barorreceptores arteriais, os quais apresentam deslocamento de sua faixa de
funcionamento para os niveis da hipertensdo e, ao se acomodarem aos niveis elevados

de PA, passam a manté-lo como se estes fossem os valores normais (Krieger et al.,
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1982). No entanto, a adaptagdo a hipertensdo é acompanhada de redugdo na
sensibilidade dos aferentes aodrticos e carotideos em sinalizar as alteragdes pressoricas
(Krieger et al., 1982; Moreira et al.,, 1988; Santos et al., 1998). Ha prejuizo da
integracao central a nivel do NTS (Michelini e Bonagamba, 1990), alteracdo do balango
simpato-vagal ao coragdo com predominio simpatico (Bezerra et al., 2001), aumento da
atividade simpatica vasomotora (Bezerra et al., 2001) os quais conjuntamente reduzem
o funcionamento do reflexo barorreceptor (Santos et al., 1995). Embora as alteragdes
induzidas pela hipertensdo na alga primaria do controle barorreflexo sejam
relativamente bem conhecidas, pouco se sabe sobre os efeitos da hipertensdo e da
hipertensdo associada ao treinamento aerébio sobre o funcionamento da al¢a supra-
bulbar de integragcdo. Uma observagdo recente de nosso laboratorio (Ceroni et al.,
2009) indicou que o treinamento aerdbio de baixa intensidade é eficaz em minimizar o
déficit do controle reflexo da FC em ratos hipertensos espontaneos (SHR). Nao se

conhece, no entanto, os mecanismos centrais que condicionam este efeito.

Figura 1 - Esquema ilustrativo mostrando as alga bulbar e suprabulbar de controle reflexo da
PA.
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Michelini & Morris, Annals NY Acad Sci, 1999

Alga primaria ou bulbar de controle reflexo da PA (receptores, aferéncias periféricas, areas
bulbares, eferéncias pelo sistema nervoso autdnomo) e a alga suprabulbar ou modulatéria do
controle cardiovascular (areas bulbares, proje¢cdes catecolaminérgicas ascendentes, nucleos
hipotalamicos, projegdes vasopressinérgicas e ocitocinérgicas descendentes ao bulbo).

FONTE: (Michelini e Morris, 1999).
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1.2 Hipertensdo arterial e o treinamento aer6bio como terapia anti-hipertensiva:

efeitos periféricos e centrais.

A hipertensao arterial € uma doenga crdnico-degenerativa de natureza complexa
e multifatorial que atinge cerca de 20 a 30 % da populagdo adulta e 50% ou mais da
populacdo idosa além de ser a principal causa de complicagcdes cardiovasculares
(Chobanian et al., 2003, Chockalingam, 2008; Mancia e Grassi, 1998). Encontra-se
freqlientemente associada a doencas cardiovasculares de alta morbidade e mortalidade
como o acidente vascular cerebral, a arteriosclerose, a doenga coronariana crénica, o
infarto agudo do miocardio, a doenca arterial periférica, a insuficiéncia renal, etc.
Diferentes "trials” internacionais, assim como dados do Ministério da Saude no Brasil
tem indicado as doengas cardiovasculares como a causa de morte mais frequente
(Chobanian et al., 2003, Chockalingam, 2008; Loutzenhiser et al., 2002; Mancia et al.,
1998; Muntner et al., 2002). Como revisado anteriormente, diferentes mecanismos séo
responsaveis por gerar/controlar a PA e, portanto alteragcbes nestes mecanismos
podem levar a um descontrole dos niveis presséricos, instalando-se assim um quadro
de hipertensédo. Desvendar os mecanismos que levam ao aumento incontrolavel de PA
e principalmente como eles podem ser corrigidos € de grande interesse experimental e
clinico.

Uma vez estabelecida, a hipertensdo ndo tem cura exigindo terapia continuada.
Esta constatacdo tem justificado a procura constante por tratamentos eficazes em
reduzir/minimizar os niveis pressoricos. A queda ainda que parcial da PA tem se
mostrado eficaz em reduzir a morbi-mortalidade, melhorando significativamente a
qualidade de vida dos individuos hipertensos (Mancia et al., 2005). No entanto reduzir
os niveis de PA é uma tarefa ardua e tém preocupado clinicos/pesquisadores ha mais
de seis décadas. O tratamento da hipertensao inclui diversas terapias farmacoldgicas
como diuréticos, vasodilatadores, atenuadores do sistema simpatico, bloqueadores de
canais de calcio, inibidores da renina, da enzima de conversdo e dos receptores da

angiotensina ll, além de terapias nao farmacoldgicas, que envolvem mudancas de estilo
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de vida (Chobanian et al.,, 2003). Entre as mudancgas de estilo de vida, citam-se a
restricdo da ingestdo de sal e alcool, a perda de peso corporal, e principalmente a
realizacao regular de atividade fisica (Cléroux et al., 1999; Pescatello et al., 2004).

Varios estudos tém confirmado a potencialidade da atividade fisica repetitiva em
reduzir a PA o que, no entanto, depende da intensidade do exercicio. Exercicios de
baixa intensidade a moderada (40-60% VO, max) tém se mostrado eficazes em reduzir
a PA enquanto os exercicios de alta intensidade (>85% VO, max) ndo o fazem (Gava et
al., 1995; Pescatello et al., 2004; Véras-Silva et al., 1997).

Em particular, o treinamento aerdbio (T), isoladamente e/ou em associagao com
terapias farmacoldgicas, tem se mostrado bastante eficaz em reduzir os niveis
pressoricos de individuos hipertensos leves e/ou moderados a severos (Cleroux et al.,
1999; Kaplan, 1991; Kenney e Seals, 1993; Mancia et al., 1998) e tem sido indicado
como uma das primeiras condutas terapéuticas (Chobanian et al., 2003). O T também
tem se mostrado eficaz em reduzir a PA em diferentes modelos experimentais de
hipertensao arterial e entre eles os SHR, tidos como um dos melhores modelos de
hipertensao essencial no homem (Amaral et al., 2001; Franca e Michelini, 2001; Melo et
al., 2003).

Deve-se ressaltar que o T ndo altera a PA de normotensos, de forma que a
potencialidade em reduzir a PA de hipertensos tem sido atribuida a capacidade do T em
alterar os diferentes mecanismos que condicionam o desenvolvimento e a manutencéao
da hipertensdo. Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a queda da PA
subsequente ao T em hipertensos:

- redugao da FC (Amaral et al., 2000,2001; Jackson et al., 2005; Melo et al., 2003;
Veras e Silva et al., 1997);

- redugdo da reatividade vascular periférica a agentes adrenérgicos (Nelson et al.,
1986);

- alteragdo do balango simpato-vagal, com redugédo do ténus simpatico ao coragao e
vasos (Grassi et al., 1994; Negréo et al., 1993);

- aumento da sensibilidade a insulina (Mikines et al., 1989);
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- alteracdo da reatividade vascular, com diminuicdo da sensibilidade de receptores
adrenérgicos e facilitagcado da liberacdo de EDRFs em relagdo aos EDCFs (Koller et al.,
1995; Vanhoutte, 1996);

- angiogénese capilar e neoformagdo de vénulas na musculatura esquelética com
aumento da conduténcia vascular local (Adair et al., 1995; Amaral et al., 2000, 2001;
Coimbra et al., 2008; Melo et al., 2003; Struijker-Boudier et al., 1992);

- normalizacao da elevada razao parede / luz de arteriolas musculares esqueléticas,
com normalizacdo da resisténcia vascular local a qual contribui para reducao da
resisténcia periférica (Amaral et al., 2000; Amaral e Michelini, 2011; Melo et al., 2003).

Estes mecanismos, corrigindo as alteragbes periféricas induzidas pela
hipertensdo, contribuiriam significativamente para a redugcdo dos niveis pressoricos
apésoT.

Em relacdo aos normotensos, trabalhos de nosso e outros laboratérios tem
sistematicamente demonstrado que o T induz a bradicardia de repouso e intensa
angiogénese capilar em musculos exercitados, mas nao modifica de forma significativa
o DC (a redugao da freqliéncia € compensada pelo aumento do volume sistdlico) e a
RP, ndo alterando os niveis de PA (Amaral et al., 2000; 2001; Clausen, 1977; Greene et
al., 1992; Melo et al., 2003). Estas constatagdes nao significam necessariamente que o
T n&o seja benéfico ao sistema cardiovascular de normotensos. Estudos prévios de
nosso laboratério foram pioneiros em demonstrar que além das adaptagdes periféricas
o T também determina importantes ajustes em mecanismos centrais de controle
cardiovascular. Demonstramos, em ratos normotensos, haver apos exercicio dinamico,
aumento especifico do conteudo enddégeno de VP na regido dorsal do bulbo ao nivel do
obéx compreendendo o NTS, o DMV e adjacéncias o que sugeria intensa ativagao
destas projecdbes a uma importante regido de controle cardiovascular durante o
exercicio (Dufloth et al., 1997; Michelini, 1998). Demonstramos ainda que:

- a ativacdo das proje¢cdes VPérgicas durante exercicio era potencializada pelo T
(Dufloth et al., 1997; Michelini, 1998), o qual facilitava também a ativacao de projecdes
OTérgicas a esta area (Braga et al., 2000; Michelini, 2001);
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- a administracdo de VP exdgena ou seu bloqueio endégeno no NTS de ratos
acordados facilitava ou deprimia, respectivamente a taquicardia do exercicio (Dufloth et
al., 1997; Michelini e Morris, 1999) enquanto que a administragdo de OT ou bloqueio de
seus receptores nesta regido reduzia ou potencializava a resposta taquicardica ao
exercicio (Braga et al., 2000; Michelini, 2001). Em nenhuma destas situagdes houve
alteragao da resposta pressora ao exercicio;
- o T era acompanhado de importante plasticidade do sistema OTérgico central:
aumento da expressdao de RNAm de OT no hipotalamo e maior densidade de proje¢oes
OTérgicas ao NTS / DMV, sem alteragdo da expressdo RNAm de receptores de OT na
regido dorsal do bulbo, (Martins et al., 2005) e que o bloqueio de receptores OTérgicos
no NTS / DMV era acompanhado de maior taquicardia do exercicio, indicando que a
ativacdo das projecdes OTérgicas era eficaz em reduzir a resposta taquicardica de
individuos treinados (Higa-Taniguchi e Michelini, 2009, Michelini e Stern, 2009);
- 0 T ndo alterava a expressao de VP no hipotalamo e de seus receptores nas regides
de projegao (NTS / DMV), mas aumentava a sensibilidade do receptor a seu agonista
endogeno (aumento do KD e ICsp, radioautografia quantitativa, Souza et al., 2001).

Estes resultados, em conjunto com observagdes anteriores de nosso laboratorio
demonstrando que a VP agia em receptores V1 do NTS para reduzir a inibigao
simpatica, durante elevagdes de PA e deslocar o “set point” do controle reflexo da FC
para niveis mais elevados de PA sem alterar sua sensibilidade (Michelini, 1994;
Michelini e Bonagamba, 1988), e, que a ativacédo de receptores OTérgicos no NTS /
DMV facilitava o tbnus vagal ao coragdo, propiciando a redugdo da FC durante
elevacOes transitorias da PA (Higa et al., 2002), permitiram a proposi¢ao de que as
projecbes VPérgicas e OTérgicas do PVN ao NTS/DMV constituem importantes
mecanismos de modulagcdo do controle cardiovascular e de que o T é eficaz em
melhorar o controle autondmico da circulagdo em animais normotensos (Michelini,
2007a,b; Michelini e Stern, 2009).

A ativacao de projegdes VPérgicas ao NTS (que ocorre nos grupos sedentarios e
treinados (Dufloth et al., 1997) determina, durante o exercicio, deslocamento temporario

do controle reflexo da FC para niveis mais elevados de PA, permitindo a oclusdo da
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bradicardia reflexa durante as elevagdes de pequena magnitude da pressao (faixa de
10~15 mmHg). Esta resposta, caracteristica do exercicio dinamico, permite o
aparecimento da resposta taquicardica essencial ao aumento do DC (Michelini, 2007b;
Michelini e Stern, 2009). Por outro lado, a ativagdo das projecbes OTérgicas ao
NTS/DMV presente apenas nos grupos treinados (Braga et al., 2000) explica a redugao
da taquicardia do exercicio em cargas submaximas, outra caracteristica funcional do T
(é importante lembrar que o treinamento € acompanhado de aumento do volume
sistélico, o que permite a manutengcdao do DC com menor gasto energético (Michelini,
2007b; Michelini e Stern, 2009).

Estas observacbes demonstram a eficacia do T em ativar as vias eferentes da
alca suprabulbar de modulagéo, ajustando o controle bulbar da funcdo cardiaca e
aumentando sua eficiéncia em individuos normotensos. E importante que se ressalte
que além deste efeito o T também facilita a sinalizagdo aferente do bulbo ao
hipotalamo, bem como aumenta a excitabilidade de neurdnios pré-autonédmicos do
PVN. Dados recentes do nosso laboratorio, em colaboracdo com o laboratério do Dr.
Javier E. Stern nos EUA tem demonstrado que o T induz alteracbes plasticas em
neurdnios Norérgicos ascendentes do NTS ao PVN, aumentando a imunorreatividade
para Dopamina [ hidroxilase (DBH) em diferentes subnucleos do PVN e,
principalmente, aumentando a densidade de botdes sinapticos imunorreativos para
DBH em neurénios pré-autonémicos OTérgicos que se projetam ao NTS/DMV (Higa-
Taniguchi et al., 2007). O aumento da inervagcéo noradrenérgica ascendente ao PVN foi
também, apdés T, acompanhada de aumento da excitabilidade intrinseca e da razéo
“‘input/output” (patch clamp em fatias do hipotalamo) especificamente em neurdnios pré-
autondmicos VPérgicos e OTérgicos (Jackson et al., 2005) que se projetam ao bulbo
dorsal. Por outro lado houve redugdo da razdo input/output nos neurbnios
magnocelulares do PVN (Jackson et al., 2005). Mais recentemente demonstramos
ainda que o treinamento aerobio, era efetivo em facilitar o controle OTérgico do PVN ao
NTS também em ratos SHR, embora com resposta de menor magnitude que a

observada nos normotensos (Higa-Taniguchi et al., 2009).
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Em conjunto estes resultados demonstram que o T induz em normotensos e
hipertensos importantes alteragdes plasticas e funcionais na alga supra-bulbar de
modulagdo do controle cardiovascular, ajustando as respostas cardiovasculares ao
exercicio. Nao se conhecem, no entanto, os mecanismos que desencadeiam estes
ajustes centrais. Brum et al. (2000) demonstraram que o T facilitava a sinalizagcao
aferente pelos barorreceptores arteriais e aumentava o ganho da atividade do nervo
depressor adrtico durante variagdes transitérias da PA. Além disto, observacdo mais
recente do nosso laboratério, mostrou que a desnervagao sinoadrtica (SAD) abole os
efeitos benéficos do T sobre a FC (ndo ha bradicardia de repouso em normotensos e
hipertensos) e nao ha queda de PA nos hipertensos (Ceroni et al., 2009). Os efeitos da
remogao dos barorreceptores arteriais (SAD) foram extensamente estudados por
Krieger e colaboradores (Franchini e Krieger, 1994, Irigoyen et al., 1998; Krieger et al.,
1964; Trindade e Krieger, 1984). H4, apos a SAD, hiperatividade simpatica com
aumento da presséao na fase aguda, mas nao fase na cronica, a qual se caracteriza por
niveis normais de PA acompanhados por labilidade intensa e persistente, causada pela
falta de correcao instantadnea das oscilacées de pressao mediada pelos barorreceptores
durante as atividades comportamentais (Franchini e Krieger, 1994; Trindade e Krieger,
1984). E, portanto, possivel que a sinalizacdo aferente mediada pelos barorreceptores
arteriais seja um dos mecanismos desencadeantes dos ajustes cardiovasculares
centrais ao treinamento aerobio. N&do se conhecem no entanto, os efeitos da SAD sobre
a plasticidade/funcionabilidade da al¢a suprabulbar de modulagdo e em especial sobre
as projegdes OTeérgicas do PVN ao NTS. Pretendemos, portanto no presente projeto
estudar as alteracdes plasticas/funcionais induzidas pela remog¢ao dos barorreceptores
arteriais sobre as respostas cardiovasculares e sobre expressao do sistema OTérgicos
central.

Além disto, observacbes recentes do nosso laboratério tém indicado que os
ajustes centrais ao T sdo modificados pela hipertensao crénica. Em SHR submetidos ao
T de baixa intensidade, houve apenas tendéncia nao significativa ao aumento da
inervagcado noradrenérgica ascendente a neurbnios pré-autonémicos (Higa-Taniguchi et

al., 2007). Observamos também que a hipertensdo é acompanhada por varios efeitos
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“‘deletérios” sobre o controle central do sistema circulatério, como a depressao do
sistema OTeérgico central (reducdo da expressdao de mRNA do receptor de OT no
NTS/DMV) (Martins et al., 2005), conforme evidenciado pelas técnicas de RT-PCR e
hibridizacdo in situ. Estas alteragdes poderiam condicionar os déficits da regulagao
reflexa da PA que caracterizam a hipertenséo (Bezerra et al., 2001; Moreira et al., 1992;
Santos et at., 1998).

Deve-se notar que o T é eficaz em determinar bradicardia de repouso e em
reduzir a PA de SHR (Ceroni et al., 2009; Martins et al., 2005; Melo et al., 2003). Se a
SAD interfere ou ndo com o sistema OTérgico central de hipertenso, ndo o sabemos.
Também desconhecemos se ha ou ndo em normotensos e hipertensos alteragdes
plasticas e/ou funcionais em areas de modulacdo bulbar e supra bulbar importantes
para a regulacdo cardiovascular como PVN e o NTS e se a remocgao dos
barorreceptores pode alterar a modulagdo suprabulbar mediada pelas projegcdes
OTérgicas.

A auséncia deste importante mecanismo de correcdo instantdnea da PA nos
permitira inferir sobre o0 papel desempenhado pelos barorreceptores (e
quimiorreceptores) arteriais nos ajustes dos mecanismos de controle cardiovascular
desencadeados pelo treinamento aerdbio.

E nossa hipdtese de trabalho que a auséncia de sinalizacdo aferente altere a
integracado suprabulbar do reflexo barorreceptor e prejudique a modulagdo OTérgica

central.
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2 OBJETIVOS

Frente as evidéncias experimentais acima elencadas e buscando-se identificar
em normotensos e hipertensos o papel desempenhado pelos barorreceptores arteriais
nas alteracdes do sistema OTérgico central induzidas pelo treinamento aerdbio, sao
objetivos deste projeto, utilizando WKY e SHR sedentarios (S) e treinados (T):

a) avaliar os efeitos da SAD sobre os valores basais de PA e FC (estudos

funcionais)

b) investigar em WKYs, WKYt, SHRs e SHRt submetidos a SAD ou a cirurgia

ficticia (SHAM) os efeitos da remogao dos barorreceptores arteriais sobre:

e a expressao de mRNA para OT e seu receptores no hipotalamo e areas

bulbares (técnica do RT-PCR)

e a densidade de neurdnios OTérgicos no hipotalamo e sobre a densidade de

suas projegdes bulbares (técnica de imunofluorescéncia), identificando as areas

envolvidas na mediacao destes efeitos

c) correlacionar, nos grupos normotensos e hipertensos com e sem remogao dos

barorreceptores os dados funcionais as alteragdes de expressado e conteudo do

sistema OTeérgico centrail induzidas pelo TF.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos WKY e SHR machos provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo com dois a trés meses
de idade, pesando entre 170-200 g no inicio dos protocolos. O peso corporal dos
animais foi aferido semanalmente durante todo o periodo de experimentacdo. Os
animais foram alojados em caixas de Plexiglas (cinco por caixa) no Biotério de
Experimentagcdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica e mantidos em ciclo
claro/escuro 12/12 horas e controle de temperatura ambiental, recebendo ragédo e agua
ad libitum. Todos os procedimentos cirurgicos e protocolos foram realizados de acordo
com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) do ICB/USP com protocolo n° 013 registrado nas fls 54
do livro 02, aprovado em 29/04/2008. A validade desta licenca foi em 21/03/2011
prorrogada até 29/04/2014.

3.2 Teste de esforco maximo

A capacidade aerdbia maxima dos animais foi avaliada individualmente e de
forma indireta, através do teste de esforco maximo. O teste constitui na avaliagdo do
desempenho do rato em esteira ergométrica iniciando-se com a velocidade de 0,3 km/h,
com incrementos de velocidade de 0.3 em 0,3 km/h a cada 3 minutos até o ponto de
exaustdo do animal. O teste foi realizado para todos os animais antes e apés a
desnervacao sinoaortica ou cirurgia ficticia, assim como no inicio (semana zero), na

metade (6% semana) e do final dos protocolos (122 semana) de corrida e sedentarismo.
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3.3 Desnervacdao sinoadrtica / cirurgia ficticia (SHAM)

A remocdo dos barorreceptores arteriais foi realizada pela técnica de
desnervacgao sinoadrtica (SAD) de acordo com o método descrito por Krieger (1964) e
adaptada por Krieger e Moreira, 2007 (comunicagdo pessoal)*. Visa a sec¢ao das
aferéncias barorreceptoras aodrticas e carotideas resultando na perda da funcéo
barorreflexa, mas preservando a integridade do tronco simpatico cervical.

Para tanto os animais foram anestesiados com ketamina, xilazina e
acepromazina (0,7: 0,2: 0,1v/v, 0,04-0,08 ml/100 g peso, i.m). O procedimento cirurgico
consistiu em uma incisdo mediana na regiao cervical anterior seguido da separagéo dos
musculos pré-traqueais e localizagao bilateral do feixe vasculo nervoso (artéria caroétida,
nervo vago e tronco simpatico Figura 2). As fibras barorreceptoras aodrticas que
trafegam como um ramo separado ou junto ao tronco simpatico foram identificadas,
isoladas e seccionadas preservando-se o0 tronco simpatico. A bifurcagédo da carétida
comum foi localizada, exposta e dissecada completamente nos dois lados, seccionado-
se as fibras carotideas e destruindo-se o corpusculo carotideo. Finalmente, o terceiro
contingente de fibras barorreceptoras adrticas que trafega junto ao nervo laringeo
inferior foi interrompido pela secgdo do nervo laringeo superior. Os ratos controles
foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM) que consiste nas mesmas etapas
cirurgicas, exceto a seccado/remocado das fibras barorreceptoras. Apds a sutura e
assepsia da pele, os ratos foram tratados com analgésico (cetoprofeno 2mg/kg) e
antibiético (Pentabidtico Veterinario 24000 Ul/Kg), e foram mantidos em caixas

individuais até a completa recuperacao cirurgica (= 1 semana).

* Krieger e Moreira. Sao Paulo, 2007.



38

Figura 2 - Esquema ilustrativo especificando as seccbes dos barorreceptores e
quimiorreceptores durante a cirurgia de desnervacéo sinoadrtica.

FONTE: (Moreira, ED, 2011)

3.4 Adaptacédo a esteira e treinamento aerobio de baixa intensidade

O protocolo de treinamento foi feito em esteira ergométrica (KT 3000, Inbramed,
Millennium, Porto Alegre, R. S., Brasil) adaptada para ratos. A esteira € constituida de
10 (dez) raias de aluminio e tampa de acrilico transparente, pintadas em sua
extremidade dianteira de preto, criando um ambiente de penumbra para o qual os ratos
sao atraidos durante as sessdes de treinamento. Estas modificagdes facilitam a corrida
dos ratos evitando-se o uso de choques elétricos.

O periodo de adaptacdo dos animais na esteira ergométrica estendeu-se por 2
semanas (cinco sessdes de 0.3 a 0,7 km/h, 0% inclinagdo, 10 minutos/dia), apds os
ratos foram submetidos ao primeiro teste de esforco maximo cujos resultados foram
utilizados para alocar os ratos, com capacidade fisica equivalente, aos grupos SAD e
SHAM. Apés as cirurgias e um periodo de readaptagao a esteira (5 dias) os ratos foram
submetidos ao segundo teste de esforgco maximo, cujos resultados foram utilizados para

se alocar ratos com capacidade fisica equivalente aos grupos SHAM treinados (T)



39

SHAM sedentarios (S), SAD T e SAD S. Os resultados deste segundo teste de esforgo
também foram utilizados para se calcular a velocidade media de endurance nos grupos
T. Os animais considerados inaptos a andar/correr na esteira foram excluidos do
protocolo.

O protocolo de treinamento aerdbio de baixa intensidade (50-60 % da carga
maxima atingida no teste de esfor¢go) abrangeu um programa de exercicio repetitivo 1
h/dia, 5 dias/semana, por 12 semanas, padronizado em nosso laboratério (Amaral et al.,
2000, 2001; Melo et al., 2003). Iniciava-se com tempos curtos (20-30 minutos/dia) e
velocidades baixas (50% da velocidade maxima), atingindo 60% da velocidade maxima
e 1h/dia na 3% semana. A inclinagao foi sempre mantida em 0%. Na sexta e décima
segunda semanas foram realizados novos testes de esforgo maximo para se reajustar a
intensidade do treinamento e aferir-se o ganho da capacidade fisica dos animais
respectivamente. A intensidade escolhida (50-60% da capacidade maxima) tem sido
indicada como a intensidade ideal para obtengao de efeitos benéficos do treinamento
sobre o sistema cardiovascular de normotensos e hipertensos (Ceroni et al., 2009; Felix
e Michelini, 2007; Martins et al., 2005).

Os ratos alocados ao grupo S foram mantidos sedentarios por igual periodo de
tempo e, apenas uma vez/semana colocados na esteira (5 min. com velocidade de ~0,5
km/h) para que se acostumassem ao manuseio experimental e a esteira. Os ratos
sedentarios também realizaram testes de capacidade maxima nos mesmos periodos

que os treinados.
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3.5 Grupos experimentais
Com os ratos WKY e SHR, submetidos ou n&o a desnervacgao sino aortica e aos
protocolos de treinamento ou sedentarismo, foram formados 8 grupos experimentais, a

saber :

Quadro 1 — Grupos experimentais.

Grupos Intactos (SHAM) Grupos Desnervados (SAD)
1 WKY snhamS 5 WKYsapS
2 WKY spamT 6 WKYsapT
3 SHRsHAMS 7 SHR sapS
4 SHRsyamT 8 SHRsap T

FONTE: (Cavalleri, 2012).

3.6 Canulacéo arterial e venosa

O procedimento de canulagdo € necessario para a avaliagdo direta dos
parametros hemodinamicos. Ao final dos protocolos de treinamento ou sedentarismo,
os ratos foram anestesiados com ketamina, xilazina e acepromazina (0,7:0,2:0,1v/v,
0,04 miI/100 g peso, i.m.). Foi dissecada a fossa iliaca para isolamento e canulagéo
cronica da artéria femoral. A canula intra-arterial foi confeccionada com dois segmentos
de Tygon 13 cm do tubo 0.06:0.02 in soldada por aquecimento a 3 cm do tubo 0,03:0,01
in, preenchida com solugéo salina heparinizada (0,1:1ml) e mantida ocluida com um
pino de aco. A parte mais fina da canula foi introduzida em sentido cranial e fixada na
artéria, a parte mais grossa foi exteriorizada e fixada no dorso do pescogo do animal
através do tecido subcutaneo. Ao mesmo tempo cirurgico foi introduzida uma segunda
canula na veia femoral para injegao de drogas. Apos sutura e assepsia da pele, os ratos
foram tratados com analgésico e antibidtico e foram mantidos em caixas individuais

para recuperagao cirurgica.
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3.7 Registro da presséao arterial e frequéncia cardiaca

Os valores basais de PA e FC foram obtidos 24 horas apds canulagao e 26-30
horas apds a ultima sessdo de exercicio, com o0s animais acordados e com livre
movimentagdo. Para tanto a céanula arterial foi acoplada ao sistema de registro
(transdutor mais pré-amplificador conectados ao 3400 Gould Recorder, Cleaveland, OH,
EUA) e os registros basais continuos obtidos por 30-40 minutos apds a estabilizagao
dos parametros cardiovasculares. A FC foi registrada simultaneamente em outro canal
(Biotach Gould, Cleaveland, EUA).

3.8 Comprovacao da desnervacgao sinoadrtica

A comprovagdo da eficiéncia da SAD em eliminar todas as aferéncias dos
barorreceptores arteriais foi feita apds os registros basais de PA e FC. Foram
administradas doses crescentes de fenilefrina e nitroprussiato de sédio iv (0,2 a 0,8
Mg/kg) e registrados as variagcbes de PA e FC correspondentes. A auséncia de

bradicardia e taquicardia reflexas indicavam a eficacia de desnervacéao sino-aortica.

3.9 Coleta do tecido cerebral

Apés os registros funcionais os ratos foram profundamente anestesiados
(pentobarbital sdédico, 60mg/Kg) e, imediatamente apds a parada respiratoria
perfundidos via ventriculo esquerdo com solugéo salina tamponada (0,01 PBS, ph 7,4 ~
20 ml/min por 5min). A pressao de perfusao foi mantida em niveis semelhantes aos
registrados nos animais conscientes.

Os ratos destinados aos experimentos de PCR (~8 ratos/grupo) a seguir
decapitados para remog¢ao do cérebro que foi imediatamente congelado (gelo seco).
Fatias cerebrais (800-1000 um de expessura) do hipotalamo e do tronco cerebral (nivel
do Obex) foram isoladas para obtencdo de “punches” bilaterais (~1,5 mg/punch)

direcionados ao PVN (englobando as partes medial e caudal do nucleo e tecidos
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circunvizinhos), ao NTS (englobando o NTS medial, intermediario e caudal, mais DMV e
tecidos circunvizinhos), e ao RVLM (englobando o RVLM, NA e areas circunvizinhas).
As amostras foram coletadas em 500 ul de Trizol® (Invitrogen, Sdo Paulo, S. P., Brasil)
e armazenadas a - 80 °C até o processamento do PCR.

Os ratos destinados aos estudos de imunofluorescéncia (4-5 animais /grupo)
foram apds a perfusdo com salina tamponada, perfundidos com paraformaldeido a 4%
(em PBS, ph 7,2, 10 ml/min, por 50 min). Os ratos foram decapitados para remogao do
cérebro que foi pds fixado em paraformaldeido 4% por 4 horas a 4 °C e crioprotegidos
em 0,01M PBS contendo 30% de sacarose a 4 °C por 3-4 dias. Os cérebros foram

enrrolados em papel aluminio e armazenados a -80 °C até o processamento histolégico.

3.10 Expresséo génica por Real-Time PCR

A expressao génica para os genes de interesse foi avaliada pela reacdo em

cadeia da polimerase em tempo real (Real-Time PCR).

Figura 3 - Esquema ilustrando as regides de interesse (NTS; RVLM; PVN) de onde foram
obtidos os punches para realizagao da técnica de RT-PCR.

PLANO DORSAL

PLANO VENTRAL

FONTE: (Cavalleri, 2012).
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3.10.1 Extracéo do acido ribonucléioco (tRNA)

O RNA total (tRNA) foi obtido pela homogenizacdo das amostras de tecidos
(punches do PVN, NTS e RVLM) em Trizol®. Apds a homogenizagdo as amostras
foram incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente e entdo se adicionou 0,2 ml
de cloroférmio em cada tubo. Apds 15 segundos de agitacéo por inversao, os tubos
foram deixados em repouso por 2-3 minutos a temperatura ambiente e posteriormente
centrifugados a 12000 g (15 min a 4 °C). A fase aquosa sobrenadante (= 400 pl) foi

entdo separada para novo eppendorf.

3.10.2 Precipitacéo e lavagem do tRNA

O tRNA foi precipitado pela adicado de 250 ul de alcool isopropilico a 100%
acrescentando-se de 2,5 pl de glicogénio de ostra. Apds 15 segundos de agitagcéo por
inversao os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e, entao,
centrifugados a 12000 g (10 min a 4 °C).

Para lavagem do tRNA, os sobrenadantes foram descartados (vertidos) e o RNA
precipitado (pellet) foi lavado com 500 pl etanol 75% e posteriormente centrifugado a
7500g (5min, 4 °C). Apds centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados (vertidos)
e com auxilio de ponteiras eliminou-se por capilaridade os residuos de etanol. Os tubos
foram deixados por 10 minutos a temperatura ambiente para secagem total do pellet, na
sequéncia, adicionou-se 18 pl de H,O DEPC em cada tubo. Apds a diluicdo dos
pelletes, os tubos foram aquecidos a 55-60 °C com agitacdo seguidos por choque
térmico em gelo. O RNA obtido foi quantificado no espectrofotbmeno (onda de 260 e

280 mm) e armazenado a -80 °C.
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3.10.3 Integridade do tRNA

A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose
1% diluido em tampao TRIS acetato EDTA, contendo 2 pl/100ml de brometo de etidio,
aplicando-se em cada pog¢o 5 pl de uma solugao contendo: 0,5 yl de amostra de RNA;
3,5 pl de H20O DEPC 0,01% e 1 ul de tampao de amostra, fixando-se uma voltagem de
70 V por aproximadamente 1 hora (até correr 2/3 do gel). Posteriormente, os géis foram
revelados sob luz de ultravioleta (UV) e as imagens foram capturadas com um detector
de imagem Chimr-Imager 5500-Alpha Innotech Corporation (Cidade do Cabo, Africa do
Sul). O tempo de exposicao foi ajustado pela auto-exposigcdo do aparelho. Por fim,

foram visualizadas as bandas 28S e 18S, indicadoras de integridade do RNA.

3.10.4 Reacdo de transcricdo do acido desoxirribonucleioco complementar
(cDNA)

Cuidadosamente, 2ug de tRNA (amostra) foram avolumados para 10ul de H,O
DEPC. A esta solucso foi adicionado 1pl de oligo dt seguido de aquecimento a 70°C por
5 minutos. A esta solugao foi adicionado 9 pyl de um mix contendo 1 ul da mistura de
trifosfato de desoxinucleotideos (dNTPs); 4 ul de tampao de reagao; 2,4 ul de
magneésio; 0,6 yl de RNAse out e, por ultimo, 1 uyl da enzima reverse transcripitase
Impron II. A mistura foi entdo homogenizada e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente seguido de aquecimento em banho maria a 42 °C por 1 hora. Posteriormente
foi incubada a 70 °C durante 15 minutos para inativacdo da enzima. As amostras foram,
entdo, armazenadas a 20 °C até serem submetidas a reagdo em cadeia de polimerase
(PCR).
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3.10.5 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (Real time PCR)

A reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (real time PCR) foi realizada
em um volume final de 25 pl contendo 1 yl de cDNA , 0,5 pl do oligonucleotideo sense,
0,5 pl do oligonucleotideo anti-sense, 8 pl de H,O DEPC e por fim 12,5 yl de Platinum
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen).

As sequéncias dos RNA foram extraidas do GenBank, desenhadas com auxilio
do software Primer3.e analisadas no Blast para verificar especificidade e tamanho de
fragmento. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para amplificagcdo do cDNA,

bem como o numero de acesso ao GenBank sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Seqliéncia dos primers para HPRT, OT e OTR utilizados no experimento, com
designacao das respectivas temperaturas de anelamento dos primers (TM),
tamanho do fragmento (pares de bases) originadas apés PCR (amplicon) e
numero de acesso ao GeneBank.

G Numero de acesso Produto Temperatura de
ene
Sequéncias sense e antisense ao GeneBank amplificado  anelamento (°C)

5'-ttttgctgacctgctggattac-3'
HPRT #NM_012583 125 60
5'-tacttttatgtccccecgttga-3'

5'-tagacctggatatgcgcaag-3'
oT # NM_012996.2 272 60
5'-ctcggagaaggcagactcag-3'

5'-atcgtgtgctggacaccttt-3'

Otr #NM_012871. 2 100 60

5'-aagagcatggcaatgatgaa-3'

FONTE: (Cavalleri, 2012).

As condices de PCR utilizadas para amplificar os genes foram: 2 min a 52 °C, 5
min a 95 °C, seguindo-se 40 ciclos na seguinte seqiiéncia: 15 seg 95 °C, 60 seg 60 °C,
20 seg 72 °C, seguido de curva de dissociagao (60 a 95 °C).

Todas as reacdes foram realizadas e analisadas usando o sistema Corbett
Research. A expressao génica foi quantificada utilizando o calculo do Ct (cycle
threshold) utilizando-se o método do AACt (Pfaffe, 2000). Os resultados foram
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apresentados em unidades arbitrarias referente a variagdo da taxa de indugao (fold
increase) em relagcdo ao grupo controle. A expressdo do gene HPRT (hipoxantina-
guanina fosforribosil transferase), continuamente expresso em todas as amostras, foi

utilizada como controle interno para normalizagdo das amostras.

3.10.6 Analise dos produtos da reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
(Real Time PCR)

A analise dos produtos da reagcdo em cadeia de polimerase em tempo real foi
realizada através da especificidade da reacdo com SYBR Green, confirmada pela curva
de dissociagédo. A linearidade e eficiéncia do teste foram avaliadas previamente através
de curvas de diluicdo da amostra. Uma vez que os amplicons duplicam-se a cada ciclo,
€ possivel determinar a eficiéncia de cada reagao calculando-se a inclinagao (slope) da
curva padrdo. As reacgdes foram consideradas aceitaveis quando apresentaram
eficiéncia proximas ao 6timo, 1. Este procedimento indica a eficiéncia dos

oligonucleotideos e a melhor diluigdo do produto de RT a ser utilizada nos ensaios.

3.11 Técnica de imunofluorescéncia para ocitocina

Os blocos correspondentes ao hipotalamo foram montados no pedestal do
criostato (Leica, CM 3050, Solms, Alemanha), com auxilio de gel apropriado (Tissue
Freezing Medium — TBS), para obtencao de cortes sequenciais de 25 um abrangendo
toda a extens&o do nucleo de interesse: PVN 1.3 mm a 2.3 mm; NTS: 13.3 mm a 14.3
mm em relagdo ao Bregma (Paxinos e Watson, 1986). Os cortes coronais foram
coletados em diferentes pogos de placa de cultura (Falcon 3047) contendo PBS
(Phosphate Buffer Saline) a 0,01M, e em seguida, processados para
imunofluorescéncia. Apos trés lavagens com PBS 0,01M de 10 minutos cada, os cortes
foram incubados com anticorpo-primario contra Ocitocina (polyclonal guinea pig anti-

oxytocin, Bachem, na concentracdo de 1/200.000), juntamente com NDS (5% do
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volume total) + PBS 0,01M + TRITON x 100 0,3%. O periodo de incubagao foi de 14-16
horas (“over night”). Os controles negativos dos experimentos foram feitos através da
omissdo de anticorpos primarios. Apés mais trés lavagens de 10 minutos com PBS
0,01M os cortes foram incubados com anticorpos secundarios CY3gp (CY™3-
conjugated affine pure Donkey Anti-Guinea Pig IgG, Jackson Immuno, na concentragé&o
de 1/500) por 2 horas. Ap6s 3 novas lavagens com PBS 0,01M os cortes foram
colocados numa placa de Petri contendo PBS 0,01 M, e com um pincel puxados
delicadamente para a lamina deixando todos os cortes alinhados. As laminas montadas
foram deixadas para secar em ar ambiente no escuro. Foi colocado Vectashield®
(Mounting Medium, Cat.No. H-10000, Vector Laboratories Inc., Burlingame, C. A., EUA)
e as laminas foram recobertas com laminula, evitando-se a formacao de bolhas. Todas
as bordas foram vedadas com esmalte de unha incolor. As imagens foram capturadas
em microscopio Leica DMLB, objetiva 40X e posteriormente analisadas e quantificadas
através do programa Image J 1.42q (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
EUA).

3.11.1 Quantificagdo da Imunofluorescéncia

As imagens foram analisadas para localizacdo das areas de interesse. A
quantificagdo de marcacgao foi realizada através da andlise de imagem utilizando-se o
programa Image J 1.42q.

No PVN, onde se situam os corpos celulares dos neurbnios OTérgicos, a analise
foi feita por regido, garantindo-se uma analise refinada e especifica de cada subnucleo
do PVN: dorsal cap (DC), ventromedial (VM) e magnocelulares (Mg) no PVN medial e
regido caudal do PVN (post) (Figura 4). Inicialmente foram tracadas janelas cujos
formatos abrangessem os diferentes subnucleos. Estas janelas foram arquivadas e
utilizadas para analise dos diferentes subnucleos em todas as imagens de modo a
manter as mesmas areas para a aquisicao dos dados. No NTS e RVLM né&o existem
neurbnios OTérgicos mas sim projegdes nervosas marcadas e a analise da densidade

das projegcdes também foi realizada regionalmente em janelas apropriadas. A
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intensidade em cada janela sobreposta a imagem foi mensurada (intensidade da regiao
de interesse — intensidade de background calculado em areas adjacentes). O threshold
foi ajustado para passar intensidades 1,5 x acima do background da imagem.

A densidade do sinal (expressa como porcentagem da area de interesse, ou
seja, a area ocupada pelo sinal/area de interesse total x 100) foi calculada para cada
area cerebral (PVN, NTS, RVLM).

Figura 4 - Imunofluorescéncia para OT no PVN medial e caudal, indicando os subnucleos
analisados: dorsal cap (DC), ventromedial (VM), magnocelular (Mg) e posterior

(post).

FONTE: (Cavalleri, 2012).
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3.12 Apresentacdo dos dados e analise estatistica

Os resultados sado apresentados como média + EPM. O desempenho em esteira
nos grupos SHAM e SAD para SHR e WKY durante os protocolos de treinamento e
sedentarismo foi analisado pela analise de variancia (ANOVA) de 3 fatores para
medidas repetidas (tempo). Os dados funcionais e de expressao génica e protéica
foram analisados pela ANOVA FATORIAL (grupo: SAD x SHAM, linhagem: SHR x WKY
e condicdo: S x T), seguida pelo teste post-hoc de Fisher LSD. O software utilizado para
realizacao dos calculos estatisticos foi o STATISTICA 7.0 (Stat Soft. Inc., Tulsa, EUA).

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da desnervacdo sinoadrtica e do treinamento aerObio sobre o
desempenho em esteira de WKY e SHR

As Tabelas 2 e 3 e as Figuras 5 e 6 apresentam os valores médios absolutos de
velocidades maximas atingidas durante os testes de esforgos maximos realizados antes
e apos as cirurgias SHAM e SAD, bem como as alteragbes de velocidades maximas
atingidas nos testes esforgo maximos realizados durante os protocolos de treinamento
(T) e sedentarismo (S).

No inicio dos experimentos, os SHR apresentaram melhor desempenho em
esteira quando comparados a seus respectivos controles WKY (1,40+0,03 a 1,44+0,03
Km/h vs. 0,83+0,02 a 0,89+0,02 Km/h, respectivamente, Tabela 2). Observou-se em
ambos o0s grupos queda discreta do desempenho nos ratos submetidos a cirurgia
SHAM. Por outro lado, a SAD promoveu queda significativa no desempenho dos WKY
(de 0,89+0,02 Km/h para 0,68 +0,02 Km/h) e SHR (de 1,44+0,03 Km/h para 1,26+0,04

km/h) quando avaliados 2 semanas apos a cirurgia (Tabela 2 e Figura 5).

Tabela 2 - Valores absolutos de velocidade maxima atingida durante os testes de capacidade
maxima antes e apos as cirurgias SHAM e SAD.

SHAM SAD

WKY SHR WKY SHR

Desempenho em Esteira (n=54) (n=58) (n=60) (n=52)

Vel. antes da cirurgia (Km/h) [0.83+0.02 1.40+£0.03 * |0.89+0.02 1.44+0.03*
Vel. apds a cirurgia (Km/h) |0.75+£0.02 1.38+0.03 * |0.68+0.02+ 1.26+0.04*+

Valores sdo média = EPM. Significancias (p<0,05) sao * vs WKY ; + vs antes.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figure 5 - A. Alteragbes do desempenho em esteira nos grupos WKY e SHR antes e apds as
cirurgias SHAM e SAD. B. Comparacao da redu¢do do desempenho induzido pelas
cirurgias SHAM e SAD.
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Significancias (p<0,05) sédo + vs antes da cirurgia; * vs WKY; # indica uma variagao significativa.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Conforme observado na Tabela 3 e Figura 6, em ambos os grupos SHR e WKY
submetidos a SAD ou SHAM o T determinou melhora significativa no desempenho em
esteira ergométrica, observada ja na sexta semana de treinamento. Apés 12 semanas
de treinamento os SHR submetidos a SAD ou SHAM atingiram velocidades similares de
1,95+0,05 e 1,971£0,05 Km/h, enquanto os WKY atingiram velocidades menores, mas
também similares de 1,34+0,04 e 1,39+0,03 Km/h, respectivamente, confirmando o
melhor desempenho dos SHR ja observado nos ratos intactos antes de qualquer
procedimento cirurgico e/ou experimental e que o TF foi igualmente eficaz em aumentar
o desempenho dos WKY e SHR intactos e desnervados (Tabela 3, Figura 6). Nos WKY
submetidos a SAD ou SHAM e que foram mantidos sedentarios por igual periodo de
tempo, ndo houve alteragdes significativas das respectivas velocidades atingidas nos
testes de esforco maximo, de forma que ao final das 12 semanas o desempenho dos
WKY variava entre 0,69+0,03 e 0,64+0,03 Km/h. Ja os SHR SAD sedentarios ao final
das 12 semanas, apresentaram uma maior perda na capacidade fisica quando
comparado ao SHAM (-0,35+0,05 vs -0,15+£0,08 Km/h, respectivamente, Tabela 3,
Figura 6).

Figura 6 - Evolugao temporal do desempenho em esteira de WKY e SHR sedentarios (S) e
treinados (T) submetidos a cirurgia SHAM e SAD.
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Valores séo médias +tEPM. Significancias (p<0,05) sdo * vs WKY; + vs S; # vs semana.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Tabela 3 - Valores absolutos de velocidade maxima atingida durante os testes de capacidade
maxima dos grupos SHAM e SAD nas semanas 0, 6, 12 e o ganho obtido ao final
dos protocolos de treinamento e sedentarismo.

SHAM WKY s (n=15) WKYt(n=14) SHRs (n=14) SHR't (n=15)
Semana 0 0,74+0,04 0,76+0,04 1,38+0,06* 1,38+0,04*
Semana 6 0,71+0,03 1,34+0,05+# 1,19+0,05* 1,77+0,06* + #
Semana 12 0,69+0,03 1,39+0,03+# 1,23+0,05* 1,97+0,05* + #
Ganho -0,05+0,03 +0,64+0,04+ -0,15+0,08 +0,59+0,05 +

SAD WKY s (n=14) WKYt(n=13) SHRs (n=13) SHRt (n=12)
Semana 0 0,65+0,03 0,72+0,04 1,21+0,04* 1,31+0,07*
Semana 6 0,68+0,03 1,24+0,04+ # 0,89+0,03*# 1,80+0,06*+ #
Semana 12 0,64+0,03 1,34+0,04+ # 0,86+0,03*# 1,95+0,05*+ #
Ganho -0,01+0,04 +0,62+0,05+ -0,35+0,05 +0,64+0,06+

Valores sdo médias +EPM. Significancias (p<0,05) sao * vs WKY; + vs S; # vs semana zero.
FONTE: (Cavalleri, 2012).

A comparacgdo do ganho do desempenho (diferenca entre a 12% e a semana 0)
entre os grupos (Figura 7) mostra claramente a eficacia do T em aumentar a
capacidade fisica de todos os grupos treinados (p<0,05 para alteragdo de ganho) com
aumentos equivalentes em WKY syamt, WKY sapt, SHRsyamt € SHRsapT, Sem alteragdes
significativas nos grupos sedentarios com excegado do grupo SHRsaps que apresentou
um prejuizo na sua capacidade fisica ao final do protocolo (-0,35+0,05). Na comparacéo
entre grupos treinados € importante notar, que ao final dos protocolos, o desempenho
em esteira foi similarmente aumentado pelo treinamento em todos os grupos

experimentais (vs semana zero, p<0,05, Figura 7, Tabela 3).
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Figura 7 - Comparagéo das alteragdes no desempenho em esteira (ganho) nos ratos
WKY e SHR, SHAM e SAD submetidos aos protocolos de treinamento e
sedentarismo.
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Significancia (p<0,05) + vs S, # semana zero.
FONTE: (Cavalleri, 2012).

4.2 Efeitos da desnervacdo sinoadrtica e do treinamento aerdbio sobre a

hemodinamica basal e sobre o controle reflexo da FC

A Figura 8 apresenta trechos dos registros hemodinédmicos de pressao arterial
pulsatil e frequéncia cardiaca basais para oito animais representativos dos oito grupos
experimentais. Observou-se que os SHR do grupo SHAM apresentam valores elevados
de PA e FC, além de apresentarem uma maior labilidade da PA quando comparados
aos controles WKY. Observou-se também, que o T reduziu a FC (SHR e WKY), a PA e
sua labilidade especificamente dos SHRspam. Por outro lado a SAD aumentou a
labilidade pressoérica em ambos os grupos WKY e SHR, a qual, no entanto encontrava-
se também reduzida apds o T. Interessante foi a observacdo que no grupo SHR
submetido a SAD o treinamento aerdbio parece perder a eficacia em reduzir a PA e FC,
ocasionando inclusive aumento adicional de seus valores absolutos. Também nos WKY

SAD nao se observou redugao da FC basal (Figura 8).
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Figura 8 - Registros da PA pulsati e FC em 8 ratos representativos dos grupos
WKYshams € WKYsyamt; SHRspavs € SHRspawr \WKYsaps € WKYsapr;;

SHRsaps € SHRsapr.
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Os valores médios absolutos de pressao arterial (sistdlica, diastdlica e média),
pressédo de pulso e frequéncia cardiaca de todos os oito grupos experimentais
(WKYsHavs € WKYshaut; SHRsHams € SHRsHavt, WKYsaps € WKYsapt; SHRsaps €
SHRsapT) sdo apresentados na Tabela 4. As medidas hemodinémicas obtidas durante o
repouso mostraram que os grupos SHR SHAM, exibiam maior pressdo arterial
(sistdlica, diastdlica e média) maior pressao de pulso e FC mais elevada que seus
respectivos controles normotensos (Tabela 4, Figuras 9, 10,11). Nos grupos SHAM o
TF foi efetivo em diminuir os valores basais de FC (de 362+6 para 323+3 nos SHR e de
310£5 para 28915 b/min nos WKY, correspondendo a quedas de 11% e 7%
respectivamente) e em 10% a PAM dos SHR (de 180+2 para 162+5 mmHg), sem
alteracao significativa da PAM dos WKY(Tabela 4, Figuras 10 e 11). Além de elevada
labilidade (Figura 8) a SAD foi acompanhada nos WKY e SHR sedentarios por aumento
das pressoes sistolicas, diastélicas e média, sem alteragdo da pressao de pulso e da
FC (Tabela 4, Figuras 9, 10, 11). Interessante, foi a observagdo de que nos grupos
submetidos a SAD, o T aumentou a FC basal nos SHR e WKY (de 347+8 para 37517 e
de 3207 para 34816 b/min, p <0,05), correspondendo a aumentos de 8% e 9%
respectivamente (Tabela 4, Figura 11). O T também determinou aumentos significativos
da PAM dos SHR (de 18312 para 1954 mmHg p <0,05, correspondendo a um
aumento de 7%), sem alterar significativamente a PA no grupo WKY. O T néo
determinou qualquer alteracédo da presséao de pulso nos SHR e WKY submetidos a SAD
ou SHAM (Tabela 4, Figura 9).

Observamos também que o T melhorou o controle reflexo da FC dos grupos
SHAM, conforme indicado pelo calculo dos indices de bradicardia e taquicardia reflexas
(Tabela 5): houve aumentos de 44% e 43% nos WKYt vs WKYs e de 36% e 25% nos
SHRt vs SHRs respectivamente para bradicardia e taquicardia reflexas. Por outro lado
as respostas bradicardicas e taquicardicas encontravam-se muito deprimidas apds a

SAD (Tabelab), confirmando a eficacia da remocé&o das aferéncias dos barorreceptores.
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Tabela 4 - Valores absolutos de presséo arterial sistolica, diastélica e média, pressao de pulso
e freqUéncia cardiaca basais nos oito grupos experimentais.

SHAM WKY's WKYt SHRs SHRt
Presséo Sistdlica (mmHg) 15141 147+ 3 204+ 3* 199+ 4*
Presséao Diastolica (mmHg) 111+ 1 10512 149+ 3* 137+ 3*+
Presséo Arterial Média mmHg) | 130+ 2 126+ 2 180+ 2* 162+ 5*+
Pressao de Pulso (mmHg) 3941 4312 55+3* 61+£3*
Frequéncia Cardiaca (b/min) 31015 289+ 5+ 362+ 6* 323+ 3*+

SAD WKYs WKYt SHRs SHRt

Presséo Sistdlica (mmHg) 160+ 3# 16614 # 214+ 2°# 222+ 4*#
Presséo Diastélica (mmHg) 119+ 2# 122+3# 159+ 2*# 170+ 3*#+
Pressao Arterial Média mmHg) | 137+ 2# 144+ 3# 183+ 2* 195+ 4*+#
Pressao de Pulso (mmHgQ) 412 44+3 55+2* 52+4*
Frequéncia Cardiaca (b/min) 320+ 7 348+ 6+# 34748 * 375+ 7+#*

Valores sdo médias + EPM. Foram obtidos em 12-15 ratos/grupo. Significancias (p<0,05) sdo
*vs. WKY, + vs. S, # SHAM.

FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figura 9 - Comparagéao dos efeitos da desnervagao sino aédrtica e do treinamento aerébio sobre
os valores basais de pressao sistdlica (PS), pressao diastolica (PD) e pressao de

pulso.
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FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figura 10 - Comparagao dos efeitos da desnervagao sinoadrtica e do treinamento fisico sobre

os valores basais de pressao arterial media (PAM).
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FONTE: (Cavalleri, 2012).

Figura 11 - Comparagéo dos efeitos da desnervagdo sinoadrtica e do treinamento aerdbio

sobre valores basais de frequiéncia cardiaca (FC).
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Tabela 5 - Sensibilidade do reflexo barorreceptor, avaliadas a partir do calculo do indice médio
de bradicardia (IBR) e taquicardia (ITR) reflexas nos diferentes grupos
experimentais

WKYs WK Yt SHRs SHRt
SHAM

IBR (bpm/mmhg) -1,53+0,07 -2,21+0,10t -1,05+0,08 * -1,43+0,07 *t

ITR (bpm/mmhg) -2,28+0,09 -3,26:0,12t -1,67+0,11* -2,090,10 *+
SAD

IBR (bpm/mmhg) -0,23+0,08 # -0,41+0,10 # -0,12+0,11 # -0,20+0,07 #
ITR (bpm/mmhg) -0,32+0,14 # -0,53+0,09 # -0,26+0,10 # -0,23+0,09 #

Valores sdo médias + EPM e foram obtidos em 6-9 ratos/grupo. Significancia (P<0.05): *
vs WKY; T vs S; # vs SHAM.
FONTE: (Cavalleri, 2012).

4.3 Efeitos da desnervacado sinoadrtica e do treinamento fisico sobre o sistema

OTérgico central

A Tabela 6 sumariza os valores relativos a expressao de mRNA de OT no PVN e
de seu receptor no NTS e RVLM. A comparacgao de expressao de mRNA de OT no PVN
dos diferentes grupos (Figura 12) mostrou ndo haver diferenca entre WKY e SHR
SHAM sedentarios. Nos grupos SHAM, o T foi eficaz em aumentar significativamente a
expressao relativa de mRNA de OT nos WKY (de 1,32+0,51 para 5,16+1,26) e SHR (de
1,14+0,32 para 3,04+0,61), correspondendo a acréscimos de 3,9 e 2,7 vezes,
respectivamente.. A SAD provocou, nos dois grupos experimentais WKY e SHR, uma
diminuigao drastica de mRNA de OT (0,24+0,12 e 0,09+0,01 respectivamente) e o T

nao foi eficaz em reverter esta situagao (Figura 12, Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores de expressao relativa de mRNA de OT no PVN e mRNA de OTr no DBS e
RVLM nos oito grupos experimentais.

SHAM WKYs WKYt SHRs SHRt

OT mRNA PVN 1,32+0,51 5,16£1,26+  1,14+0,32 3,04+0,61+*

OTr mRNA NTS 1,07+ 0,20 090+0,16 1,40+£0,21 1,42+0,50

OTr mMRNA RVLM 0,67+0,19 1,56+0,30 2,70+0,70*  1,15+0,46+

SAD WKYs WKYt SHRs SHRt

OT mRNA PVN 0,24+0,12# 0,16+0,06# 0,09+0,01# 0,22+0,10#

OTr mRNA NTS 1,20 £ 0,19 1,10+0,08 0,80+0,24 1,26+0,23

OTr mRNA RVLM 1,75+0,25 1,46+0,22 1,00£0,39# 0,56+0,18
Valores sédo médias + EPM para 7-9 ratos/grupo. Significancias (p<0,05) séo * vs. WKY, +
vs. S, # SHAM.

FONTE: (Cavalleri, 2012).

Figura 12 - Comparacéo dos efeitos da desnervagdo sinoadrtica e do treinamento aerdbio
sobre valores relativos de mRNA de OT no PVN.
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Significancia p<0,05, * vs WKY; + vs S, # vs SHAM.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Correlacionando para cada rato a expressao relativa de OT no PVN com o
respectivo valor de FC basal (Figura 13) observamos para os WKY e SHR intactos,
correlagbes negativas significativas entre estes parametros, ou seja, quanto maior a
expressao de mRNA de OT no PVN menores os valores da FC basal, tanto no grupo
WKY como no grupo SHR, com maior inclinigdo no grupo WKY (Figura 13). Em relagéo
aos grupos SAD podemos observar que a desnervagdo sinoadrtica aboliu

completamente estas correlacdes.

Figura 13 - Correlagéao entre a expressdo de mRNA de OT no PVN e a freqliéncia cardiaca
(FC) basal em WKY e SHR sedentarios e treinados submetidos a cirurgia SHAM
ou a desnervacgao sino aortica (SAD).
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As equagbes de regressao foram Ywkysuam = -0.07x + 24, r = -0.89, P<0.05;
YSHR.SHAM = -0.03x + 13, r= -0.88, P<0.05; YWKY.SAD = -0.003x + 037, r= -0.04,
P>0.05; Yshrsap = -0.003x + 0.31, r = -0.06, P>0.05. t indica correlagdao
significativa.

FONTE: (Cavalleri, 2012).

Em relagdo aos receptores de ocitocina (OTr) no NTS, como observamos na
Tabela 5 e Figura 14, ndo houve nos grupos SHAM alteragdo na expresséo relativa do
MRNA nem pela hipertensao (1,40 £ 0,21 vs 1,07+ 0,20, SHRs vs WKYs) nem pelo T
(1,42 £ 0,50 vs 0,90 £ 0,16). Apés SAD também ndo se observaram modificagbes na
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expressao relativa de mRNA OTr nos grupos WKY e SHR quando comparados aos
respectivos controles SHAM ou aos respectivos controles sedentarios. Em suma, a

hipertensao, a desnervagao sinoadrtica e o T ndo modificaram a expresséao relativa de
MRNA para OTr no NTS.

Figura 14 - Comparacéo dos efeitos da desnervagdo sinoadrtica e do treinamento aerdbio
sobre valores relativos de mRNA OTr no NTS.
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FONTE: (Cavalleri, 2012).

Em relagdo aos receptores de ocitocina (OTr) no RVLM, como observado na
Tabela 5 e Figura 15, houve nos grupos SHAM aumento de expressao relativa do
MmRNA nos SHRs vs WKYs (2,70+0,70 vs 0,671£0,19). O T reduziu a expressao de
RNAmM de OTr no RVLM de SHR intactos (de 2,70+0,70 para 1,15+0,46) mas nao
alterou nos WKY SHAM (1,56+0,30 vs 0,67+0,19, WKYt vs WKYs). A SAD bloqueou o
aumento da expressao relativa de mRNA OTr induzida pela hipertensdo, sem a
modificar nos demais grupos (Tabela 6, Figura 15).
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Figura 15 - Comparacéo dos efeitos da desnervagao sinoadrtica e do treinamento aerébio
sobre valores relativos de mRNA OTr no RVLM.
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Significancias (p<0,05) * vs WKY; + vs S; # vs SHAM.
FONTE: (Cavalleri, 2012).

A Figura 16 ilustra e compara a imunofluorescéncia de neurdnios OTérgicos do
PVN medial em WKY e SHR, sedentarios e treinados. Observa-se densa marcagao nos
subnucleos ventromedial, dorsal cap e magnocelular de WKYs e SHRs e que o
treinamento foi acompanhado de um grande aumento da fluorescéncia em ambos os
grupos. Em contraste e a semelhanca dos dados de mRNA, a imunorreatividade de
neurdnios OTérgicos foi bastante deprimida apds a SAD e nesta situacao néo afetados
pelo treinamento (Figura 17). De forma similar, as Figuras 18 e 19, comparam a
imunofluorescéncia de neurbénios OTérgicos no PVN caudal (subnucleo posterior) de
WKY e SHR sedentarios e treinados nos grupos SHAM e SAD respectivamente. Ha
apos TF aumento da imunofluorescéncia para OT nos grupos SHR e WKY SHAM; por
outro lado que a SAD é acompanhada de redugdo da densidade de neurdnios
OTérgicos bem como pela auséncia dos efeitos do T.

Os dados quantitativos dos 8 grupos experimentais sdo apresentados na Tabela
7 e comparados na Figura 20. Observa-se no grupo SHAM que os neurbnios OTérgicos
estdo concentrados no subnucleo ventromedial dos WKY (62% + 3 % vs 20-30% nos
outros subnucleos, p<0,05) e que a hipertensao reduziu o conteudo de OT nesta area

(47% % 6% nos SHRs), aumentou o conteudo de OT no subnucleo magnocelular ( de
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31+ 3 nos WKYs para 46 +8% nos SHRs) sem alterar seu conteudo nos subnucleos
posterior e dorsal cap (médias de 29 £ 1 e 20 +2 %, respectivamente). Dados do grupo
SHAM também confirmaram o intenso aumento na densidade de neurdnios OTérgicos
induzido pelo treinamento nos subnucleos posterior (+ 2,9 vezes em ambos, WKY e
SHR), dorsal cap (+ 3,3 e 2,9 vezes para WKY e SHR), ventromedial (+1,4 e 1,9 vezes
para WKY e SHR) e magnocelular (+3,0 e +1,7 vezes para WKY e SHR,
respectivamente, Tabela 7, Figura 20). A SAD deprimiu a densidade de neurdnios
OTérgicos em todos os subnucleos de WKY e SHR (redugdes de 66% a 77%) (Tabela
7, Figura 20, p< 0,05 para SAD vs SHAM em todas as comparacgdes).

Da mesma forma que observado para a expressdo de mRNA de OT no PVN, o
conteudo de OT nos diferentes subnucleos do PVN correlacionava-se negativa e
significativamente com os valores de FC basal exibidos pelos WKY e SHR intactos
(Tabela 8). O aumento da densidade de neurbénios OTérgicos no PVN posterior e no
PVN medial (ventromedial, dorsal cap e magnocelular) apds treinamento foi
acompanhado de redugao da FC basal nos grupos WKY e SHR. Em contraste nao se
observaram correlagdes significativas apds a SAD (Tabela 8).

Analisamos também a imunofluorescéncia de neurdnios OTérgicos antes e apoés
a SAD no nucleo supradptico, (SON, Figura 21): a densidade de OT foi similar para os
grupos WKY SHAM sedentario e SHR SHAM sedentario (53+2% e 54+2%) e a
desnervagao sinoaodrtica ndo provocou quaisquer mudangas neste padrao (56+1% e

5411, apos SAD, respectivamente, Figura 21).
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Figura 16 - Fotomicrografias comparando a imunofluorescéncia para OT no PVN medial de
WKY (painéis superiores) e SHR (painéis inferiores), sedentarios (painéis a
esquerda) e treinados (painéis a direita) intactos (SHAM).

SHAM

SHRt

Os nucleos do PVN medial sdo o dorsal cap (dc), ventromedial (vm) e o magnocelular
(mg); 3V indica o 3° ventriculo cerebral.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figura 17 - Fotomicrografias comparando a imunofluorescéncia para OT no PVN medial de
WKY (painéis superiores) e SHR (painéis inferiores), sedentarios (painéis a
esquerda) e treinados (painéis a direita) desnervados (SAD).

SAD

SHRs SHRt

Os nucleos do PVN medial sdo o dorsal cap (dc), ventromedial (vm) e o magnocelular
(mg); 3V indica o 3° ventriculo cerebral.
FONTE: (Cavalleri, 2012).



Figura 18 - Fotomicrografias comparando a imunofluorescéncia para OT no PVN posterior de
WKY (painéis superiores) e SHR (painéis inferiores), sedentarios (painéis a
esquerda) e treinados (painéis a direita) nos grupos intactos (SHAM).

SHAM

3V
WKYs WKY1

SHRt

3V indica o 3° ventriculo cerebral.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figura 19 - Fotomicrografias comparando a imunofluorescéncia para OT no PVN posterior de
WKY (painéis superiores) e SHR (painéis inferiores), sedentarios (painéis a
esquerda) e treinados (painéis a direita) nos grupos desnervados (SAD).

SAD

HDSs

3V indica o 3° ventriculo cerebral.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Tabela 7 - Valores da densidade de OT no PVN posterior e diferentes subnucleos do PVN
medial (ventromedial, dorsal cap e magnocelular) nos oito grupos experimentais.

SHAM WKY's WKYt SHRs SHRt
PVN Posterior % 29+1 8616+ 2944 85+1+
PVN Ventromedial % 6212 8715+ 47+6* 9115+
PVN Dorsal Cap % 211 7018+ 2012 5719+
PVN Magnocelular % 31+3 9413+ 4618* 7618+
SAD WKYs WKYt SHRs SHRt
PVN Posterior % 10£1# 9,+2# 8+1# 6+1#
PVN Ventro Medial % 20+1# 1021# 1110,1# 8+1#
PVN Dorsal Cap % 5+2# 4+1# 510,1# 5+1#
PVN Magnocelular % 9+2# 1310,2# 12+1# 20+2#

Valores sdo médias

Significancias (p<0,05) sédo * vs. WKY, + vs. S, # SHAM.

FONTE: (Cavalleri, 2012).

+ EPM e foram obtidos em 4-6 cortes/rato, 3-4 ratos/grupo.
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Figura 20 - Comparacao dos efeitos da desnervagdo sinoadrtica e do treinamento aerodbio
sobre a densidade de OT em diferentes subnucleos do PVN: posterior,
ventromedial, dorsal cap e magnocelular.

Posterior
Ventro Medial
180 - 150 -
§ 100 §1oo
h=1 b=}
= [ ==
B 50 - 3 %0
#
0 0
WKY SHR
SHAM SAD
DorsalC
150 - ap 150 . Magnocelular
L+
o100 { 4 + B 100 -
] Em— s *
o —
S s .
© 50 -1 - m A
#E 4oy g 4 # P
o i N ,—:E—- -
WKY SHR WY SHR 0
\ /N WY SHR WY SHR

St AM SAD SHAM SAD

Significancias (p<0,05) * vs WKY; + vs S; # vs SHAM.
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Tabela 8 - Equagdes de regressao linear correlacionando alteragbes na imunorreatividade de OT com
alteragdes na frequencia cardiaca basal induzidas pelo treinamento nos diferentes subnucleos
do PVN de WKY e SHR submetidos a SAD ou SHAM.

SHAM SAD
WKY SHR WKY SHR

PVN post  Y=-0,82x +305* Y=-0,57x +258 *  Y=0,03x - 2 Y=0,03x - 4
(r = -0,98) (r = -0,94) (r=0,51) (r = 0,69)

PUNVm  Y=-0,34x +177 * Y=-0,48x +237*  Y=-0,08x +44  Y=0,02x + 2
(r = -0,88) (r = -0,96) (r = -0,50) (r = 0,53)

PUNdc  Y=-0,68x +251* Y=-0,40x +179*  Y=0,02x - 3 Y=-0,01x + 8
(r =-0,92) (r = -0,92) (r = 0,37) (r = -0,56)

PUNmMg  Y=-0,88x +327 * Y=-0,31x+171*  Y=0,06x-9  Y=-0,07x + 39
(r = -0,96) (r=-0,81) (r = 0,56) (r = -0,63)

PVN post, posterior PVN; PVN vm, subnucleo ventromedial do PVN medial; PVN dc,
subnucleo dorsal cap do PVN medial; PVYN mg, subnucleo magnocelular do PVN medial. *

Indica correlagao significativa (P<0.05).
FONTE: (Cavalleri, 2012).
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Figura 21 - A. Fotomicrografias comparando a densidade de neurdnios OTérgicos no SON de
WKY e SHR sedentarios submetidos a desnervagao sinoadrtica (SAD) ou a
cirurgia fictica (SHAM).

SHAM

[JWKYs

Relative OT density (%)
3

SHAM SAD

No painel inferior (B) comparagao da densidade relativa de OT no SON dos grupos WKY
e SHR sedentarios submetidos a SAD ou SHAM. Valores correspondem a medidas em
4-6 cortes/rato, 3-4 ratos/grupo.

FONTE: (Cavalleri, 2012).
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5 DISCUSSAO

Através deste estudo varias observagdes originais sobre o papel dos
barorreceptores em mediar os efeitos do treinamento aerdbio sobre o sistema
cardiovascular puderam ser identificadas:

a) os ajustes cardiovasculares induzidos pelo treinamento sdo dependentes
da atividade dos barorreceptores e envolvem ajustes do sistema OTérgico
central;

b) o treinamento fisico ndo é capaz de reverter os prejuizos cardiovasculares

induzidos pela retirada dos barorreceptores;

c) a desnervagcdo sinoadrtica prejudica drasticamente a expresséao/

funcionamento do sistema OTeérgico central anulando consequentemente os

efeitos benéficos do exercicio sobre o sistema cardiovascular.

5.1 Influéncia do treinamento aerdobio e da desnervacdo sinoadrtica sobre o

desempenho fisico

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam observagao anterior de
nosso laboratorio (Ceroni et al., 2009) de que a SAD reduz agudamente o desempenho
dos animais na esteira ergométrica, mas nao atrapalha o ganho final de desempenho
induzido pelo treinamento aerobio de baixa intensidade, uma vez que ao final dos
protocolos, a velocidade maxima atingida pelos SHR e WKY submetidos ou ndo a
remocao seletiva dos barorreceptores foi equivalente.

Sabe-se que durante o exercicio fisico as respostas cardiovasculares sao
comandadas por dois mecanismos neurais (Figura 1): o comando central um
mecanismo tipo "feed forward” que determina o padrdo de atividade da musculatura
esquelética e o controle reflexo da circulagdo, um mecanismo de "feedback” que ajusta
reflexamente as respostas cardiovasculares durante o exercicio (Michelini e Morris,
1999; Michelini, 2001; Mitchell, 1990; Rowell, 1992;). Com a SAD os animais perdem a
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informacao aferente que desencadeia o controle reflexo da PA, resultando em uma
grande variabilidade na PA, o que pode contribuir para reduzir o desempenho durante
corrida em esteira. No entanto a queda no desempenho foi observada apenas
agudamente (2 semanas apoOs as cirurgias) nao atrapalhando o desenvolvimento dos
protocolos de treinamento; quando houve aumento similar e paralelo no desempenho
dos grupos SHR e WKY submetidos a SAD ou cirurgia ficticia. Observou-se apos as
doze semanas ganho de capacidade fisica similar entre WKY SHAM e SAD e SHR
SHAM e SAD (maior nestes ultimos), confirmando dados anteriores do nosso grupo de
que a SAD prejudica agudamente o desempenho fisico dos rato como indicado pela
redugdo da velocidade atingida 2 semanas apds mas nao atrapalha o desempenho
durante o protocolo de treinamento (Amaral et al., 2000; 2001; Ceroni et al., 2009; Melo
et al., 2003). E possivel que a preservacdo do simpatico cervical durante a cirurgia SAD
tenha contribuido para o ganho de desempenho observado neste grupo. O ganho de
capacidade fisica dos WKY e SHR submetidos a SAD ou cirurgia SHAM pode ser
também parcialmente explicado pelo aumento da capilarizacdo da musculatura
esquelética observada nestes animais durante o treinamento (Chaar et al.,, 2010), o
que se repercute em melhor oxigenagéao celular e ganho de capacidade fisica ao longo
do protocolo. Aumento do desempenho subseqiente ao treinamento em SHR
submetidos a SAD também foi observado por Moraes-Silva et al. (2009).

Nossos dados também confirmaram achados anteriores de nosso e outros
laboratorios relativos a eficacia do treinamento fisico de baixa intensidade em aumentar
igualmente o desempenho de normotensos e hipertensos intactos (Amaral et al. 2000;
2001; Ceroni et al.,, 2009; Melo et al., 2003; Véras-Silva et al., 1997), mostrando
adicionalmente que os grupos submetidos a SAD também apresentam desempenho

similar em esteira.
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5.2 Influéncia do treinamento aer6bio e da desnervacdo sinoadrtica sobre os

parametros hemodinamicos basais

Demonstramos também que o treinamento aerdbio de baixa intensidade foi
eficaz em induzir bradicardia de repouso em normotensos e hipertensos integros
(submetidos a cirurgia ficticia). A redugcdo da frequéncia cardiaca basal € uma
caracteristica marcante do treinamento fisico e um indicativo de sua eficacia. Trabalhos
anteriores da literatura e de nosso proprio laboratério tém sistematicamente mostrado
reducao da frequéncia cardiaca basal em normotensos e hipertensos treinados vs seus
controles sedentarios (Amaral et al., 2000; 2001; Ceroni et al., 2009; Clausen, 1977;
Higa-Taniguchi et al., 2007; 2009; Martins et al., 2005; Melo et al., 2003; Scheuer e
Tipton, 1977; Meredith et al., 1990; Veras-Silva et al., 1997), o que foi confirmado pelos
dados do presente trabalho. Estudos anteriores ja haviam demonstrado um importante
papel desempenhado pelas proje¢des OTérgicas ao tronco cerebral na modulagéo do
controle da FC: a OT age no complexo solitario vagal para facilitar o tdbnus vagal ao
coragao e a bradicardia reflexa durante elevagdes transitérias da PA (Dreifuss et al.,
1988; Higa et al., 2002; Russ e Walker, 1994). Trabalhos do nosso laboratério também
indicaram que o bloqueio de receptores de OT no NTS reduz a bradicardia reflexa (Higa
et al.,, 2002) e aumenta a resposta taquicardica ao exercicio dinamico (Braga et al.,
2000; Michelini, 2001, 2007a).

Estudos anteriores ja haviam também demonstrado outro efeito benéfico do
treinamento aerdbio de baixa intensidade, a redugédo da PA em individuos hipertensos e
em modelos animais de hipertensdo (Amaral et al., 2000, 2001; Ceroni et al., 2009;
Higa-Taniguchi et al., 2007, 2009; Martins et al., 2005; Melo et al., 2003). Nossos dados
do grupo SHAM, mostrando queda da PA nos SHRry, confirmaram estas observacoes,
demonstrando mais uma vez a eficacia do treinamento aerdbio como conduta
terapéutica em hipertensos. Em trabalhos anteriores nosso grupo ja havia demonstrado
que a reducdo da PA em SHRt era acompanhada de redugdo significativa da
resisténcia vascular da musculatura esquelética (Amaral et al., 2000) a qual se

correlacionava diretamente com a reducdo da razdo parede/luz de arteriolas
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musculares esqueléticas (Amaral et al., 2000; Melo et al.,, 2003). Havia apoés
treinamento completa normalizagcédo da estrutura de arteriolas musculares esqueléticas
dos SHR (remodelamento eutrofico para fora) a qual contribuia para redugao parcial da
resisténcia vascular periférica e consequentemente da PA (Amaral e Michelini, 2011;
Ceroni et al., 2009).

Interessante notar que ratos SAD submetidos ao treinamento aerdbio mostram
alteracbes hemodinamicas opostas: houve apdés treinamento aumento significativo da
FC basal em ambos os grupos (WKY e SHR), bem como aumento da PAM nos SHR.
Estes resultados indicam que os efeitos hemodindmicos benéficos do treinamento séo
dependentes da integridade dos barorreceptores arteriais. Sabe-se que o0s
barorreceptores arteriais codificam continuamente os niveis de PA e os sinalizam ao
NTS, e a outros nucleos bulbares de integragdo (Michelini, 2008). A informacéao
aferente carreada pelos barorreceptores ascende continuamente a nucleos pré-
autondmicos do hipotalamo, que integram estas informag¢dées e modulam, via proje¢des
descendentes ao bulbo dorsal e ventral, o tbnus autondmico ao coracdo e vasos.
(Dampney et al., 1994; Michelini, 2008; Michelini e Stern, 2009). Desta forma, a
auséncia de informacbes aferentes provenientes da periferia prejudica a integragéo
central a niveis bulbar e suprabulbar, prejudicando consequentemente, os ajustes
funcionais ao treinamento aerdbio. Trabalho anterior de nosso laboratorio ja havia
mostrado que a desnervagado sino-adrtica abole em hipertensos a reducédo da
variabilidade do tonus simpatico induzida pelo treinamento aerdbio (Ceroni et al., 2009).
Neste trabalho utilizando a analise espectral sobre séries temporais da PA descreveu-
se haver nos SHR SHAM redugéo significativa do componente LF (indicativo da
atividade simpatica) o qual se correlacionava com a queda da PA subsequente ao
treinamento. Interessante foi a observagao de que a correlagao positiva entre niveis de
PA e LF nos SHR foi abolida apds desnervacao sinoadrtica (Ceroni et al., 2009),
indicando que a auséncia da sinalizagcao aferente pelos barorreceptores prejudica a
reducdo do ténus simpatico pelo treinamento aerdbio. Da mesma forma que observado
por Ceroni et al (2009) nos grupos WKY (que nao apresentam hipertonia simpatica) nao

houve alteracdo da PA e do LF apo6s treinamento, reforcando mais uma vez a
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potencialidade desta conduta terapéutica em reverter apenas os efeitos deletérios da
hipertenséo.

No presente estudo pudemos também observar que a desnervagdo dos
barorreceptores promoveu em ambos 0s grupos um expressivo aumento da labilidade
intrinseca da PA, a qual foi parcialmente reduzida apds o treinamento em ambos os
grupos experimentais mesmo na auséncia dos barorreceptores arteriais. Estes dados
sugerem que o treinamento possa também ativar outros mecanismos de ajuste central
elou periférico, os quais atuariam no sentido de minimizar o efeito da auséncia dos
barorreceptores, corrigindo parcialmente as oscilagbes de PA. Desconhecemos, no

entanto, a identidade deste(s) mecanismo(s).

5.3 Influéncia do treinamento aerébio e da desnervagdo sinoadrtica sobre o

sistema OTérgico central

Durante muitos anos acreditou-se que as Unicas fungdes da ocitocina
relacionavam-se a contracdo uterina durante o parto e a ejegcdao do leite na
amamentagao (Du Vigneaud et al., 1953). Estudos recentes tém, porém demonstrado
seu envolvimento do controle cardiovascular (Michelini, 2001; Braga et al., 2000;
Michelini, 2007; Michelini e Stern, 2009; Richard et al., 1991). Frente a esses novos e
interessantes achados estudar o papel da ocitocina no controle cardiovascular tornou-
se um dos principais focos do nosso grupo de pesquisa.

Trabalhos anteriores de nosso laboratério ja haviam sugerido a importancia das
projecoes OTérgicas do PVN ao NTS/DMV em modular o controle reflexo da freqtiéncia
cardiaca, facilitando o ténus vagal ao coragdo. Observou-se em ratos normotenso
aumento da resposta bradicardica durante elevagbes transitérias da PA (Higa et al.,
2002), a qual era blogueada pela administragdo de antagonista de OT no complexo
NTS/DMV. Observou-se também na presenca de bloqueio dos receptores de OT,
aumento da resposta taquicardica ao exercicio agudo (Braga et al., 2000; Michelini,
2001; Michelini, 2007). Interessante foi a observagdo de que esta resposta ocorria

apenas nos individuos treinados, sugerindo que o treinamento ativava as proje¢des
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OTérgicas do PVN ao NTS/DMV as quais eram responsaveis pela menor resposta
taquicardica ao exercicio dindmico apresentada por normotensos e hipertensos
treinados (Braga et al., 2000; Higa-Tanaguchi et al., 2009; Michelini, 2001, 2007).

Os dados do presente trabalho além de confirmar a importancia da sinalizagéao
aferente em desencadear os efeitos benéficos do treinamento sobre a bradicardia de
repouso em normotensos e hipertensos e sobre a redugdo da PA em hipertensos
trouxeram também observagdes originais sobre o funcionamento das proje¢oes
OTérgicas do PVN ao tronco cerebral.

Demonstramos que:

a) o treinamento aumentou a expressdo de mRNA de OT no PVN, o qual foi

acompanhado de intenso aumento da densidade de neurdnios OTérgicos em

ambos os grupos normotenso e hipertenso;

b) o aumento da expressdao de mRNA de OT e do conteudo de OT no PVN de

individuos treinados correlacionou-se com a redugdo da frequéncia cardiaca

basal observada nos WKY e SHR em repouso;

c) a desnervagao sinoadrtica bloqueou completamente a expressao de mRNA de

OT no PVN, causando, em ambos os grupos, redugéo marcante da densidade de

neurdnios pré-autonémicos positivos para OT no PVN;

d) a remogao dos barorreceptores também bloqueou a instalagdo da bradicardia

de repouso anulando a correlagdo negativa entre conteudo de OT no hipotalamo

e valores de frequéncia cardiaca basal nos WKY e SHR;

e) este efeito foi especifico para os neurénios OTérgicos pré-autondmicos do

PVN uma vez que a SAD nao interferiu com a imunorreatividade para OT nos

neurdnios magnocelulares do SON.

Em conjunto, estes achados sugerem que a sinalizagao aferente carreada pelos
barorreceptores e quimiorreceptores € crucial para o funcionamento normal dos
neurdnios pré-autondémicos OTérgicos do hipotalamo e que os efeitos benéficos do
treinamento sobre a instalacdo da bradicardia de repouso envolvem a ativagao destes

neurdnios e sdo desencadeadas pela sinalizagédo aferente.
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Os dados do presente trabalho vieram, portanto confirmar observacoes
funcionais anteriores do nosso laboratério e nossa hipétese de trabalho. Demonstramos
que o treinamento foi eficaz em aumentar, nos grupos SHAM, tanto a expressao génica
como protéica de OT no PVN de WKY e SHR. Importante notar que este aumento
correlacionava-se com a bradicardia de repouso confirmando serem as projegdes
OTérgicas ao NTS/DMV responsaveis em aumentar o tbnus vagal para o coragaona
situacdo basal e que estas respostas bradicardizantes estavam presentes em
normotensos e hipertensos, mas apenas nos grupos treinados como ja o haviam
sugerido Higa-Tanaguchi et al (2009) ao estudar a modulagdo da taquicardia do
exercicio. O PVN do hipotalamo contém varios grupamentos celulares que sintetizam
OT e se projetam a neurohipdfise (neurdnios magnocelulares, agrupados no subnucleo
magnocelular — partes bilateral e medial) ou a nucleos autonémicos (neurdnios
parvocelulares agrupados nos subnucleos dorsal cap e ventromedial do PVN medial e
no subnucleo posterior do PVN caudal). Realmente experimentos in vivo demonstraram
haver liberacdo de OT no NTS apds estimulagdo elétrica do PVN (Landgraf et al.,
1990). Interessante notar que o treinamento aerdbio e a desnervagao sinoaodrtica
determinaram efeitos mais ou menos similares na imunorreatividade para OT em todos
os subnucleos do PVN. De particular interesse para nossos estudos sao os subnucleos
posterior e o ventromedial que se projetam a areas de integragdo autonémica bulbares
(NTS/DMV, VLM, area postrema e raphe dorsal), além da coluna intermédia lateral da
medula, como o faz o dorsal cap (Buijis, 1978; Sawchenko e Swanson, 1982; Sofroniew
e Schrell, 1981). Além disto demosntrou-se que a administracdo de fluorogold bo NTs
medial € acompanhada de densa marcac¢ao no subnucleo posterior e menor densidade
de marcagao nos demais subnucleos (Higa-Taniguchi et al., 2007) indicando ser o PVN
posterior a principal fonte de projecbes de neurbnios pré-autondmicos ao NTS.
Observou-se também que muitos destes neurdnios eram imunorreativos para OT (Higa-
Taniguchi et al., 2007), o que sugere a importancia do PVN posterior na determinagéo
das respostas funcionais ao treinamento e a desnervagao sinoadrtica. Trabalhos do
nosso grupo ja haviam demonstrado que as projecdes OTérgicas descendentes do

PVN para o NTS possuiam efeito ténico sobre o controle da frequéncia cardiaca,



81

facilitando o tébnus parassimpatico e a bradicardia reflexa durante a ativacdo dos
barorreceptores (Braga et al., 2000; Higa et al., 2002; Higa-Taniguchi et al., 2009
Michelini, 2001, 2007).

De forma similar ao observado para os dados funcionais a ativagdo dos
neurdnios pré-autondmicos OTeérgicos do PVN sé foi observada nos grupos SHAM
treinados (normotensos e hipertensos). Em ambos os grupos WKY e SHR o
treinamento ndo alterou a expressdo de receptores no NTS (dados do presente
trabalho) embora aumentasse a densidade de projecées OTérgicas a esta area (Higa-
Taniguchi et al., 2009; Martins et al., 2005; Michelini e Stern, 2009) facilitando portanto
a reducao da FC durante exercicio. Em adicdo a estes efeitos, os dados do presente
trabalho mostraram que o treinamento aumenta tanto a expressdo de RNAm para OT
como a imunorreatividade para OT em normotensos e hipertensos. Importante ressaltar
que estas alteragdes se correlacionaram com as redugdes na FC basal induzidas pelo
treinamento. Uma longa cascata de eventos desencadeou estas respostas
desencadeadas pelo aumento da PA durante o exercicio repetitivo (treinamento):

a) aumento da sinalizagao aferente ao NTS (Brum et al., 2000) aumento do drive

NOReérgico do NTS a neurbnios pré-autondmicos do PVN (Higa-Taniguchi et al.,

2007);

b) remodelamento estrutural de neurdnios pré-autonémicos do PVN induzidos

pelo treinamento (aumento da ramificagdo dendritica e maior area de superficie

(Michelini e Stern, 2009);

c) aumento da expressdao de RNAm para OT e aumento substancial de sua

densidade protéica em sub-nucleos autondmicos do PVN (dados do presente

trabalho nos grupos SHAM);

d) aumento da excitabilidade intrinseca de neurbnios do PVN que se projetam

ao NTS (com diminuicao da fungéo “input/output” em neurénios magnocelulares

que se projetam a neurohipéfise (Jackson et al., 2005);

e) aumento das proje¢cdes OTérgicas do PVN ao NTS/DMV em individuos

treinados (Martins et al., 2005; Michelini, 2007a);
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f) facilitacao do ténus vagal ao coragao durante estimulacao de receptores de OT

no NTS/DMV (Higa et al., 2002; Michelini, 2007a);

g) bradicardia de repouso em WKY e SHR treinados do grupo SHAM a qual se

correlacionava com o conteudo de OT em neurbnios pré-autonédmicos do PVN

(dados do presente trabalho).

O mecanismo celular através do qual a OT age no complexo NTS/DMV nao é
totalmente conhecido. Terminagdes OTérgicas encontram-se densamente distribuidas
no NTS (Martins et al., 2005; Peters et al.,, 2008) e axbnios imunorreativos para OT
encontram-se apostos com neurdnios de 22 ordem do NTS, sugerindo contatos
sinapticos (Peters et al., 2008). Peters et al. (2008) demonstraram através de técnicas
de eletrofisiologia que a OT liberada por axénios do PVN, agia em neurénios de 2°
ordem do NTS aumentando a transmissao visceral aferente e a excitabilidade neuronal
via mecanismos pré (aumento da probabilidade liberacdo de glutamato) e pos-
sinapticos (aumento da corrente de entrada por fechamento de canais de K*). Portanto
a ativagao de proje¢des OTérgicas do PVN NTS causa reducgéo da frequéncia cardiaca
por 2 diferentes mecanismos: aumento da sinalizagdo aferente e maior excitabilidade
dos neurdnios de 2% ordem do NTS (Peters et al., 2008).

Um achado extremamente interessante deste trabalho foi que apdés a SAD a
expressao génica e protéica de OT no PVN foi bastante reduzida e o treinamento nao
foi capaz de reverter esta situagéo, sugerindo, portanto que as adaptagcdes do sistema
OTérgico ao treinamento sdo dependentes da sinalizacdo aferente pelos
barorreceptores. Nossos dados confirmam também o papel do sistema OTérgico central
em provocar bradicardia nos animais treinados uma vez que a resposta bradicardizande
induzida pelo treinamento desaparecia simultaneamente a depressdo do sistema
OTérgico no PVN de SAD treinados.

Em relagdo aos receptores de OT (OTr) nem o treinamento nem a SAD
modificaram sua expressdo génica no NTS. Estes resultados sdo concordantes com
dados de Martins et al (2005), que também nao observaram mudancgas nos niveis de
OTr apds treinamento. Por outro lado a expressao relativa de mRNA para receptores de
OT no RVLM encontrava-se elevada nos SHRs vs WKYs intactos e foi
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significativamente reduzida pelo treinamento e desnervagao sinoadrtica (Tabela 6). A
reducdo induzida pelo treinamento que poderia estar envolvida com a redugdo nos
niveis pressoricos observada nos SHR treinados. A ativacao de receptores de OT no
RVLM promove formacdo de inositol trifosfato com conseqiiente liberagdo de Ca®" no
espaco intracelular, o que determina aumento na excitabilidade celular e despolarizagéo
neuronal aumentando o ténus simpatico (Gimpl e Fahrenholz, 2001). Trabalhos atuais
tém demonstrado que o PVN exerce um papel importante na modulacdo do ténus
vasomotor e na determinagcdo da PA, sendo o RVLM uma area-alvo na mediacéo
destes efeitos (Allen, 2002; Badoer, 2001). Demonstrou-se também que projecdes
OTérgicas do PVN ao RVLM estao envolvidas no controle da ventilagdo e contribuem
com o aumento da PA, uma vez que a microinjegdo de OT exdgena no RVLM de
animais normotensos foi acompanhada de aumento de 35% nos valores de PA (Mack
et al., 2002). A redugao da expressao de receptores de OT induzida pelo treinamento
nos SHR poderia, portanto contribuir para a queda de PA subsequente ao treinamento
observada neste grupo experimental.

Deve-se observar que o treinamento também aumentou a densidade de OT no
subnucleo magnocelular do PVN medial que contém neurdnios neurosecretores que se
projetam para neurohipdfise. Quantificagcdo de OT no plasma e regides cerebrais de
WKY treinados e sedentarios (radioimunoensaio), ja havia mostrado que o treinamento
era acompanhado de aumento de OT no PVN sem alteragdes no SON e dos niveis
plasmaticos (Braga et al., 2000). Ndo se conhecem os mecanismos responsaveis por
estes efeitos. E possivel que a redugdo da excitabilidade intrinseca exibida por
neurénios magnocelulares do PVN apés treinamento (Jackson et al., 2005) possa
contribuir para reducéo da liberagao de OT e aumento no seu conteido nos neurdnios
magnocelulares.

Uma observagao original deste trabalho foi que a SAD foi acompanhada por
reducdo marcante na densidade de OT nos subnucleos autonémicos e neuroenddcrinos
do PVN, sugerindo uma reducgéo na sua atividade. Deve-se notar entretanto, que a SAD
nao alterou a intensa imunorreatividade para OT nos neurdnios magnocelulares do

SON em WKY e SHR sedentérios, indicando assim que este nucleo pode fornecer,
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frente estimulagcédo especifica, niveis plasmaticos elevados de OT. Estudos prévios ja
haviam demonstrado que a SAD n&o alterava a expressdo de mRNA para OT e VP no
SON e ndo modifica os niveis plasmaticos destes horménios (Rocha et al., 1993). A
SAD também ndo impede a secregdo hormonal neurohipofisaria, mas mantem sua
habilidade em prover liberacdo modesta ou intensa de OT e VP frente a estimulos
isotdbnicos ou hipovolémicos, respectivamente (Morris et al., 1989; Rocha et al., 1993;
Schreihofer et al., 1992, 1994). Os efeitos diferenciais da SAD sobre o conteudo de OT
nos neurdnios do PVN (redugcdo marcante) e do SON (sem alteragdo) indicam a
especificidade dos barorreceptores (e quimiorreceptores) em modularem o controle
autonOmico e nao interferirem na regulagdo do SON cuja fungéo principal é regular o
balango hidroeletrolitico. Além disto, a estrita dependéncia da integridade de
barorreceptores (e quimiorreceptores) na determinagdo dos niveis de OT no PVN
sugere que neurdnios OTérgicos no PVN encontram-se associados com a funcao
autonémica. Realmente trabalhos anteriores do nosso laboratério ja haviam
demonstrado que um grande numero de neurénios OTérgico (especialmente do PVN
posterior) projetam-se ao complexo solitario-vagal (Higa-Taniguchi et al., 2007; Jackson
et al.,, 2005) e que o bloqueio de receptores de OT nesta area altera o controle
parassimpatico do coragao (Braga et al., 2000; Higa et al., 2002; Higa-Taniguchi et al.,
2009). A depressao do sistema OTeérgico no PVN associada ao bloqueio dos efeitos
bradicardizantes induzidos pelo treinamento apds a SAD reforga nossa proposicao de
que o treinamento exerce seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular por
melhorar o controle de vias OTérgicas pré-autonémicas.

Embora nossos dados com a desnervacao sinoadrtica ndo permitiram esclarecer
se a ativacdo de vias pré-autondbmicas centrais é dependente da ativacdo dos
barorreceptores e/ou dos quimiorreceptores arteriais, experimentos em andamento em
nosso laboratério com a remocao seletiva dos quimiorreceptores arteriais tém mostrado
que a informacéo carreada pelos quimiorreceptores carotideos nao interfere com a
expressao basal de neurdnios OTérgicos nos subnucleos autondmicos do PVN, ou seja
nao ha redugao génica e protéica apdés remogao dos corpusculos carotideos (Cruz et

al., 2010). No entanto, embora os quimiorreceptores periféricos ndo sejam ténicos em
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manter a paténcia dos neurdnios OTeérgicos pré-autondmicos, sua remogao seletiva
reduz significativamente o aumento da densidade de neurbnios OTérgicos pré-
autonOmicos induzida pelo treinamento (Cruz et al.,, 2010). Em conjunto nossos
resultados sugerem que os barorreceptores, ndo os quimiorreceptores, sao tonicos para
manter a expressao/funcionabilidade dos neurdnios Otérgicos do PVN que se projetam
e modulam areas bulbares de integracdo autonédmica, mas que ambos, barorreceptores
e quimiorreceptores arteriais, mediam a potencializagdo do controle OTérgico central e

os ajustes benéficos do sistema cardiovascular induzidos pelo treinamento aerdébio.
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6 CONCLUSOES

A auséncia crénica de informacao aferentes carreadas pelos barorreceptores e
quimiorreceptores arteriais revelou o papel crucial desempenhado pela sinalizagéo
aferente em desencadear a atividade basal dos neurbnios pré-autonémicos OTérgicos
do PVN. Nossos dados revelaram ainda que os efeitos benéficos do treinamento
aerobio de baixa intensidade sobre o controle da freqliéncia cardiaca em normotensos
e hipertensos sdao também desencadeados pela sinalizagao aferente (barorreceptores e
quimiorreceptores) e mediados por neurénios OTérgicos pré-autondmicos do PVN, os
quais apresentam alteragdes plasticas (intenso aumento da densidade relativa)

indicativas de maior funcionabilidade.
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Cavalleri MT, Burgi K, Cruz JC, Jordio MT, Ceroni A,
Michelini LC. Afferent signaling drives oxytocinergic preautonomic
neurons and mediates training-induced plasticity. Am J Physiol Regul
Integr Comp Physiol 301: R958 -R966, 201 1. First published July 27,
2011; doi:10.1152/ajpregu.00104.2011.—We showed previously that
oxytocinergic (OTergic) projections from the hypothalamic paraven-
tricular nucleus (PVN) to the dorsal brain stem mediate training-
induced heart rate (HR) adjustments and that beneficial effects of
training are blocked by sinoaortic denervation (SAD; Exp Physiol 94:
630-640; 1103-1113, 2009). We sought now to determine the com-
bined effect of training and SAD on PVN OTergic neurons in
spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto (WKY)
rats. Rats underwent SAD or sham surgery and were trained (55% of
maximal capacity) or kept sedentary for 3 mo. After hemodynamic
measurements were taken at rest, rats were deeply anesthetized. Fresh
brains were frozen and sliced to isolate the PVN; samples were
processed for OT expression (real-time PCR) and fixed brains were
processed for OT immunofluorescence. In sham rats, training im-
proved treadmill performance and increased the gain of baroreflex
control of HR. Training reduced resting HR (—8%) in both groups,
with a fall in blood pressure (—10%) only in SHR rats. These changes
were accompanied by marked increases in PVN OT mRNA expres-
sion (3.9- and 2.2-fold in WKY and SHR rats, respectively) and
peptide density in PVN OTergic neurons (2.6-fold in both groups),
with significant correlations between OT content and training-induced
resting bradycardia. SAD abolished PVN OT mRNA expression and
markedly reduced PVN OT density in WKY and SHR. Training had
no effect on HR, PVN OT mRNA, or OT content following SAD. The
chronic absence of inputs from baroreceptors and chemoreceptors
uncovers the pivotal role of afferent signaling in driving both the
plasticity and activity of PVN OTergic neurons, as well as the
beneficial effects of training on cardiovascular control.

sinoaortic denervation; exercise training; hypothalamus; paraventricu-
lar nucleus; supraoptic nucleus; oxytocin; spontaneous hypertension

ACCUMULATING EXPERIMENTAL evidence from our and other lab-
oratories has shown that aerobic training promotes several
beneficial cardiovascular effects in normotensive and hyper-
tensive individuals. Training causes remodeling of the heart
with a simultaneous stroke volume increase and heart rate (HR)
decrease (5, 34, 40), outward eutrophic remodeling of arteri-
oles, capillary angiogenesis, and venule neoformation in the
exercised muscles (1-3, 10, 24). Exercise training is also
accompanied by a predominance of relaxation over contractile
endothelium-derived factors (15, 44). These adaptive mecha-
nisms by improving blood flow and tissue conductance, by
reducing vascular resistance, and restoring normal endothelial
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function favor the amelioration of impaired functions in car-
diovascular disease.

Training reduces both the activity of the renin-angiotensin
system and oxidative stress (13, 22, 38) and effectively induces
neuronal plasticity in brain areas involved in autonomic control
(29). A series of studies indicated that low-intensity aerobic
training in normotensive Wistar-Kyoto (WKY) and spontane-
ously hypertensive (SHR) rats improved afferent signaling by
aortic baroreceptors (7) and increased noradrenergic drive from
the brain stem to hypothalamic preautonomic neurons (18).
Training also caused structural remodeling and increased the
intrinsic excitability of oxytocinergic (OTergic) and vasopress-
inergic (VPergic) neurons within the paraventricular nucleus
(PVN) of the hypothalamus that project to the brain stem (20,
29), thus activating OTergic and VPergic drive to dorsal brain
stem areas (23, 26, 29). Oxytocinergic input is involved in the
modulation of vagal outflow to the heart, causing resting
bradycardia and smaller exercise tachycardia in trained WKY
and SHR rats (6, 16, 17, 25). It was also shown that central
OTergic pathways are depressed in SHR (23), but a significant,
although smaller, oxytocin-induced restraint of exercise tachy-
cardia is still observed in the trained SHR (17). In contrast,
activation of VPergic projections to the nucleus tractus soli-
tarius (NTS) blunted pressure-induced activity of aortic affer-
ents (4), contributing to the upward resetting of baroreflex
during exercise that facilitated the tachycardic response (12,
27-29).

A recent study by Ceroni et al. (8) showed that the chronic
absence of baroreceptor inputs blocked the training-induced
reduction in vasomotor sympathetic tonus, the pressure fall in
SHR rats, and training-induced resting bradycardia in SHR and
WKY rats, suggesting that baroreceptor afferent signaling is an
important stimulus that orchestrates training-induced plasticity
within central autonomic pathways. The effects of training on
HR responses were attributable to activation of OTergic path-
ways from the hypothalamus to dorsal brain stem (6, 17, 23,
25, 27), and OT has been shown to be involved in the
baroreceptor reflex control of HR (11, 16, 37, 39, 43) and heart
protection (14, 19, 21). We hypothesized that sinoaortic dener-
vation (SAD) would affect the central OTergic drive that
modulates the autonomic control of the heart in normotensive
and hypertensive rats. Therefore, the present study investigated
the effects of SAD on PVN OTergic neurons in SHR and WKY
controls subjected to exercise training or kept sedentary. The
combined effect of chronic afferent removal and training on
resting HR and brain OT content were analyzed by hemody-
namic recordings in conscious rats, followed by measurements
of OT mRNA expression and OT immunoreactivity within
PVN neurons. To distinguish between the effects of SAD on
OTergic autonomic circuitry and the effects on plasma OT
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release, we also analyzed OT immunoreactivity within su-
praoptic neurons (SONs).

MATERIALS AND METHODS

Animal surgery and experimental protocols. All surgical proce-
dures and experimental protocols were reviewed and approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Sao
Paulo, in compliance with the Ethical Principles in Animal Research
of the Brazilian College of Animal Experimentation.

Male WKY and SHR rats, aged 2 mo, were housed in Plexiglas
cages in the Animal Facilities of the Department of Physiology and
Biophysics under controlled temperature and a 12:12-h light-dark
cycle, with free access to tap water and food. After an acclimatization
period, active rats were preselected for their ability to walk/run on a
treadmill (KT-300, Inbramed, Porto Alegre, Brazil; 5-10 sessions
from 0.3 to 0.7 km/h, 0% grade, 10 min/day). The rats were then
subjected to a progressive maximal exercise test on the treadmill
(beginning at 0.3 km/h and increasing by increments of 0.3 km/h
every 3 min until exhaustion). Sinoaortic denervation was performed
according to Ceroni et al. (8) in half of the animals in both the WKY
and SHR groups. Briefly, the rats were anesthetized [80 mg/kg ip
ketamine (Fort Dodge, IA) plus 12 mg/kg ip xylazine (Fort Worth,
TX)] to expose the neurovascular trunk bilaterally in the neck. The
common carotid artery and vagus and sympathetic nerves were dis-
sected to allow the identification and specific sectioning of aortic
depressor nerves (traveling together as sympathetic nerves or as a
separate branch, with preservation of the sympathetic trunk). The third
contingent of aortic afferent fibers was interrupted by resection of the
superior laryngeal nerve. The carotid bifurcation was exposed for
resection of the sinus and carotid body nerves. The other half of the
rats in the WKY and SHR groups was subjected to sham surgery
without nerve sectioning. The rats were treated subcutaneously with
ketoprofen (1% Biofen, 2 mg/kg sc; Biofarm, Jaboticabal, Brazil) and
penicillin (24,000 IU/kg sc; Pentabiotico Veterinario, Fontoura
Wyeth, Brazil) and allowed to recover for 1 wk. The rats were then
readapted to the treadmill for 1 wk. Before beginning the experimental
protocols, the Sham and SAD WKY and SHR groups were subjected
to a second maximal exercise test (week 0) to identify the effects of
surgery on treadmill performance and to determine the intensity of
training to assign the rats equal performance to the training and
sedentary groups.

Low-intensity aerobic training (T = 50—60% of maximal exercise
capacity, performed 5 days/wk, 1 h/day for 3 mo) was similar to that
used previously in age-matched SHR and WKY rats (6, 8, 17, 23).
The maximal exercise tests were repeated for all groups at weeks 6
and /2 to adjust the training intensity and compare the efficacy of the
training and sedentary protocols, respectively. The rats allocated to
the sedentary protocols (S) were handled every day and subjected
once per week to a short period of mild exercise (5-10 min, 0.4-0.8
km/h, 0% gradient) to keep the sedentary rats in conditions that
approximated those experienced by the training groups. At the end of
the experimental protocols, the rats were anesthetized intraperitone-
ally (ketamine plus xylazine) for chronic implantation of arterial and
venous catheters in the left femoral artery and vein, as previously
reported (8). The rats were treated again with analgesic plus antibiotic
and allowed to recover for 1 day.

Hemodynamic measurements and baroreflex testing. Arterial pres-
sure (AP) was measured on the next day in conscious freely moving
rats. The arterial catheter was connected to the recording system
(Gould Statham P23XL transducer connected to a carrier amplifier
and 5900 Gould Recorder; Valley View, OH). A variable period of
time (15-30 min) was allowed for the stabilization of cardiovascular
parameters before beginning the simultaneous measurement of AP
and HR [determined from pulse interval; Biotach Gould (Valley
View, OH) for 30—40 min (resting values)]. The baroreceptor reflex
control of HR [loading/unloading of baroreceptors with phenylephrine
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and sodium nitroprusside, intravenously, as described previously (16)]
was then tested to determine baroreflex sensitivity and confirm the
SAD procedure.

Tissue sampling. After the functional measurements, the rats were
deeply anesthetized with 60 mg/kg ip pentobarbital sodium, leading to
respiratory arrest. The rats assigned to the PCR experiments were
immediately subjected to transcardiac perfusion with 0.01 M PBS, pH
7.4 [Daigger pump, Vernon Hills, IL; 20-30 ml/min, ~5 min, with
the perfusion pressure maintained in the same range as the mean AP
(MAP) recorded in the conscious animal] and decapitated to remove
the brain, which was quickly transferred to a dry-ice box. A slice
(800-1,000 pwm) was taken at the hypothalamic level and immediately
frozen for bilateral PVN punches that contained the medial and caudal
parts of the nucleus plus surrounding structures. The samples (~1.5
mg each) were collected in 0.5 ml TRIzol and stored at —80°C. After
respiratory arrest and transcardiac perfusion with 0.01 M PBS (~5
min), the rats allocated to immunofluorescence processing received an
infusion of 4% paraformaldehyde in 0.01 M PBS (pH 7.2, 400-500
ml, 10 ml/min). The rats were decapitated for brain removal. The
brain was postfixed in 4% paraformaldehyde for 4 h at 4°C and
cryoprotected in 0.01 M PBS that contained 30% sucrose at 4°C for
3—4 days. The brain was blocked and stored at —80°C until process-
ing.

Real-time PCR studies. mRNA expression was estimated by real-
time PCR in 7-9 samples per group obtained from the SHAMwk s,
SHAMwkyi, SHAMsurs, SHAMsuri, SADwkys, SADwky, SAD-
surs, and SADspre groups. Total RNA was extracted using TRIzol
reagent, according to the manufacturer’s instructions. Total RNA was
dissolved in 10 pl of DEPC water and stored at —80°C. DNase I was
used to digest DNA and obtain pure RNA prior to the RT reaction.
The integrity of the RNA was verified by agarose gel electrophoresis.
Total RNA (2 pg/reaction) was used for first-strand cDNA synthesis
using SuperScript II, according to the manufacturer’s protocol.
RNaseOUT was also added to protect the RNA during this process.
Three pooled RNA aliquots were routinely sham reverse-transcribed
(i.e., reverse transcriptase was omitted) to ensure the absence of DNA
contaminants. cDNA was stored at —20°C until processing. The
samples were subjected to real-time PCR amplification using
Platinum SYBR QPCR Supermix-UDG and specific oligonucleo-
tides for OT (sense primer, TAGACCTGGATATGCGCAAG; an-
tisense primer, CTCGGAGAAGGCAGACTCAG). The real-time
PCR reactions were performed and analyzed using the Corbett Re-
search System (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia). The PCR
conditions were the following: 99°C for 2 min, followed by 45 cycles
at 95°C for 15 s, 60°C for 60 s, and 72°C for 20 s. The specificity of
the SYBR Green assay was confirmed by melting point analysis.
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), continu-
ally expressed in all cells, was used as the reporter gene. In a pilot
experiment, HPRT was not altered by hypertension, exercise training,
or SAD. The mRNA expression data were calculated by cycle thresh-
old (Ct) values using the AACt method (33), and the results are
expressed as fold increases. All reagents and oligonucleotides were
purchased from Invitrogen (San Diego, CA).

Immunohistochemical studies. Sequential hypothalamic coronal
sections [25 pm, —1.80 to —2.12 caudal to bregma (32)] were cut
with a cryostat (Leica CM 1850; Nussloch, Germany) and were
collected in tissue culture wells with 0.01 M PBS. Free-floating
sections were incubated with 0.01% Triton X-100 and 10% normal
horse serum for 1 h. For the immunofluorescence reaction, the
sections were incubated overnight with primary antibody (polyclonal
guinea pig anti-OT, 1:200,000 dilution; Bachem, Bubendorf, Switzer-
land), followed by a 2-h incubation with secondary antibody (donkey
anti-guinea pig Cy3-labeled, 1:400 dilution; Jackson Immuno-
Research Laboratories, West Grove, PA), diluted in PBS containing
0.01% Triton X-100. Four to eight slices were placed in each slide and
mounted with a coverslip and Vectashield. Control experiments were
performed by omitting the primary or secondary antibody.
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Table 1. Changes on treadmill performance induced by sedentary and training protocols in WKY and SHR groups submitted

to sinoaortic denervation or sham surgery

Treadmill Performance, km/h

WKYs WKYt SHRs SHRt

Sham groups during S and T (n =15) (n = 14) (n=14) (n =15)
Week 0 0.74 = 0.04 0.76 = 0.04 1.38 = 0.06 * 1.38 £0.04 *
Week 6 0.71 = 0.03 1.34 = 0.05 f# 1.19 = 0.05 * 1.77 £ 0.06 *i#
Week 12 0.69 = 0.03 1.39 = 0.03 i# 1.23 £0.05 * 1.97 £ 0.05 *i#
Gain —0,05 = 0.03 +0.64 £ 0.04 —0,15 £0.08 +0.59 £0.05 F

SAD groups during S and T (n=14) (n=13) (n=13) (n=12)
Week 0 0.65 = 0.03 0.72 = 0.04 1.21 £0.04 * 1.31 £0.07 *
Week 6 0.68 = 0.03 1.24 = 0.04 # 0.89 = 0.03 *# 1.80 £ 0.06 *i#
Week 12 0.64 = 0.03 1.34 = 0.04 f# 0.86 = 0.03 *# 1.95 £ 0.05 *i#
Gain —0.01 = 0.04 +0.62 = 0.05 —0,35 £0.05 +0.64 £0.06

Values, measured during maximal exercise tests on treadmill, are expressed as means * SE. “S” denotes sedentary, while “T” denotes training. WKY and
WKY,, Wistar-Kyoto, sedentary and training, respectively. SHRs and SHRt, spontaneously hypertensive rats, sedentrary and training, respectively. SAD,
sinoaortic denervation. Significant differences (P < 0.05) are * vs. WKY; § vs. s; # vs. week 0.

The histological sections were carefully examined (Leica DMLB,
Wetzlar, Germany) to localize the regions of interest (ROIs). An EBQ
100 mc-L system (Leistungselektronik, Jena, Germany) was used to
excite the Cy3 fluorochrome at 543 nm. The images from the medial
and posterior PVN and SON from all experimental groups were
digitized with identical acquisition settings and analyzed. Immunore-
active signals were acquired and quantified as previously described
(18). Imaging analysis was performed with Image ProPlus software
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD). An automated tracing pro-
cedure that incorporated a threshold paradigm was applied to the OT
immunoreactivity observations. Background intensity was calculated
from random adjacent areas in the neuropil. The threshold was set to
pass intensities 1.5-fold above background immunofluorescence. The
ROIs of predetermined sizes were drawn within PVN subnuclei
(posterior, post; ventromedial, vm; dorsal cap, dc; magnocellular, mg)
and SON, and the density of the OT threshold signal within each ROI
(expressed as a percentage of threshold area; i.e., area occupied by
threshold signal/total ROI area X 100) was calculated to obtain the
mean value for each area per rat. Average density values were then
obtained for each experimental condition in each group (18).

Statistical analysis. The results are expressed as means * SE.
Treadmill performance in the Sham and SAD groups for both strains
during the sedentary and training protocols was analyzed by three-
way ANOVA with repeated measurements (time). The comparisons
of the hemodynamic parameter, baroreceptor reflex control of HR,
and OT content data between strains (SHR and WKY), conditions
(sedentary and trained), and the presence or absence of surgery (sham
and SAD) were performed with three-way ANOVA, followed by
Fisher’s post hoc test. Correlation analyses were performed using
Pearson statistics. Differences were considered significant at P <
0.05.

RESULTS

Treadmill performance: effects of SAD and training. At the
beginning of the experiments, the SHR rats exhibited better
performance on the treadmill compared with the WKY group
(1.40 £ 0.03 vs. 0.83 = 0.02 km/h, respectively). Sinoaortic
denervation induced a small but significant decrease in tread-
mill performance in both groups (—0.18 = 0.04 and —0.21 *
0.02 km/h for SHR and WKY rats, respectively) with modest,
nonsignificant changes in the Sham groups (—0.02 = 0.03 and
—0.06 = 0.02 km/h for SHR and WKY rats, respectively).
SAD, however, did not interfere with the training or sedentary
protocols, which began 2 wk later. As shown in Table I,
marked increases in attained velocity were already observed in

all trained groups at week 6, with a further small increase from
week 6 to week 12 of training. At the end of the protocols, the
trained groups attained similar velocities (SHR, 1.96 = 0.05
km/h; WKY, 1.37 = 0.03 km/h), with a similar performance
gain in the WKY and SHR groups subjected to sham and SAD
surgery (Table 1). The sedentary groups showed no significant
changes or a small decrease (SHR rats subjected to SAD; Table
1) in treadmill performance.

Effects of SAD and training on hemodynamic parameters.
The average basal values of MAP and HR are depicted on Fig. 1.
As expected, sedentary SHR rats exhibited higher MAP and
HR [180 = 2 mmHg and 359 = 6 beats per min (bpm)] than
WKY controls. In the Sham groups, training caused significant
resting bradycardia (from 311 = 5 to 289 = 5 bpm and 359 =
6 to 332 = 11 bpm in WKY and SHR rats, respectively; P <
0.05, corresponding to a 7-8% reduction), accompanied by a
pressure decrease only in the SHR group (from 180 * 2 to 162 =
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Fig. 1. Absolute values of mean arterial pressure (MAP; fop) and heart rate
(HR; bottom) at rest in sedentary (S) and trained (T) Wistar-Kyoto (WKY) and
spontaneously hypertensive rat (SHR) groups subjected to sham (left) or SAD
(right) surgery. The data are expressed as the mean from 12—15 rats per group.
Significant differences (P < 0.05) are * vs. WKY; + vs. S; # vs. Sham.

AJP-Regul Integr Comp Physiol » VOL 301 «+ OCTOBER 2011 + WWW.ajpregu.org

TT0Z ‘8¢ 1290100 uo Bio'AbojoisAyd nbaidle woiy papeojumoq



http://ajpregu.physiology.org/

SAD, TRAINING, AND OXYTOCINERGIC NEURONS

R961

Table 2. Baroreceptor reflex control of heart rate in sedentary and trained WKY and SHR groups submitted to SAD or sham

surgery
Baroreflex Index, bpm/mmHg
WKYs WKYt SHRs SHRt

Sham groups

Reflex bradycardia —1.53 £0.07 —2.21 £ 0.107 —1.05 £ 0.08* —1.43 £ 0.07*}

Reflex tachycardia —2.28 £ 0.09 —3.26 £ 0.127 —1.67 £ 0.11%* —2.09 £ 0.10%F
SAD groups

Reflex bradycardia —0.23 £ 0.08# —0.41 £ 0.10# —0.12 £ 0.11# —0.20 £ 0.07#

Reflex tachycardia —0.32 £ 0.14# —0.53 £ 0.09# —0.26 = 0.10# —0.23 £ 0.09#

Values are expressed as means = SE and were obtained in 69 rats/group. Significant differences (P < 0.05) are * vs. WKY; ¥ vs. S; # vs. SHAM.

5 mmHg; P < 0.05, corresponding to a 10% decrease). In
contrast, SAD completely abolished these beneficial effects of
training, which were replaced by resting tachycardia (from 320 =
6 to 343 = 7 bpm in WKY rats and from 347 *= 8 to 375 £ 7
bpm in SHR rats; P < 0.05; Fig. 1) and a further pressure
increase in the trained SHR rats (from 183 = 2 to 195 *= 4
mmHg; P < 0.05). WKY rats subjected to SAD exhibited
higher MAP (140 = 2 vs. 131 = 2 mmHg in Sham controls;
P < 0.05). No training-induced pressure change was ob-
served in SAD and Sham normotensive controls.

Training also improved the baroreceptor reflex control of
HR in the Sham groups, reflected by the calculation of the
reflex bradycardia and reflex tachycardia indices (Table 2).
Bradycardic and tachycardic responses to loading and unload-
ing of baroreceptors were absent after SAD, confirming the
efficacy of sinoaortic afferent removal (Table 2).

Effects of SAD and training on PVN OTergic neurons.
Oxytocin mRNA content in the PVN was greatly affected by
SAD and training (F; 41 = 34.96, P < 0.001 and F; 4; = 11.77,
P = 0.001, respectively) with a significant interaction between
both (Fy41 = 11.41, P = 0.002). No effect of strain was
observed (Fy41 = 1.98, P = 0.167). In the Sham groups,
training was accompanied by a marked increase in OT expres-
sion [from 1.32 = 0.51 to 5.16 = 1.26 arbitrary units (AU) and
from 1.42 = 0.32t0 3.05 = 0.61 AU in trained WKY and SHR
rats, respectively, corresponding to 3.9- and 2.2-fold increases;
P < 0.001 and P = 0.042, respectively; Fig. 2A]. Oxytocin
mRNA content in the PVN was significantly correlated with
resting HR in intact WKY and SHR rats. Negative relation-
ships showed that the training-induced increase in OT mRNA
content was accompanied by a training-induced decrease in HR
(Fig. 2B). Surprisingly, SAD blocked OT mRNA expression
within the PVN and abolished its correlation with HR values
(Fig. 2, A and B). After SAD, training did not change OT
mRNA expression.

To confirm the effects of training and SAD on central
OTergic control, we analyzed OT immunofluorescence within
the PVN. Fig. 3 shows dense OTergic innervations in the
posterior PVN in Sham rats. Training was accompanied by an
increased density of OTergic neurons in both the WKY and
SHR groups. In contrast, OTergic neuron density was mark-
edly depressed after SAD and not affected by training (Fig. 4).
Similar to the mRNA data, the density of OTergic neurons
within the PVN was not altered by hypertension (Fy 16 =
0.617, P = 0.054 for the strain factor) but was significantly
increased by training and markedly decreased by SAD (Fy 16 =
68.89, P < 0.001; Fy 16 = 230.97, P < 0.001 for condition and
surgery factors, respectively), with interaction between factors

(F1.16 = 69.76, P < 0.001). The quantitative data from specific
PVN subnuclei (Fig. 5) showed that the OTergic neurons were
largely concentrated within the ventromedial subnucleus in
WKY rats (62 = 3% vs. 20-30% in the other subnuclei; P <
0.05). Hypertension reduced OT density within this area (47 =
6%), increased OT density in the magnocellular subnucleus
(from 31 = 3% to 46 = 8%), and did not change OT density
in the posterior and dorsal cap subnuclei (29 * 1% and 21 =
2%, respectively). The data from the Sham groups in Fig. 5
also confirmed a robust training-induced increase in OT den-
sity in posterior nuclei (+2.9-fold for both WKY and SHR),
dorsal cap nuclei (+3.3- and +2.9-fold for WKY and SHR,
respectively), ventromedial nuclei (+1.4- and 1.9-fold for
WKY and SHR, respectively), and magnocellular nuclei
(+3.0- and +1.7-fold for WKY and SHR, respectively). Sino-
aortic denervation decreased OT density in all PVN subnuclei
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Fig. 2. A: relative expression of oxytocin (OT) mRNA within the paraven-
tricular nucleus (PVN) in sedentary (S) and trained (T) WKY and SHR groups
subjected to Sham (left) or SAD (right) surgery. Significant differences (P <
0.05) are * vs. WKY; + vs. S; # vs. Sham. B: correlation between PVN OT
mRNA expression and resting heart rate (HR) in sedentary/trained WKY and
SHR rats in the Sham (left) and SAD (right) groups. The regression equations
were the following: Ywky.suam = —0.07x + 24, r = —0.89, P < 0.05;
Ysursuam = —0.03x + 13, r = —0.88, P < 0.05; Ywky.sap = —0.003x +
0.37, r = —0.04, P > 0.05; Ysursap = —0.003x + 0.31, r = —0.06, P >
0.05. fSignificant correlation (P < 0.05).
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Fig. 3. Photomicrographs comparing OTer-
gic staining within the posterior PVN in sed-
entary and trained WKY and SHR rats sub-
jected to sham surgery. 3V, 3rd ventricle.

in WKY and SHR rats (average reduction of 66% to 77%; P <
0.05 for SAD vs. Sham in all comparisons; Fig. 5). As shown
in Table 3, in the posterior, ventromedial, dorsal cap, and
magnocellular subnuclei, significant negative correlations
were found between local OT density and resting HR in
Sham sedentary/trained WKY and SHR rats. In contrast, no
significant correlations were observed after SAD (see values
in Table 3).

Notably, SAD had no effect on the density of OTergic
neurons in the SON (Fig. 6). Within this nucleus, the relative
OT density was similar for sedentary Sham WKY and SHR
rats (53 *£ 2% and 54 * 2%, respectively) and unchanged by
SAD (56 = 1% and 54 *= 1%, respectively).

DISCUSSION

The present study confirmed the importance of afferent
signaling for driving the beneficial effects of exercise training

Fig. 4. Photomicrographs comparing OTer-
gic staining in the posterior PVN in sedentary
and trained WKY and SHR rats subjected to
SAD surgery. 3V, 3rd ventricle.

SAD, TRAINING, AND OXYTOCINERGIC NEURONS

SHAM

SHRs SHRt

on resting bradycardia and pressure fall (8). Additionally, the
present study revealed several new observations: /) training
caused a marked increase in OT mRNA expression in the PVN
in the hypothalamus, accompanied by augmented PVN OT
density in the normotensive and hypertensive groups, 2) in-
creased OT mRNA expression and increased OT content in
trained individuals were significantly correlated with reduced
HR recorded in conscious rats at rest, 3) SAD blocked PVN
OT mRNA expression, causing a marked decrease in the
density of OT-positive neurons within the PVN in both groups,
4) removal of afferent signaling impaired training-induced
resting bradycardia, blocking the negative correlation between
hypothalamic OT content and HR values in both normotensive
and hypertensive rats, and 5) this effect was specific for PVN
OTergic neurons because SAD did not interfere with the OT
immunoreactivity observed in SON neurons. Altogether, these
findings strongly suggest that afferent signaling conveyed by

SAD
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Fig. 5. Relative OT density within different PVN subnuclei in sedentary (S)
and trained (T) WKY and SHR groups subjected to sham or SAD surgery.
Measurements were made in the posterior PVN (post) and dorsal cap (dc),
ventromedial (vm), and magnocellular (mg) subnuclei of the medial PVN. The
values represent measurements made in 4—6 slices per rat, with 3—4 rats per
group. Significance differences (P < 0.05) are * vs. WKY; + vs. S; # vs.
Sham.

baroreceptors and chemoreceptors is crucial for driving the
PVN OTergic neurons involved in HR control.

Accumulating experimental evidence in humans and animal
models has demonstrated the efficacy of low-intensity aerobic
training in reducing blood pressure in hypertension by decreas-
ing HR and sympathetic activity and increasing vagal outflow
to the heart in normotensive and hypertensive individuals (8, 9,
17, 27, 29, 34). Accordingly, hemodynamic recordings in the
Sham groups in the present study confirmed both a decrease in
pressure in trained SHR rats and training-induced resting
bradycardia in both WKY and SHR rats. Previous data from
our and other laboratories indicated an important role of OT
within the dorsal brain stem and the involvement of PVN
OTergic projections in the modulation of HR control. Oxytocin
acted in the NTS/dorsal motor nucleus of the vagus (DMV)
complex to facilitate vagal outflow and reflex bradycardia
during baroreceptor loading in normotensive rats (11, 16, 39).
Oxytocin receptor blockade in the NTS reduced reflex brady-
cardia (16) and increased the tachycardic response to an acute
bout of exercise (6, 25, 27).

Interestingly, exercise-induced activation of OTergic projec-
tions from the PVN to the NTS/DMV complex was only
observed in trained rats (6, 25, 27). These observations were
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then extended to hypertensive individuals (17, 23). In both
WKY and SHR rats, training did not change the expression of
OT receptors within the NTS but augmented the density of
OTergic projections to this area (17, 23, 27, 29), thus facili-
tating the slowing of HR during exercise. In addition to the
effects of training on PVN OTergic neurons that project to the
dorsal brain stem, the present data showed that training in-
creased both PVN OT mRNA expression and OT density in the
WKY and SHR groups. These changes significantly correlated
with training-induced reductions in resting HR. A long cascade
of events elicits these effects, triggered by an increase in
pressure during repetitive exercise: /) increased afferent sig-
naling to the NTS (7), 2) increased noradrenergic drive from
NTS to PVN preautonomic neurons (18), 3) structural remod-
eling of trained PVN preautonomic neurons that exhibit stron-
ger dendritic branching and a larger surface area compared
with sedentary controls (29), 4) increased OT mRNA expres-
sion in the PVN and substantial augmentation of peptide
density within parvocellular PVN OTergic neurons (present
data in trained intact controls), 5) increased intrinsic excitabil-
ity, specifically in PVN-NTS-projecting neurons, with dimin-
ished input-output function in PVN magnocellular neurons that
project to the neurohypophysis (20), 6) augmented OTergic
projections from the PVN to the NTS/DMV complex in trained
individuals (23, 26), 7) facilitated vagal outflow to the heart
during OTergic stimulation (16, 27), and 8) resting bradycardia
in both trained WKY and SHR rats, which correlated with
peptide content within OTergic preautonomic neurons (present
study).

The cellular mechanisms through which OT acts in the
NTS/DMV complex are presently poorly understood. Oxyto-
cinergic terminals are evenly distributed throughout the NTS
(23, 35), and OT-immunoreactive axons are closely apposed,
suggesting synaptic contacts, with second-order NTS neurons
(35). Peters et al. (35) showed that OT released from OTergic
axons acts on a subset of second-order NTS neurons to enhance
afferent visceral transmission via presynaptic (i.e., increased
probability for glutamate release) and postsynaptic (increased
inward current by closure of K™ channels) mechanisms. There-
fore, activation of PVN-NTS OTergic projections causes a
slowing of HR via at least two different mechanisms: modu-
lation of afferent signaling and a direct effect of depolarizing
and exciting NTS neurons.

Notably, training also increased OT density within the mag-
nocellular PVN subnucleus that contains neurosecretory neu-

Table 3. Regression equations correlating OT immunoreactivity changes with heart rate changes induced by training in
different PVN subnuclei of WKY and SHR submitted to SAD or sham surgery

Sham SAD
WKY SHR WKY SHR
PVN post Y = —0.82x +305% Y = —0.57x +258%* Y =003 -2 Y=10.03%x—4
(r = —0.98) (r = —0.94) (r =0.51) (r = 0.69)
PVN vin Y = —034x +177* Y = —0.48x +237* Y = —0.08x +44 Y = 0.02x +2
(r = —0.88) (r = —0.96) (r = —0.50) (r = 0.53)
PVN dc Y = —0.68x +251* Y = —0.40x +179%* Y=002x — 3 Y= —-0.0Ix +8
(r=-0.92) (r=-0.92) (r =0.37) (r = —0.56)
PVN mg Y = —0.88x +327* Y=—-031x +171* Y =0.06x — 9 Y = —0.07x +39
(r = —0.96) (r = —0.81) (r = 0.56) (r = —0.63)

PVN post, posterior PVN; PVN vm, ventromedial subnucleus of medial PVN; PVN dc, dorsal cap subnucleus of medial PVN; PVN mg, magnocellular

subnucleus of medial PVN. *Significant correlation (P < 0.05).
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A

Fig. 6. A: photomicrographs comparing OTer-
gic staining in the supraoptic nucleus (SON)
of the hypothalamus in sedentary WKY and
SHR rats subjected to sham or SAD surgery.
B: relative OT density within the SON in
sedentary WKY and SHR groups subjected to
sham or SAD surgery. The values represent
measurements made in 4—6 slices per rat,
with 3 or 4 rats per group.

rons that project to the posterior pituitary. Radioimmunoassay
measurements of OT in plasma and discrete brain areas ob-
tained from trained and sedentary WKY rats revealed that
training was accompanied by an increase in PVN OT content,
but no change was observed in either SON or plasma levels (6).
The determinants of these effects are currently unknown. The
reduced intrinsic excitability exhibited by PVN magnocellular
neurons after training (20) could contribute to reduced release
and increased OT content within magnocellular neurons.

In the present study, the data obtained from the WKY and
SHR groups subjected to SAD (lack of training-induced de-
crease in pressure and HR) confirmed the importance of baro-
receptor signaling for driving the beneficial effects of training
on cardiovascular control (8, 30). An original observation that
arose from this study was that SAD was accompanied by an
absence of OT mRNA expression in the PVN and a marked
reduction in OT density within autonomic and neuroendocrine
PVN subnuclei, suggesting reduced activity. Importantly, SAD
did not change the robust OT immunoreactivity within mag-
nocellular SON neurons in sedentary WKY and SHR rats,
indicating that this nucleus could provide elevated plasma OT
levels upon specific stimulation. Indeed, a previous study
demonstrated that SAD did not change OT and VP mRNA

Relative OT density (%)

SAD, TRAINING, AND OXYTOCINERGIC NEURONS

SHAM

100

[ ] wkys
80 7 Bl s+Rs

60

40

20

SHAM

expression within the SON and did not change the plasma
levels of these hormones in rats maintained under tap water
drinking (36), a condition similar to that of the present study.
Sinoaortic denervation also did not prevent neurohypophyseal
secretion but maintained its ability to cause modest or strong
OT and VP release after isotonic or osmotic and hypovolemic
stimuli, respectively (31, 36, 41, 42). The differential effects of
SAD on OT content within PVN neurons (i.e., a marked
reduction) and SON neurons (i.e., no change) indicated the
specificity of baroreceptors and chemoreceptors in driving the
PVN OTergic neurons that modulate autonomic control and
not the regulation of fluid balance by the SON OTergic
pathway. Furthermore, the strict dependence of PVN OT levels
on the integrity of baroreceptor and chemoreceptor inputs
strongly suggests that their targets in the PVN are associated
with autonomic functions. In this regard, we showed previ-
ously that a large number of PVN OTergic neurons projects to
the solitary-vagal complex (18, 20) and that OT receptor
blockade within the solitary-vagal complex does alter the
parasympathetic control of the heart (6, 16, 17). The depression
of the PVN OTergic system associated with complete blockade
of training-induced effects on HR after SAD supports our
hypothesis that training exerts its beneficial effects on the
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cardiovascular system by facilitating hypothalamic OTergic
modulation. Our data also indicate the pivotal role of barore-
ceptors and chemoreceptors in driving central autonomic path-
ways. The relative participation of baroreceptors and chemo-
receptors in driving OTergic control of HR must be evaluated
in future experiments with selective carotid body removal.

Similar effects of training on PVN OT content and resting
bradycardia in intact WKY and SHR rats indicate the ability of
training to improve the activity of the hypothalamic preauto-
nomic neurons that control vagal outflow in both normotensive
and hypertensive individuals. In a previous study, we found
similar training-induced resting bradycardia in the WKY and
SHR groups but larger exercise-induced tachycardia during an
acute bout of exercise in WKY rats after OT receptor blockade
within the NTS (17). Oxytocin receptor density in the NTS was
significantly reduced by hypertension and not affected by
training (17, 23). Therefore, the smaller training-induced re-
duction in HR exhibited by hypertensive rats during stimulated
conditions was mainly attributable to reduced OT receptor
density in the target area because training-induced plasticity in
PVN OTergic preautonomic neurons was nearly similar in
WKY and SHR rats.

In summary, the chronic absence of baroreceptor and
chemoreceptor inputs reveals the pivotal role of afferent sig-
naling in driving the plasticity and functionality of OTergic
preautonomic neurons. The beneficial effects of training on HR
control in normotensive and hypertensive individuals are also
triggered by afferent signaling and mediated by PVN OTergic
preautonomic neurons that undergo marked augmentation in
their relative density.

Perspectives and Significance

The association between hemodynamic recordings and tech-
niques that quantify the expression and content of brain pep-
tidergic, catecholaminergic, and cholinergic neurons offers a
new approach to simultaneously study the plasticity and func-
tionality of central pathways that integrate vegetative, neuroen-
docrine, and behavioral function. This approach, associated
with exercise training, enabled us to uncover the important role
of afferent signaling (conveyed by arterial receptors) in facil-
itating the OTergic control of the heart, thus determining
resting bradycardia in normotensive and hypertensive individ-
uals. The addition of SAD to these techniques allowed us to
uncover the decisive role of arterial baroreceptors and chemo-
receptors in driving autonomic and neuroendocrine responses.
This is the first demonstration that afferent signaling is crucial
for maintaining the normal activity of preautonomic PVN
OTergic neurons. Procedures such as these may become more
frequent in studies designed to understand integrative brain
mechanisms.
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Burgi K, Cavalleri MT, Alves AS, Britto LRG, Antunes VR,
Michelini LC. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity as indica-
tor of sympathetic activity: simultaneous evaluation in different
tissues of hypertensive rats. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol 300: R264-R271, 2011. First published December 9, 2010;
doi:10.1152/ajpregu.00687.2009.—Vasomotor control by the sympa-
thetic nervous system presents substantial heterogeneity within dif-
ferent tissues, providing appropriate homeostatic responses to main-
tain basal/stimulated cardiovascular function both at normal and
pathological conditions. The availability of a reproducible technique
for simultaneous measurement of sympathetic drive to different tis-
sues is of great interest to uncover regional patterns of sympathetic
nerve activity (SNA). We propose the association of tyrosine hydrox-
ylase immunoreactivity (THir) with image analysis to quantify nor-
epinephrine (NE) content within nerve terminals in arteries/arterioles
as a good index for regional sympathetic outflow. THir was measured
in fixed arterioles of kidney, heart, and skeletal muscle of Wistar-
Kyoto rats (WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR) (123 =
2 and 181 = 4 mmHg, 300 = 8 and 352 £ 8 beats/min, respectively).
There was a differential THir distribution in both groups: higher THir
was observed in the kidney and skeletal muscle (~3—4-fold vs. heart
arterioles) of WKY; in SHR, THir was increased in the kidney and
heart (2.4- and 5.3-fold vs. WKY, respectively) with no change in the
skeletal muscle arterioles. Observed THir changes were confirmed by
either: /) determination of NE content (high-performance liquid
chromatography) in fresh tissues (SHR vs. WKY): +34% and +17%
in kidney and heart, respectively, with no change in the skeletal
muscle; 2) direct recording of renal (RSNA) and lumbar SNA (LSNA)
in anesthetized rats, showing increased RSNA but unchanged LSNA
in SHR vs. WKY. THir in skeletal muscle arterioles, NE content in
femoral artery, and LSNA were simultaneously reduced by exercise
training in the WKY group. Results indicate that THir is a valuable
technique to simultaneously evaluate regional patterns of sympathetic
activity.

hemodynamic measurements; norepinephrine content; sympathetic
nerve activity; heart; kidney; skeletal muscles; exercise training

SYMPATHETIC NERVE ACTIVITY (SNA) has long been regarded as
an important regulator of blood pressure and regional blood
flow (5, 9, 17). In addition, the sympathetic nervous system has
moved toward center stage in cardiovascular medicine with the
recognition of the importance of sympathetic nerve activation
in the pathogenesis of hypertension and other diseases (7-9,
13). Although once controversial, it is now widely accepted
that elevated SNA is a major etiologic factor in human essen-
tial hypertension (7, 13, 15, 17). In fact, experimental evidence
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had confirmed that essential hypertension is accompanied by
sympathetic hyperactivity that impairs renal excretory func-
tion, augments the vasoconstriction of resistance vessels, and
stimulates local trophic responses, thus causing vessel hyper-
trophy and maintenance of hypertension. Recent evidence,
however, has shown specific mechanisms in different models
of hypertension and that SNA is not uniformly increased,
presenting substantial heterogeneity in the heart, kidneys, gas-
trointestinal tract, and muscles of hypertensive patients and
animals (7, 28, 38). In other words, the intensity of SNA
discharge to different regions may be different, depending on a
variety of inputs to the autonomic centers regulating SNA.
These observations have led to the concept of sympathetic
signature that characterizes specific patterns [intensity, timing,
impact on arterial pressure (AP)] of sympathetic activation to
different vascular beds (28). However, the quantification of
sympathetic nerve discharge to target organs in different forms
of hypertension is not easy, requiring simultaneous direct
assessment of regional pattern of SNA (28).

Several techniques used for sympathetic quantification
[sympathectomy, ganglionic blockade, norepinephrine (NE)
spillover, spectral analysis of blood pressure, and heart rate
(HR) variabilities (1, 8, 9, 13, 29, 34, 37)] provide valid indices
for overall SNA. The traditional microneurography technique
measures it directly, but acutely in one tissue (13, 14, 31). A
recent improvement of this technique permits SNA measure-
ment in conscious animals for longer periods of time, but only
up to 2 different tissues (15, 16, 31). Measurement of SNA
indexes in three or more territories can be provided by NE
spillover, but this technique is not usually employed in animal
experimentation.

Tyrosine hydroxylase (TH) is the rate-limiting enzyme in-
volved in catecholamines synthesis within the postganglionic
nerve terminals; therefore TH immunoreactivity (THir) changes
have been used as a marker of sympathetic innervation (6, 22,
32, 36). We hypothesized that the combination of THir tech-
nique with the recent advances in the quantification of immu-
nohistochemical signal (18) would allow the simultaneous
measurement of NE synthesis within sympathetic nerve termi-
nals of arteries/arterioles. This will be a useful index to quan-
tify differential adrenergic activation in several territories at
physiological states and during sympathetic overactivation
occurring in the development and/or progression of pathologi-
cal process. Here, we propose the simultaneous measurement of
THir in different vascular beds of spontaneously hypertensive
rats (SHR; the best-known model of essential hypertension) as
a valid index to determine regional SNA in hypertension. To
confirm our data, we compare THir results with both the NE
content in different territories, as measured by high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) and direct records of
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lumbar and renal SNA (LSNA and RSNA, respectively) in
hypertensive and normotensive rats. To validate THir as an
index of sympathetic activity we also measured skeletal muscle
changes (THir, NE content, and LSNA) induced by exercise
training in normotensive rats.

MATERIALS AND METHODS

Animal protocols and hemodynamic measurements. Male SHR and
normotensive controls [Wistar-Kyoto rats (WKY)] aged 5-6 mo were
used in this study. Rats bred in the Animal Facilities at the Biomedical
Sciences Institute, University of Sao Paulo were housed in Plexiglas
cages (4 rats/cage) in the Animal Facilities of the Department of
Physiology and Biophysics (controlled temperature, 12:12-h light-
dark cycle, with free access to food and water) for 1-wk acclimatiza-
tion.

All procedures and experimental protocols in this study were
reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of the University of Sao Paulo, in compliance with the
Ethical Principles in Animal Research of the Brazilian College on
Animal Experimentation.

Younger WKY rats (2-3 mo at the beginning of protocols) were
used for the low-intensity aerobic training protocol (18, 24). To this
end, after the acclimatization to Animal Facilities, active rats were
preselected according to their ability to walk/run on a treadmill
(Inbramed model KT-300; 5-10 sessions, 0.3 up to 0.7 km/h, 0%
grade, 10—15 min/day). At week 0, before starting the protocols, rats
were submitted to a maximal exercise test on the treadmill (incre-
ments of 0.3 km/h every 3 min, starting with 0.3 km/h up to the
exhaustion of the rat) to determine maximal individual aerobic capac-
ities and to allocate rats with similar capability to trained (T) and
sedentary (S, control) groups. Low-intensity training (~55% of max-
imal exercise capacity) was performed 1 h/day, 5 days/week over 3
mo, as previously described (10, 18, 24); the S group was kept
sedentary for a similar period of time. Maximal exercise tests were
repeated in the middle and at the end of protocols to adjust T group
intensity and to quantify aerobic performance in both groups, respec-
tively.

One to two days before the functional experiments, rats were
anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine ip (80 and 12
mg/kg, respectively) for chronic catheterization of the right carotid
artery, as previously reported (10, 24). After surgery, rats were treated
with analgesic plus antibiotic (ketoprofen 1%, 2 mg/kg; and penicillin,
24,000 IU/kg sc) and allowed to recover. AP and HR recordings were
made 2448 h after the arterial catheterization in conscious, freely
moving rats resting in the experimental cage. The arterial catheter
was connected to the recording system (model P23Db transducer,
preamplifier, and 3400 Recorder Gould) and a variable period of
time (20—45 min) was allowed for stabilization of cardiovascular
parameters before starting the simultaneous measurement of AP
and HR (determined from AP pulse interval by the Gould 5900
Recorder; Biotach, Valley View, OH) for 30-40 min (basal
values).

Monitoring of LSNA and RSNA. After hemodynamic measure-
ments, some rats of each group were anesthetized (1.2 g/kg ip
urethane) for LSNA or RSNA recording. The level of anesthesia was
checked frequently by assessing limb withdrawal reflexes to noxious
pinching. Rectal temperature was measured by a thermometer and
maintained between 36.5 and 37°C by using a heating blanket. A
saline-filled catheter was inserted into the left femoral vein and used
for hexamethonium injection (30 mg/kg) to block the sympathetic
ganglion activity and to determine the background noise of SNA at the
end of the experiment. A middle incision on the ventral surface of the
neck was performed to insert a polyethylene catheter (PE-250) into
the trachea to facilitate respiration. During the experimental proce-
dure, animals were allowed to breathe spontaneously. Afterward, a
midline laparotomy was made in the supine position and the intestines
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were reflected to expose the abdominal aorta for identification of the
paravertebral sympathetic chain. In addition, the left side of the
lumbar sympathetic branch was carefully dissected by using a ste-
reomicroscope (MC-M1232; DFV, Sao Paulo, Brazil), and a pair of
thin, stainless steel bipolar electrodes was placed around the nerve at
L2-L3 level for subsequent LSNA monitoring. Although it has been
reported that the lumbar sympathetic trunk contains some pregangli-
onic fibers (2) we, as well as other investigators, did not distinguish
the quantification between pre- and postganglionic activity when
recording the LSNA. For RSNA recording, a left lateral incision was
made to expose the kidney and the sympathetic nerves. A small
bundle of postganglionic nerves was separated from the nerve plexus
adjacent to the renal artery by using the stereomicroscope. The
connective tissue coverings were removed and the nerve was placed
across the stainless steel bipolar electrode. The nerve bundle (lumbar
or renal) and electrodes were bathed in a pool of 37°C mineral oil to
prevent tissue drying. The original SNA was amplified (10 k of gain;
model ANS502 Differential Amplifier; Tektronix, Beaverton, OR),
filtered (band-pass filter, 0.1-3.0 kHz) and acquired simultaneously
with a blood pressure signal. Further processing was performed
using a data acquisition system assembled on a computer equipped
with an analog-to-digital converter (CODAS, 10 kHz sampling
rate; Dataq Instruments). Resting values of SNA and arterial blood
pressure were recorded for 30 min. Data were analyzed in a
computer running Spike 2 software (Cambridge Electronic Design,
Cambridge, UK) with custom-written scripts for off-line analyses.
LSNA and RSNA basal values were rectified and displayed as a
moving average (100-ms time constant). For spike counting, we
determined the upper margin of the nerve activity after ganglionic
blockade (threshold value) by means of a cursor. Action potentials
exceeding the threshold were counted and averaged every 60 s in
each animal. Group means were averaged and displayed in histo-
gram as spike-s~!. Since hexamethonium was used at equivalent
dose for each animal, possible additional increases in LSNA due to
preganglionic SNA induced by baroreceptor unloading would
occur in every animal of any group. Therefore, it did not interfere
in the comparison between groups.

Tissue sampling. After functional measurements, rats were deeply
anesthetized (60 mg/kg ip pentobarbital sodium), allowing the respi-
ratory arrest. Rats allocated to immunofluorescence processing were
immediately submitted to transcardiac perfusion with 0.01 M PBS
(100 ml) followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 mol/l PBS, pH 7.2,
400-500 ml (Daigger Pump, 10 ml/min). The perfusion pressure was
kept in the same range as the MAP recorded in the conscious animal.
The soleus, red gastrocnemius, gracilis (locomotor muscles), and
temporalis (nonlocomotor muscle) muscles, left kidney, and heart
were removed, postfixed (4% paraformaldehyde, 12 h at 4°C), and
cryoprotected (0.1 M PBS containing 30% sucrose at 4°C) for a
minimum of 72 h and stored until processing. Rats assigned to HPLC
studies were submitted to transcardiac perfusion with 0.01 M PBS
only (~5 min) for fresh tissue collection. Skeletal muscles (soleus,
temporalis), left kidney, heart, and femoral artery were immediately
removed, wrapped in aluminum foil, and stored at —80°C until
processing.

Immunohistochemical studies. Transverse sections of the locomo-
tor and nonlocomotor muscles, renal cortex, and left ventricle (16 pwm,
Leica Cryostat CM3050) were collected directly in glass slides (4—8
slides/tissue, 2—4 slices/slide). Sections were incubated with 0.01%
Triton X-100 and 10% normal horse serum for 1 h. Slides were
processed for THir. Primary mouse monoclonal antibody anti-TH
(Chemicon, 1:100 dilution, ~150 pl) diluted in PBS (0.01 M/l) was
applied directly on the slices. Slides were incubated for 12 h at room
temperature in a humid box. Slides were washed in PBS (3 times, 10
min each) and incubated for 2 h at room temperature with the
secondary antibody (FITC-conjugated affinipure goat anti-mouse IgG,
Jackson Immuno Research Laboratories; 1:100 diluted in 0.01 M/I
PBS). After three washes in PBS, the slides were mounted with
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Vectashield (Vector Labs, Burlingame, CA). Control experiments
(with no fluorescence) were performed by omitting the primary or
the secondary antibodies. All slices were inspected for localization
of transverse arterioles sections. Images of arterioles from the
skeletal muscles, left ventricle, and renal cortex were captured in
a Nikon microscope (Eclipse model 1000; magnification, X200).
THir, expressed as percentage of area or area occupied by thresh-
old signal/total area of interest, was analyzed in the adventitia and
adventitia-medial border in the upper, lower, right, and left quad-
rants of each transverse arteriole section, within standard rectan-
gular windows of 250 wm? for heart and kidney and of 75 wm? for
the skeletal muscle arterioles (Image J software); 7—12 arterioles/
tissue were measured. Background intensity was calculated from a
similar window placed in the lumen of each arteriole and sub-
tracted from the absolute THir intensity to give the net THir
value/arteriole.

HPLC analyses. Tissue NE content was determined by HPLC,
according to Garofalo et al. (12). Briefly, fresh tissue samples (kidney,
heart, skeletal muscles, and femoral artery) were homogenized in 0.2
N perchloric acid with EDTA and sodium metabisulfite as antioxi-
dants. After protein removal (Tris-HCI, pH 8.9), extracts were acti-
vated with acid-washed alumina and catecholamines eluted with
0.1 N perchloric acid. Catecholamines were assayed using HPLC
(model LC-7A; Shimadzu Instruments) with a Spherisorb ODS-2
(5 mm; Sigma-Aldrich) reversed-phase column with a flow rate of
1 ml/min. The mobile phase consisted of phosphate buffer with
L-octanosulfonic acid and 5% methanol. Dihydroxybenzylamine
was used as the internal standard; results were corrected for

soleus m.

Fig. 1. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity (THir)
in micrographs of the soleus muscle (A and B), heart
(C and D), and kidney arterioles (E and F) in normo-
tensive [Wistar-Kyoto rats (WKY); A, C, and E] and
spontaneously hypertensive rats (SHR; B, D, and F).
Perivascular sympathetic innervation is mainly ob-
served in the adventitia and adventitia-medial border.
Note the marked autofluorescence in internal elastic
lamina.
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recovery, based on the recovery of the internal standard, which
was, on average, 80%.

Statistical analysis. Results are presented as means = SE. Differ-
ences in THir, NE content, LSNA, and RSNA between groups were
analyzed by Student’s r-test, while differences between arteries and
tissues in the WKY and SHR groups were analyzed by one-way
ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls as a post hoc test. The
significance level was set at P < 0.05.

RESULTS

Hemodynamic measurements in aged-matched SHR and
WKY groups showed that hypertension was accompanied by
high-pulsatile and mean AP (217 £ 4/158 = 5, 181 = 4 mmHg
vs. 145 = 2/108 = 3, 123 = 2 mmHg, for systolic/diastolic,
mean pressure, P < 0.05) and elevated HR (352 = 8§ vs.
300 = 8 beats/min, P < 0.05 for SHR vs. WKY groups,
respectively).

Figure 1 shows the distribution/density of noradrenergic
fibers within the skeletal muscle, heart, and kidney as measured
by THir in transverse arterioles sections. THir was present in
the adventitia and the adventitia-medial border (4, 11) where
measurements were made. The internal elastic lamina of the
vessels possessed a pronounced autofluorescence (11). One
observes that THir was more evident in SHR arterioles taken
from the heart and kidney (~100 pwm of internal diameter,
Figs. 1, D and F) when compared with respective WKY

¥ oz
~50 um
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controls (Fig. 1, C and E, respectively). In the soleus muscle
arterioles (~40 pwm of internal diameter), THir was almost
similar between SHR and WKY groups (Fig. 1, B and A,
respectively).

Quantitative THir measurements in WKY group arterioles of
locomotor and nonlocomotor muscles, heart, and kidney arte-
rioles of the same rats confirmed a higher THir in the skeletal
muscle and kidney than in the heart arterioles (average density
of 10.13 = 0.83% in the skeletal muscles and 12.71 = 1.02%
in kidney vs. 3.08 = 0.51% in heart arterioles, Fig. 2, P <
0.05), confirming a dense noradrenergic innervation to skeletal
muscle arterioles (4, 11). Interestingly, hypertension was ac-
companied by significant increases in THir in kidney and heart
arterioles (average density of 31.00 = 2.55% and 16.33 =
3.79%, respectively, corresponding to increases of 2.4- and
5.3-fold vs. respective WKY controls, Fig. 2, P < 0.05), but
not in SHR arterioles taken from soleus, red gastrocnemius,
gracilis, and temporalis muscles compared with respective
WKY controls (P > 0.05 for all comparisons; Fig. 2). Com-
parison of relative THir of arterioles in different tissues of the
SHR also revealed a higher noradrenergic innervation in kid-
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ney vs. heart and skeletal muscle arterioles (density values in
Fig. 2).

To confirm the observations made with THir measurements,
we determined the NE content in fresh SHR and WKY samples
of kidney, heart, skeletal muscles, and femoral artery by HPLC
(Fig. 3). In accordance with our previous results, quantitative
measurements indicated that NE content in both skeletal mus-
cles and femoral artery were not changed by hypertension (68 =
6 vs. 53 = 8,40 = 4 vs. 45 £ 5, and 495 * 156 vs. 284 *= 59
ng/g of tissue in SHR vs. WKY for soleus, temporalis, and
femoral artery, respectively P > 0.05, Fig. 3); in contrast, it
was significantly increased in the kidney and heart (+34%
and +17%, for SHR vs. 123 * 3 and 446 = 37 ng/g of tissue
in the respective WKY groups, P < 0.05, Fig. 3). Comparison
of tissue NE content showed that, contrary to that observed in
arterioles, whole skeletal muscle content was smaller than
kidney and heart, with the highest NE tissue content being
observed in the heart (Fig. 3).

To further validate the efficacy of THir as a marker of SNA
in the skeletal muscle and kidney arterioles, we recorded and
compared the basal LSNA and RSNA in the SHR and WKY
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Fig. 2. THir density in the kidney, heart, and skeletal
muscle (soleus, gastrocnemius, gracilis, temporalis) ar-
terioles of WKY and SHR groups (n = 7-12 arterioles/
tissue; 4—7 rats for each tissue in each group). Signifi-
cances (P < 0.05) are *vs. WKY (Student’s ¢-test); fvs.
kidney (I-way ANOVA).

gastrocnemius
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Fig. 3. Norepinephrine content measured by high-perfor- @ 1
mance liquid chromatography in kidney, heart, and skel- g
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groups. Figure 4 shows that basal LSNA was similar between
groups (22 * 5 and 26 *+ 5 spikes-s” ! in SHR and WKY, P >
0.05), corroborating previous results obtained with both the
THir in the arterioles and the NE content in the femoral artery
and locomotor/nonlocomotor muscles of the SHR and WKY
groups. However, RSNA was higher in the SHR compared
with WKY group (45 = 9 vs. 15 = 7 spikes:s ™!, respectively,
corresponding to a 188% increase, P < 0.05, Fig. 4), confirm-
ing again the THir results observed in renal arterioles and the
kidney NE content.

To further examine regional differences on sympathetic
activity within the same strain, we compared tissue THir, NE
content in the femoral artery, and LSNA in trained and seden-
tary WKY. At the end of protocols, the trained group exhibited
improved treadmill performance (attained velocity of 1.45 =*
0.11 km/h, corresponding to an increase of 0.75 = 0.07 km/h),
whereas sedentary WKY showed no improvement (0.70 =
0.08 km/h). Training reduced HR (275 *= 4 vs. 300 = 7
beats/min, P < 0.05), but pulsatile AP and mean AP were not
changed (145 = 2/107 = 2; 122 £ 2 mmHg for systolic/
diastolic, mean pressure, respectively). As illustrated in Fig. 5
and quantified in Table 1, training caused significant reductions
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- +
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of THir in locomotor and nonlocomotor muscles, which
were accompanied by a proportional reduction on the fem-
oral artery NE content and by a marked decrease in the
LSNA. It should be noted that in normotensive rats, exercise
training did not cause vascular remodeling in the skeletal
muscle arterioles (24).

DISCUSSION

New findings of the present study are /) THir associated
with semiquantitative measurement of the immunohistochem-
istry signal is a valuable technique to measure the synthesis of
NE in the sympathetic nerve terminals; 2) THir could be
measured simultaneously in several tissues of the same animal;
3) changes associated with hypertension are reproduced by
other techniques as the quantitative measurement of NE con-
tent and the direct assessment of SNA; 4) in contrast to other
techniques, measuring NE spillover or NE content in the whole
tissue or a normalized (not absolute) regional SNA, THir is
sensitive enough to show changes in sympathetic innervation
associated with both hypertension and training and, therefore,
differences in sympathetic tonus/activity within different tis-
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Fig. 4. Left: simultaneous recordings of blood pressure (BP) and neurogram of basal postganglionic lumbar (LSNA) and renal sympathetic nerve activity (RSNA)
in anesthetized normotensive (WKY) and SHR. Right: comparison of basal values of LSNA and RSNA (spikes:s~!) in WKY and SHR groups (n = 4 rats in

each group). Significance is (P < 0.05) *vs. WKY.

sues and between animals. Taken together, these observations
indicate that THir is a good and appropriate index to evaluate
regional patterns of sympathetic activation. Previous studies,
by associating THir, TH protein content, NE synthesis, and NE
content with sympathetic activity in different experimental
conditions, do support the proposition that changes in TH
activity may reflect changes in sympathetic activity (26, 30).

Antibodies to tyrosine hydroxylase, the rate-limiting enzyme
involved in catecholamine synthesis, have been extensively
used to mark postganglionic sympathetic terminals innervating
vessels and tissues (6, 20, 22, 23, 32, 35, 36). Most of these
studies, as usual for immunohistochemistry techniques, at-
tempted only to localize sympathetic terminals and their rela-
tion to the surrounding structures. In a recent study, by asso-

Fig. 5. Comparison of THir in gastrocnemius
arterioles taken from sedentary (WKYs) and
trained (WKYt) normotensive rats.
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Table 1. Effects of low-intensity exercise training on
tyrosine hydroxylase immunoreactivity (THir) in locomotor
and nonlocomotor muscles on the norepinephrine (NE)
content within the femoral artery and on the lumbar
sympathetic nerve activity (LSNA) in sedentary and trained
Wistar-Kyoto (WKY) rats

Measured Parameter

THir, % area

Sedentary WKY  Trained WKY  Training effect, %

Soleus muscle 12513 6.8 + 0.9* —46%
Gastrocnemius muscle 113+ 1.1 4.9 * 0.5% —57%
Temporalis muscle 109 £ 1.4 74 *0.7* —32%
NE content in the
femoral artery, ng/g 284 £ 59 149 = 32% —48%
LSNA, % 149 = 32 42 + 8% —72%

Values are means = SE. LSNA was measured in 5-6 rats/group; NE content
was measured in 10 femoral arteries per group, and THir was quantified in
8-10 arterioles taken from 4-5 rats per group. Significance (P < 0.05) is *vs.
sedentary group.

ciating the immunohistochemistry technique with semiquanti-
tative methods to measure the signal intensity/density in
specific areas (by means of Image analysis software) we were
able to obtain arbitrary values that reflect the relative density of
that particular signal, thus permitting the comparison of signal
magnitude between animals and/or groups (18). Procedures
like that have also been used with the in situ hybridization
technique (10, 33). The association of THir with image anal-
ysis allowed us to quantify the relative expression of the
sympathetic transmitter synthesis in the vasculature of several
tissues, indicating both the differential expression between
them and the specific changes induced by hypertension or
training. In the sympathetic terminals of the normotensive
group, we observed a high THir in the skeletal muscle and
kidney arterioles, the lowest content being observed in heart
arterioles (Fig. 2). This effect seems to be specific for the
vasomotor innervation, because a different distribution of NE
content was observed in the whole tissue of normotensive
animals (highest in the heart, medium in the kidney, and lowest
in the skeletal muscles, Fig. 3).

Interestingly, hypertension was associated with significant
increases of THir in the kidney and heart, but not in the skeletal
muscle arterioles, an effect that was confirmed by HPLC
determination of the NE content in these tissues. Several
authors outlined differential patterns of sympathetic activation
in specific hypertensive models. For example angiotensin-
induced hypertension was accompanied by decreased RSNA in
dogs (21) and rabbits (3). Osborn and Fink and colleagues (28,
38) described that angiotensin II/salt-induced hypertension was
also accompanied by decreased RSNA, unchanged muscle, and
increased splanchnic SNA, characterizing according to these
authors, a specific sympathetic signature. Our results, showing
in the SHR group increased kidney and heart THir, increased
RSNA, but unchanged arterioles THir in skeletal muscles
accompanied by unchanged LSNA, also indicate differential
regional patterns of NE synthesis and sympathetic activity,
characterizing a different sympathetic signature in the SHR,
the best animal model for essential hypertension. Interestingly,
our data and previous observations (28, 38) indicate that basal
vasomotor activity to skeletal muscles, as reflected by LSNA
or THir, is preserved in different types of hypertension. In
contrast, RSNA differs among hypertensive models: it is in-

THir AND REGIONAL SYMPATHETIC ACTIVITY

creased in the SHR (present set of data), but decreased in
angiotensin and angiotensin-salt hypertension (3, 21, 28, 38).
In addition, THir data can detect territorial differences in NE
synthesis within groups: kidney and skeletal muscle arterioles
of the WKY exhibited similar magnitude of innervation, which
is significantly higher than that of the heart. On the other hand,
heart and skeletal muscle innervations were similar in the SHR
and smaller than that of the kidney.

THir technique is also sensitive to detect differences on
regional vascular NE content and on regional sympathetic
activity in normotensive rats in which sympathetic vasomotor
drive was reduced by exercise training. Previous studies have
already indicated the potentiality of training to reduce LSNA
(14, 27) and to modify central autonomic control in normoten-
sive rats (25). It is important to note that exercise training in
normotensive rats did not change blood pressure levels and was
not accompanied by vascular remodeling (24) in such a way
that the vascular THir changes observed were exclusively due
to alterations in vasomotor sympathetic drive.

It should be stressed that the present set of data does not rule
out the important contribution of continuous direct recording of
SNA to evaluate the sympathetic drive. The technique pre-
sented here has the advantage of quantifying, at the same
time, sympathetic changes in several tissues, but the limi-
tation to provide a static picture at one time point. It is also
important to stress that our THir results on vessel NE
content reflect regional adrenergic activation of WKY and
SHR groups at basal condition. It remains to be determined
whether THir is also a valid SNA index during high sym-
pathetic activation.

In summary, the present results show clearly that THir, by
quantifying NE synthesis in sympathetic nerve terminals in the
adventitia/adventitia-medial border of arteries/arterioles, is a
valuable technique to quantify basal sympathetic activity in a
specific tissue. In addition, by permitting the simultaneous
measurements in different tissues of the same animal (as many
as necessary), as well as comparisons between groups, it could
be an easy method to evaluate the regional pattern of sympa-
thetic activation.

Perspectives and Significance

To date, there is no ideal technique to measure continuously
and simultaneously the sympathetic activity in three or more
tissues. The simultaneous semiquantitative measurement of
arteriole THir in several target organs, although giving just a
static view, could be an alternative and/or additional method to
uncover differences on regional SNA and/or vasomotor acti-
vation in normal and pathological conditions. In addition, the
technique proposed here could contribute to identify mecha-
nisms linking changes in SNA to the pathogenesis and main-
tenance of different types of hypertension.
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